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El arroz es un alimento basico y a nivel mundial es el segundo cereal mas
producido luego del trigo. Durante los ultimos 5 afios Uruguay ha oscilado entre
el 6to y el 8vo puesto de los principales exportadores de arroz en el ranking
mundial. Las exigencias comerciales de produccion inocua han sido
acompafadas por consumidores cada vez mas atentos de los alimentos que
consumen y las formas bajo las cuales estos se producen.

Diversos ejemplos de contaminacion de arroz demuestran la importancia
del monitoreo de la préactica arrocera respecto a metales pesados. Cabe citar,
el arroz contaminado con Cadmio en China por la mineria y la actividad
industrial. Otro caso de relevancia es la contaminacion por Arsénico en
Bangladesh debido al riego con aguas subterrdneas contaminadas y el
crecimiento de la planta en suelos contaminados. El Arsénico, el Cadmio y el
Plomo son los metales de mayor incidencia al evaluar la contaminacién en las
cadenas alimenticias.

Se realiz6 una evaluacion nacional del contenido de Arsénico, Cadmio y
Plomo en las matrices suelo, agua y grano de forma de obtener una visién
global del ambiente arrocero durante una zafra de arroz. No se detectaron
contenidos de Cadmio y Plomo fuera de especificacidbn en ninguna de las
matrices analizadas (suelo, agua y grano). Dados los resultados para Arsénico
en grano, con valores desde 0,10 a 0,43 mg/kg, valor medio de 0,17 mg/kg, se
estudio la biodisponibilidad del As en el suelo bajo condiciones de inundacién
para establecer posibles causas de lo observado en grano y desarrollar
estrategias tendientes a mejorar las practicas de cultivo. Se evalud la
utilizacion de fosfato de amonio (NH4H,PO,) como extractante para la
determinacién del As biodisponible en suelo.

Para la determinacion de As en grano se trabajé sobre una hibridacion
de técnicas mediante el acoplamiento de un generador de hidruros para el
tratamiento de la muestra a un horno de grafito como sistema detector,
Espectrometria de Absorcibn Atomica con generacibn de Hidruros vy
Atomizacion Electrotermica.

Palabras claves: arroz, agua, suelo, grano, arsénico, plomo, cadmio,
espectrometria atbmica, generacion de hidruros, inyeccién en flujo.



SUMMARY:

Rice is a basic food and the second cereal most produced worldwide, after
the wheat. Over the last 5 years Uruguay has oscillated between the 6th and
8th position among the main rice exporters at the world ranking. The
commercial requirements for innocuous production have been accompanied by
gradually more observant customers of the products they consume and the way
under which those products are made.

Several examples of rice contamination prove the importance of
monitoring the rice cultivation for heavy metals. For instance, the rice
contaminated with Cadmium in China due to the industry and mining practice.
Another relevant case is the Arsenic contamination in Bangladesh because the
irrigation of rice with underground polluted water, and the plant growth in
contaminated soil. Arsenic, Cadmium and Lead are the heavy metals with
greater impact that should be considered when the contaminations of the food
chains are evaluated.

A national evaluation of Arsenic, Cadmium and Lead content in soil, water
and grain samples was made so as to obtain a comprehensive vision of the rice
environment during one rice cultivation. Cadmium and Lead were below the
legal specification in the analyzed matrices. Because the results for Arsenic in
grain were between 0,10 to 0,43 mg/kg with a mean of 0,17 mg/kg, the Arsenic
bioavailability in soils during flooding was studied for lay down what causes the
Arsenic accumulation in grain and develop strategies tending towards improving
the cultivation practices. Ammonium phosphathe was evaluated as a extractant
solution to the analysis of the bioavailable Arsenic in the soil to the plant.

To analyze Arsenic in grain an hybridation of techniques was pursued by
the coupling of an hydride generator for the treatment of the sample using a
graphite furnace as a detector system, Flow Injection, Hydride Generation
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry.

Key words: rice, water, soil, grain, arsenic, lead, cadmium, atomic
spectrometry, hydride generation, Flow Injection.
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NOTA. USO DE SIGLAS EN ESPECTROMETRIA ATOMICA

En el presente trabajo se utilizaron varias técnicas de Espectrometria Atdmica que se
abreviaron mediante el uso de las siglas en inglés, a saber:

Técnica

Sigla Utilizada y significado

Espectrometria de Absorcion Atdmica con
Atomizacién por Llama.

FAAS- Flame Atomic Absorption
Spectrometry

Espectrometria de Absorcion Atdmica con
Atomizacion por Horno de Gréfito.

GFAAS- Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry.

ETAAS- Electrothermal Atomization Atomic
Absorption Spectrometry.

Estas dos siglas habitualmente tienen uso
indistinto en la literatura.

Espectrometria de Absorcion Atémica con
Inyeccioén en flujo, Generacion de Hidruros y
Atomizacion Electrotérmica.

FI HG-GFAAS- Flow Injection Hydride
Generation Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry.

Esta sigla no tiene un uso tan convencional
como las anteriores. Quizas seria mas comun
el uso de HG- AAS (Hydride generation-
Atomic Absorption Spectrometry) pero de esta
manera no se indican ni el medio atomizador
ni el modo de injeccion en flujo por ello se
eligié la primera opcion.

Espectrometria de Emisién Atémica con
lonizacion por Plasma Acoplado
Inductivamente

ICP-OES- Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry.

Cromatografia Liquida de Alta Presion y
Espectrometria de Masas con lonizacion por
Plasma Acoplado Inductivamente.

HPLC-ICP MS: High Pressure Liquid
Cromatography and Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry.

En esta especialidad analitica se acostumbra el uso de siglas en inglés.

Vil
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INTRODUCCION.

INTRODUCCION GENERAL.

Si bien al hablar de contaminacion de un producto agricola lo primero que se
concibe es el agroquimico organico; la presencia de metales pesados en el ambiente
ya sea de fuente natural o por aplicacion de agroguimicos o contaminacién exégena al
cultivo ha ido tomando cada vez més relevancia a nivel pais a lo largo de los afios. El
impacto de un metal pesado en la salud es acumulativo y, en la mayoria de los casos,
los sintomas se ven a largo plazo. De todos modos, en una sociedad que apunta a
més y mejor calidad de vida y a un desarrollo sostenible, el concepto de alimentacion
inocua cobra cada vez mas relevancia.

El arroz es considerado un alimento basico y a nivel mundial es el segundo
cereal mas producido luego del trigo (Hu et al., 2013b). En nuestro pais, el consumo
interno de este cereal no es significativo en relacion a su produccién ya que mas del
90% de lo cosechado se exporta y los mercados compradores son cada vez mas
exigentes en la calidad del producto y en la sustentabilidad ambiental del sistema de
produccion de los alimentos que consumen (INIA, 2010).

En el periodo de enero a agosto del afio 2014, el arroz se ubicé en el 6to puesto
dentro de los principales productos de exportacién del Uruguay con un 6,4% del total
de las exportaciones e ingresos por aproximadamente 400 millones de dolares
(Uruguay XXI, 2014). En el periodo 2008-2013, los valores de las exportaciones de
arroz han experimentado un incremento sostenido que han ubicado al pais entre el 6to
y el 8vo puesto en la lista de exportadores mundiales mas importantes (Figura 1).
Entre los principales destinos de exportaciéon del arroz uruguayo se encuentran Irak e
Iran. La calidad diferencial del producto uruguayo, posibilita su comercializacién en
éstos mercados, a precios 4 veces superiores gue los precios de comercializacion
locales (El Pais Digital, 2013).

Exportacion de Arroz en Uruguay
periodo 2008-2013

700
600

500 -
400 ’___.\/V
300
200
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2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
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Exportacion arroz millones de USS

Figura 1. Exportacion anual de arroz en millones de US$ para el periodo 2008-
2014, fuente Informe Sector Arrocero, Uruguay XXI (2013).

En comparacion con otros paises productores, incluso paises de la region como
Brasil, la produccion nacional se caracteriza por el bajo uso de insecticidas, herbicidas



y fertilizantes. De todos modos, existe un gran interés de los productores, la industria y
otros sectores de la sociedad en realizar un seguimiento a la calidad del grano, el
estado de los suelos y del agua con el objetivo de que el producto final cumpla con los
requisitos fitosanitarios y no dafie al medio ambiente (Uruguay XXI, 2013).

DESCRIPCION DEL PROBLEMA.

La contaminacion por metales pesados en el ambiente puede tener origen
natural o antropogénico. La fuente natural principal de metales pesados proviene de la
meteorizacion de la roca madre o de afloramientos rocosos o mediante deposicion o
arrastre por el viento de cenizas volcanicas (Nagajyoti et al., 2010). En ambientes
agricolas, la fuente antropogénica principal de metales pesados proviene de los
fertilizantes organicos e inorganicos incluyendo el encalado, lodos de depuradoras,
aguas de riego y plaguicidas (Nagajyoti et al., 2010). La aplicacion repetitiva y
excesiva de los mismos, junto con el tiempo de persistencia elevado de los metales en
el ambiente, puede aumentar la concentracién de estos ultimos en los suelos (Gimeno
Garcia et al., 1996; Al-Faiyz et al., 2007). A su vez, la aplicacion de los fertilizantes
puede modificar la especiacién y en consecuencia la biodisponibilidad de los metales
ya presentes en el suelo (Chen et al., 2007). Es por esto, que la adicion de fertilizantes
y plaguicidas debe ajustarse a las necesidades reales del cultivo, dado que se puede
producir la acumulacion de metales pesados y, dependiendo de las condiciones de
crecimiento (proceso de anaerobiosis, caracteristicas del suelo, inundaciones
estacionales, etc), favorecer la disponibilidad de dichos elementos para la planta.

El arroz acumula mayores niveles de arsénico -As- en grano comparado con
otros cereales (trigo, cebada, maiz) debido a la mayor biodisponibilidad del As en los
suelos inundados en los cuales crece. Su acumulacién en suelos arroceros y su
transferencia al grano depende de las propiedades fisicoquimicas del suelo (textura,
tamafio de particula, contenido de minerales), el patron de cultivo, los niveles de As en
el agua de riego y de la profundidad y duracién del periodo de inundacion. Por
ejemplo, en un suelo arenoso el As es mas mévil y biodisponible que en uno arcilloso.
Por todo lo mencionado, es muy importante la realizacion de estudios sitio especificos
(Abedin et al., 2002; Azizur Rahman et al., 2008; Hossain et al., 2008).

La preocupaciéon sobre el As en el medio arrocero tiene caracter histérico y es de
interés mundial. Si bien este afio se cumplen 100 afios de la deteccion del
hidroarsenicismo crénico regional endémico (HACRE) en América Latina; fueron
necesarios muchos afios de avance en la tecnologia analitica para permitir detectar
este elemento en bajas concentraciones y asi poder evaluar la contribucion del arroz
en la ingesta de As. La importancia mundial y la actualidad de este tema quedan
evidenciadas en la revision que realiza actualmente la Comisibn del Codex
Alimentarius sobre la necesidad de establecer limites maximos para As en arroz. Para
esta comision, es un tema de agenda desde al menos 4 afios y plantea, entre otros
aspectos, la necesidad de tomar medidas practicas urgentes para disminuir la
transferencia de As desde el suelo al grano y colectar informacion de mas paises
respecto a la ocurrencia natural de As en arroz. (Codex, CX/CF 11/5/10, 2011; Rep
14/CF, 2014; ALINORM 10/33/41, 2011).

Un caso histérico de contaminacion por As como el de Bangladesh demuestra la
necesidad de monitoreo y evaluacion de las actividades agricolas y domésticas. En
aquel pais, se produjo la contaminacion microbiol6gica de las aguas superficiales lo
que determind un alto riesgo de epidemia de colera y fiebre tifoidea. Por ende, se
fomento la realizacion de pozos de agua caseros para consumo y riego .En los dltimos
30 afios, el crecimiento expansivo en el numero de pozos favorecio, bajo condiciones



reductoras, la liberacion de As de sedimentos enterrados (Smith et al., 2000). El agua
subterrdnea que estaba contaminada con dicho elemento, al ser usada para riego,
aumento los niveles de As en suelos y, como resultado, también en los productos
agricolas, entre ellos el arroz. Dato de relevancia ya que este producto constituye el
73% del aporte calérico de la poblacion.

A nivel de salud, algunos de los sintomas de exposicidn crénica a As incluyen:
debilidad, lasitud, pérdida de cabello, ronquera y pérdida de peso. La Agencia
Internacional de Investigaciones en Cancer (IARC) ha clasificado el As inorganico
como carcindbgeno humano grupo | (Codex Stan 193-1995). Segun un estudio
realizado por la Unidn Europea, la exposicion a As a través de cereales y derivados
representa como maximo entre un 10-15% de la ingesta diaria de As (European Union,
Scientific cooperation scoop 3.2.11, 2004).

El As en arroz se encuentra mayoritariamente en las formas inorganicas
(arsenito, arsenéto) y sus formas metiladas; todas ellas toxicas y asimilables por el
hombre (Meharg et al., 2003, Anexo |). La toxicidad para humanos de dichas especies
de As siguen el orden AsH; > As™® > As™ > monometilarsenato-MMA >
dimetilarsenato-DMA (Abedin et al., 2002, Patel et al., 2005). Contrario a esta
afirmacion, basados en escasos datos de estudios in vivo e in vitro se ha visto que
MMA y DMA son mas téxicos que las especies inorganicas y presentan alta afinidad
por proteinas celulares y tioles (WHO, 2011; Feldmann et al., 2011). Ademas, aunque
en el arroz se estima se encuentra en una concentraciéon menor al 1 %, recientemente
se ha clasificado a los arsenoazucares como potencialmente toxicos (Feldmann et al.,
2011, Anexo I).

En un estudio realizado sobre variedades de arroz de Europa, Bangladesh, India
y Estados Unidos, se observé que en los tres primeros grupos de muestras entre el
60-80% del As era inorganico, en cambio, en el Ultimo, la forma predominante era
DMA con solo un 42% de As inorganico. Por consiguiente, las proporciones de As
organico e inorganico varian entre muestras; y mientras no haya informacion robusta
en especiacion de As como para predecir el riesgo asociado al consumo de arroz se
debe asumir que el valor de As total representa el valor de As inorganico (Williams et
al., 2005).

Desde el punto de vista analitico, la determinacién de As en arroz es una
metodologia desafiante. Las técnicas mas habituales para la determinacion de As en
grano son Espectrometria de Emision Atdmica con deteccién por Masas, u Optica
(ICP-MS e ICP-OES respectivamente), Espectrometria de Absorcion Atomica o de
Fluorescencia Atémica con generacion de hidruros (HG-AAS e HG-AFS
respectivamente) y Espectrometria de Absorcion Atdmica con Atomizacion
Electrotermica (GFAAS) (Codex, CX/CF 11/5/10, 2011; Meharg et al., 2012; WHO.,
2011). Las primeras son técnicas costosas debido al elevado costo de reactivos y la
necesidad de equipamientos caros. ICP-MS se presenta como la técnica con mejores
limites de deteccién pero, se trata una tecnologia muy reciente en el pais habiendo
Unicamente algunos equipos dedicados en su mayoria al andlisis geoldgico. En el
presente trabajo se propuso validar una hibridacion de técnicas mediante el
acoplamiento de un generador de hidruros para el tratamiento de la muestra a un
horno de grafito como sistema detector (FI HG GFAAS, Espectrometria de Absorcién
Atémica con Generacion de Hidruros y Atomizacion Electrotérmica). Consiste en una
metodologia novedosa para Uruguay que permite alcanzar buenos limites de
deteccion, presenta bajo costo de equipamiento y de insumos.

Otro de los metales con incidencia en la contaminacién del arroz el cadmio - Cd-,
se destaca por ser uno de los metales pesados mas peligrosos por su alta movilidad y



su habilidad para acumularse en las plantas en altas cantidades sin ningan signo
visible (Al-Faiyz et al., 2007). Este metal como cation divalente puede competir con
otros cationes (incluyendo Ca*, Mg? y Fe?) en su transporte a través de las
membranas y es de alto riesgo para la salud de humanos y animales en
concentraciones que en los tejidos vegetales en general no son fitotoxicas. En
consecuencia, el Cd es uno de los metales mas importantes al evaluar contaminacion
en las cadenas alimenticias (Liu et al., 2007). A su vez, el Cd es més facilmente
acumulable en las plantas de arroz que el plomo-Pb- (Liu et al., 2007). Esto ultimo
podria explicarse porgue en la interaccion entre esos dos metales, el Pb compite con
gran habilidad por los sitios de adsorcion del Cd en el suelo y prefiere fijarse formando
compuestos estables resultando en una movilidad baja. ElI Cd desplazado por el Pb del
suelo aumenta su fitodisponibilidad, por lo que el Pb siempre esti en desventaja con
este; y disminuye su fitodisponibilidad en presencia de Cd (Chen et al., 2007).

Los cereales, frutas y verduras, carnes y pescado son la fuente principal de Cd
en la dieta porque son de gran consumo, a pesar de que en general presentan bajas
concentraciones del elemento. Este metal se acumula en los rifiones y puede inducir
disfunciones renales, cambios en el sistema esquelético y deficiencias reproductivas.
La IARC clasific al Cd y sus compuestos en cancerigeno humano Grupo |. Segun el
mismo estudio cooperativo realizado para el As, de once paises de la Unién Europea,
cuatro de ellos (Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia) recibian de entre un 47-70%
de la ingesta diaria de Cd proveniente de los cereales y productos derivados, siendo
estos paises los que mas g/dia de Cd ingerian proveniente de este tipo de productos.
Las concentraciones promedio de Cd en este tipo de alimentos fueron comparables
para los once paises (European Union, Scientific cooperation scoop 3.2.11, 2004).

Producto de la reinstalacion de la mina Kamioka en el distrito de Toyama en
Japon a fines del siglo XIX, se produjo uno de los casos de contaminacion ambiental
por Cd mas severa en la region. El relave de la refineria de minerales de Cinc, que
contenia elevados niveles de Cd, era vertido al rio Jinzu y luego precipitaba en los
arrozales del distrito. El agua del rio utilizada para riego contaminaba los suelos y se
acumulaba en los granos de arroz. Por este motivo, los habitantes de la region
comenzaron a ingerir Cd principalmente por esta via. La llamada enfermedad ltai-Itai
(del japonés Duele-Duele), cuyos primeros casos registrados datan de 1912, afectaba
principalmente a las mujeres que habian sido madres de muchos hijos y genera
debilitamiento 6seo, osteomalacia, producto de una disfuncion renal generada por la
acumulacion de Cd en el rifion lo que favorecia la liberacion de fosfato y calcio en la
orina. A partir de 1972 las autoridades los afectados y los cientificos anualmente
realizan inspecciones a la mina. La aplicacién de diversas medidas permitié prevenir
una futura contaminacién. Cabe citar: la inspeccion, recoleccion y divulgacion de
informacién acerca del tipo de materiales involucrados en el proceso, la actualizacién
de reportes sobre la calidad del agua de proceso y las condiciones de vertido y
emision, el estado del suelo, las aguas subterraneas y los productos secundarios.
Actualmente, el 50% de los vertidos de la mina al rio Jinzu se reciclan y la descarga de
Cd pasé de 35 kg/mes en 1972 a 5 kg/mes en 1997 (Yoshida et al., 1999).

Analogamente, antecedentes internacionales recientes indican la contaminacién
con Cd del 10 % del arroz producido y comercializado en China debido a la mineria 'y
la actividad industrial (Mahrs., 2011). En este pais el 65% de la poblacion consume
arroz como alimento fundamental. También se demostré altos niveles de
contaminacién de Cd en suelos agricolas y en el arroz en ellos producido en la
provincia de Hunan en China. En el punto de muestreo mas contaminado se
obtuvieron niveles de dicho metal en grano de 2,72 a 4,36 mg/kg, 14 a 22 veces
superior al estandar establecido por el Ministerio de Salud de aquel pais (0,20 mg/kg).
En esta regién del Hunan, se observa que la contaminacién proviene en su mayoria de



deposicion aérea proveniente de fundiciones y del vertido de efluentes con altos
niveles de Cd (Brigden et al., 2014).

El tercer y Gltimo metal que se trat6 en este estudio — el Pb-, se encuentra en
bajas concentraciones en la mayoria de los alimentos. Sin embargo, debido al elevado
consumo de cereales, el impacto en la ingesta total de Pb es considerable lo cual
justifica su estudio. Algunos de los efectos cronicos de envenenamiento por Pb
incluyen: colicos, constipacion y anemia. En adultos puede producir aumento de
presion y enfermedades cardiovasculares; y en nifios problemas en el aprendizaje y en
el desarrollo neurolégico del feto. En el estudio anteriormente mencionado realizado
por la Union Europea se observd que en la situacibn mas comprometida los
contenidos de Pb en cereales y derivados representaban un 17% de la ingesta diaria
del metal (European Union, Scientific cooperation scoop 3.2.11, 2004).

En la naturaleza el Pb ocurre en los estados monovalente (Pb*?), divalente (Pb*?)
y tetravalente (Pb**); siendo mas comun el estado divalente. También puede formar
compuestos organometélicos como el tetraetilo de plomo que fue la fuente principal
de contaminacién por Pb en Uruguay en la atmdsfera hasta enero del 2004, debido a
su uso como aditivo en las gasolinas (Rivero et al., 2006). Los compuestos organicos
del Pb son considerados mucho mas téxicos para los humanos que el Pb inorgénico.
La toxicidad de las especies organicas disminuye en el orden R,;Pb>
RsPb*™>R,Pb?**Pb®** siendo R un grupo alquilo (Mufioz-Olivas et al., 2001). La
introduccion de sistemas de control de calidad ha favorecido la deteccién de
problemas analiticos, permitiendo la reduccién de los niveles sobreestimados de Pb en
el andlisis de alimentos. Por ende, hay menos Pb en las muestras analizadas ahora
gue en las muestras analizadas en el pasado (Jorhem et al., 2007). Por otra parte, a
medida que se descubre que a dosis mas bajas aun el Pb tiene efectos sobre la salud,
aumenta la lucha por la obtencion de buenos resultados analiticos a menores
concentraciones.

Los aspectos mencionados demuestran la necesidad de evaluar el impacto
ambiental de la aplicacién de fertilizantes y plaguicidas y de estudiar la ocurrencia
natural y contaminacién antrépica de las fuentes de agua y los suelos involucrados en
la produccion de arroz respecto a metales pesados. A su vez, se destaca la necesidad
de generar informacion sobre la ocurrencia natural de metales pesados en el arroz.
Esto permitira definir un alimento lo mas “inocuo” posible considerando los contenidos
naturales y, en base a esto, realizar practicas de produccion ambientalmente mas
sustentables.

Desde hace ya varios afos, un grupo de instituciones, entre las cuales se
incluyen la ACA, la GMA, la UdelaR con la participacion de Facultad de Ciencias, de
Quimica y de Agronomia, el LATU y el MGAP; vienen desarrollando diversos
proyectos de investigacion con el fin de estudiar el impacto ambiental de la produccion
de arroz en Uruguay. Esta tesis se encuentra enmarcada dentro de uno de estos
proyectos, especificamente en el titulado “Determinacion de indicadores de
sustentabilidad ambiental asociados a distintos usos y manejos en arroz que orienten
buenas practicas agricolas” financiado por la ANIl, Fondo Sectorial Innovagro,
PE_FSA 2009 _1 1630. El objetivo del mismo fue certificar la sustentabilidad
ambiental de la produccién de arroz en Uruguay y, de esa manera, potenciar el
mantenimiento de los actuales mercados mundiales, asi como la apertura de nuevos
mercados y/o nichos de mercados. Los resultados del proyecto antes mencionado
fueron presentados oralmente el 2 de octubre del 2013 en Torre Ejecutiva y el
resumen ejecutivo fue publicado en la Revista Arroz N°. 76 de diciembre del 2013.



CAPITULO 1. DETERMINACION DE ARSENICO EN GRANO POR

ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON GENERACION DE
HIDRUROS Y ATOMIZACION ELECTROTERMICA.

INTRODUCCION.

La determinacion de As total en grano en el Departamento de Espectrometria
Atomica de Alimentos y Medio Ambiente del LATU habitualmente se realiza por
Espectrometria de Absorcién Atdmica con Atomizacién Electrotérmica (GFAAS). Esta
técnica presenta buenos limites de deteccién para cumplir con las especificaciones
legales vigentes cuando se utiliza digestion por via seca. Por via hiumeda la dilucion
generada por la digestion en teoria aumentaria los limites de deteccién y no seria
adecuada para el andlisis de As en arroz.

En el Laboratorio se adquirio el instrumental necesario para desarrollar la técnica
Espectrofotometria de Absorcion Atoémica con generacion de hidruros y atomizaciéon
electrotérmica (FI HG-GFAAS). Esta Ultima se presenta como una téchica innovadora
que permite lograr la sensibilidad y selectividad de la GFAAS en matrices complejas
mediante la generacion de compuestos volatiles. En vez de introducir en el horno de
grafito el elemento a analizar junto con su matriz, como ocurre en GFAAS, se forma el
hidruro de As- AsHs- que es atrapado en la superficie inerte de un tubo de grafito. La
atomizacion se puede realizar en linea, con introduccion directa del hidruro al horno
calentado a temperatura de atomizacion, o se captura el hidruro en el tubo de grafito y
luego se atomiza. Este dltimo es uno de los métodos de atomizacibn mas
convenientes y populares para todos los hidruros analiticamente importantes. La
interfaz mas adecuada entre el generador de hidruros y el horno de grafito es un
capilar, usualmente de cuarzo, insertado en el puerto de muestreo del horno. Para
lograr una adecuada automatizacion, se recomienda trabajar con modificadores de
matriz “permanentes” para no requerir cada vez del brazo del automuestreador para
inyectar la solucion de modificador (Dedina., 2007).

Se trata de un sistema comercial donde se acoplan dos equipos, un
Espectrofotobmetro de Absorcion Atdmica con Atomizacion Electrotérmica con un
Espectrofotometro de Absorcion Atomica con generacion de hidruros mediante una
interfaz de cuarzo, Figura 2. Mediante un Gnico software se controlan ambos equipos
simultaneamente, Tabla 1.
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Figura 2. Esquema del sistema de inyeccion en flujo para la generacion del hidruro
de As previo a su introduccion en el horno de grafito.

Tabla 1. Programa para la determinacién de As en el sistema FI-HG-GFAAS seguln
las condiciones recomendadas por el fabricante.

a. Programa del sistema de inyeccion en flujo (FIAS)

Paso Tiempo (s) Vel?jczdad (\j/: Iggﬁgg vél\ljlﬁzlglg?n?/eecliién
bomba 1 2
Prellenado 15 100 0 Llenar
1 10 100 0 Llenar
2 5 100 80 Llenar
3 30 0 80 Inyectar
b. Programa del horno de grafito.
Paso Temp (°C) Ra(l;n)pa Tiempo (s) ':rlggnm(ﬁlr_r}%gs
1. 400 1 50 0
2 400 1 20 250
3 2100 0 5 0
4 2300 1 3 250
c. Secuencia de trabajo.
Paso Acciones y parametros
A Realice el paso 1 a 1 del FIAS
B Realice el paso 1 del horno con el paso 2 del FIAS
C Pare las bombas del FIAS
Mueva el brazo del automuestreador dentro del horno de
D grafito para el paso 3 de 3 del FIAS
Mueva el brazo del automuestreador fuera del horno de
E grafito
F Realice los pasos 2 a 4 del horno de grafito




El horno de grafito presenta ventajas sobre otros atomizadores como la celda de
cuarzo con llama debido a que la atomizacion se independiza de minimos cambios en
la superficie de atomizacién y en la composicién del medio gaseoso usado para el
transporte del hidruro hacia el atomizador. Estos factores en la celda de cuarzo
generan baja reproducibilidad dia a dia y mucho trabajo en el reacondicionamiento de
la superficie de atomizacion (Vereda et al., 2001). A su vez, la colecta in situ del
hidruro previo a la atomizacién y el bajo ruido del horno de grafito mejoran
significativamente la sensibilidad. Dado que en teoria las condiciones instrumentales
estan dadas, lograr limites de deteccion buenos y reproducibles requerira un arduo
control de la contaminacion en los pasos de preparacién de muestra y generacion del
hidruro. Los mejores limites de deteccion reportados para As van desde 3 a 28 pg mL’
! (pg =102 g), y estas diferencias seguramente sean debidas no tanto a la habilidad
del método sino a distintos niveles de contaminacion (Dedina., 2007).

En la determinacién de As por generacion de hidruros se utiliza Borohidruro de
Sodio en medio Acido Clorhidrico. Previamente se realiza una prerreduccion de la
muestra para que todo el As™ se reduzca a As™, ya que el primero reacciona mas
lento y da una sefial menor al segundo. De esta manera, se determina el contenido de
As total como As™. Las condiciones de prerreduccion mas habituales en literatura son
loduro de Potasio/ Acido Ascérbico en concentraciones variables segun distintos
autores 50%/10% (Cava-Montesinos et al., 2004), 1%/0,5% (Meharg et al., 2003).

Por lo tanto en el presente trabajo se propuso optimizar las condiciones
instrumentales para la determinacién de As total en grano de arroz mediante la
obtencion de recuperaciones aceptables del material de referencia NIST 1568a. Harina
de Arroz, de aqui en mas NIST 1568a. Luego se propuso realizar la validacion
analitica de la técnica para cumplir con los requisitos de la norma ISO 17025:2005,
“General requirements for the competence of testing and calibration laboratories”. Esto
implica el estudio de los parametros linealidad, limite de deteccién, robustez, exactitud
y precision.

OBIJETIVO.

- Validar la técnica Espectrometria de Absorcion Atdmica con Generacion
de Hidruros y Atomizacion Electrotermica.

MATERIALES Y METODOS.

Se digiri6 la muestra por via humeda en sistema cerrado a alta presion y
microondas segun el Método AOAC 999.10:2005 (AOAC, 2010)- Anexo I, Tabla 1.

Para la determinacion de As se utiliz6 un Espectrofotdmetro de Absorcién
Atémica con un generador de hidruros con inyeccion en flujo acoplado mediante una
interfaz de cuarzo a un Espectrofotdmetro de Absorcibn Atémica con atomizacién
electrotermica y correccion de fondo por efecto Zeeman - Anexo Il, Tabla 1.

Los reactivos y soluciones estandar utilizadas se describen en la Tabla 2 del
Anexo Il.



RESULTADOS Y DISCUSION.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE PREREDUCCION

En primera instancia, se trabajé sobre el paso de prereduccién de la muestra
donde se lleva el As a su forma mas reducida (As™). Se utiliz6 el material de
referencia NIST 1568a. debido a que presenta un contenido certificado de As de 0,29
+ 0,030 mg/kg, a nivel de la especificacién para arroz y derivados del Reglamento
Mercosur para Contaminantes Inorganicos en Alimentos (Anexo Ill, Tabla 3), y un
estandar acuoso de As™,

El estado de oxidacion del As en la muestra tiene un gran efecto en la sefal
analitica y en la mayoria de los casos se requiere prereduccion a As*™ pero esta etapa
no es siempre tan completa y tan rapida como se espera, sobre todo en presencia de
matrices reales. La velocidad de formacion del hidruro de As™ es mayor a la del As™
por lo cual la sefial analitica de este ultimo puede llegar a ser hasta diez veces menor
a la del primero (Dedina et al., 1995).

Se evaluaron distintos sistemas de prereduccién para reducir todo el As®™
presente en la muestra a As™ previo a su introduccion en el equipo (Tabla 2).

Para todas las pruebas realizadas se utiliz6 Borohidruro de Sodio al 0,2% (m/v)
en 0,05% de Hidroxido de Sodio como agente reductor del As™® a AsHs. Si bien se
recomienda optimizar experimentalmente la concentracion de reductor para cada
sistema generador de hidruros en particular, esto no se considera un punto critico
(Dedina et al., 1995). La concentracidn tipica de Borohidruro de Sodio en sistemas en
flujo es de 0,2-1% (m/v) para la determinacién de As*™. Como medio de reaccién se
utilizé Acido Clorhidrico (HCI) al 10 % (v/v). Es interesante destacar que
concentraciones por encima de 5-6 M HCI mejorarian la prereducciéon en loduro y
aumentarian la tolerancia a interferencias de fase liquida pero son impracticos porque
aumentan la corrosion en el equipo. Se utilizé Iridio como modificador permanente
segun lo recomendado por el fabricante del equipo y por Dedina., (2007).



Tabla 2. Condiciones de prereduccién para reducir As*™® a As™ previo a la
introduccion de la muestra en el equipo.

U rec(:)/toj d::ra- Pendiente
Agente Temp. de de cup . ..~ | Caracteristicas Fuente
. o : cion de N | calibracién . oo
prereductor |incubacién | incuba- NIST acuosa destacadas | bibliogréafica
clon 1568a.
HCI 3% (v/v), Kl agente
loduro de reductor
potasio (KI) ) principal y acido
5% (m/v) y | Ambiente 45' 380/ 49 5 53,7 ascorbico Manual del
acido ° enmascarante €quipo.
ascorbico 5% de interferencia
(m/v) de I3-.
0,6 % (m/v)
Tiourea , 2 %
miv KI, 1,2 % . . 200
(M) Acido Ambiente 45 27-39% | 5 56,9
Ascorbico, y
0,25 M HCI
Dedina et
0,4 % (m/v) al., 1995.
Tiourea, 0,8 % 85-94% 5 28,7
(miv) KI, 0,4 % Introduccion de
(m/v) Acido | Ambiente 45' solucion
Ascorbico y enmascarante
5% (miv) 53-58% | 2 53,5 para eliminar la
Acido mélico interferencia del
acido nitrico.
HCI 3% (v/v),
loduro de
potasio (KI)
5% (m/v) ,
Acido | Ambiente | 45 | 39-63% | 5 | 418 Dte 'I\"Ozrggi
Ascorbico 5% etal.,
(miv), Acido
Sulfamico
10% (m/v)

La muestra a analizar provino de una digestion via humeda y poseia una
concentracion final de Acido Nitrico del 50% (v/v). Esta alta concentracion de acido se
esperaba que fuese un interferente de matriz que afectase en la fase liquida de
formacion del hidruro. Por una parte, la digestion llevaba al analito a su forma mas
oxidada, As*, lo que resultaba en baja eficiencia de generacién del hidruro y por otra
parte, el Acido Nitrico podia producir 6xidos de nitrgeno volatiles residuales (NO,,
NO, N,O,) que interferirian severamente durante la atomizacion. La adicién de Acido
Sulfamico, Urea 0 mezcla de prereductores con soluciones enmascarantes, Tabla 2,
favoreceria la eliminacion de los éxidos de nitrdgeno volatiles previo a la atomizacién
(Kumar et al., 2010; Lopes et al., 2005; De Moraes et al., 2001; Dedina et al., 1995). Si
bien en una oportunidad se obtuvieron recuperaciones adecuadas del material de
referencia, la repeticion de estas condiciones derivd en resultados similares a los
demas. Cabe sefalar que estos resultados no son adecuados para la determinacion
de As en grano a nivel de las especificaciones legales vigentes, Anexo Ill, Tabla 3.

Avanzando en este razonamiento, se agregd un tratamiento térmico por

microondas que disminuye los tiempos de incubacion (De Moraes et al., 2001) y se
aumentd la concentracion de los agentes de prereduccion (Tabla 3).
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Tabla 3.Condiciones de tratamiento con

mediante microondas (MW) y aumento de

prereduccion.

introduccion de tratamiento térmico
la concentracion del

agente de

Tratamiento Agente Condiciones de Agente Condiciones
Ne°. Enmascarante incubacion prereductor | deincubacion
Acido Malico 5% " KI/ &cido
1 (M), Tiourea 0.4 0% | MW, 20% 800W, | )\ 6 hico 205 | 11 t€MP.
(M) sistema cerrado (M) Ambiente
Acido Malico 5% " KI/ acido .
2 (M), Tiourea 0.4 0% | MW, 20% 800W, | )\ g hico 206 | 30, t€mp.
(M) sistema cerrado (M) Ambiente
Acido Malico 5% " KI/ acido .
3 (m/v), Tiourea 0,8 % M\.N’ 20°, 890 W, Ascorbico 4% 30 ,_temp.
(M) sistema abierto (M) Ambiente.
Acido Malico 5% " Kl/ &cido
4 (M), Tiourea 0,8 % | MW, 20", SbQO W | Ascorbico 4% |+ hk;.temp'
(M) sistema abierto (M) Ambiente.

Los cuatro tratamientos se comportaron de igual forma, con recuperacién de
NIST 1568a en todos los casos inferiores al 70% (Figura 3). A si mismo la
recuperacion del material de referencia no dependi6 del tipo de tratamiento realizado
(Tabla 4). A pesar de que, se observo falta de homogeneidad de varianzas cuando los
tamafios de las muestras son iguales no se considera critico cumplir con los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad (Hammer., 2013).

Tabla 4. Resultados del ANOVA de 1 factor para evaluar la existencia de
diferencias entre tratamientos debido a modificaciones de las concentraciones de
prereductor y los tiempos de incubacion.

Sumade Grados de Cuadrado p
cuadrados libertad medio F (igualdad)
Entre muestras 0,00154924 3 0,000516 0,9303 0,456
Dentro de las 0,00666159 12 0,000555
muestras
Total 0,00821083 15
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Evaluacion de 4 variantes de la prereduccion
Ac.Malico Tiourea Kl Ac.Ascorbico

@ 0,35 —4=—Tratamiento 1
X 0,30

£

- 0,25 =fi—Tratamiento 2
< 0,20

6

5 O ———— Tratamiento 3
£ 0,10

g

g 0,05 —<Tratamiento 4
Q 0,00

Rep.1 Rep.2 Rep.3 Rep.4 Nist 1568a (Valor
Replicados de Harina de Arroz Nist 1568a. declarado)

Figura 3. Resultados obtenidos en la evaluacion de 4 variantes de la
prereduccion de Acido Malico, Tiourea, Kl y &cido ascérbico, tratamientos segun Tabla
3.

Ya que se utilizaron distintos agentes enmascarantes que se esperaba
eliminasen satisfactoriamente la interferencia del Acido Nitrico, se supuso que la
ineficiencia en la formacién del hidruro en el material de referencia no estuvo dada por
una interferencia de matriz, sino que por la forma en la cual se encontraba el As en el
digesto. Por afiadidura, si bien la digestion via humeda propuesta se encuentra
normalizada por AOAC International para el analisis de Pb y Cd en alimentos, en esta
digestion se ha reportado la descomposicion incompleta de compuestos
organoarsenicales los cuales tienen distinta eficiencia de formacion de hidruro que el
As™ (Dedina et al., 1995).

Es por esto que se modificd el reductor principal de Kl a L-Cisteina, el que
permitiria obtener la misma respuesta para las cuatro especies principales de As (As*?,
As™, MMA y DMA) bajo las mismas condiciones de pH (Anawar., 2012). Se trabajo
segun lo propuesto por De Moraes et al., (2001). Se obtuvo un sesgo positivo con
recuperaciones de NIST 1568a de 300%. Se observé una sensibilidad al menos 10
veces inferior para los estandares acuosos respecto a la obtenida utilizando KI como
prereductor. En cambio la sefial para el material de referencia disminuy6 a la mitad en
la mayoria de los casos; con picos bien definidos, adecuada sensibilidad y muy
similares entre ellos. No se recuperd bien la adicién prereduccién dando un pico
similar a los de las muestras sin adicionar.

Se prosiguié analizando el comportamiento del estandar acuosos prereducido
con L-Cisteina y con K/ Acido Ascérbico. A iguales condiciones instrumentales con el
segundo prereductor se obtenia una excelente sefial para el estdndar acuoso, pero
con el primero no se lograba detectar. De donde se infirié que luego de la prereduccion
en la matriz el As se encontraba en un alto porcentaje bajo la forma de As*® o formas
con buena eficiencia generadora de hidruros y distintas a la presente en el estandar
acuoso, As™. Con el Acido Sulfamico se logré eliminar la interferencia de los NO,, pero
con el agente prereductor L-Cisteina se logré una prereduccion diferencial en los
estandares acuosos respecto al digesto.

Para finalizar se construyé una curva adicionada en matriz NIST 1568a. y se
compararon los resultados con muestras analizadas por GF AAS (n=2). Se observo un
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sesgo positivo entre las muestras analizadas por FI HG GF AAS (muestra 1: 0,52 +
0,10; muestra 2: 0,42 + 0,08) respecto a las analizadas por GF AAS (muestra 1: 0,28 £
0,08; muestra 2: 0,31 + 0,03) de todos modos con sus incertidumbres los resultados
eran bastante cercanos.

En esta ultima determinacion se observé que las muestras de arroz, a diferencia
de la escala y el blanco de digestién, generaban mucha espuma en el sistema de
reaccion y separacion gas-liquido del generador de hidruros. En una futura prueba se
deberia de incluir un antiespumante en el sistema, por ejemplo etanol. De todos
modos esto no mejoraria la falta de sensibilidad que se observé para los estdndares
acuosos. Por lo tanto mediante la optimizacion de las condiciones de reduccion, se
logré determinar As en matriz harina de arroz mediante la utilizacion del método de
adiciones estandar pre digestion con un sesgo positivo respecto a la técnica GFAAS.
Los resultados no cumplieron con las minimas ventajas esperadas para el uso de la
técnica FI HG-GF AAS entre las que se destacan la sensibilidad y la separacion del
analito de su matriz previo a la deteccion.

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES INSTRUMENTALES

Se estudié la influencia de la temperatura de captura del hidruro en el medio
atomizador. Para superficies modificadas con Iridio, dependiendo de la calidad del
tratamiento del tubo, el rango 6ptimo de temperaturas de atomizacion es amplio
comenzando a temperaturas proximas al ambiente. De todos modos la temperatura
optima de captura del hidruro en el tubo de grafito puede estar influenciada por las
condiciones actuales durante el proceso, ya sea la composicion de la fase gaseosa, el
equipo utilizado el cual se espera que evite la penetraciébn de oxigeno desde el
ambiente al atomizador en el paso de captura, el disefio del horno de grafito, entre
otros. Por otra parte a temperaturas muy elevadas pueden ocurrir perdidas de
elementos volétiles, o complicaciones con la interfaz que implicarian por ejemplo la
captura del hidruro en la interfaz de cuarzo (Dedina., 2007). Se trabajé a partir del
programa de temperaturas del horno de grafito recomendado por el fabricante, Tabla
1.

Los resultados obtenidos revelan que el rango de temperatura Gptimo de captura
del hidruro estuvo entre 400 y 600 °C (Figura 4). A temperaturas inferiores se observd
una captura ineficiente tanto del estandar acuoso como del digesto de NIST 1568a y
a temperaturas superiores se observé una leve disminucién en la sefal del estandar
acuoso. En todos los estudios descriptos anteriormente se trabajé con temperatura de
captura a 400 °C.
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Estudio de la temperatura optima de
captura del hidruro
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Figura 4. Estudio de la temperatura optima de captura del hidruro para iguales
condiciones de pre reduccion.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

El tratamiento de muestra recomendado por el fabricante no fue adecuado para
la determinacion de As en arroz digerido. La utilizacion de agentes enmascarantes o
distintos agentes prereductores no logré solucionar los problemas observados de falta
de sensibilidad en la determinacion. La prereduccion con L- Cisteina si bien dio
resultados interesantes requirié del uso de escala adicionada, similar a lo utilizado por
Azizur Rahman et al. (2007, 2008). El uso del método de adiciones estandar vuelve a
la técnica poco atractiva. Una de sus ventajas principales -por la que se consideré
para este andlisis- era que el sistema generador de hidruros independizaba el analito
de la matriz.

El estudio de robustez de los parametros instrumentales- temperatura de captura
del hidruro en el medio atomizador- mostré resultados en concordancia con lo
recomendado por el fabricante del equipo. Se ha utilizado un paso de pirolisis previo a
la atomizacion en la determinacién de As en gasolina luego de digestion microondas y
seria interesante evaluar su pertinencia para la determinacién en arroz (Becker et al.,
2012). No obstante, debido a las altas temperaturas del horno de grafito se consideran
inexistentes las interferencias en el paso de atomizacién (Dedina et al., 2007).

Variables como la concentracion del Acido Clorhidrico o Borohidruro de Sodio en
literatura no se consideran determinantes para el analisis (Dedina et al., 1995).

Para continuar con este estudio se podria trabajar sobre diversos aspectos entre
los que se destacan:

- Modificar la digestion por via humeda para disminuir la acidez residual y la
concentracion de gases disueltos luego de la digestion:

La digestion microondas asistida por oxigeno logra disminuir 2,3 veces la cantidad
de Acido Nitrico concentrado en la digestion sin la necesidad de reactivos auxiliares
como peroéxido de hidrogeno. Ademas genera hasta un 60% menos de acidez residual
luego de la digestion lo cual representa un minimo de Acido Nitrico no utilizado
durante el proceso de oxidacion de la materia organica. Esta digestibn genera una
fase gaseosa incolora en las bombas de digestion se presume debido a la ausencia de
NO,- compuesto altamente interferente en la generacion de hidruros- probablemente
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debido al proceso de regeneracion del Acido Nitrico favorecido por el oxigeno (Bizzi et
al., 2011).

La evaporacién de los digestos a sequedad y disoluciéon en agua previa al andlisis
por generacion de hidruros eliminaria los acidos de la digestion pero se vuelve tedioso
para un laboratorio con alto flujo de muestras para analizar (Abedin et al., 2002).

Recientemente se desarrolld un método de digestion para eliminar los efectos de
matriz en las medidas por ICP-MS e ICP-OES donde digiere 0,5 g de muestra con 1
mol/L de Acido Nitrico y 30% m/m de peroxido de hidrogeno, tipicamente 1.5y 2,5 mL
respectivamente. De esta forma mediante el aumento en la concentracién de peroxido
de hidrogeno se logré obviar la necesidad de usar oxigeno presurizado con iguales
eficiencias de digestion. A su vez se vio que aumentaba la acidez residual por lo cual
se pudo disminuir la concentracion de Acido Nitrico asumiendo la regeneracion del
mismo durante la digestion debido al oxigeno producido in situ durante la
descomposicion del peroxido de hidrogeno (Taylor et al., 2015).

- Evitar el paso de pre reduccion realizando la determinacion como As™:

Se puede lograr la completa volatilizaciéon del arsenato en ausencia de un paso de
prereduccion mediante el uso de concentraciones mayores de Acido Clorhidrico y
Borohidruro de Sodio y el aumento del tiempo de reacciéon (Anawar., 2014). Para este
altimo punto existe la posibilidad de aumentar el tamafio del loop de reaccion previo al
ingreso al separador gas liquido. Ahora bien esta modificacion puede favorecer la
aparicion de interferencias, aumenta los tiempos de analisis y resulta en picos mas
bajos y anchos.

- Estudiar la influencia de la cinética de formacién y captura del hidruro:

En esta etapa son determinantes el flujo de argdn, la velocidad de introduccion del
Acido Clorhidrico y el Borohidruro de Sodio asi como del desagiie del separador gas
liquido. En el presente trabajo se utilizaron las condiciones recomendadas por el
fabricante.

Otro aspecto importante es la distancia entre el capilar interfaz de cuarzo y la
superficie del tubo de grafito. Un capilar demasiado inmerso en el tubo de grafito a
temperaturas de captura muy elevadas puede determinar la captura del hidruro en la
interfaz de cuarzo y disminuir la eficiencia de captura del hidruro (Dedina., 2007).

- Estudiar el uso de otros modificadores permanentes:
Aunque el Iridio es el modificador mas popular (Dedina., 2007) se ha observado buena
eficiencia de captura del hidruro de As en tubos de grafito modificados con Zirconio-
Iridio (Serafimovski et al., 2006; Petrov et al., 2006).

Puesto que los resultados obtenidos para FI HG GFAAS fueron insatisfactorios, en

el presente trabajo para la determinacion de As en grano - Capitulo 2- se utiliz6 la
técnica GFAAS.
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CAPITULO 2. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE METALES PESADOS EN EL

AMBIENTE ARROCERO URUGUAYO EN UNA ZAFRA DE CULTIVO.

INTRODUCCION.

En Uruguay se distinguen 3 zonas arroceras, Este, Centro y Norte- Litoral Oeste
en las cuales en la zafra 2009-2010 se sembraron el 70,7, 82 vy 21,1 %
respectivamente del total sembrado de arroz. La Zona Este del pais presenta las
zonas topograficas que se consideran mas adecuadas (planicies) y los suelos mas
aptos para el cultivo de arroz. El agua se obtiene por bombeo desde las proximidades
de los principales rios de la cuenca de la Laguna Merin; Rios Cebollati, Olimar y
Tacuari; con cantidades ilimitadas de agua para el cultivo. Esta zona abarca los
departamentos de Cerro Largo, Treinta y Tres, Lavalleja y Rocha (DIEA, 2014).Al
crecer el area sembrada mediante la construccién de presas de riego, el cultivo se ha
ido extendiendo hasta zonas de bafiados antes consideradas improductivas. La zona
Norte- Litoral Oeste abarca los departamentos de Artigas, Salto, Paysandu, Rio Negro
y Soriano y se caracteriza por una topografia variada con zonas onduladas con
pendientes moderadas a fuertes. Las fuentes principales de agua son los rios Cuareim
y Uruguay y las represas. Por ultimo la Zona Centro con un 8,2 % del area total
sembrada abarca los departamentos de Durazno, Tacuarembd y Rivera y, se
caracteriza por una topografia variada con zonas onduladas de pendientes
moderadas. El agua se obtiene principalmente de represas. En estas dos Ultimas
zonas cuando el agua se obtiene de represas el area de riego depende de las
precipitaciones anuales previas al cultivo. (Duran et al., 1998; Tommasino et al., 2003;
DIEA., 2010; DIEA., 2014).

En nuestro pais, la siembra del arroz se realiza predominantemente en seco de
setiembre a noviembre en forma mecanizada. En el ciclo de cultivo se distinguen 2
fases bien diferenciadas; en la primera fase el suelo permanece seco desde la siembra
hasta los 20-30 dias posteriores a la emergencia y luego se realiza la inundacién
hasta los 15-20 dias anteriores a la cosecha, o hasta completar la madurez fisiolégica
del cultivo. Por lo cual, la mayor parte del ciclo se desarrolla en suelo inundado,
aproximadamente 100 dias en un régimen de riego continuo, condicion en la cual
aumenta la disponibilidad de nutrientes para las plantas disminuyendo las necesidades
de fertilizacion. Los nutrientes principales que se agregan al suelo como fertilizantes
son: a. nitrégeno (N) en formas amoniacales y amidicas (Urea) en la siembra y en las
etapas de macollaje y diferenciacién del primordio floral; b. P en la siembra como
fosfatos solubles monoamodnicos o diaménicos; c. potasio (K) en la siembra como
cloruro de potasio y d. cinc (Zn) ocasionalmente y restringido a suelos alcalinos con pH
alto (Battello et al., 2009).

Datos estadisticos de las ultimas zafras indican que en 2006/2007 se fertilizé con
fosfato de amonio en el 58,7 % y urea en el 94,9% del area sembrada. También se
aplicé glifosato en el 82,5% del area sembrada. En la zafra 2008/2009, en el 95,3 %
del area sembrada se utilizaron herbicidas post siembra, y en el 26,8% insecticidas
para gorgojo. En la zafra 2009/2010, se debi6 realizar tratamiento para Brusone
(Pyricularia oryzae) en el 45 % del area sembrada con aplicacion de fungicidas.
(DIEA., 2007, 2009 y 2010).

En su gran mayoria, el cultivo de arroz se realiza en rotacion con praderas
(mezclas de gramineas y leguminosas) e integracion de ganaderia que, ademas de
mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, disminuye en
promedio la aplicacion de agroquimicos, ya que estos no se aplican en la etapa de
pasturas. Segun la encuesta de arroz, zafra 2013-2014, la actividad principal asociada
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al arroz es la ganaderia de carne. Sin embargo, en los ultimos afios se ha incorporado
en forma creciente la siembra de cultivos de secano de verano (maiz, sorgo, soja). La
distribucién del cultivo respecto al tipo de chacra varia a lo largo del pais. En una
vision global el 58% del cultivo de arroz se lleva a cabo sobre campo nuevo o retornos
de otras actividades en la fase de recuperaciéon de la chacra y, el 42% ocurre sobre
rastrojos de arroz. Al mirar cada zona en particular existen variaciones que se han
mantenido a lo largo de los afios. Por ejemplo, las Zonas Norte-Litoral Oeste y Centro
siembran mayoritariamente arroz sobre rastrojo, 50,4 y 67,5 % respectivamente. En
cambio la Zona Este presenta aproximadamente dos tercios del area sembrada con
arroz sobre campo nuevo o diversas modalidades de retorno, 64% del &rea sembrada
(DIEA., 2014).

En la linea de este trabajo, Rivero et al., (2006) estudiaron los contenidos de
As, Cd y Pb en 49 muestras de arroz comercial (Oryza sativa L) cultivados en Uruguay
en las formas integral, parbolizado sin pulir, parbolizado pulido y blanco. Concluyeron
que los niveles de Cd y Pb estaban en concentraciones muy inferiores a los limites
establecidos en el Codex Alimentarius; y para el As los valores eran muy inferiores a
los definidos como limite en la Legislacion Uruguaya vigente (As < 2,0 mg/kg;
Reglamento Bromatologico Nacional, Dec 315/994). En esa fecha, el Codex
Alimentarius no incluia especificaciones para el contenido de As en arroz, las
primeras menciones a ese tema en la agenda de trabajo de dicho organismo datan del
afo 2010.

Otro antecedente importante en el pais es el proyecto FPTA 171
“Determinacién de residuos de agroquimicos en grano, agua y suelo en distintos
sistemas de produccion de arroz” llevado a cabo por el mismo grupo de trabajo del
proyecto ANII anteriormente mencionado (Hill et al., 2008). En esta oportunidad, se
analiz6 Cd y Pb en grano, suelo y agua en las zonas Norte y Este. Se eligieron 7 sitios
con manejos de rastrojo, retorno y campo nuevo. En todos los casos, se encontraron
valores por debajo de los limites de deteccion analiticos; salvo para el caso del Cd en
agua en el cual se detectaron niveles por encima del limite permitido (Anexo lll, Tabla
1). Como resultado de este trabajo, se sugirid la necesidad de un estudio de mayor
alcance que involucrase otras regiones del pais y distintos sistemas de produccion al
haber sido detectados estos niveles elevados dentro y fuera de la cuenca arrocera.

En este trabajo de tesis se busco caracterizar el contenido de algunos metales
pesados —As, Cd, Pb- en arroz bajo las condiciones de cultivo en Uruguay para
evaluar su impacto ambiental y su grado de presencia en el producto final. Por una
parte, se estudi6 como afectan las condiciones de cultivo mas habituales, campo
nuevo, rastrojo y retorno, al contenido de estos metales pesados en el ambiente
arrocero (agua, grano y suelo). Se trabaj6 sobre 20 chacras distribuidas en las 3 zonas
arroceras del pais, Norte, Centro y Este, durante una zafra de cultivo, 2011-2012. Por
otra parte, se evalud la calidad del arroz uruguayo respecto a la presencia de los
mismos para cumplir con las exigencias de seguridad alimentaria del mercado
Europeo, uno de los principales mercados objetivo de exportacion de la ACA. La
definicion de presencia o ausencia de impacto ambiental se realiz6 en comparacion
con el marco legal vigente aplicable al ambiente en estudio (Anexo Ill).
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el contenido de As, Cd y Pb en el ambiente arrocero uruguayo (suelo,
agua y grano) durante una zafra de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Evaluar las distintas formas de cultivo de arroz en Uruguay respecto al
contenido de As, Cd y Pb en el ambiente arrocero y su cuenca hidrogréafica
asociada.

- Seguridad alimentaria: evaluar la calidad del arroz uruguayo respecto a

la presencia de As, Cd y Pb para cumplir con las exigencias de seguridad
alimentaria del mercado Europeo.

MATERIALES Y METODOS.

PLAN DE MUESTREO.

Se planific6 un muestreo no probabilistico donde se seleccionaron chacras
representativas de zonas y manejos de arroz diferenciales, considerando la frecuencia
del cultivo en los ultimos 30 afios, distintas topografias y formas de riego asociadas
(ej., inundacién, riego continuo, encharcado), suelos con texturas diferentes, y
momentos de la rotacion (ej., primer cultivo, tercer cultivo). Se evalué 1 ciclo de cultivo
de arroz, zafra 2011-2012.

En cada zona se trabaj6é sobre chacras de arroz de primer afio ya sea con
campo nuevo (sin cultivo previo de arroz) o diversos retornos y, sobre chacras de
arroz sobre rastrojo que vienen de cultivos de arroz en los afios anteriores. Se
eligieron 20 chacras de las cuales 4 pertenecieron a campos nuevos, 8 a manejos de
retorno y 8 a manejos de rastrojo. Segun cada tipo de cultivo antecesor, la mitad de las
chacras se ubicaron en la Zona Norte-Litoral y Centro y el resto en la Zona Este. A su
vez, dentro de las modalidades de cultivo sobre retorno y rastrojo, de las 8 chacras
elegidas 4 correspondieron al manejo bajo insumo y las otras 4 al alto insumo. Asi se
abarcaron diferentes suelos e intensidad en la rotacién arroz — pasturas; cultivos
tradicionales con muchos afios de arroz, usos intensivos y otros sitios de menor
historia arrocera (Tabla 5).

18



Tabla 5. Descripcion de las 20 chacras muestreadas con la fuente de agua, y el
cultivo antecesor de cada predio y el uso histérico de la chacra en cuanto a carga de

insumo.
N° de : Carga de
Departamento Fuente de agua Cultivo antecesor .
Chacra insumo

1 Artigas Represa Campo nuevo NC

2 Artigas /?L:c?geonfi;agglfa;%n Rastrojo bajo insumo
3 Artigas Represa Rastrojo bajo insumo
4 Artigas Represa Rio Cuareim Retorno alto insumo
5 Artigas Represa Rio Cuareim Rastrojo alto insumo
6 Artigas Represa Campo nuevo NC

7 Artigas Represa Retorno alto insumo
8 Artigas Represa Rastrojo alto insumo
9 Artigas Represa Retorno bajo insumo
10 Artigas Represa Retorno bajo insumo
11 Tacuarembo Represa Retorno bajo insumo
12 Cerro Largo Represa con inflgencia Rastrojo alto insumo

del Tacuari

13 Treinta y Tres Laguna Merin Retorno alto insumo
14 Treinta 'y Tres Rio Cebollati Retorno bajo insumo
15 Treinta y Tres Represa Campo nuevo NC

16 Treinta y Tres Represa Rastrojo bajo insumo
17 Treinta y Tres Represa Retorno alto insumo
18 Rocha Represa Rastrojo bajo insumo
19 Rocha Represa India Muerta Campo nuevo NC

20 Rocha Laguna Negra Rastrojo alto insumo

NC: No corresponde dato.

En la matriz suelo se realizaron muestreos a tiempo cero, previo a la realizacion
del cultivo correspondiente al mes de agosto, y en la cosecha. Se tomé 1 muestra
compuesta a partir de 3 puntos por chacra lo cual en los dos tiempos de muestreo en 1
ciclo de arroz totalizan 40 muestras- Tabla 6. El muestreo se realizé con calador de
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mano. En primer lugar se elimind la capa vegetal superior y luego se muestre6 en la
capa de suelo de 0 a 30 cm; abarcando la region donde se concentra la mayor masa
radicular del arroz. El muestreo de suelos se realiz6 segun los lineamientos de la
norma ISO 10381-4, Soil Quality-Sampling- Part 4. Guidance on the procedure for
investigation of natural, near-natural and cultivated sites. EI muestreo de metales
requiriere el uso de recipientes nuevos, o previamente lavados con Acido Nitrico, en
esta oportunidad se utilizaron bolsas de nylon de primer uso. Las muestras se
mantuvieron refrigeradas hasta su procesamiento en el laboratorio.

En aguas se trabajé en dos escalas espaciales: cuenca hidrografica (Rios
Cebollati y Olimar), y chacra. Se consideraron las cuencas hidrograficas de los Rios
Olimar y Cebollati; las cuales son influenciadas por la actividad arrocera de la Zona
Este recibiendo el escurrimiento de aproximadamente 10.000 ha de cultivo de arroz.
Es destacable el valor de estudiar la cuenca hidrografica debido a que esta constituye
una unidad espacial natural, en la cual los diversos componentes interactian entre si
mediante flujos de materia y energia. En este sentido Achkar et al., (2004), visualizan
a la cuenca como un "operador sistémico" en el cual cualquier alteracién producida en
alguno de sus componentes, en un sitio dado, incidira en el funcionamiento de los
otros componentes. Por ser la cuenca una unidad natural de funcionamiento, resulta
sumamente adecuada para el andlisis de procesos asi como de impactos y
alteraciones. El muestreo de aguas se realizé segun los lineamientos de la norma ISO
5667-3:2003, Water Quality-Sampling-Part 3: Preservation and handling of water
samples. Las muestras se recolectaron en recipientes de plastico, previamente
lavados con Acido Nitrico y se mantuvieron refrigeradas hasta su preservacion en el
laboratorio. La misma se realiz6 con Acido Nitrico hasta pH menor a 2.

A nivel cuenca se realizaron 7 muestreos en diferentes etapas del proceso a
modo de cubrir el periodo de aplicaciones de agroquimicos al cultivo. El primer
muestreo fue realizado en el mes de agosto previo a la realizacion del cultivo. Luego,
con el cultivo ya instalado, se realiz6 un muestreo por mes en el periodo de noviembre
a abril, este Ultimo mes corresponde a la cosecha (Tabla 6). Se realizaron 3 tomas de
muestra por rio, en cada muestreo, con un punto en comdn en la cuenca baja de
ambos rios, lo cual da un total de 35 muestras en el periodo de estudio (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién de los puntos de muestreo de rios, cuenca de los rios
Cebollati y Olimar. www.mapasdeluruguay.eluruguayo.com/mapa-relieve.htm.
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Las muestras de agua en las chacras se tomaron en 3 momentos. El primero fue
realizado en el mes de agosto previo a la realizaciéon del cultivo. A continuacion, se
muestred al inicio del riego y por altimo al finalizar el riego. Al inicio del riego, se utilizé
el concepto de chacra calzada donde la chacra presenta una lamina de agua de entre
5y 15 cm de profundidad estabilizada en su superficie. En consecuencia se obtuvieron
muestras del agua de entrada y de salida de la chacra, las cuales se consideraron
representativas de la situaciébn en campo. El muestreo de agua en chacra totaliza 80
muestras (Tabla 6).

En la cosecha se recolect6 1 muestra compuesta de grano por chacra, 20
muestras en total (Tabla 6), en bolsas de nylon de primer uso.

Los muestreos de suelos, aguas y granos fueron realizados por la Unidad de
Andlisis de Aguas de Facultad de Quimica. El disefio de muestreo fue definido
previamente por el equipo de trabajo del proyecto “Determinacién de indicadores de
sustentabilidad ambiental asociados a distintos usos y manejos en arroz que orienten
buenas practicas agricolas” ya mencionado anteriormente.

Tabla 6. Esquema de muestreo de agua, suelo y grano en 20 chacras de arroz
durante la Zafra 2011/2012.

Estado NP de
Hidrico del Momento de muestreo Matriz a muestrear
muestras
suelo
Agua en chacra 20
No inundado Tiempo cero, C(_)[ld|C|ones previas Suelo 20
a la instalacion del cultivo.
Agua en cuenca hidrografica 5
No inundado Noviembre Agua en cuenca hidrografica 5
Agua en chacra 40
Inundado Diciembre, inicio del riego
Agua en cuenca hidrografica 5
Inundado Enero Agua en cuenca hidrografica 5
Inundado Febrero Agua en cuenca hidrografica 5
Agua en cuenca hidrografica 5
Inundado Marzo, Finalizacién del riego
Agua en Chacra 20
Agua en cuenca hidrografica 5
No inundado Abril/ Cosecha Grano 20
Suelo 20
Agua en Chacra 80
N° total de muestras en la zafra Suelos 40
Agua en cuenca hidrogréfica 35
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Granos 20

El plan de muestreo estipulado se llevo a cabo casi en su totalidad, exceptuando
2 muestras de agua que no pudieron ser recolectadas por problemas climaticos. Estas
muestras correspondieron al agua de salida en la finalizacién del riego de las Chacras
N° 6y 7 en Artigas.

METODOLOGIA ANALITICA.

Todos los analisis que se describen a continuacibn se realizaron
gravimétricamente; esto representa una gran ventaja ya que se obtiene mayor
exactitud y precision que con el uso de material volumétrico aforado y es la técnica
mas adecuada para el analisis de trazas. También se utiliz6 material pléstico
descartable, muy importante en este tipo de analisis dado que evita las
contaminaciones cruzadas.

Para la realizacion de los andlisis estadisticos se utilizé el software estadistico
Past 3.0 (http://folk.uio.no/ohammer/past). Se realiz6 una verificacion de
funcionamiento del software con los valores certificados proporcionados por la base de
datos estadisticos de referencia del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de
Estados Unidos (National Institute of Standards and Technology , NIST). Para realizar
esta verificacion se utilizé el disefio SiRstv que corresponde a un ANOVA de un
factor balanceado, con 5 replicados por muestra y 5 tratamientos.
(http://lwww.itl.nist.gov/div898/strd/). Se obtuvieron resultados del ANOVA de 1 factor
concordantes con los valores certificados.

SUELOS.

El tratamiento de muestra para determinar contenidos totales en suelo se realizé
segun la norma ASTM D3976-92(2010) “Standard Practice for Preparation of Sediment
Samples for Chemical Analysis” y posterior digestion por via himeda en sistema
cerrado a alta presion y microondas segun método EPA 3051A “Microwave assisted
Digestion of Sediments, Sludges, Soils and Oils” (EPA, 2007). En el digesto obtenido
se determin6é As, Cd y Pb por Espectrometria de Emision de Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-OES)- Anexo Il ,Tabla 1.

AGUAS.

La determinacion de As, Cd y Pb en agua se realiz6 por GF AAS- Anexo Il, Tabla
1. Se trata de una técnica muy sensible dado que toda la muestra se atomiza en un
periodo muy breve y el tiempo promedio de residencia de los atomos en el camino
optico es de un segundo 0 mas; muy superior a la atomizacién por llama (10™s). Esto
altimo permite obtener limites de deteccion adecuados para cumplir con los
requerimientos legales de las normas nacionales e internacionales (Anexo Ill, Tabla 1).
Para solucionar problemas de interferencias de la matriz en GF AAS, se cuenta con
los métodos de correccion con fuente continua, lampara de deuterio, y correccion
basado en efecto Zeeman.

La determinacion de As y Cd por GF AAS en aguas con correccion de linea de
base por lampara de deuterio se encuentra acreditada segun la norma ISO
17025:2005 “General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories” por el organismo de acreditacion de Inglaterra (UKAS: United Kingdom
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Accreditation Service: www.ukas.com) basado en la norma ISO 15586:2003: “Water
quality - Determination of trace elements using atomic absorption spectrometry with
graphite furnace”. www.iso.org para el equipo Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica
Perkin Elmer AA 200 con horno de grafito HGA 900- Anexo Il, Tabla 1-. Este nivel de
acreditacion asegura la calidad y trazabilidad analitica de los resultados obtenidos.

GRANOS.

Las muestras de grano fueron descascarilladas en descascarilladora SATAKE
provista por el Departamento de Cereales y Productos Oleaginosos del LATU. A
continuacién se molié el grano para homogenizacién en molino de cuchillas Retsch
ZM 200 y se tamizé por malla > 1,0 mm. Después se digirié la muestra por via hUmeda
en sistema cerrado a alta presion y microondas segun el Método AOAC 999.10:2005
(AOAC, 2010)- Anexo I, Tabla 1-.

Para la determinacion del contenido de As, Cdy Pb en grano se utilizd6 GF AAS
con la aplicacion del método de la adicion estdndar para contrarrestar las
interferencias quimicas y espectrales introducidas por la matriz de la muestra; junto
con el uso de los métodos de correccién instrumentales ya mencionados para el
analisis de aguas- Anexo Il, Tabla 1-. Para resolver las interferencias analiticas se
utilizaron condiciones de trabajo STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace) que
incluyen correccion de fondo por efecto Zeeman y uso de tubos con plataforma de
L'vov, (Beaty et al., 1993). Para la determinacion de As se trabajé segun lo propuesto
por Davidowski et al., (2009) adicionando Iridio como modificador permanente segun lo
propuesto por Volynsky., (2004).

. ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DEL ARSENICO EN EL SUELO BAJO CONDICIONES
. DE INUNDACION.

Se realiz6 un estudio de disponibilidad de As bajo condiciones de inundacién en
ausencia de planta de arroz. El disefio estadistico utilizado fue el de Tratamiento
Totalmente Aleatorizado con tres repeticiones. Las muestras de suelo permanecieron
refrigeradas y hUmedas desde su extraccién hasta el momento del ensayo. Previo a
comenzar el ensayo se secaron a 40°C hasta peso constante y luego se molieron. En
tubo de 50 mL, tapa rosca, se pesé 5 g de suelo seco y se adiciondé 20 mL de agua
desionizada, calidad ASTM tipo Il. Los suelos asi tratados se incubaron a temperatura
controlada (25 £ 2 °C), en sala provista por el departamento de Aguas y Productos
Quimicos del LATU, tapados y sin agitacion, durante 0, 5, 10, 15, 30 y 60 dias
(Yamaguchi et al., 2011; Stroud et al., 2011) . Culminado el tiempo de incubacion,
cada suelo se centrifugd a 4000 g y luego se determind pH con un electrodo de
vidrio combinado de Ag/AgCl y Eh con electrodo de platino y se separ6 el
sobrenadante del suelo con filtracién por 0,45 um -Sartorius Ministart RC 25.

Para este ensayo se eligieron diez de las veinte chacras en estudio de manera
de cubrir todos los niveles de As observados en grano. Se priorizaron aquellos sitios
aledafos que a pesar de tener igual tipo de suelo presentaron distinto nivel de As en
grano en cosecha por lo cual se infiri6 que esas diferencias podrian estar asociadas a
diferencias en el cultivo antecesor, por ej Chacras N° 4 y 5 (Retorno/Rastrojo) y
Chacra N° 15 y N° 16 (Campo nuevo/ Rastrojo), Tabla 5.

Para predecir mediante una extraccion quimica en laboratorio la capacidad
potencial del suelo de liberar As a la solucion del suelo en condiciones de inundacion,
se realiz6 una extraccién por triplicado con 0,05 M NH;H,PO, (Stroud et al., 2011).
Luego de la extraccion, se procedio de igual forma que para los suelos incubados.
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Se determind As en la solucion sobrenadante por GF AAS con correccion de
fondo por efecto Zeeman- Anexo Il, Tabla 1. La determinacion de As en NH4;H,PO,
requirié de ajustes metodoldgicos que se detallan en el Anexo IV.

RESULTADOS Y DISCUSION.

AGUA, SUELO Y GRANO EN CHACRA.

En el presente trabajo se estudiaron metales toxicos para el ambiente y la salud
por lo cual se utilizaron los siguientes criterios para la presentacion de los resultados:
a. Cuando un dato resulté menor al limite de deteccion analitico se sustituyd por la
mitad de este ultimo. b. Cuando un dato resulté superior al limite de deteccién pero
inferior al limite de cuantificacion analitico se sustituyo por el valor medio entre el limite
de deteccidén y de cuantificacion (EPA., 2010).

PLOMO.

Los contenidos totales de Pb en suelo analizados en tiempo cero, previo a la
instalacion del cultivo y en cosecha- Tabla 7- en ningln caso superaron la normativa
internacional mas exigente, Canadian Environmental Quality Guidelines, Pb: 70 mg/kg,
(Anexo lll, Tabla 2). De todos modos resulta interesante valorar si se produjo una
modificacion en el suelo respecto a este parametro debido a la instalacion del cultivo;
para evaluar por ejemplo si el suelo vio afectado su nivel de Pb debido a la aplicacién
de agroquimicos.

Tabla 7. Resultados obtenidos para Plomo (Pb) en las tres matrices analizadas
en chacra. ND: No detectado, SD: Se detecta.

Agua en chacra Pb (mg/L) Suelos Granos
Tiempo - . Final del | Tiempo
NC de cero Inicio del riego fiego cero | Cosecha| Cosecha
Chacra Agua Entrada Salida Agya Pb (mg/kg) base Pb
Fuente Salida seca (mg/kg)
1 SD < 0,0050 ND ND 0,0057 8,6 8,6 ND
2 0,0060 ND ND 0,0080 12 12 ND
3 ND ND ND 0,011 16 13 ND
4 ND ND ND SD < 0,0050 13 SD<6,0 ND
5 ND ND ND 0,015 8,2 7,9 ND
6 |SD<0,0050 ND ND nose 6,3 10 ND
muestred
7 ND ND ND nose 15 7.4 ND
muestred
8 0,0079 ND SD < 0,0050 0,020 16 10 ND
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9 |sp<o00050] ND ND 0,0051 19 18 ND
10 ND  |SD<0,0050| ND 0,014 17 16 ND
11 |SD<0,0050| SD<0,0050| ND 0,0066 68 |SD<60| ND
12 0,014 0,019 0,0081 0,011 6,7 7.3 ND
13 |SD<0,0050| 0,014 0,016 |SD<0,0050| ND |SD<60| ND
14 ND  |SD<0,0050| 0,0010 0,012 8,7 6,7 ND
15 ND 0,010 0,025 0,0060 9,0 6,9 ND
16 ND 0,0070 0,012 0,034 8,2 10 ND
17 0,0066 0,015 0,012 0,0085 85 |SD<60| ND
18 ND ND 0012 | SD<0,0050| 83 7.8 ND
19 0,0063 ND ND | SD<0,0050 | 9.6 7.3 ND
20 0,0062 ND ND | SD<0,0050 | 9.2 7.6 ND

LDILC 0,0020/0,0050 2,0/6,0 %',%i%/

Se realiz6 un ANOVA de 1 factor y se comprobd que los contenidos de Pb en el
suelo en los dos tiempos de muestreo evaluados no difirieron significativamente (p(F)
0,16; Tabla 8)

Tabla 8. Resultados del ANOVA de 1 factor comparando los contenidos totales en
suelo de Plomo (Pb) en tiempo cero, previo a la instalacion del cultivo y en cosecha.

Suma de Grados de | Cuadrado = p
cuadrados libertad medio (igualdad)
Entre muestras 29,929 ! 29,929 1,754 | 0,1933
Dentro de las 648,367 38 17,0623
muestras
Total 678,296 39

Sumado a esto se realiz6 un analisis de regresion para la relacion entre Pb en
tiempo cero y en cosecha en suelo, Figura 6, donde se distinguieron 5 Sitios que se
apartaban de la tendencia general debido a que dieron menor valor de Pb en el suelo
en cosecha que en tiempo cero. Si estos Sitios se eliminan del analisis de regresion, el
resto del grupo tienden a estar sobre la linea 1:1 (r2 0,83; p < 0,001). Observando
caracteristicas generales de este grupo de suelos en su mayoria se trata de campos
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donde se sembré arroz sobre retornos de pradera, campo u otros retornos con suelos
de texturas y contenidos de materia organica variados. Dada la amplitud de
caracteristicas observadas en estas Chacras, no se pudo diferenciar ninguna variable
de manejo que explique estos resultados.

Comparacion del contenido de Pb en suelo en

tO v en COSECha 4 Pbinicial vs Pb Final

20

18 A vy =0,6095x + 2,3136
- 2 _
= 16 -4 R 0,5949 (;cl)dos)
S 14 — inea 1:
w
8 12 4
10 " <
S 8 st . .
£ P * Pb incial vs Final (sin
4 — g h y=0,7507x+ 2,1429
2= R? = 0,8262 (Sin 5)
0
0 5 10 15 20

Pb (mg/Kg) en t0

Figura 6. Andlisis de regresion que compara los contenidos de Pb en suelo en
tiempo cero, previo a la instalacién del cultivo y en cosecha.

De las 80 muestras de agua tomadas de las chacras en tiempo cero, al inicio y al
final del riego el 43% result6 inferior al limite de deteccién analitico (0,0020 mg/L) y el
18% arrojé resultados detectables pero no cuantificables, superiores al limite de
deteccién pero inferiores al limite de cuantificacién analitico (0,0050 mg/L). Las 32
muestras restantes presentaron diversos valores cuantificables pero Gnicamente en un
caso se supero la especificacion legal nacional, 0,034 mg/L de Pb al final del riego en
el agua de salida de una de las chacras, (Anexo lll, Tabla 1). Este valor tiene asociada
una incertidumbre del 15% (0,034+0,005) por lo cual aun podria considerarse
aceptable (Tabla 7).

En grano todas las muestras estuvieron por debajo del limite de deteccion
analitico (0,020 mg/kg) (Tabla 7), resultado que coincide con lo reportado por los otros
dos trabajos previos realizados en Uruguay (Hill et al., 2008; Rivero et al., 2006). A
pesar de que se encontraron niveles de Pb en suelo esto no implicé su acumulacion
en el grano acorde a lo observado por Chen et al. (2007). Por otra parte segun el
analisis realizado la presencia del cultivo no modifico los contenidos de Pb en el suelo.
Por lo cual como se describié anteriormente se trata de un elemento que se encuentra
muy fijado al suelo en formas de baja fitodisponibilidad (Chen et al., 2007).

Bajos niveles de Pb en suelo estimularon la actividad microbiana mejorando las
condiciones nutricionales y promoviendo el crecimiento del arroz, aun hasta 300 mg/kg
no se detectaron modificaciones significativas en el rendimiento del cultivo. Recién
encima de 500 mg/kg se observo riesgo ecoldgico para las plantas y el suelo (Zeng et
al., 2007).En la misma linea 100 mg/kg de Pb en suelo fueron evaluados como
moderadamente téxicos, y 200 mg/kg altamente téxicos para el crecimiento del arroz
(Verma et al., 2003). En el presente trabajo se detectaron niveles de Pb en suelo muy
inferiores a los descriptos por lo cual no seria esperable riesgo ecoldgico para el suelo
ni para los productos en este cultivados.
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CADMIO.

Para el Cd en el sistema en estudio todos los resultados obtenidos en las
matrices suelo en tiempo cero y en cosecha y agua en chacra en tiempo cero, inicio y
final del riego - Tabla 9- resultaron inferiores al limite de deteccion analitico ( 0,00025
mg/L y 0,30 mg/kg respectivamente). Es importante destacar que los limites de
deteccion y cuantificacion obtenidos fueron adecuados para cumplir con las
especificaciones legales méas exigentes (Anexo Il : Agua, Tabla 1, 1 pg/L, Suelo, Tabla
2, 0,8 mg/kg). La determinacion de Cd en suelo se realizd con limites de deteccion 3
veces inferiores a la especificacion legal mas exigente, anteriormente mencionada,
siendo la situacion analitica mas comprometida. Si hubiesen aparecido muestras con
contenidos proximos a ese valor se habria utilizado una segunda técnica confirmatoria
mas sensible como GF AAS.

Tabla 9. Resultados obtenidos para Cadmio (Cd) en las tres matrices analizadas

en chacra. ND: No detectado, SD: Se detecta.

Agua en chacra Cd (mg/L Suelos Granos
Ve Inicio del riego F”?a' el Tiempo cero Cosecha Cosecha
cero riego
C'\rlra?:?a AELE Entrada Salida AU Cd (mg/kg) base seca Cd (mg/kg)
Fuente Salida

1 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
2 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
3 ND ND ND ND ND ND ND
4 ND ND ND ND ND ND 0,011
5 ND ND ND ND ND ND 0,012
6 ND ND ND | e ND ND ND
! ND ND ND | 0O s ND ND SD < 0,010
8 ND ND ND ND ND ND 0,012
9 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
10 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
11 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
12 ND ND ND ND ND ND 0,025
13 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
14 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
15 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010
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16 ND ND ND ND ND ND 0,018

17 ND ND ND ND ND ND SD < 0,010

18 ND ND ND ND ND ND ND

19 ND ND ND ND ND ND ND

20 ND ND ND ND ND ND 0,013
LD/LC 0,00025/0,00050 0,30/0,60 0,0020/0,010

En grano se obtuvieron datos cuantificables en 6 muestras con contenidos entre
0,011 y 0,025 mg/kg - Tabla 9-. Este valor maximo es 8 veces inferior al limite maximo
para Reglamento (CE) n°® 1881/2006 y 20 veces inferior al limite maximo fijado por la
Reglamentacién Mercosur GMC N°12/11 (Anexo lll, Tabla 3). Las recuperaciones del
material de referencia harina de arroz fueron en promedio de 115%, n=9, DER 18%.

Rivero et al., (2006) encontraron que el contenido de Cd en arroz integral en las
49 muestras analizadas fue de (3,43+ 0,68) ug/kg, limite de deteccién 1 pg/kg. En el
presente estudio se trabajé con un limite de deteccion de 2,0 pg/kg, y limite de
cuantificaciéon de 10 pg/kg por lo cual los resultados no son comparables a los
obtenidos por Rivero et al., (2006). Estos autores si bien trabajaron con digestion por
via seca la cual al no diluir la muestra mejorarian los limites de deteccion en al menos
5 veces respecto a la via himeda, utilizaron un equipo con correccién de fondo por
lampara de deuterio. En el presente trabajo se utilizdé correccién de fondo por efecto
Zeeman lo cual al mejorar la precision en el andlisis de matrices complejas podria
explicar el muy buen limite de deteccion obtenido (Beaty et al., 1993).

Se obtuvieron resultados similares a los reportados por el proyecto antecesor
realizado a nivel pais en las matrices agua en chacra y suelo (Hill et al., 2008). En
grano, a diferencia de su antecesor que habia reportado todas las muestras no
detectadas, en esta oportunidad se cuantificaron un 30% de las muestras analizadas.
Los niveles encontrados no son significativos y no afectan la seguridad alimentaria del
producto ya que son muy inferiores a las normativas mas exigentes respecto a
inocuidad de alimentos (Anexo lll, Tabla 3).

A nivel internacional se obtuvieron niveles de Cd de 0 a 0,371 mg/Kg, en
promedio 0,086 mg/kg (h= 43) en granos cultivados en suelos con 1,75-1,85 mg/kg de
Cd (Yu et al., 2006). En la misma linea para suelos con 0,43 mg/kg de Cd, en grano
se obtuvieron niveles de Cd entre 0,08 y 0,45 mg/kg con una media de 0,24 mg/kg
(n=5) (Diao et al., 2005). Cabe agregar que el mismo cultivar sembrado en suelos con
bajos y altos contenidos de Cd, suelo control, 0,3- 0,6 y 1,2 mg/kg de Cd, acumulo en
grano de 0,021 a 0,14, 0,07 a 0,27 y 0,12 a 0,33 mg/kg de Cd respectivamente (Ye et
al., 2014). En suelos con niveles de Cd del orden de los de nuestro pais, 0,062 mg/kg
se observé una acumulacion de Cd en grano de 0,005 mg/kg (n=3) (Moreno-Jiménez
et al., 2014). En suma, la tendencia indica que al aumentar la concentracién de Cd en
el suelo también tiende a aumentar su acumulacion en grano (Diao et al., 2005; Ye et
al., 2014). Estos resultados son comparables con los obtenidos en el presente trabajo
donde los bajos niveles de Cd obtenidos en suelo se ven reflejados en los resultados
obtenidos en grano.

Cabe destacar que la acumulacién de Cd en grano esta fuertemente relacionada con
la variedad de cultivar utilizado sobre todo en suelos con bajo contenido de Cd como
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los mencionados por lo cual resultaria interesante estudiar el comportamiento de los
cultivares en tal sentido (Yu et al., 2006; Diao et al., 2005).

Dadas las condiciones de anaerobiosis en las cuales se cultiva el arroz en el
pais era esperable que la acumulacién de Cd en grano no fuese significativa. Bajo
inundacion el potencial redox del suelo es muy bajo, por lo cual el azufre puede
reducirse a sulfuro (S?) vy fijar el Cd como sulfuro de Cd (CdS), compuesto de baja
solubilidad acuosa (Hu et al., 2013a; Hu et al., 2013b; Moreno- Jimenez et al., 2014).

ARSENICO.

Para la determinacién de As en la matriz suelo se obtuvieron algunos resultados
cuantificables pero que en ningln caso superaron la normativa internacional mas
exigente, Canadian Environmental Quality Guidelines, Anexo lll, Tabla 2, (Tabla 10).
Los niveles de As encontrados en suelo se encuentran proximos a la concentraciéon
mundial natural de As en suelo, 5 mg/kg (Patel et al., 2005; Hossain et al., 2008)

De las 80 muestras de agua en Chacra analizadas el 30% resulté inferior al
limite de deteccién analitico, 0,0010 mg/L y, el 29% se detectdé pero no se pudo
cuantificar, limite de cuantificacion 0,0030 mg/L. Dentro del 40 % que correspondié a
resultados cuantificables en un caso se superdé la especificacion mas exigente, Norma
UNIT 833:2008, Anexo lll, Tabla 1 - 0,031 mg/L en el agua de entrada de una de las
chacras en el muestreo Inicio del Riego- (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados obtenidos para Arsénico (As) en las 3 matrices estudiadas.
ND: No detectado, SD: Se detecta.

Agua en chacra As (mg/L) Suelos Granos
Tiempo Inicio del riego F"?a' GIel | ubErhe Cosecha | Cosecha
N° de cero riego cero
Chacra | Agua - Agua As
Fuente Entrada Salida Salida As (mg/kg) base seca (ma/kg)
SD < SD <
1 ND 0,0051 0.0030 0,0030 SD<3,0 | SD<3,0 | 0,40+0,11
SD < SD <
2 ND ND 0.0030 0,0030 SD<3,0 | SD<3,0 | SD<0,15
3 ND ND ND SD< | sp<30 | sD<30 | SD<0,15
0,0030 ' ' '
4 ND ND ND ND SD < 3,0 SD<3,0 | 0,24 +0,07
SD <
5 ND ND 0,0030 0,012 SD<3,0 SD < 3,0 ND
SD < SD < no se
6 ND | 00030 | 00030 |muestres | SP<30 | SD<30 ) 0.16£005
SD < no se
7 0.0030 0,0030 ND muestreé 4,1 SD<3,0 | SD<0,15
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8 ND ND 00030 | 00095 | SD<30 | SD<30 | SD<015
SD <
9 ND ND 0.0030 ND 3.4 SD<30 | 023+007
SD < SD < SD <
10 ND | 90030 | 00030 | 00030 34 54 SD<0.,15
. SD <
11| oooso | 0081 0,015 0,0030 | SD<30 | SD<30 | SD<0,15
SD < 0,23 +
12| 00036 | Soos | 00038 0013 | SD<30 | SD<30 s
13 ND | 00047 | 0,0059 SD< | Sp<30 | SD<3,0 | 0,18+ 0,05
! ! 0,0030 ! 0| 0,18£0,
14 ND | 00030 | 00036 | 00078 | SD<3,0 | SD<3,0 |043%0,12
SD < SD < SD <
15 | 00030 | 00030 | 0,0070 SD<30 | SD<30 |0,15+0,04
0,0030
SD < SD <
16 | 00030 | 0,0030 0,010 0010 | SD<30 | SD<3,0 | 0,29 +0,08
17 ND | 00049 | 00048 | 00049 33 SD<3,0 | 0,16 0,04
18 ND | 0,0038 0,013 SD< | 5p<30 | SD<30 | SD<0,15
’ ’ 0,0030 ’ ’ )
19 SD< 1 (0052 0,014 00032 | SD<30 | SD<30 | SD<0,15
0,0030 1 1 1 1 1 H
20 | 00030 | 0,012 0,0093 SD< | 5p<30 | SD<30 | SD<0,15
1 H H 0,0030 1 1 H
LDILC 0,0010/0,0030 0.60/3,0 0,050/0,15

En grano se trabajé sobre muestras de arroz integral, y se obtuvieron datos
cuantificables en el 50% de las muestras analizadas -10- con contenidos entre (0,15
+ 0,04) vy (0,43 = 0,12) mg/kg. El contenido de As en arroz no se encuentra
reglamentado por la UE. Sin embargo, a nivel Mercosur en el Reglamento
Mercosur/GMC/Res.N°12/11 se establece que el contenido maximo de As en arroz es
de 0,30 mg/kg, Anexo llI, Tabla 3. Unicamente 2 de ellos presentan valores superiores
a la normativa mas exigente - Tabla 10.

La técnica utilizada, GFAAS, present6 un limite de deteccién adecuado (LD:
0,050 mg/kg, LC: 0,15 mg/kg), 6 veces inferior a la especificacién legal mas exigente
(0,30 mg/kg, Anexo lIl, Tabla 3), pero con una incertidumbre estimada en un 30%. Se
trata de una técnica con gran cantidad de interferencias quimicas provenientes de la
matriz analizada. Se utilizaron modificadores quimicos permanentes, y condiciones de
trabajo STPF - Stabilized Temperature plataform furnace (Beaty et al., 1993). Esto
altimo permitié alcanzar un LD igual al informado por Rivero et al., (2006) con digestion
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por via seca- mayor sensibilidad-; aun habiendo utilizado digestion por via humeda.
Las recuperaciones de NIST 1568a. fueron en promedio de 104%, n=12, DER. 17%.

En esta oportunidad, a diferencia de Cd y Pb, se informé la incertidumbre
analitica de las determinaciones de As en grano dado que se observaron valores
limites y es muy determinante conocer la veracidad del dato informado. Para evaluar la
idoneidad del método analitico se utilizd6 la norma EN 13804:2013 -Productos
alimenticios. Determinacion de elementos y sus especies quimicas. Consideraciones
generales y requisitos especificos-. A nivel del LC la incertidumbre maxima expandida
de medida admisible es de un 37% por esta razon, la incertidumbre estimada en un
30% para esta técnica podria considerarse adecuada.

Los resultados obtenidos en este trabajo -donde se cuantificaron el 50% de las
muestras analizadas- no concuerdan con los presentados por Rivero et al., (2006).
Estos autores informaron que las 49 muestras de arroz analizadas, que incluian las
variedades integral, parbolizado, parbolizado pulido y blanco resultaron inferiores al
limite de deteccion analitico, 0,050 mg/kg. Dado que el As tiende a acumularse en la
capa integral del arroz las variedades parbolizado > parbolizado pulido > blanco- en
orden decreciente de contenido de As- deberian de tener menos As que la variedad
integral (Zhu et al., 2008; Meharg et al., 2012). En el presente estudio solo se valoré
arroz integral, pero Rivero et al., (2006) no detectaron As ni siquiera en arroz integral.

Debido a que estos autores analizaron el mismo material de referencia que en el
presente trabajo, NIST 1568a. y no informaron dato de As ni de Cd se realizd6 una
comunicacion con los autores para conversar sobre este punto. Ellos mencionan que
para metales contaminantes se realiz6 un analisis retrospectivo de las muestras
recibidas en el laboratorio durante varios afios. En esas instancias no se utilizaba de
rutina un material de referencia sino que, se evaluaba la performance analitica de la
técnica mediante adiciones de estandar previo a la digestion. El material de referencia
fue incluido en los lotes de digestiones previstos para metales nutrientes -exclusivas
para la investigacion-. Los metales nutrientes analizados por estos autores fueron
Calcio, Cinc, Cobre, Hierro, Potasio, Magnesio, Manganeso y Sodio. Es por esta razén
gue no reportan valores de recuperacion ni para As ni para Cd de NIST 1568a.

En definitiva, se podria concluir que respecto al estudio realizado en el 2006 se ha
observado un aumento de los valores de As en grano.

Al comparar los niveles de As en grano obtenidos en el presente trabajo para
Uruguay con los obtenidos a nivel internacional se observaron similitudes tanto en el
valor medio como en la variabilidad, Figura 7. Se utilizd esta referencia debido a que
los resultados incluidos en la figura fueron obtenidos en iguales condiciones analiticas.
Se analizaron en un mismo laboratorio 900 muestras de un amplio rango de paises
bajo condiciones de aseguramiento de la calidad consistente para todas las muestras.
Uruguay presenta valores de As similares a los de los paises industrializados —
Francia, USA, Espafa, ltalia y Japén- pero con una salvedad. Si bien el autor del
trabajo no lo menciona al tratarse de un estudio de mercado y dadas las tendencias
internacionales de consumo es esperable que este estudio refiera en su mayoria a
arroz blanco en cambio para Uruguay los datos representan arroz integral. Se ha visto
qgue el arroz integral tiene mayores niveles de As que el arroz blanco debido a su
localizacién en la capa integral (Zhu et al., 2008). Lo que quiere decir que, en esta
comparacion es probable que la posicién de Uruguay este sobreestimada.
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Figura 7. Boxplot de As total en arroz. En la parte superior arroz de mercado
segun su pais de produccion. Australia (11), Bangladesh (99), China (98), Egipto
(109), Francia (33), Ghana (35), India (70), Italia (27), Jap6n (26), Nepal (12), Pakistan
(14), Espafia (50), Tailandia (49), USA (198). Reproducido con autorizacion de Meharg
et al.,, 2012. En la parte inferior boxplot construido a partir de los datos de Uruguay
(20). En ambas iméagenes la linea negra solida es la media, los ejes exteriores son el
percentil 25 y 75, y los “whiskers” son los percentiles 10 y 90. El n de cada pais se
indica entre paréntesis.

En algunos de los paises que se incluyen en la Figura 7 se ha podido
establecer si la fuente de As es natural o antropogénica: a. En USA se planta arroz en
campos con historia algodonera donde se aplicaron plaguicidas de base arsenical, b.
En Bangladesh en el periodo de sequia se riegan los cultivos de arroz con aguas
contaminadas con As, c. En China pequefias areas arroceras han recibido
contaminacién por actividad minera pero ello no ha impactado significativamente en el
total de la produccion (Meharg et al., 2012).

En nuestro pais se buscoé establecer el origen del As y si existe variabilidad entre
las zonas donde se cultiva y las formas de cultivo. Mediante un ANOVA de efectos
fijos se estudiod si en los distintos establecimientos, seglin el cultivo antecesor y la
carga de insumo, se acumulaba diferencialmente As en grano. Los Chacras se
agruparon segun el cultivo antecesor y la forma de manejo en 5 grupos- Campo
Nuevo, Retorno Bajo Insumo, Retorno Alto Insumo, Rastrojo Bajo Insumo y Rastrojo
Alto Insumo. No existio diferencia significativa en la acumulacion de As en granos
cultivados en sitios con distinta historia previa y distinta carga de insumo (p (F)= 0,712,
Tabla 11).
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Tabla 11. Resultados del ANOVA de efectos fijos que estudidé si existian
diferencias entre la acumulacién de As en grano y el cultivo antecesor y la carga de
insumo de cada Chacra.

Suma de Grados de Cuadrado
cuadrados libertad medio F (igualdad)
Entre muestras 0,026571 4 0,006642 0,5346 | 0,7125
Dentro de las
muestras 0,186397 15 0,0124265
Total 0,212968 19

No se evidencié una correlacion directa entre los resultados obtenidos en las
distintas matrices. Las muestras que presentaron valores elevados de As en el agua
de riego no presentaron valores significativos en grano, ej. Chacra 11, Tabla 10. Por
otra parte, los valores positivos en grano no dieron resultados positivos ni en el suelo
ni en el agua de riego, ej. Chacras 1y 14, Tabla 10. Tampoco se observé una relacion
entre aquellas chacras con usos mas intensivos del campo y la acumulacién de As en
grano. Los niveles mas elevados se obtuvieron en un campo nuevo y en un retorno
bajo insumo.

Dado que las raices toman el As mayoritariamente de la solucién del suelo, la
concentracion de As en la misma deberia de reflejar la biodisponibilidad de As para las
raices (Xu et al., 2008). Frente a esta situacion se decidio estudiar cuales eran los
niveles de As biodisponible para la planta en el suelo durante el ciclo de inundacion del
arroz.
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ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DEL ARSENICO EN EL SUELO BAJO
CONDICIONES DE INUNDACION.

En términos generales se observo un aumento en la concentracion de As en la
solucion del suelo hasta que luego de un méaximo se estabilizé o presenté un leve
descenso (Figura 8). EI maximo se alcanz6 entre los 5 y 15 dias segun la chacra
considerada. El descenso posterior segun Onken et al., (1996) puede explicarse
debido a reacciones de adsorcién en las particulas del suelo o precipitacion. En la
Tabla 1 del Anexo V se resumen los resultados del estudio de biodisponibilidad de As
en suelos inundados.

Biodisponibilidad de As en funcidn
del tiempo de incubacion. ..

0,010 1 _i X% Chacra 14
—— dacCra
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Figura 8. Estudio de la biodisponibilidad de As en funcién del tiempo de
incubacion.

En condiciones de suelo inundado pueden ocurrir dos mecanismos de
movilizacién de As: a. reduccion de arsenato a arsenito por intermedio de la desorcién
de las superficies de adsorcién de los oxi hidroxidos de Fe hacia la solucién de suelo o
b. disolucién reductiva de los oxi hidroxidos de Fe que libera el As adsorbido o
coprecipitado a la solucién de suelo. Se ha observado una rapida movilizacion de Fe
hacia la solucion del suelo luego de la inundacién por lo que se considera mas
importante el segundo mecanismo (Xu et al., 2008). En condiciones de campo la
planta de arroz presenta un mecanismo de adaptacion que genera un sistema de
aireacion interna el cual facilita la difusién del oxigeno desde la atmdsfera hasta las
raices; en consecuencia, mantiene potenciales redox relativamente altos en la
rizosfera (Liu et al., 2007). La liberacion de oxigeno permite la acumulaciéon de oxi
hidréxidos de hierro y la formacion de la denominada placa de hierro (PH) que recubre
las raices. Este mecanismo determina que en suelos inundados sin planta de arroz la
liberacion de As a la solucién del suelo sea mayor que en suelos inundados con planta
de arroz.

Luego de la inundacion se debi6é observar una rapida y marcada reduccion del
potencial redox, y por debajo de +250 mV a pH 7 (pe 4,2) deberia de ocurrir la
liberacion de As (Meharg et al., 2012). En este trabajo, en cambio, luego del tiempo
cero no se observo una modificacién significativa del potencial redox (expresado como
pe) con la incubacién (Figura 9). Puede que la reduccién del potencial redox haya sido
previa a la primera lectura y por ello no se detect6 un descenso en las
determinaciones realizadas. De todas maneras, los valores de potencial redox
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observados durante la incubacion, fueron adecuados para que comenzara la desorcion
de arsenito (Eh + 300 mV, pe 5,1 a pH 7); la relacién pe+pH se mantuvo en el rango
de 10 a 12 y el pe entre 4,2y 6,4 — 249 a 379 mV-(Figura 9, Anexo V, Tabla 1). Por
otra parte también deberia de ocurrir la reduccion del arsenato a arsenito cuyo Eh
ubica a esta semireaccion luego de la reduccién del nitrato (500-200 mV) y del
manganeso (400-200 mV), y en condiciones de Eh similares a la reduccién de los
hidroxidos de hierro (300-100 mV) (Meharg et al., 2012). Estas condiciones de Eh
adecuadas para la reduccién de los hidréxidos de hierro podrian haber favorecido la
ocurrencia del segundo mecanismo de liberacion de As anteriormente mencionado (Xu
et al., 2008).
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Figura 9. Relacién de pe+pH observado en las chacras durante el periodo de
incubacion.

A continuacién se estudié que otras variables del suelo ademas del pH y pe
podian estar afectando la liberacién de As a la solucién del suelo y por otra parte como
esto se correlacionaba con la acumulacion de As en grano. Se consideraron las
variables % de materia organica (MO), % de arcilla y contenido de P en tiempo cero
respecto al promedio de As liberado al suelo durante la incubacion. Se utiliz6 el dato a
tiempo cero, salvo en los casos donde no fue evaluado, para los que se utilizé el valor
en cosecha. Los datos de % de arcilla, P y MO fueron aportados por el equipo de
trabajo del proyecto madre ya mencionado en el cual se enmarca esta tesis- Anexo V,
Tabla 3.

Mediante analisis de regresion se obtuvo que la variable mejor correlacionada fue el %
de MO- r? 0,51; p 0,021. Se observo que al aumentar el contenido de MO disminuia el
nivel promedio de As biodisponible- Figura 10a. En suelos con alto contenido de MO
se reduce la solubilidad del As dejandolo menos disponible debido a la formacion de
compuestos organoarsenicales ya sea directamente o a través de un puente metalico.
Asimismo, al correlacionar el contenido de As méaximo liberado a la solucién del suelo
respecto al % de MO - r? 0,61; p 0,013, Figura 10 b - se obtuvo la misma tendencia.
Ademas, al aumentar el % de MO el suelo, este demoré mas tiempo en alcanzar el
méximo de As biodisponible- r’ 0,51; p 0,031. Esta relacion no fue observada por
Stroud et al.,, (2011). Esto podria explicarse porque junto con el mecanismo ya
descripto el aumento en el % MO del suelo puede favorecer la liberacion de As de la
fase solida al aumentar la actividad microbiana resultando en un desarrollo mas
rapido de las condiciones de anaerobiosis (Meharg et al., 2012), lo cual favorece la
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disolucion de los oxi-hidroxidos de hierro. También, la MO contiene cargas negativas
que pueden competir con el As en los sitios de adsorcién del suelo favoreciendo la
solubilidad de este ultimo (Sahoo et al., 2013; Meharg et al., 2012).
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Figura 10. Andlisis de regresion del % de materia orgéanica en el suelo respecto a:
a. As promedio liberado a la solucién del suelo en el periodo de incubacién, b. As
méaximo liberado a la solucion del suelo en el periodo de incubacion.

Trabajando sobre el dato de As maximo liberado a la solucion del suelo al incluir
las diez chacras en el andlisis de regresion una de ellas (Chacra 2) presentd un
comportamiento diferencial respecto al resto del grupo- Figura 10 b. Este hecho se
mantuvo constante para todas las variables consideradas- % MO, contenido de P y %
de arcilla en el suelo en tiempo cero- en consecuencia, se decididé excluir esa chacra
del andlisis de regresion.

Las variables % MO, P y % arcilla presentaron una fuerte correlacion entre ellas-
%arcilla/%MO: r*> 0,63; p 0,006; contenido de P/ %MO: r? 0,69; p 0,003; % arcilla/
contenido de P r*0,86; p< 0,001. Por ende, como era de esperar también existié una
buena correlacion entre el % arcilla y el contenido de P en el suelo con el As liberado a
la solucion.

A mayor contenido de P aument6 la cantidad de As liberado a la solucién del
suelo (para As promedio: r* 0,37; p 0,061; para As maximo r? 0,45; p 0,047). Ademas,
la disolucién del As a la solucién del suelo ocurria mas rapido en aquellos suelos con
mas P inicial - r* 0,69; p 0,0029.

Para explicar la influencia del P en la liberacién de As se describen varios
mecanismos. Por un lado el fosfato remplazaria el As adsorbido en los oxi-hidroxidos
de hierro, o en la placa de hierro aumentando la concentracién de As en la solucion del
suelo, por lo cual no es recomendable realizar fertilizaciones excesivas con
fertilizantes fosfatados (Meharg et al., 2012; Sahoo et al., 2013). Por otra parte a nivel
de la planta el fosfato tiene un efecto inhibitorio compitiendo con el arsenato por el
mismo transportador en la membrana plasmatica y algunos estudios demuestran la
disminucion en la captura de arsenato por la planta en presencia de fosfato (Sahoo et
al., 2013). El resultado final dependera del equilibrio entre estos dos mecanismos
(Tripathi et al., 2014, Meharg et al., 2012; Sahoo et al., 2013).

Se deberd de realizar un estudio detallado de la influencia del P en la

competencia con el As por los sitios de adsorcién de la placa de hierro y los oxi-
hidroxidos de hierro presentes en el suelo, y también de la influencia del fosfato en la
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absorcion del arsenito por la planta en condiciones de inundacioén. Esto es, como
afectan distintos niveles de P en un mismo suelo, cultivando una misma variedad y con
idénticas condiciones de manejo del cultivo.

Respecto al % de arcilla hubo una tendencia a que al aumentar el % arcilla del
suelo disminuia la disolucién del As en la solucién del suelo (para As promedio: r?
0,27; p 0,13; para As maximo: r? 0,37; p 0,081). Por lo tanto, los suelos arcillosos
aumentaron la fijacion del As y lo dejaron menos biodisponible; similar a lo observado
por Onken et al., (1996) y Sahoo et al., (2013). A su vez, al disminuir el tamafio de
particula el suelo este demora mas tiempo en liberar el maximo de As a la solucién -r*
0,67; p < 0,007.

Las Chacras 1, 4 y 5 presentaron un comportamiento diferencial, ya que
tuvieron una liberacién de As a la solucién menor a las demas. Se trata de Chacras de
la Zona Norte, la 4 y 5 corresponden al mismo predio. Presentaron suelos de textura
fina, de tipo arcilloso en los 3 casos, y con contenidos de fosforo de entre 5y 7 mg/kg
y materia organica entre 4,4 y 6,5 %. Estas Chacras presentaron una combinacién
ideal de contenido de P bajo, MO alta y % de arcilla alto que contribuyeron a la menor
liberacion de As a la solucion del suelo.

Como predictor de la liberacion de As en condiciones de inundacién se propuso
utilizar NH4H,PO, como extractante (Anexo V, Tabla 2). El extractante propuesto
resulté representativo de la disolucion maxima y de la disolucion promedio de As en el
tiempo de incubacion del suelo -r* 0,56; p 0,013, r* 0,49; p 0,023 respectivamente,
Figura 11a.- acorde a lo observado por Stroud et al., (2011). Estos autores obtuvieron
una correlacién mas significativa (r? 0,81) probablemente debido a que trabajan en un
rango superior de concentraciones, entre 0,20 y 7,0 mg/L. Una coincidencia importante
es que en ambos trabajos los valores de As obtenidos en el extractante fueron algo
superiores a los obtenidos en la solucion del suelo durante la incubacion.
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Figura 11. Evaluacion de fosfato de amonio como representativo de la lixiviacion
de As del suelo a la solucion del suelo en condiciones de inundacion.

En el presente ensayo la concentracion de As biodisponible ya sea evaluada en

solucion o mediante extraccion con NH4;H,PO, no resulté un buen predictor de la
acumulacién de As en grano (r2 < 0,15; p > 0,30). Otros estudios han obtenido tanto
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resultados coincidentes con este trabajo como opuestos. Por ejemplo, Hossain et al.,
(2008) obtuvieron una buena correlacion entre el As extraido del suelo con fosfato de
amonio y el As en grano (r’= 0,82; p < 0,01). En cambio, otros autores no observaron
gue la concentracion de As en el suelo afectase significativamente el contenido de As
en grano (Azizur Rahman et al., 2008; Patel et al., 2005). Segun Meharg et al., (2012)
es muy dificil encontrar un método para predecir la acumulacion de As en grano y ello
es entendible debido a la gran cantidad de factores y las interacciones entre ellos que
influencian la biodisponibilidad de As y su adsorcion por la planta. Un factor clave es el
potencial de 6xido reduccion del suelo el cual es dificil de cuantificar en una medida
puntual debido a que puede fluctuar significativamente durante el ciclo de crecimiento
del arroz. Ademas la toxicidad del As al ser absorbido por la planta puede disminuir su
acumulacién en el grano. Otro factor con gran influencia en la acumulacién de As en
grano es la variedad de planta cultivada pero, en este trabajo no se pudo considerar
esta variable debido a que no fue relevada en el muestreo del proyecto madre.

‘ OCURRENCIA DE METALES PESADOS EN LA CUENCA HIDROGRAFICA
‘ASOCIADA AL AMBIENTE ARROCERO.

En la Zona Este se realizdé un relevamiento del posible impacto del cultivo de
arroz en su cuenca hidrografica asociada.

En el periodo 1970-2000 el arroz fue el motor del crecimiento del riego en el pais
consumiendo el 90% del total de agua destinada a esta finalidad. Se estima un
volumen de agua de 11000 a 14000 m®ha para regar el cultivo durante
aproximadamente 100 dias. Aunque la disponibilidad de recursos hidricos no es una
limitante determina la modalidad a emplear en la irrigaciébn, embalsamiento en
represas o extraccion mediante bombeo de arroyos rios o lagunas. En la Zona Este en
la zafra 2013-2014 se rego el 55,3% del &rea sembrada con agua proveniente desde
cauce superficial con bombeo eléctrico. Por lo cual el consumo de aguas superficiales
destinadas al riego del arroz es muy importante en el balance hidrico nacional (Batello
et al., 2013; Failde et al., 2013; DIEA 2014).

Al culminar el riego cuando se elimina la lamina de inundacién se vierten a los
cauces cantidades importantes de agua residual del cultivo; en la cual se han disuelto
los agroquimicos utilizados en el ciclo del cultivo, asi como también elementos como el
nitrégeno, P, As, entre otros. En consecuencia el monitoreo de los rios en la cuenca
hidrogréfica asociada a las chacras es de suma importancia para evaluar el impacto
del cultivo en el ambiente.

En el periodo febrero a abril se detectaron niveles crecientes de As en el punto
de muestreo Rio Cebollati Cuenca Media pero que en ningln caso superaron la
especificacion legal mas exigente de 20 pg/L (Figura 12 a.). Para el Cd no se
obtuvieron resultados cuantificables salvo para el muestreo de abril en el punto donde
confluyen los Rios Cebollati y Olimar, Cd: 0,0011 mg/L. La incertidumbre asociada a
este método es de 15%, (0,0011 + 0,0002) mg/L, por lo cual este valor aun se podria
considerar adecuado (Figura 12 b.). En la determinacion de Pb no se obtuvieron
resultados cuantificables para ninguno de los puntos de muestreo en el periodo de
tiempo considerado (Figura 12 c.).
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Figura 12. Gréficas sobre tiempo de muestreo versus contenidos de a.- As, b.- Cd
y c.- Pb en los 5 puntos de muestreo en cuencas hidrogréficas de los Rios Cebollati y
Olimar.

En el proyecto antecesor se obtuvieron resultados positivos para Cd segun la
legislacién vigente en un 33 % de las muestras analizadas dentro y fuera de la cuenca
arrocera (Hill et al., 2008). En esa oportunidad se propuso continuar con el monitoreo
con el fin de establecer una relacién mas directa entre estos datos positivos y el cultivo
de arroz. En el presente trabajo no se confirmaron esos datos positivos.

En resumen, en la zafra considerada la ocurrencia de metales pesados en la

cuenca hidrogréafica no se vio afectada de manera significativa respecto a la legislacion
vigente- Anexo lll, Tabla 1- por la presencia del cultivo de arroz.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

No se estima necesario continuar con el monitoreo de Pb y Cd ya que junto con
su proyecto antecesor — Hill et al., 2008-, se ha relevado informacién suficiente para
determinar que estos metales no presentan una importancia significativa a la hora de
evaluar el impacto del cultivo en el ambiente ni la seguridad alimentaria del producto
en este cultivado. Es destacable que las metodologias analiticas planteadas para el
analisis de Pb y Cd en granos fueron adecuados para los requerimientos analiticos de
la Unién Europea, uno de los destinos de exportacion que se persigue alcanzar por la
ACA. Segun el Diario Oficial de la Union Europea el limite de deteccion (LD) analitico
para alimentos deberd ser menos de una décima parte y el limite de cuantificacion
(LC) menos de una quinta parte del nivel maximo fijado en el Reglamento (CE) n°
1881/2006” y modificaciones, (Anexo lll, Tabla 3, Reglamento (UE) N° 836/2011). Las
técnicas utilizadas en la determinacion de Cd y Pb se consideraron adecuadas; se
lograron buenos resultados tanto para Cd, LD: 0,002 mg/kg y LC: 0,010 mg/kg, como
para Pb, LD: 0,020 mg/kg y LC 0,040 mg/kg.

Es importante destacar que, aunque estd en etapa de propuesta de
moadificacion, la COTAMA evalla disminuir en diez veces los limites hoy vigentes para
agua superficial, Anexo lll, Tabla 1. Frente a un panorama asi la situacion es muy
distinta a la discutida en este trabajo.

Se debe de profundizar sobre la acumulacion de As en grano. Respecto a la
seguridad alimentaria algunos aspectos interesantes que se pueden concluir de este
trabajo son:

- Los resultados de As total en grano son una alerta para los cultivadores
que no debe de ser despreciada. El arroz es un alimento fundamental y, aunque
fueron pocas, hubieron muestras que superaron la especificacion nacional de As
total en grano - Reglamento Mercosur/GMC/Res.N°12/11, Anexo lll, Tabla 3-. En
consecuencia, para poder seguir consumiendo este alimento de manera segura es
importante que el pais se aboque al camino de la especiacién de As en grano. De
esta manera al distinguir entre las especies organicas, no toxicas, y las
inorganicas, toxicas, se asegurara la inocuidad o no del alimento a un nivel de
confianza muy superior al que otorga el dato de As total. A su vez a medida que la
region comience a recolectar datos sobre la ocurrencia de As inorganico se debera
considerar la revision de la legislacion al respecto. Por ejemplo, el Reglamento
Mercosur para Contaminantes Inorganicos en Alimentos, que especifica el limite
de As total en arroz, deberéa evaluar incluir un limite de As inorgénico.

- En este estudio se realiz6 el andlisis de grano descascarillado,
equivalente a arroz integral, pero la mayor parte de la comercializacién tanto en el
mercado externo como interno se realiza como arroz blanco de distintos tipos
(Uruguay XXI, 2013). Esto es de suma importancia dado que no se consume todo
el As que se encuentra en el arroz integral. Durante el procesamiento del arroz
para consumo humano se remueven la cascara que contiene grandes cantidades
de As. Aun el proceso de parbolizado favorece la eliminacion del As (Azizur
Rahman et al., 2007). De aqui en mas, a la hora de evaluar la seguridad
alimentaria del producto resulta conveniente monitorear el arroz blanco.

- Dada la ocurrencia de As total en el mundo, Figura 7, hay una
necesidad de realizar un consumo seguro de arroz con As. Esto se lograra por un
lado controlando los aspectos agricolas de la produccion tal que los niveles de As
en grano no aumenten y por el otro realizando especiacion.
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En lo que respecta al ciclo del cultivo propiamente dicho, del ensayo de
biodisponibilidad de As en suelos inundados se puede concluir que:

- Si bien la determinacién de contenidos totales de As en suelo es
necesaria para evaluar el estado del mismo respecto a los requerimientos legales
de proteccion de la salud humana, a los efectos del cultivo no resulté un dato
representativo. La legislacion internacional, en linea con lo propuesto por la
Ordenanza Federal Alemana deberia de limitar la acumulacién de metales en los
suelos en funcién de la toxicidad que estos generen para las plantas — Anexo llI,
Tabla 2.

- Mediante la determinacion de parametros como el contenido de P,
%MO, % de arcilla y la determinacion de As en el extracto de fosfato de amonio se
pudo tener una visibn aproximada del comportamiento del suelo respecto a la
liberacion de As bajo condiciones de inundacién. De todos modos varios autores
mencionan que las condiciones de laboratorio en general no predicen
correctamente la absorcion de metales por el cultivo en las condiciones de campo
por lo cual es muy importante estudiar la acumulacién de metales en el ambiente
natural (Liu et al., 2007; Azizur Rahman et al., 2007; Abedin et al., 2002).

- No se logré una correlacion directa de los parametros estudiados con la
acumulacién de As en grano. Seria interesante continuar en esta linea en la
busqueda de un modelo multicausal que contribuya a explicar la interaccién entre
el suelo y la planta respecto a la acumulacién de As en grano.

Como estrategia de mitigacion mediante crecimiento aerobio al menos en parte de
la estacion de crecimiento se puede reducir el contenido de As en grano( Zhu et al.,
2008). Sin embargo, en estas condiciones, disminuyen los rendimientos del cultivo
probablemente debido al aumento de patdgenos y nematodos y a la menor
biodisponibilidad de nutrientes, por ej. P (Meharg et al, 2012). Ahora bien, se ha visto
gue para ciertos cultivares no existen diferencias significativas entre el rendimiento del
grano cultivado en aerobiosis y anaerobiosis (Xu et al., 2008).

Dado que el crecimiento aerobio favorece la acumulacién de Cd en grano en los
ultimos afos se ha estudiado el efecto del manejo del riego en la acumulacion de As 'y
Cd en grano a nivel de campo para ciertas zonas geograficas en particular. Por
ejemplo en China se probaron 4 tratamientos de riego: aerobio, intermitente, riego
convencional manteniendo inundacion hasta macollaje y luego riego intermitente e
inundacion durante toda la estacién de crecimiento comparando dos variedades de
cultivar diferenciadas en su capacidad de absorcion de Cd. Se concluyé que el riego
convencional dio concentraciones moderadas de Cd y As en grano con altos
rendimientos. Esto Ultimo se favorece porque en las etapas finales de crecimiento del
cultivo el suelo estad bajo riego intermitente lo cual aumenta el potencial redox y
promueve el crecimiento de la planta (Hu et al., 2013a). Estos autores también
evaluaron los mismos sistemas de riego en los siete cultivares principales que se
cosechan en China concluyendo nuevamente que el riego convencional es la mejor
opcion para esa region. Ademas agregan que el sistema de riego y la variedad
cultivada afectan las concentraciones de As y Cd en grano en direcciones opuestas
por lo cual segun el grado de contaminacion por metales pesados del suelo se
definirdn estos factores para beneficiar los rendimientos y la seguridad alimentaria del
grano cultivado (Hu et al., 2013b). En Espafia se probaron dos sistemas de riego:
aerobio con irrigaciébn por aspersion o inundacion continua concluyendo que el
crecimiento aerobio tuvo un efecto positivo en seguridad alimentaria respecto a As y
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no tuvo efecto negativo sobre el Cd probablemente debido al bajo nivel de Cd en el
suelo ( Moreno-Jiménez et al., 2014).

Por todo lo antedicho se debera evaluar los sistemas de riego que se utilizan a
nivel nacional y estudiar la posibilidad de disminuir el tiempo de anoxia del cultivo y de
esta manera disminuir la biodisponibilidad de As para la planta. Se hace necesario
obtener un equilibrio entre la acumulacién admisible de As y Cd en grano y la calidad y
rendimiento del arroz. Esto se podria lograr a través del control de los tiempos de
inundacion (Yamaguchi et al., 2011). El consumo de agua es uno de los insumos mas
importantes en la ecuacion econdmica del arroz y disminuir los tiempos de inundacién
conllevaria a un ahorro economico.

Estrategias simples como el crecimiento de arroz en disefio de cama elevada
(raised bed) contribuyen a disminuir los niveles de As en grano (Zhu et al., 2008). De
esta forma todo el cultivo esta aerobio, se aplica el agua necesaria para llenar los
surcos, y durante la inundacion la superficie del suelo no se inunda sino que se
humedece por movimientos laterales del agua hacia el medio del cantero. Este
sistema comparado con inundacién continua hasta macollaje dio mejores rendimientos
del cultivo y una disminucion de al menos 3 veces en la acumulacion de As en grano
(Talukder et al., 2011).

Se deberé estudiar la variabilidad genética de las especies que se cultivan en el pais
respecto a la acumulacion de As y también respecto a la capacidad de crecer en
aerobiosis. La concentracion de As en grano varia significativamente entre cultivares y
se han observado ciertos genes asociados a la asimilacién de As por la planta (Zhu et
al., 2008).

Se manejan otras estrategias como la fertilizacion con azufre, P o silicio para
modificar la acumulacién de As en grano que deberan de ser evaluadas en campo.
Respecto al P de los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye la
necesidad de un estudio sitio especifico donde manteniendo constantes el tipo de
suelo, el sistema de riego y la variedad de arroz cultivada se estudie como afectan
distintas concentraciones de P al nivel de As liberado a la solucion del suelo.

Si bien se ha considerado la adicién de P para disminuir la acumulacién de As en
grano esto no siempre ha sido exitoso debido a que, el P compite con el As no solo en
la captacion por la planta sino que también por los sitios de adsorcién en la placa de
hierro. Este hecho remarca la importancia de la realizacion de estudios sitio
especificos sobre el impacto de la fertilizacion con P.

Segun el grado de desarrollo de la placa de hierro (PH), podra aumentar o
disminuir la cantidad de metales y metaloides que son absorbidos por la planta. En
Oryza sativa la PH es discontinua y se forma preferencialmente en raices maduras
gruesas cercanas a la interface suelo-agua-aire, siendo minima en las raices jévenes.
La formacion de PH y la acumulacion de As en grano presenta variabilidad genética
entre los distintos cultivares de Oryza sativa. Es mas, la formacion de la PH es el
principal factor limitante de la captacion de As y el aumento de la primera puede ser
utilizado para disminuir la captacién de As por parte de la planta (Tripathi et al., 2014).

Seria conveniente estudiar la capacidad de formacion de PH bajo condiciones
de inundacion de los cultivares de Oryza sativa que se plantan en el pais. Asimismo,
seria recomendable incluir ensayos de especiacion de As en la rizofera de la planta.
De esta manera se podria estimar el funcionamiento de la placa de hierro respecto a la
adsorcion de As, el impacto de la fertilizacion con P, analogo del As™, respecto a la
acumulacién de As en grano, entre otros.
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ANEXO I: ESPECIES DE ARSENICO PRESENTES EN LOS ALIMENTOS:

Arsénico es un metaloide ubicado en el grupo 15 de la tabla periddica junto con
nitrogeno y fosforo, elementos esenciales con quienes el arsénico comparte
caracteristicas quimicas. En condiciones ambientales normales el estado de oxidacion
méas estable del As es +5, aunque bajo condiciones reductoras puede formar
compuestos con los estados de oxidacion +3 y -3.

Las especies inorganicas se encuentran bajo sus formas oxoanionicas arsenito
y arsenato o formando complejos de coordinacion con grupos tioles en péptidos o
proteinas (Tabla 1). Los alimentos de origen terrestre en general presentan baja
concentracién de As inorganico, salvo el arroz que presenta entre 0,1 y 0,4 mg/kg
base seca y en ocasiones algo mayor. En el agua potable el As se encuentra en su
mayoria como inorganico. En las aguas superficiales, condiciones oxidantes, el As se
encuentra en su mayoria como arsenato, en algunas aguas subterraneas en cambio
las condiciones reductoras pueden favorecer la presencia de arsenito.

Las especies metiladas simples de arsénico- MMA, DMA, oxido de trimetilarsina
y el ion tetrametilarsonio- pueden encontrarse en los alimentos pero en general en
bajas concentraciones, < 0,5 mg/kg base seca (Tabla 1). Las dos primeras son
importantes metabolitos humanos luego de la ingestién de especies de arsénico.

Las especies organicas de arsénico reportadas hasta la fecha, ademas de las
especies metiladas, incluyen arsenobetaina, arsenoazucares, arsenolipidos entre
otros (Tabla 1). Estas especies son habituales en los alimentos de origen marino,
algas o animales que se alimentan de estas, presentandose en bajas concentraciones
en alimentos de origen terrestre. Se requiere de mucha investigacion en el estudio de
la ocurrencia de las especies organicas de As. Por ejemplo, si bien la presencia de
arsenolipidos en peces fue reportada en 1960, recién en 2008 se realizé la elucidacion
estructural de estas moléculas y se reconoce que quedan aun muchas estructuras
moleculares por elucidar.

Tabla 1. Especies de arsénico presentes en alimentos. Fuente: EFSA, 2010.

Nombre Estructura Quimica Relevancia
Arsénico .
L iAs Suma de As™ y As*®
Inorganico

Altamente toxico, baja concentracién

Arsenito AS(O)s en la mayoria de los alimentos

Forma predominante en agua, baja
Arsenato 0O=As(0); concentracion en la mayoria de los
alimentos, altamente toxico.

No toxico. Especie mayoritaria en

Arsenobetaina (CH3)3As+CH2COO0- . . ;
alimentos de origen marino.
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Arsenoazucares

CH,
|

O—As
| o OR
CH, ¢
A
OH OH

En su mayoria R=
CH,CHOHCH,SO3H

Mayoritariamente en alimentos de
origen marino.

Arsenolipidos

Ej.

-
UZI’V/W“&fKﬁ/“J'M/\“./

LH

(i

Mayoritariamente en alimentos de
origen marino.

Propionato de

Especie minoritaria presente en

tetrametilarsonio (CH3)3As'CH,CH,COO Alimentos de ofigen mafino
(TMAP) 9 :
Monometilarsonat Especie minoritaria presente en
ono (ﬁMaA)SO ato CH3ASO(0O), algunos alimentos marinos y
terrestres.
Dimetilarsinato Especie minoritaria presente en
(DMA) (CH5),As0O(0O) algunos alimentos marinos y
terrestres.
Oxido de Especie minoritaria comuin en
trimetilarsina (CHs3)3AsO P alimentos marinos
(TMAO) .
lon Especie minoritaria comuin en
tetrametilarsonio (CH3).As” P limentos mafinos
(TETRA) .
Arsenocolina (AC) (CHa)sAS"CH,CH,OH Especie minoritaria comin en

alimentos marinos.
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ANEXO IlI. EQUIPAMIENTO Y REACTIVOS UTILIZADOS EN EL TRABAJO

EXPERIMENTAL.

Equipamiento

Instrumento

Aplicacién

Microondas Milestone MLS 1200 Mega

Digestion via hUmeda de suelos y granos

Microondas Anton Paar Multiwave 3000.

Digestion via hUmeda de suelos y granos

Espectrofotémetro de Absorcion Atémica
Perkin EImer AA 200 con correccidn de linea
de base por lampara de Deuterio y horno de

grafito HGA 900 y automuestreador AS800

Determinacién de As, Cd y Pb en agua y de
Cdy Pb en grano.

Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica
Perkin EImer AA 800 con correccidon de linea
de base por Efecto Zeeman; con
automuestreador AS-800

Determinacion de As, Cd y Pb en agua y de
As, Cd y Pb en grano.

AA 200 y AA 800 asociados a un generador
de hidruros Perkin Elmer FIMS 400 adaptado
para la determinacién de As; con
automuestreador AS-90

Determinacion de As en grano

Espectrofotémetro de Emisién Atomica Perkin
Elmer OPTIMA-4300 DV; con
automuestreador AS-90

Determinacién de As, Cd y Pb en suelo

Balanzas analiticas varias que trabajan a la
décima de miligramo (0,0001 g)

Tratamiento de muestra, preparacion de
soluciones, entre otros.

pHmetro

pH 5 Acorn Series Meters, OAKTON

pHmetro para medicién de potencial redox

Sension+ MM 374 GLP Laboratory
PH/ISE/EC Multimeter Dual Channel.

Centrifuga

Damon /IEC Division
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Reactivos y soluciones estandar

Materiales de referencia certificado, trazable
al sistema internacional de medidas

Cadmium  Standard Solution, Standard
Reference Material (SRM) 3108, National
Institute of Standards and Technology (NIST).

Trace Elements in Water (fresh water), SRM
NIST 1643e.

www-IPC-1, Solucién Stock en 3,5 % HNOs,
Inorganic Ventures, USA.

Rice Flour, SRM 1568 a, National Bureau of
Standards.

Arsenic in 2% (v/v) HNOj3, 1000 mg/L
Inorganic Ventures, USA

Cadmium in 3% (v/v) HNO3, 1000 mg/L
Inorganic Ventures, USA

Lead in 0.5 % (v/v) HNO3, 1000 mg/L
Inorganic Ventures, USA

Otros Materiales de Control

AguaCheck Distribution 412 Group 5G,
Metales téxicos en agua subterranea con
acido nitrico 0.5 %. (AQ 412)

AquaCheck Distribution 381 y 397, Suelo
Agricola. (AQ 381; AQ 397)

Reactivos:

Agua de calidad ASTM Tipo Il segiin ASTM D
1193-06 “Standard Specifications for Reagent
Water”.

Reactivos sélidos y liquidos de calidad pura
para analisis de trazas.
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ANEXO Ill: MARCO LEGAL APLICABLE AL AMBIENTE ARROCERO.

AGUAS.

A nivel nacional, el régimen juridico de las aguas se centra en el Cédigo de Aguas
(Decreto Ley 14859, del 15 de diciembre de 1978) que fue reglamentado en
primera instancia por el decreto 253/79 y luego modificado por los decretos 232/88,
698/89 y 195/91 (Tabla 1). Actualmente, se encuentra en discusion una propuesta
de modificacion del decreto 253/79 “Normas reglamentarias para prevenir la
contaminacion ambiental mediante el control de las aguas” del Grupo de
Estandarizacion Técnica de Estandares de Agua (GESTA agua) de la Comision
Técnica Asesora en Medio Ambiente (COTAMA). A diferencia del decreto 253/79
gque distinguia 4 tipos de aguas superficiales segln sus usos preponderantes en
esta propuesta de maodificacion, se establece un Unico estandar de calidad de
aguas superficiales asi como también se agrega un estandar de calidad para
aguas subterrdneas (Tabla 1). Si bien esta Ultima adn no ha recibido andamiaje
parlamentario, es destacable que desde la academia se propone una disminucion
sustantiva de los limites actualmente vigentes.

En lo referido a aguas potables, el marco legal vigente comprende el decreto
315/994 con su Ultima modificacion dada por el decreto 375/11 adoptando la
norma UNIT 833/2008 reimpresion corregida del afio 2010 para establecer los
requisitos que debe cumplir este tipo de agua (Tabla 1).

Tabla 1. Limites maximos admisibles en agua para consumo humano y agua
superficial segun la Legislacién Nacional (Decreto 253/79 y mod., Decreto 375/11,
COTAMA, 2008).

Normativa vigente Propuesta de Modificacién
9 COTAMA
3 > Agua superficial :
Legislacion A Agua destinada a
—/ 9 consumo humano Objetivo de | Estandares de
Elemento| Clase 2a. Decreto segun UNIT calidad. calidad de
553 /'79 833/2008 Agua agua
sucesivgs internalizada por superficial subterranea
PO decreto 375/11
modificaciones
Arsénico (ng/L) 50 20 (valgcr))o bjetivo 5 10
Cadmio(ug/L) 1 3 0,1 3
Plomo(ug/L) 30 30 ("a';’g)objet"’o 3 10
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SUELOS.

Uruguay no tiene legislacion en lo referente a niveles de contaminacion por
metales en suelo. Por esta razén, se realizd6 un estudio de la normativa
internacional al respecto.

En la Unién Europea no se encuentra legislacion unificada de metales en suelos.
De todos modos, varios paises abordan el tema entre ellos: Alemania, Holanda y
Reino Unido (Tabla 2). Espafia establece una metodologia para fijar valores limite.

Tabla 2. Normativa internacional para metales pesados en suelo.

Normativa Fuente Arsénico | Cadmio | Plomo
(mg/kg) | (mg/kg) | (mgrkg)
Federal soil protection and
.contammated s!tes http://www.elaw.org/node/1469 25 10 200
ordinance. Alemania, Uso
Infantil
Circular on target values
and intervention values for www.pbl.nl 29 0,8 85
soil remediation; Holanda
Soil Guideline Values For | https://www.gov.uk/governmen
Arsenic and Cadmium t/publications/land-
e X o ST 43 1,8 -
Contamination in soils , contamination-soil-guideline-
Reino Unido values-sgvs
Canadian Environmental www.ccme.ca
Quality Guidelines, Uso 12 1,4 70
Agricola, Canada.
Assessment levels for Soil,
Sediment and Water. http://www.esdat.com.au/Envir
Department of
i onmental%20Standards/Austr
Environment and . o 20 3 600
Conservation. Australia alia/WA/Assessment%20Level
: IS 5%20-%202010.pdf
Ecological Investigation
Level
New Zeland Soil Guideline | "P:/v.mie.govt.nz/publica
Values, uso rural fMa/propos ! 20 5 730
. . managing-contaminants-in-
residencial. ;
soil/page8.html
Decreto Nacional n ©
831/PEN/93, http://infoleg.mecon.gov.ar/info
reglamentacion de la Ley leginternet/anexos/10000- 20 3 375

NO. 24051. Argentina, uso
agricola.

14999/12830/norma.htm

Los valores de la Ordenanza Federal Alemana para la proteccion del suelo y sitios
contaminados hacen referencia a toxicidad para humanos, mas especificamente
uso infantil del suelo, y son la especificacion méas exigente de la ley. Se consideran
valores gatillo por encima de los cuales se debe investigar la posibilidad de dafio
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http://www.elaw.org/node/1469
http://www.pbl.nl/
https://www.gov.uk/government/publications/land-contamination-soil-guideline-values-sgvs
https://www.gov.uk/government/publications/land-contamination-soil-guideline-values-sgvs
https://www.gov.uk/government/publications/land-contamination-soil-guideline-values-sgvs
https://www.gov.uk/government/publications/land-contamination-soil-guideline-values-sgvs
http://www.ccme.ca/
http://www.esdat.com.au/Environmental%20Standards/Australia/WA/Assessment%20Levels%20-%202010.pdf
http://www.esdat.com.au/Environmental%20Standards/Australia/WA/Assessment%20Levels%20-%202010.pdf
http://www.esdat.com.au/Environmental%20Standards/Australia/WA/Assessment%20Levels%20-%202010.pdf
http://www.esdat.com.au/Environmental%20Standards/Australia/WA/Assessment%20Levels%20-%202010.pdf
http://www.mfe.govt.nz/publications/rma/proposed-nes-managing-contaminants-in-soil/page8.html
http://www.mfe.govt.nz/publications/rma/proposed-nes-managing-contaminants-in-soil/page8.html
http://www.mfe.govt.nz/publications/rma/proposed-nes-managing-contaminants-in-soil/page8.html
http://www.mfe.govt.nz/publications/rma/proposed-nes-managing-contaminants-in-soil/page8.html
http://infoleg.mecon.gov.ar/infolegInternet/anexos/10000-14999/12830/norma.htm
http://infoleg.mecon.gov.ar/infolegInternet/anexos/10000-14999/12830/norma.htm
http://infoleg.mecon.gov.ar/infolegInternet/anexos/10000-14999/12830/norma.htm

(Tabla 2). Es importante destacar que el gobierno aleméan establece un limite de
As capaz de generar deficiencias de crecimiento para plantas cultivadas en suelo
agricola en profundidad de 0-30 cm de 0,4 mg/kg base seca de As extraible en el
extracto de nitrato de amonio.

En la normativa holandesa, el valor especificado refiere a un promedio entre un
valor objetivo de concentracién de linea de base tal que no se afectan las
propiedades del suelo y el valor de intervencién definido como la concentracién
méxima tolerable encima de la cual el suelo requiere intervencién. Reino Unido
establece valores tolerables o con un minimo riesgo para la salud de humanos en
exposicion a largo plazo (Cole et al., 2009), (Tabla 2).

El gobierno espafol en el anexo VII del Real decreto 9/2005 describe una
metodologia para el célculo de niveles genéricos de referencia para la proteccion
de la salud humana y de los ecosistemas. Especificamente para metales menciona
gue cuando no se disponga de niveles genéricos de referencia, se podran adoptar
los resultantes de sumar a la concentracion media el doble de la desviacion tipica
de las concentraciones existentes en suelos de zonas préximas no contaminadas y
con sustratos geolégicos de similares caracteristicas. También menciona que a los
efectos de evaluacion de la contaminacion del suelo, los valores asi calculados
seran Unicos y, por tanto, aplicables a cualquier uso del suelo y atendiendo tanto a
la proteccién de la salud humana como a la proteccion de los ecosistemas.
(Ministerio de la Presidencia, 2009).

El Departamento de Medio Ambiente y Conservacion de Australia establece
estandares de calidad ecoldgicos y de proteccién de la salud humana adecuados
para un monitoreo inicial y por encima de los cuales se debe realizar una
evaluacion de riesgo sitio especifica. Nueva Zelanda establece valores guia por
encima de los cuales el suelo debe considerarse contaminado (Tabla 2).

Para suelos se utilizd6 como referencia legal la guia canadiense de calidad
ambiental debido a que los demas paises que tratan el tema son menos exigentes
que esta (Tabla 2).

GRANOS.

En el afio 2013 a través del decreto 14/013 Uruguay internaliz6 el Reglamento
Técnico Mercosur sobre limites maximos de contaminantes inorganicos en
alimentos (MERCOSUR/GMC/RES.N°. 12/11). Los limites establecidos en este
reglamento coinciden con aquellos fijados por el Codex Alimentarius (CODEX),
Tabla 3. Como ya se ha mencionado el limite de As en alimentos en el CODEX
aun se encuentra en discusion y hace referencia a As inorganico en arroz pulido.
(Codex REP 14/CF). De todos modos, CODEX menciona que la determinacion de
As se realizara como As total. Se incluye ademas la reglamentacion de la Unién
Europea debido a que es uno de los destinos objetivo de la ACA.
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Tabla 3. Normativa Nacional e Internacional, limites para metales pesados en

arroz.
Reglemento " fearz006y | standard
Legli:::::‘(:gial MERCOSUR/GMC/RES.N° 12/11 modificaciones 193-1995
(mg/kg) (mg/kg peso fresco) (mg/kg)
Arsénico 0,30 - 0,20
Cadmio 0,40 0,20 0,40
Plomo 0,20 0,20 0,20
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ANEXO IV. DETERMINACION DE ARSENICO EN LA SOLUCION DEL SUELO EN
PRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES DE FOSFATO.

INTRODUCCION.

La determinacion de As por GFAAS en presencia de fosfato es muy desafiante
debido a que el fosfato es un interferente ampliamente descripto en la literatura (Ni et
al, 1996; Husa kova“ et al, 2007; Michon et al, 2007).

Se consideraron 2 posibles explicaciones a esta interferencia:

- Interferencia espectral producida por la formacion de PO (g) y P, (g) durante la
atomizacion (Volynsky, 2000). Aun con el uso del horno de grafito segun el paradigma
STPF (Stabilized Temperature plataform furnace, Beaty R.D. et al 1993) se ha
observado la presencia del PO (Husa'kova et al.,, 2007). Para solucionar esta
interferencia se recomienda la utilizacion de Paladio o Paladio prereducido lo cual
estabiliza la sefial del PO (g) observandose su aparicion a temperaturas muy
superiores (Volynsky, 2000; Husa kova et al., 2007; Ajtony et al., 2008).

- Interferencia no espectral debido al efecto estabilizador del fosfato sobre el As,
se observan picos mas anchos con modificador de Paladio en presencia de fosfato (Ni
et al, 1996). Se propone la utilizacién de Rutenio como modificador.

A partir del método habitual del laboratorio (Davidowski et al., 2009) se
optimizaron las temperaturas de pirolisis y atomizacion con el uso de Pd(NOs),-
Mg(NOs), como modificador de matriz a tres concentraciones diferentes (20+12; 10+6;
5+3) ug de Pd+ Mg respectivamente.

MATERIALES Y METODOS.

En tubo de 50 mL, tapa rosca, se pesd 5 g de suelo seco por triplicado y se
extrajo con 20 mL de 0,05 M NH4H,PO,. Luego se centrifugé a 4000 g y se separoé el
sobrenadante del suelo con filtracion por 0,45 pum -Sartorius Ministart RC 25-. En la
optimizacion de las condiciones instrumentales se incluyé un estandar acuoso sin
fosfato y 2 soluciones de suelo distintas producto de la extraccion con NH;H,PO,.

Se determindé As en la solucion sobrenadante por GF AAS con correccién de
fondo por efecto Zeeman — Tabla 1 Anexo II.

RESULTADOS

La determinacion de As en matrices complejas en el Departamento de
Espectrometria Atébmica de Alimentos y Medio Ambiente del LATU se realiza segun lo
propuesto por Davidowski et al., (2009). Para matrices nuevas se utiliza el método de
adiciones estandar para valorar la influencia de la misma sobre la determinacion del
analito. En esta oportunidad se obtuvo una sefial constante independientemente de la
concentracion de As en la muestra. El Unico elemento diferencial en la matriz
analizada era el medio extractante por lo cual se sospechd de una interferencia de
fosfato luego confirmada en la literatura. En consecuencia, se debié de realizar un
estudio adicional de temperaturas de pirolisis, atomizacion y modificadores de matriz
para optimizar la determinacion As en presencia de altas concentraciones de fosfato.
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Se propuso el uso de Paladio evaluando distintas concentraciones de
modificador. Esto ultimo se fij6 basado en un estudio de varios metales en vino- matriz
con alto contenido de fosfato- donde se observé que el uso de la mezcla universal Pd-
Mg(NO3), como modificador de matriz (5 pg de Pd y 3 pg de Mg(NOs),) no era
adecuado para As y, se utilizé la relacion a 20 ug de Pd y 12 ug de Mg(NOs), con lo
cual se pudo solucionar la interferencia mencionada (Ajtony et al, 2008).

ESTUDIO DE TEMPERATURAS DE PIROLISIS

Las muestras de extracto de suelo en fosfato de amonio presentaron un
comportamiento similar frente al cambio de temperatura (Figura 1). Entre 1100 y
1400°C la sefial se mantuvo invariable salvo para el modificador mas concentrado,
20+12, donde ocurrié una disminucion constante de la sefial aun a partir de 1200°C.
Para los otros dos modificadores se observé perdida de la sefial a partir de 1400°C.

Es destacable que solo en matriz fosfato al aumentar la concentracion de
modificador de 5+3 a 10+6 ocurre una notoria disminucion de area la cual, se
mantiene constante luego para el modificador 20+12 a 1100°C. El estandar acuoso se
comporta de manera similar en las distintas temperaturas de pirolisis y con los distintos
modificadores. Es probable que esto haya ocurrido debido a la disminucion de la
interferencia espectral mencionada.

La sefal de fondo revelé que el modificador mas concentrado presentd mas
sefal en el estandar acuoso, seguramente aportado por el Pd. Por otra parte a partir
de 1400°C se obtuvo una sefial de fondo menor de 0,5 unidades de absorbancia, lo
cual se considera bien resuelto por el instrumento (Beaty y Kerber, 1993).

En resumen en matriz fosfato de amonio se decidié trabajar a 1400°C de
temperatura de pirolisis con el modificador 10+6.

ESTUDIO DE TEMPERATURAS DE ATOMIZACION

Al aumentar la concentracion del modificador de 5+3 a 10+6 el area disminuyo
notoriamente probablemente debido a las mismas razones que en el estudio de
temperaturas de pirolisis (Figura 1). Para el modificador 10+6 se obtuvo una variacién
muy similar en los dos extractos de suelo en fosfato de amonio analizados, con un
comportamiento en meseta entre 2200 y 2400 °C. Esto no ocurrié para el modificador
mas diluido, 5+3.

Con el uso del modificador mas concentrado -20+12- al aumentar la temperatura
de atomizacién aumento la sefial salvo para la matriz acuosa, al igual que sucedi6 con
la temperatura de pirolisis. Seria esperable que se estuviera observando la
atomizacién del fésforo dado que esto no aconteci6 en el estdndar acuoso (Volonsky,
2000).

Por lo cual se decidié utilizar 2200 °C como temperatura de atomizacion y
modificador Pd+Mg 10+6.
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Estudio de temperaturas de pirolisis y atomizacidn
en el extracto de suelos en fosfato de amonio
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Figura 1. Estudio de temperaturas de pirolisis y atomizaciéon éptimas para la
determinacion de As en el extracto de suelo en fosfato de amonio. Se evaluaron 3
concentraciones del modificadores de matriz Pd(NO3),- Mg(NO3),; (20+12; 10+6; 5+3).

DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Se optimizaron las condiciones instrumentales para la determinacion de As en
presencia de altas concentraciones de fosfato en un Espectrometro de Absorcién
Atdémica con horno de grafito con correccion de fondo por efecto Zeeman. En sintesis,
las condiciones 6ptimas encontradas fueron 1400 °C de temperatura de pirolisis, 2200
°C de temperatura de atomizacion con el uso de Pd(NOjz),- Mg(NO3), como
modificador de matriz regular en concentracion de 10+6 pug de Pd+Mg.

Se trabajo con una concentracién de Pd inferior a la propuesta por Husakova et
al.,(2007) y Ajtony et al, (2008), 20 ug de Pd. En el analisis de As en vino al aumentar
la concentracion de Pd se obtuvo una buena sensibilidad pero una sefial de BG aun
elevada para los demas analitos debido al aumento en la concentracion de sales
(Ajtony et al, 2008), similar a lo observado en el presente trabajo en la sefial de fondo
del estandar acuoso con 20 pg de Pd. Se obtuvo una temperatura optima de
atomizacion de 2200 °C similar a lo propuesto por Ajtony et al.,(2008) pero con una
temperatura optima de pirolisis superior, 1400°C, respecto a 700°C obtenidos por
dicho autor.

60



Para el andlisis de As en agua mineral con concentraciones de fosfato inferiores
a 4 mg/L se optimizo el método de medida en 1200°C y 2400 °C de temperatura de
pirolisis y atomizacion respectivamente con modificador de Pd+Mg en relacion 1/5 en
un Espectrémetro con correccion de fondo por efecto Zeeman (Michon et al., 2007).
Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente trabajo. Diferencias en
los datos experimentales publicados por distintos autores puede estar causada por la
influencia de las propiedades del grafito utilizado en la interaccion As-Modificador de
Matriz-Tubo de grafito (Volynsky, 2004).

La aplicacion de modificadores de matriz del grupo del platino, donde se incluye
el paladio, junto con la evaporacion del analito de un tubo de grafito con plataforma
aumentan los valores de temperatura de pirolisis maxima, especialmente para los
semimetales altamente volatiles como es el caso del arsénico (Volynsky; 2000). Es
esperable que este maximo coincida con la temperatura de fusién del modificador,
para el caso del Pd es de 1555°C, debido a que los atomos del analito permanecen en
la estructura cristalina del modificador hasta que la temperatura es suficientemente
alta para romperla (Volynsky; 2000). Esta regla general se cumplié en el presente
trabajo debido a que por encima de 1400°C se observo una caida de la sefal del
analito muy significativa.
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ANEXO V. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO DE

BIODISPONIBILIDAD DE ARSENICO EN SUELOS INUNDADOS.

Tabla 1. Resultados obtenidos de pH, pe y As (mg/L) en el ensayo de biodisponibilidad
de As en funcion del tiempo de incubacion.

Tiempo pH pe As (mg/L)
Chacra 1
0 7,05 4,38 0,0021
5 6,81 4,58 0,0038
10 7,19 4,39 0,0052
15 7,10 4,28 0,0061
30 7,31 4,83 0,0045
60 7,28 5,07 0,0044
Chacra 2
0 5,33 6,38 0,0019
5 6,25 4,91 0,0058
10 6,51 4,90 0,0249
15 6,82 4,45 0,0322
30 6,36 5,62 0,0108
60 5,74 6,14 0,0053
Chacra 4
0 5,28 5,98 0,0003
5 6,38 4,95 0,0005
10 6,84 4,58 0,0019
15 6,94 4,47 0,0035
30 9,26 5,16 0,0024
60 6,77 5,42 0,0023
Chacra 5
0 5,41 5,85 0,0019
5 6,14 5,05 0,0025
10 6,58 4,83 0,0078
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15 6,75 4,53 0,0083
30 6,76 5,28 0,0046
60 6,76 5,27 0,0061
Chacra 11
0 6,10 5,08 0,0046
5 6,58 4,69 0,022
10 6,65 4,85 0,017
15 7,02 4,23 0,016
30 6,89 5,13 0,0084
60 6,55 5,37 0,0071
Chacra 12
0 4,92 6,16 0,0033
5 6,11 5,00 0,021
10 6,38 5,04 0,022
15 6,32 5,05 0,018
30 5,71 6,02 0,018
60 5,08 6,47 0,017
Chacra 14
0 5,63 5,69 0,0026
5 6,19 5,03 0,011
10 6,35 5,09 0,017
15 6,50 4,72 0,019
30 6,26 5,66 0,015
60 6,05 5,76 0,017
Chacra 15
0 4,91 6,47 0,0026
5 5,96 5,26 0,012
10 5,95 5,48 0,014
15 6,12 5,01 0,012
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30 6,03 5,93 0,0098
60 5,47 6,42 0,0055
Chacra 16
0 5,00 6,32 0,0048
5 6,05 5,17 0,021
10 6,38 4,99 0,018
15 6,35 4,86 0,017
30 6,32 5,74 0,015
60 5,96 6,09 0,0082
Chacra 20
0 5,92 5,39 0,0052
5 6,11 5,23 0,011
10 6,38 5,07 0,012
15 6,45 5,03 0,017
30 6,83 5,31 0,016
60 6,39 5,62 0,012

Tabla 2. Resultados de As en solucién de extraccion para el ensayo de extraccion de los

suelos con fosfato de amonio.

Chacra As (mg/L) en
N°. NH4H2PO4
1 0,017
2 0,045
4 0,009
5 0,025
11 0,048
12 0,042
14 0,015
15 0,030
16 0,058
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20 0,031

Tabla 3. Contenido de fésforo, materia organica y clasificacion textural de las chacras en

andlisis. Datos aportados por el proyecto macro

“Determinacion de

indicadores de

sustentabilidad ambiental asociados a distintos usos y manejos en arroz que orienten buenas

practicas agricolas”.

N° de chacra | (%) MO | P grey en to (mg/kg) | Clasificacion Textural

1 6,5 5 Arcilloso

2 4,1 10 Franco Arcilloso

4 4.4 7 Arcilloso

5 4.4 7 Arcilloso

11 2,2 13 Franco

12 1,3 14 Franco Arcilloso Arenoso
14 3,2 9 Franco Arcilloso

15 2,5 15 Franco Arcilloso

16 3,3 13 Franco

20 3,7 6 Arcilloso

Tabla 4. Andlisis de regresion para evaluar la relacion entre el extractante fosfato de
amonio y la incubacion con agua. En x As (mg/L) luego de extraccién con NHs;H, POy, en y As

(mg/L) para cada tiempo

de incubacion.

Tiempo r? r |p.(no correlacion)
0 0,45 | 0,67 0,034
5 0,57 | 0,76 0,011
10 0,53 [ 0,72 0,018
15 0,35 [ 0,59 0,072
30 0,26 | 0,51 0,13
60 [0,0002]0,017 0,73
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