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RESuUMO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

RESUMO

Neste estudo analisou-se a presenca de arsénio (As) em arroz e produtos de arroz em 21
amostras. A concentracdo média de As variou entre 12,0 — 400,5 ug kg™ (>10 ug kg™). No
arroz detetou-se As em todas as amostras (12,0 — 300,8 pg kg?), sendo que as
concentracdes mais elevadas foram encontradas em arroz portugués e o0s teores mais
reduzidos nas variedades asiaticas. Os valores sugerem que o teor de As em arroz e
produtos de arroz depende de mudltiplos fatores. No arroz parece estar relacionado com a
variedade e a sua origem geografica e, nos produtos derivados depende do teor de arroz
existente na composicao, origem geogréfica, variedade de arroz utilizado, tipo de producéo
e seu processamento. Procedeu-se a cozedura de 3 amostras de arroz e, as variacdes que
ocorreram no teor de As ndo foram conclusivas. Usando os valores de concentracdo de As
detetados em amostras de arroz portugués, estimou-se a ingestdo diaria de As para a
populacdo (0,17 — 0,23 ug kg™), ndo evidenciando valores preocupantes do ponto de vista
toxicoldgico. Compararam-se metodologias de digestdo acida em bloco de aquecimento e
microondas. Os resultados ndo foram significativamente diferentes entre os métodos e as
taxas de recuperagdo para o0 material de referéncia foram boas (88,33%; 95,55%),

mostrando que ambos os métodos poderao ser usados para futuros ensaios similares.

Palavras-chave: arroz, produtos de arroz, arsénio, ingestao de arsénio, toxicidade
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ABSTRACT

This study assessed the presence of arsenic (As) in rice and rice-based products in 21
samples. Values ranged between 12,0 — 400,5 pg kg™ (>10 pg kg™). As was detected in all
the rice samples (12,0 — 300,8 ug kg™). The highest values belonged to Portuguese rice and
the lowest were found in the Asian types. Results suggest that the presence of As in rice and
rice based-products it is dependent of multiple factors. In rice, the As content seems related
to geographical origin and rice type. Regarding the rice-based products, the data suggests
that the presence of As depends of the rice percentage in their compaosition, geographical
origin, rice type, rice processing and production method. Three samples of rice were cooked
and some inconclusive variations occurred, suggesting that cooking methods have some
influence in As content in cooked rice. Using the data of As content found in Portuguese rice
samples, it was estimated the dietary intake of As for the Portuguese population (0,17 — 0,23
ng kg), the results did not reveal worrying values. Two different acid digestion
methodologies were compared, by heating block and microwave assisted. The results
showed no significant different between the methods and good recovery percentages
(88,33%; 95,55%), suggesting that the methods used are adequate for future similar studies.

Keywords: rice, rice-based products, arsenic, arsenic intake, toxicity



EXTENDED ABSTRACT
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

EXTENDED ABSTRACT

Arsenic is a naturally occurring metalloid element that is widely distributed in the Earth’s
crust. When present in high content, arsenic is toxic for plants and animals because of its
ability to accumulate in living beings. The International Agency for Research on Cancer
(IARC) places inorganic arsenic in drinking water as a group 1 carcinogen, the highest health
hazard category, and there is substantial evidence that it increases risk of cancer of the
bladder, skin and lungs. Along with contaminated drinking water, arsenic contamination in
rice (Oryza sativa) has become a global concern as a potential dietary risk to human health.
Rice is known for its ability to accumulate arsenic in the rice grain, mostly because of the
high plant availability of arsenic under reduced soil conditions. Rice is one of the major staple
food crops in the world, consequently, rice is a potentially major source of dietary arsenic
intake for much of the world’s population, including Portugal which is the highest rice

consumer in Europe per capita.

A sample collection was conducted in Portugal to assess the presence of total arsenic
content in 21 samples of rice and rice based-products, such as baby rice, cereals, rice milk,
biscuits and others. The samples were analysed using electrothermal atomic absorption
spectrophotometry (ETAAS). The samples were collected in national supermarkets chains.

Many studies have focused in the assessment of the arsenic content in the raw rice grain. In
this study we analysed ten polished (white) grain samples, originating from European and
Asian countries. Five different varieties of rice were studied, japonica (n=4), indica (n=1),
arborio (n=2), thai jasmine (n=2) and basmati (n=1). The mean level of total arsenic content
in rice ranged between 12,0 + 5,5 and 300,8 + 31,8 ug kg™*. The samples with the highest
content in arsenic were Portuguese from the japonica and indica rice type and the samples
with the lowest content in arsenic were thai jasmine and basmati. These results suggest that
geographical origin and rice type have an important influence on the arsenic content of the

rice grain.

We investigated the influence of cooking methods on arsenic retention in Portuguese cooked
rice. The rice was cooked according to the traditional methods employed by the Portuguese
population so it was cooked with limited water (therefore gruel was absorbed completely by
the rice). Total arsenic content in cooked rice ranged between 215,4 + 9,5 and 393,2 + 35,4
ug kg™. Water used for cooking rice was not contaminated with arsenic. The rice cooking had
an influence in the concentrations of arsenic content. The results showed no significantly
difference between raw and cooked rice samples, except one. More studies will be needed to

assess conclusions regarding the influence of cooking methods in the arsenic content in rice.

Vv
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Using the results of arsenic content in Portuguese rice samples, we estimated the As dietary
intake for a Portuguese individual (0,17 — 0,23 pg kg™'). Results were in the existent
toxicological parameters, concluding that As in Portuguese rice do not pose a health risk.

We were able to identify the presence of arsenic in almost every rice-based product, which
states the importance of the dietary exposure to arsenic through rice and rice-based
products. We analysed 3 samples of biscuits (2 gluten-free samples), 3 samples of infant rice
(gluten-free) and 1 sample of rice flour for cooking, 1 sample of rice/corn snack (gluten-free),
1 sample of rice crape, 1 sample of infant cereals and 1 sample of rice milk. The highest
arsenic content was in the rice flour (400,5 + 27,9 ug kg™).

This study investigated the positive correlation between rice content and arsenic level in
foods. This relation is very important for infants, because their diet is very limited and in
some cases highly dependent on rice-based products, and especially relevant for infants with
celiac disease because rice and corn are the only gluten-free options available. The obtained
results showed a poor positive correlation suggesting that the presence of arsenic in rice
based-products depends of other factors than only the rice percentage, such as geographical
origin, rice type and rice processing, rice cultivar and production method (organic or

conventional).

Regarding the comparison between gluten and gluten free rice based-products, arsenic
contents were higher (p<0,005) in rice-based products with gluten. These results contradict
some previous studies, however more research is needed in this case, because the samples
used were very distinct in formulation, rice percentage, and production method and belonged

to different commercial brands.

We also analysed two different acid digestion methods. The first method used a heating
block digester and a combination of two acids (HCI; HNO3). The second method was a
microwave assisted acid digestion in the presence of one acid type (HNO3). Results showed
no significant difference (p<0,005) between the two methods, which means that both
methods were adequate for this analysis. Reliability of arsenic analytical methodologies was
assured by the use of a reference material (WEPAL IPE-556 Wheat (grain)/Triticum
aestivum). The experimental results agreed with the certified reference values with good
recovery percentages for the reference material (88,33%, 95,55%). Also, samples were

spiked with arsenic retrieving good recovery percentages as well.

It was concluded that the presence of arsenic in rice is influenced by many factors, such as
geographical origin and rice type. The content in arsenic of rice-based products is dependent

of the percentage of rice in their formulation, but also rice type, geographical origin,

Vi
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production method and rice processing. Regarding the methods used, since no significant
differences were determined for the two methods and good recovery percentages were
obtained, both methods are adequate for similar studies of assessment of the arsenic

content in rice samples.

Vi
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1. OBJETIVOS

A presente dissertacdo de mestrado insere-se na area de Quimica e Bioquimica dos
Alimentos e prop@e avaliar e determinar a presenca de arsénio (As) em arroz e produtos
derivados de arroz tais como, farinhas alimentares para bebés, bolachas, cereais, bebida de
arroz e outros. O interesse em estudar a contaminacado de arroz por As prende-se com a
importancia deste produto alimentar na alimentacdo da populagdo mundial, e

particularmente na alimentac&o dos portugueses.

O trabalho consistiu na realizacdo de determinacdes analiticas ao conteddo mineral das
amostras por espetrofotometria de absorcdo atdbmica (EAA) em camara de grafite, através
da preparagdo das amostras por dois métodos diferentes de digestdo &cida, por forma a
guantificar a presenca de As em variedades de arroz agulha, carolino, thai jasmine, basmati
e risotto (arborio); em produtos destinados a alimentagéo infantil e adequados a doentes
celiacos (sem gluten), como farinhas lateas de arroz e, também em bolachas e bebida de

arroz.

A avaliagcdo da presenca de As no arroz e em produtos derivados de arroz € importante para
se verificar a existéncia de fatores que possam contribuir para a presenca deste metaldide
nos alimentos. O As é um elemento toxico em quantidades elevadas e tem a capacidade de
se acumular nos seres vivos ao longo do tempo. No entanto, como € incolor e inodoro, a sua
presenca nao é detetada a ndo ser por determinac6es analiticas, 0 que pode constituir um

potencial problema de segurancga alimentar.

Um dos objetivos deste trabalho é perceber até que ponto o arroz é um bom acumulador de
As e, de que modo influencia a entrada deste elemento quimico na cadeia alimentar
humana. Foram consideradas popula¢cdes mais sensiveis, como o caso dos bebés, uma vez
gue o0s seus primeiros alimentos sdo produtos derivados de arroz, e os doentes celiacos,

cujo fornecimento de glicidos na dieta esta praticamente limitado ao arroz e seus derivados.
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2. INTRODUCAO

2.1 O Arsénio

Os metais pesados sdo elementos quimicos com densidade pelo menos 5 vezes superior a
da agua e nuamero atomico superior a 20 (Alloway, 2013). Sao geralmente téxicos em
concentracdes elevadas e tendem a acumular-se nos organismos vivos ao longo do tempo
constituindo um potencial risco ambiental e para a saide humana. O cadmio (Cd), o chumbo
(Pb) e o mercurio (Hg) sdo exemplos de metais pesados, que surgem naturalmente como

constituintes de rochas, no solo, agua e seres vivos (Pinto, 2011).

O As nao é considerado um metal pesado, mas também exibe caracteristicas de toxicidade
para o ambiente e seres vivos (Rahman & Hasegawa, 2011). Estes elementos quimicos sédo
considerados nao essenciais e poluentes quando se encontram em quantidade superior ao
normal ou fora do seu local habitual, trazendo consequéncias negativas para 0s organismos

mesmo em baixas concentragfes (Varennes, 2003).

O As é o vigésimo elemento mais abundante na crosta terrestre e encontra-se naturalmente
distribuido na Natureza. E um elemento que revela propriedades metalicas e ndo metalicas,
pelo que é descrito quimicamente como um metaldide. A forma estavel mais vulgar tem uma
densidade de 5,93 g cm3, 0 seu nimero atémico é 33 e a sua massa molar é de 74,922 g
mol™* (ATSDR, 2007; Bundschuh, et al., 2008). Pertence ao grupo 15 da Tabela Periddica -
Azoto (N), Fésforo (P), Arsénio (As), Antimonio (Sb) e Bismuto (Bi), apresentando algumas
semelhangas com o N e P; nomeadamente na formacdo de ligagbes quimicas com outros

elementos como o carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O) (Sarkar, 2002).

O As elementar é raro, na Natureza encontra-se combinado com O, cloro (Cl) e enxofre (S) -
forma inorgénica (Asi); ou ligado ao C e H - forma orgénica (ATSDR, 2007). Tanto as formas
organicas como inorganicas existem naturalmente. As espécies inorganicas mais
importantes sdo o arsenato (AsV) e o arsenito (Aslll). O acido monometilarsénico (MMA) e o
acido dimetilarsinico (DMA) sdo as espécies organicas mais comuns (Heikens, 2006). Na
Figura 1 encontram-se as espécies quimicas de As mais abundantes na Natureza e suas

formas quimicas.
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Espécies Inorgéanicas Espécies Organicas
Arsenito Acido Monometilarsénico Acido Dimetilarsinico
Asll| MMA DMA
HO—As-O [? q
| H,C—As-OH H.C—As-OH
OH 5 -
OH CH,
Arsenato Oxido Trimetilarsina Arsenobeteina
AsV TMAO AsB
o O CH,
A | g :
RS H,C—As-CH, H,C—As"CH,-COO
L CH, CH,

Figura 1 — Estruturas quimicas de algumas espécies mais comuns de As na natureza.

Fonte: adaptado de Abonga, 2012

O As pode existir em quatro estados de oxidagéo: -3, 0, +3 e +5. Sob condic¢des redutoras a
forma trivalente Aslll é a forma dominante; o AsV é a forma mais estavel no ambiente
(WHO, 2000, 2001).

A especiacdo do As € uma caracteristica que influencia a sua mobilidade no ambiente, a sua
solubilidade e a sua toxicidade para os seres vivos. A especiagdo é a distribuicdo de
determinado elemento num sistema considerando as suas diferentes espécies quimicas
(Abonga, 2012). Ja foram identificadas cerca de 50 espécies de As, a maior parte em
ambiente aquatico principalmente na forma organica, como a AsB (Fancesconi & Kuehnelt,
2004).

A toxicidade do As depende do seu estado de oxidacdo, das condicbes de oxidacgdo-
reducdo e pH do meio, e especiagdo (Mandal & Suzuki, 2002). No caso de metais pesados,
como o Hg e Ph, as espécies organicas sao conhecidas por serem mais toxicas que as
inorganicas. No entanto, os compostos de As sdo uma excecado e, geralmente, as espécies
inorganicas de As tém uma toxicidade superior as organicas (Sarkar, 2002). O Aslll € mais
téxico que o AsV e a espécie com maior toxicidade é a arsina (AsHs), embora, por ser volatil,
ndo esta associada a niveis de concentracdo elevados de contaminagBes ambientais
(ATSDR, 2007).
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2.1.1 Distribuicdo e origem de arsénio

O As é um elemento ubiquo e a sua abundancia na crosta terrestre é de 1,5 - 3 mg kg™
(Mandal & Suzuki, 2002; Finnegan & Chen, 2012)

O As encontra-se distribuido em solos e &guas subterrdneas por todo o mundo. As
ocorréncias mais importantes sdo observadas na Argentina, Bangladesh, Chile, China,
Hungria, india (Bengala Ocidental), México, Roménia, Tailandia, Vietname e algumas
regides dos Estados Unidos da América, tal como se pode observar na Figura 2 (Semedley
& Kinniburgh, 2002)
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Figura 2 — Distribuicdo mundial de arsénio

Fonte: adaptado de Abonga, 2012

O As provém de fontes naturais e antropogénicas. Embora se encontre naturalmente
distribuido na crosta terrestre, nos solos, sedimentos, agua, ar e seres vivos, as fontes
antropogénicas excedem as naturais numa propor¢ao de 3:1 (Mandal & Suzuki, 2002). Apos
contaminagdo ambiental por As, este ndo é destruido pela Natureza, apenas podera
modificar a sua forma quimica e os elementos de ligagéo através de reagbes com o O, ou
outras moléculas presentes no solo, 4gua ou ar, ou mediante a acdo de microrganismos
(ATSDR, 2007).

As principais fontes antropogénicas de As séo a atividade mineira (Bundschuh, et al., 2012)
e a industria metallrgica, através da fundicdo de metais ndo-ferrosos. No entanto, a queima

de combustiveis fésseis é também uma importante fonte de contaminag&o atmosférica. O As
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€ ainda usado em conservantes de madeira e pesticidas. Os pesticidas a base de
compostos de As foram os primeiros a ser usados na agricultura, sendo responsaveis pela
contaminacgdo continuada de muitos solos agricolas (Sarkar, 2002; Mandal & Suzuki, 2002;
Esteves, 2009)

Naturalmente o As existe como constituinte de mais de 200 minerais, sendo a forma mais
abundante a arsenopirite (FeAsS) (Mandal & Suzuki, 2002). A principal fonte natural de As é
a meteorizagdo de rochas que contém este elemento, processo que desencadeia o ciclo
geoquimico do As, representado na Figura 3 (WHO, 2001; Sarkar, 2002).

Fontes
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T
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! Plantas |
[
% l maégg Contsminagdo
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« — e
4 Oxidagdo
Oxidagdo
Fe : HS &———®s0%"
Redugdo ——————————
3 J Compostos
£ 4 As organico
5 | FeAsO, As,S,
» Desmetilagdo
K- Precipitagdo Adsorgdo
& N
)
S HRSE s s x ey N s R PRI 08 ~—— e W T
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b I ' FeAsS Sedimentos
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Legenda:
MMA — Acido monometilarsoénico H,S — Acido sulfidrico
DMA — Acido dimetilarsinico SO,” - la0 sulfato
Fe — Ferro As,S; — Tridxido de arsénio

FeAsQ, - Arsenopirite
Figura 3 — Ciclo Geoquimico do arsénio.

Fonte: adaptado de Roy & Saha, 2002

Os fatores que controlam a reacdo de meteorizacdo sdo: a presenca de agua e a sua
composicao, o0 pH, a temperatura, a reatividade das espécies com o diéxido de carbono
(CO,) e agua (H,0), a solubilidade e caracteristicas redox das espécies. A reacdo de

libertacdo do As da arsenopirite envolve reacdes de hidrolise e oxidacao:
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4 FeAsS + 13 0, + 6 H,0 < 4 SO,* + 4As0O,* + Fe* + 12 H*

A arsenopirite na presenca de O, e H,0O provoca a oxidacéo de S* para SO,” e Aslll para
AsV, com reducdo de O,. Apos a libertagdo do mineral, o As torna-se biodisponivel e pode

ser mobilizado por diferentes processos fisicos e/ou quimicos (Sarkar, 2002).

A toxicidade do As para os seres vivos vai depender da sua biodisponibilidade, ou seja, da
presenca de formas quimicas suscetiveis de serem utilizadas pelas plantas ou por outros
organismos do solo. A fracdo de uma substancia quimica que pode ser absorvida por um
organismo vivo chama-se fracdo biodisponivel (Reichman, 2002). Apesar dos metais se
poderem encontrar em diferentes formas quimicas, tais como, formas precipitadas,
adsorvidas, formas existentes na matriz dos minerais do solo, a fracdo que as plantas

conseguem absorver diretamente é a forma soltuvel na solugdo do solo (Sarkar, 2002).

Além deste processo, alguns investigadores sugerem que a libertacdo do As no ambiente é
mediada por microrganismos que reduzem o ferro (Fe) presente nos sedimentos. Minerais
gue contém As e Fe na sua composi¢céo, atuam como dadores de eletrbes que favorecem o
crescimento microbiano. Como resultado da sua acdo, o As dissolve-se, tornando-se
biodisponivel (Berg, 2012).

O comportamento quimico do As no ambiente é bastante complexo, envolvendo reacdes de

oxidacgédo, reducéo, adsorcao, precipitacdo, metilacao e volatilizagdo (Roy & Saha, 2002).

2.1.2 Formas e teores de arsénio no ambiente

O As no ambiente pode existir tanto ha forma organica, como inorgéanica, conforme referido
anteriormente. A especiacdo do As € um processo complexo: as formas inorgéanicas de As,
Aslll e AsV em solugéo, sdo biodisponiveis para as plantas, mas podem ser convertidas em
formas organicas por microrganismos com capacidade de metilacdo e desmetilacdo
responsaveis pela interconversdo entre as espécies de As (Meharg & Hartley-Whitaker,
2002).

Os fatores abidticos mais importantes que controlam a especiacdo do As e,
consequentemente a sua mobilidade, séo o pH e o potencial redox (Smedley & Kinniburgh,
2002; Bundschuh et al., 2008).

Na Figura 4 apresenta-se um diagrama que relaciona o pH com o potencial redox do As em
solugdo. Em aguas naturais o As encontra-se em solucao sob a forma ionica. Os estados de
oxidagdo predominantes séo Aslll e AsV e, em menor frequéncia As(0) e As(-lll). O AsV

aparece na forma de acido arsénico (Hs:AsO,;) e os seus produtos de dissociacdo
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correspondentes: H,AsO, (ido di-hidrogénio arsenato), HAsO,* (i&io hidrogénio arsenato) e
AsO,* (i&io arsenato). O AslIl surge como &cido arsenoso (HzAsOs) e, da origem as espécies
quimicas H,AsOj3 (ido di-hidrogénio arsenito), HAsO,” (ido hidrogénio arsenito) e AsO;* (i&o

arsenito).

1200

800

400
Legenda:

HsAsO, — Acido arsénico

Eh (mV)

H,AsO, - &0 di-hidrogénio arsenato
HAsO42’ - &0 hidrogénio arsenato
AsO43’ - lao arsenato

-400 .
H3;AsO5; — Acido arsenoso

H,AsO; - lao di-hidrogénio arsenito

-800 HAsO3” - 130 hidrogénio arsenito

Figura 4 - Diagrama Eh/pH de espécies aquosas de As no sistema As-O,-H,O. Os produtos de
dissociacdo do AsV estdo a azul e os da espécie Aslll estdo a cinzento.

Fonte: adaptado de Smedley & Kinniburgh, 2002

O As é um elemento particular pela sua capacidade de mobilidade em valores de pH
caracteristicos de aguas subterraneas (pH 6,5 — 8,5). Tanto o AsV como o Aslll sdo méveis
no meio, no entanto o Aslll € a forma de maior mobilidade e de maior toxicidade (Smedley &
Kinniburgh, 2002; Bundschuh et al., 2008).

Verifica-se que sob condicbes oxidantes (aerébias), a espécie AsV predomina, enquanto o
Aslll é mais frequente em condicdes redutoras (anaerébias) (Heikens, 2006). A especiacao
do As determina a sua reatividade com outros elementos, o transporte no ambiente e a sua
bioatividade (Zhang et al., 2002; Abonga, 2012).

O As dissolvido na agua pode sofrer bioacumulacdo nas algas, peixe e marisco,
principalmente, sob a forma organica. A biota aquatica esta associada as espécies
organicas de As, arsenobeteina (AsB), MMA e DMA, pois o0 As na forma inorganica entra na
cadeia alimentar de espécies aquaticas e é transformado em espécies organicas menos



INTRODUCAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

toxicas, através de processos de biometilagdo. Por esta razdo as espécies marinhas séo as
principais fontes de As organico (Roy & Saha, 2002; Bundshuh et al., 2012).

Como ja foi referido, o As é um elemento ndo essencial e toxico, mesmo em pequenas
quantidades, para os animais e plantas, pelo que é necesséario regular o valor de
contaminacdo ambiental deste metal6ide. A legislacdo portuguesa prevé limites para o teor
de As em &guas para consumo humano e aguas de rega (Tabela 1). No entanto, ainda nao

estdo definidos limites para os solos e produtos alimentares.

Devido a falta de legislacdo portuguesa sobre os limites de alguns elementos contaminantes
no solo, entre eles o As, séo utilizados em Portugal os niveis adotados por paises como a
Holanda e o Canada — neste ultimo o valor maximo admissivel (VMA) de As no solo é de 17
mg kg™ (Esteves, 2009).

Tabela 1 — Teores maximos de As de acordo com a legislagdo em vigor.

Teor de Arsénio Limites Fonte
. OMS, 1993
1 1

ﬁg;‘]‘; EECEISHILE 10 ug L VMA  Council Directive 98/83/EC
Decreto-Lei n°® 306/2007

Aguas de rega 10mg L™ VMA  Decreto-Lei n° 236/98

Solos 17 mg kg* LM Canadian Council of Ministers of the
Environment, 1999

Arroz Cru 0,3mg kg™ LM cX/CF 12/6/8

Legenda:

VMA - Valor M&ximo Admissivel
LM - Limite M&ximo
*Toxicidade variavel consoante as culturas: 0,05 mg L™ para o arroz.

No ambito da Diretiva 93/5/CEE foi realizada a tarefa SCOOP 3.2.11 “Avaliacao da
exposi¢do alimentar ao As, Cd, Pb e Hg da populagdo dos Estados-Membros da UE” onde
nao foi definido Limite Maximo (LM) de As nos produtos alimentares na Unido Europeia
(SCOOP, 2004). Recentemente foi proposto pela FAO/WHO que o LM de Asi ou total fosse
estabelecido em 0,3 mg kg™ para o arroz cru (FAO/WHO, 2012, 2012b). No entanto, ainda
ndo existe LM definido para o As no arroz na Europa ou nos Estados Unido. Na Asia, a

China definiu o LM de contaminacdo de As no arroz em 0,15 mg kg™ (Zhu et al., 2008).
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2.2 O Arroz

O arroz é um alimento de primeira necessidade para mais de metade da popula¢cdo mundial.
S&o produzidas anualmente mais de 700 milhdées de toneladas de arroz (Smith et al., 2009;
FAO, 2013). Paises como a China, india, Indonésia, Vietname, Tailandia e Myanmar s&o
responsaveis pela producdo de mais de 90 % de todo o arroz mundial (Figura 5) (Smith et
al., 2009). Em Portugal, o consumo de arroz é de 16,1 kg/capita/ano, o maior da Europa
(INE, 2012).

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Producao média de arroz por regido (kg/ha)

Figura 5 — Producédo mundial de arroz.

Fonte: adaptado de Monfreda et al., 2008

A planta de arroz (Oriza sativa L.) € uma planta herbacea incluida na classe das
monocotiledoneas, pertencente a familia das gramineas (Poaceae) e ao género Oryza,

originaria da Asia e cultivada em todo o mundo (Chang & Bardenas, 1965)

O sistema radicular da planta de arroz é constituido por raizes finas, longas e fibrosas que
permitem a sua rapida fixacdo ao solo. Das raizes surgem numerosas hastes formadas por
uma série de nos e entrends (Chang & Bardenas, 1965). A planta de arroz é caracterizada
pelas folhas longas e finas, com mudltiplas inflorescéncias na extremidade, a panicula. Cada
panicula pode conter entre 70 a 300 sementes, logo uma planta pode produzir milhares de
grédos. O gréo de arroz € constituido por casca, farelo, grdo e gérmen (Zhang, 2009) (Figura
6).
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Figura 6 — Morfologia da planta de arroz.

Fonte: http://www.agrolink.com.br/culturas/arroz/arquivos/caracteristicas_arroz.jpg;

Trata-se de uma planta anual bem adaptada a zonas quentes e humidas e ao ambiente
aquatico. O ciclo de desenvolvimento do arroz pode ser dividido em trés fases principais:
plantula, vegetativa e produtiva. A duragdo das fases depende da época de sementeira,

regido de cultivo e condicdes de fertilidade dos solos (Chang & Bardenas, 1965).

O arroz pode ser produzido em sequeiro ou em regadio. Em sistema inundado, o ciclo dura
entre 100 e 140 dias e, em sequeiro varia entre 110 e 155 dias. Na cultura de regadio os
arrozais encontram-se em terrenos alagados, sendo que este método de cultivo
corresponde a 85 % da produgcdo mundial de arroz. Os arrozais cultivados em regadio sé&o
normalmente semeados em canteiro e, posteriormente as plantas jovens sao transplantadas
para terrenos alagados. A duragéo da planta de arroz varia dos 3 aos 6 meses, dependendo
da variedade e fertilidade do solo (Zhang, 2009). Em regides de elevada humidade ou em
solos de elevada fertilidade, pode produzir-se arroz em sequeiro, no entanto € um método

de cultivo menos produtivo porque a captacdo de nutrientes pela planta é menos eficiente.

Apoés a colheita e secagem, os gréos de arroz seguem para a moenda, cujo objetivo é
remover a casca e o farelo originando um grao branco e inteiro. Dependendo do grau de
moenda do arroz pode-se obter arroz paddy (com casca), arroz integral e arroz branqueado
(Figura 7). O arroz paddy néo é sujeito a nenhum processo de moenda. No arroz integral a
casca é removida, mas o farelo e 0 gérmen mantém-se intactos. O arroz branco é sujeito a

remocao da casca e do farelo.
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Arroz Paddy Arroz Integra Arroz Branco

Figura 7 — Variedades de arroz, consoante o tipo de moenda.

Fonte: adaptado de Zhang, 2009

O arroz é um alimento muito valorizado pelo seu valor nutricional e o seu consumo fornece
20 % da energia nutricional mundial (FAO, 2004). O arroz é um cereal rico em glacidos
complexos e uma fonte de proteinas, fibra, lipidos, vitaminas, minerais e antioxidantes
(Tabela 2) (Zhang, 2009).

Tabela 2 — Composic¢ao nutricional de arroz branco cru, por 100 g de parte edivel.

352 kcal

Energia 1475 K3

Agua 13,9

Proteina 6,7

Macrorz;;rientes Lipidos Totais 0,4

Glacidos Totais 78,1

Fibra alimentar 21

o — tocoferol 0,10

Tiamina 0,060

Vitaminas Riboflavina 0,030

(mg) Niacina 2,0

Triptofano 1,4

Vitamina B6 0,29

Saodio (Na) 6,0

Potassio (K) 94

Célcio (Ca) 13

Minerais Fosforo (P) 87
(mg)

Magnésio (Mg) 32

Ferro (Fe) 0,6

Zinco (Zn) 1,3

Fonte: adaptado de INSA, 2013

11



INTRODUCAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

Diferentes variedades de arroz tém valores nutricionais diferentes, sendo que o arroz
integral tem um valor nutricional mais elevado que o arroz branco. Existem mais de 4000
variedades de arroz mas, apenas 100 séo cultivadas mundialmente. Dentro das variedades
de arroz existe a Japonica (carolino), Indica (agulha), Basmati, Thai Jasmine, Arborio (arroz
para risotto), que foram estudadas neste trabalho (Zhang, 2009).

Em Portugal sdo produzidas as variedades Japonica e Indica. A variedade Japonica,
associada ao arroz carolino ocupa uma area de cultivo de 83%, contra os 17% da variedade
Indica, associada ao arroz agulha (MADRP, 2007).

Nos ultimos anos tem-se verificado uma alteragdo nos padrdes de consumo do arroz em
Portugal que resultaram na transferéncia dos habitos de consumo de arroz carolino para
arroz agulha. Dados recentes mostram que a procura de outras variedades de arroz como o
arroz vaporizado e o arroz Basmati, tém vindo a crescer ainda que de forma reduzida,
representando 10% do mercado (MADRP, 2007; Dias & Rocha, 2012).

2.2.1 O arsénio no arroz

Os principais fatores que controlam a acumulagdo de As nas plantas sdo a sua elevada
concentracdo presente no solo e a sua biodisponibilidade. A captacdo de As depende da
especiacdo, composicdo e tipo de solo, praticas de irrigacao dos terrenos, quantidade de As
presente nas aguas de rega e espécie da planta (Bundschuh et al., 2012).

Como foi referido anteriormente, o As € um elemento ndo essencial e usualmente toxico
para as plantas. Caso haja contaminag&o do solo ou da &gua de irrigacdo, as raizes séo a
primeira zona da planta a contactar com este metaldide, o que provoca a inibicdo da
extensao e proliferacdo das raizes. Apos translocacao do As das raizes para a parte aérea
da planta, este interfere com o crescimento, dificultando a acumulacéo de biomassa e pode
comprometer a capacidade reprodutiva da planta (Abedin & Meharg, 2002; Finnegan &
Chen, 2012).

A interacdo quimica e biologica da rizosfera com a planta de arroz também deve ser
considerada, uma vez que, influencia a biodisponibilidade de As e a sua captacdo. Quando
os terrenos alagados do arrozal sdo ricos em Fe, este é oxidado em contacto com o0 O, e
precipita sob a forma de hidréxido de ferro (Fe(OH),), levando a formacéo de placas de Fe
nas raizes das plantas (Rahman & Hasegawa, 2011). Estudos mostram que as placas de Fe
capturam o As, pois este tende a ser adsorvido nos 6xidos de Fe formados, o que limita a

sua entrada na planta. Assim, para concentracfes de 6xidos de ferro mais elevadas a fracédo

12



INTRODUCAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

disponivel de As no solo sera menor (Chen et al., 2005; Garnier et al., 2010; Rahman &

Hasegawa, 2011).

As condicbes de cultivo do arroz favorecem a captacdo de As, uma vez que este é
produzido em condi¢Bes de alagamento quase permanentes, ou seja, em meio anaerobio.
Em anaerobiose o0 As existe principalmente dissolvido sob a forma de Aslll, a sua forma
mais toxica e com maior biodisponibilidade para a planta de arroz (Williams et al., 2007; Xu
et al., 2008; Rahman & Hasegawa, 2011; Finnegan & Chen, 2012).

As espécies inorganicas de As sdo facilmente absorvidas pelas raizes e, uma vez dentro
das células ambas interferem com o metabolismo das plantas através de mecanismos
distintos (Zhao, et al., 2008; Finnegan & Chen, 2012). Na Figura 8, encontra-se
representado o mecanismo de transporte de As nas plantas.
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Legenda: =
asv Al W, Aslll - PCs
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A ! 0sNIP2:1
Pi — Fosfato inorgénico Transportador
NIPs — nodulin-26-lik AsVIFS
s — nodulin-26-like )
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. . . Aslll
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Figura 8 - Mecanismo de transporte do As nas plantas.

Fonte: adaptado de Ali, 2012

Ao nivel da raiz (A), as plantas captam o AsV que é um analogo do fosfato inorgéanico (Pi),
através de proteinas transportadoras de fosfato, contribuindo para a desregulacdo do
fornecimento de fosfato para a planta (Finnegan & Chen, 2012). O transporte de Aslll para
dentro da célula é feito através de aquagliceroporinas do tipo NIP (nodulin26-like-intrinsic

proteins).
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Aquagliceroporinas sédo canais especificos de transporte de H,O, glicerol e outras moléculas
sem carga elétrica de pequenas dimensdes. A passagem de Aslll por estes canais é
possivel, pois em solugdo, o Aslll surge na forma neutra - H3AsOz, que é uma molécula

inorganica semelhante ao glicerol (Bhattacharjee et al., 2008).

Dentro da célula o AsV é reduzido a Aslll através da arsenato redutase (AR), usando a
glutationa (GSH) como redutor. O Aslll consegue formar complexos com grupos tiol da GSH
e fitoquelatinas (PCs) para reduzir a sua fitotoxicidade (Ali, 2012). As PCs sao péptidos que
contém cisteina e, sdo formadas pelas plantas para ajudar a atenuar os efeitos toxicos de
guantidades essenciais e ndo essenciais de metais pesados (Berg, 2012). Os complexos de

Aslll e as AsV sdo sequestrados no vacuolo por transportadores diferentes (Ali, 2012).

Quando a capacidade de armazenamento de As no sistema radicular da planta for excedida,
este é translocado para a parte aérea da planta. O Aslll passa para o xilema através do
transportador de silicio (OsNIP2;1), que tem sido implicado como o maior responsavel pela
entrada desta forma inorganica de As nas células (Ma et al.,, 2008; Bhattacharjee et al.,
2008; Finnegan & Chen, 2012; Ali, 2012).

O silicio (Si) é benéfico para as plantas aumentando a sua resisténcia a doengas, pragas e
outros tipos de stresse (Bhattacharjee et al., 2008). Véarios autores referem que o Aslll
partilha os transportadores de Si, com quem apresenta duas semelhancas importantes:
ambos apresentam um pK, elevado, tem forma tetraédrica e tamanho semelhante (Ma et al.,
2008; Zhao et al., 2009). A via de absorcdo do Si no arroz apresenta elevada eficiéncia,
permitindo a passagem inadvertida de Aslll, o que explica a razdo pela qual o arroz € um

bom acumulador de As (Zhao et al., 2008).

Através do xilema, as espécies quimicas de As chegam as folhas da planta (B) onde séo
submetidas a mecanismos de reducdo e sequestracdo semelhantes aos referidos
anteriormente. O As é conduzido pelo floema até as sementes onde é armazenado nos
vacuolos e outros tecidos das partes ediveis do gréo (C). O armazenamento de As no gréo é
principalmente sob a forma de Aslll e DMA (Smith et al., 2008; Ali, 2012).

A acumulacdo de As nos tecidos da planta de arroz aumenta pela ordem: grédo < caule e
folhas << raiz (Abedin et al., 2002; Rahman et al., 2007; Smith et al., 2008; Bhattacharya et
al., 2010).

Como ja foi referido, a toxicidade do As depende ndo sé da sua concentragdo, mas também
da sua especiagcdo (Rahman & Hasegawa, 2011; Abonga, 2012). Estudos de especiacédo na

planta de arroz mostram que a raiz, os caules e as folhas do arroz contém maioritariamente
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Asi, Aslll e AsV, enquanto o grao de arroz contém predominantemente a espécie organica
DMA e Aslll, ndo havendo registos de AsV no grdo. Comparando com o Asi, as espécies
metiladas s@o captadas pelas raizes do arroz com menor eficiéncia, mas séo transportadas
para o grdo com maior eficacia (Smith et al., 2008; Carey et al.,, 2010). As espécies
organicas MMA e DMA existem no solo e, podem também ser captadas pelas raizes das
plantas em menor quantidade (Ali, 2012).

Embora a parte comestivel do arroz seja o grdo, os caules e folhas da planta séo
normalmente secos e, a palha formada destina-se a alimentacdo de gado, o que podera
levar a biotransferéncia de As para a cadeia alimentar, criando-se outra via de exposicao
humana a este poluente (Smith et al., 2008; Bundschuh et al., 2012).

Relativamente ao grédo, a parte edivel do arroz, o As distribui-se de forma desigual nas
diferentes estruturas morfolégicas. Rahman et al. (2007) mostraram que a casca é a zona
do grdo onde se acumula maior quantidade de As, seguida do farelo. Logo, o tipo de
processamento a que € sujeito o0 arroz, neste caso a moenda, reduz significativamente a

concentracéo de As no gréo.

Figura 9 — Estrutura de um gréo de arroz.

Fonte: http://www.ufrgs.br/alimentus/terradearroz/imagens/grao_divisao01.jpg

Desta forma, a concentracdo de As no grao varia na ordem, casca > farelo > arroz integral
(brown rice) > arroz branqueado (polished rice) (Rahman et al., 2007; Rahman & Hasegawa,
2011; Carey et al., 2012).

Relativamente a especiacdo de As no grao de arroz, estudos mostram que 50 % do As
presente é inorganico, podendo variar de 10 a 90 %, sendo que o restante sdo as espécies
organicas DMA e MMA (Rahman & Hasegawa, 2011).

As variacbes na especiagdo de As no arroz estdo associadas a diferentes areas
geogréaficas, fontes de contaminacéo e capacidade de captacdo da planta. Na Asia onde as
aguas subterraneas apresentam uma elevada concentracdo de Asi e sao utilizadas para

irrigacao dos terrenos, esta € a principal fonte de As no arroz. Na América do Norte a
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principal fonte é o uso de pesticidas com As na sua composicao (Zavala et al., 2008; Zavala
& Duxbury, 2008; Rahman & Hasegawa, 2011). Além disso a metilagdo microbiana das
espécies inorganicas de As presentes na rizosfera pode contribuir para a presenca de
compostos organicos no arroz (Rahman & Hasegawa, 2011).

Ainda néo se encontra bem compreendido o0 mecanismo de especiacdo do As no arroz e por
que razado o conteudo em As organico aumenta com o aumento do As total no gréo de arroz.
De qualquer forma acaba por ser benéfico para a populacdo, pois as espécies organicas
apresentam menor toxicidade (Rahman & Hasegawa, 2011).

2.2.2 - Efeito da cozedura no teor de arsénio

As concentra¢cfes de As no arroz cozido sao afetadas pelos métodos de cozedura, quando o
arroz e a agua de cozedura estdo contaminados (Rahman et al., 2006; Sengupta et al.,
2006; Rahman & Hasegawa, 2011).

Em &reas contaminadas com As, como o caso do Bangladesh, o arroz ap6s cozedura
apresenta um maior teor de As, quando comparado com o0 mesmo arroz cru. O As adicional
provém da agua, também contaminada, usada no processo de cozedura (Rahman et al.,
2006; Rahman e Hasegawa, 2011; Bundschuh et al., 2012).

Além da concentracdo de As na agua, também os métodos de cozedura influenciam a
retencdo de As no grdo (Rahman et al., 2006; Sengupta et al., 2006; Rahman e Hasegawa,
2011). De acordo com Rahman et al. (2006) e Raab et al. (2009) quando o arroz é cozido
com excesso de agua e a agua da cozedura € desprezada, a concentracdo de As no arroz
cozido diminui. Quando o arroz é cozido em pouca quantidade de agua, havendo total
absorcdo da agua pelo arroz, estudos indicam que o arroz cozido apresenta um teor de As
superior ao arroz cru, independentemente de a 4gua estar contaminada ou ndo (Rahman et
al., 2006). No entanto outros estudos contrariam essa informacgédo reportando que ndo existe

alteracdo no teor de As no arroz cozido (Raab et al., 2009).

O trabalho desenvolvido por Sengupta et al. (2006) demonstrou que a lavagem do arroz
antes da cozedura e a ndo utilizacdo da dgua em excesso apos a confecéo, contribui para a

diminui¢cdo da contaminag&o no arroz cozido.

As concentragfes de As no arroz seguem a seguinte tendéncia: arroz cozido (em pouca
adgua) > goma do arroz > arroz cru > arroz cozido (em excesso de 4gua) (Rahman et al.,
2006).
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A especiagdo de As no arroz cozido depende da especiacdo no arroz cru ou da agua de
cozedura, caso esteja contaminada, uma vez que ndo ocorrem alteracbes na especiacao
quimica durante o processo de cozedura (Devesa et al., 2008; Rahman e Hasegawa, 2011).
De acordo com varios estudos, as espécies inorganicas sdo as mais frequentes no arroz
cozinhado (Williams et al., 2005; Rahman et al., 2006; Devesa et al., 2008). A literatura
refere que € necessario temperaturas de cozedura superiores a 150 °C para transformar as
espécies de As, portanto a especiacdo de As associada a preparacdo de alimentos
acontece, geralmente, quando a comida € assada, frita ou grelhada (Bunduschuh et al.,

2012).

De acordo com a OMS (1993), a MTDI (Maximum Tolerable Daily Intake, dose diaria
méaxima tolerada) para Aslll é de 2 ug kg' de peso vivo (Sengupta et al., 2006). E
necessario analisar a ingestdo diaria de As considerando o arroz cozido como uma via de
exposi¢cdo importante para os seres humanos (Rahman et al., 2006; Devesa & Montoro,

2008), contribuindo para uma adequada avaliagdo de risco para o As.

2.2.3 O arsénio em alimentos derivados de arroz

A presenca de As nos alimentos depende da origem geogréfica, da cultura de arroz, praticas

de producéo e/ou protocolos de processamento (Carbonell-Barrachina et al., 2012).

A contaminacao por As em alimentos pode estar ainda associada a presenca de aditivos
alimentares (Jackson et al., 2012; Carter & Carter, 2012). Existe um LM para adocantes,
corantes e aditivos alimentares fixado em 3 mg kg™ (COM 2008/60/EC, COM 2008/84/EC).

Sabe-se que 0 arroz e os produtos derivados de arroz contribuem para a exposicdo humana
ao As, embora ainda haja pouca informacéo relativamente aos ultimos (Jackson et al.,
2012). Dentro dos alimentos derivados de arroz, as farinhas para bebé ganham especial
importancia uma vez que tém uma elevada percentagem de arroz na sua composicdo. As
criancas sao mais suscetiveis a exposicao de elementos potencialmente toxicos, como o As,
por serem consideradas um grupo de risco, estando mais vulneraveis devido a sua elevada
capacidade intestinal de absorcéo (Carbonell-Barrachina et al., 2012). Por ser insipido, com
baixo potencial alergénio, valor nutricional e abséncia de glaten, o arroz é a principal fonte

de glacidos em criangas com menos de um ano (Burl6 et al., 2012).

A doenca celiaca € uma doenca do sistema digestivo que interfere com a absorcdo de
nutrientes dos alimentos e cujo Unico tratamento € uma dieta livre de gliten - proteina

presente no trigo, centeio e cevada (Carbonell-Barrachina et al., 2012; NIDDK, 2012). O
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arroz € um alimento seguro para os celiacos, adultos e criangas, sendo um cereal essencial

na sua alimentagao.

Alimentos derivados de arroz podem conter niveis elevados de As total e inorganico como
consequéncia da presenca deste metaldide no arroz que é usado como matéria-prima para
a producao desses produtos (Carbonell-Barrachina et al., 2012). Este facto contribui para o
aumento da ingestao diaria desta substancia toxica pelas criangas e, principalmente, pelas
criancas intolerantes ao gliten que consomem estes produtos em maiores quantidades,
uma vez que tém uma menor variedade de produtos alimentares disponivel que se adeque

as suas necessidades (Burlo et al., 2012).

A andlise de produtos direcionados para alimentacdo infantil, como cereais ou farinhas
contendo arroz na sua composicao, revelaram contaminagdo por As. Nos produtos sem
glaten, onde a percentagem de arroz é mais elevada, o teor de As tem tendéncia a ser
superior ao de produtos que contém outros cereais (Burl6 et al., 2012; Carbonell-Barrachina
et al., 2012).

Burld et al., (2012) referem que também estdo presentes teores de As em alimentacéo
infantil, por exemplo em purés, quando o arroz faz parte da sua formulagcao. O As consegue
entrar na cadeia alimentar através de alimentos que tenham sido preparados com matérias-

primas alimentares contaminadas, aumentando a taxa de exposi¢cdo humana ao As..

Além de bolachas, farinhas lateas e cereais, este estudo também analisou bebida de arroz.
A bebida de arroz surge como uma alternativa ao leite tradicional e direciona-se para o
publico vegan, vegetariano, dietas macrobidticas, pessoas intolerantes a lactose, entre
outros. Esta bebida é preparada por liquefacdo do gréo de arroz integral através da acao
enzimatica da alfamilase e da glucosidase. As formulacdes comerciais séo frequentemente
fortificadas com minerais e vitaminas para colmatar as deficiéncias nutricionais desta
bebida, comparando com o leite de origem animal. Embora o reduzido teor proteico e
lipidico desta bebida ndo a torne uma opc¢do adequada para a alimentacdo infantil, é
importante perceber se o As presente no grdo de arroz tem influéncia no teor de As de
bebidas de arroz (Meharg et al., 2008).
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2.3 Toxicidade do arsénio

A contaminag¢do ambiental por As coloca um sério risco para a saude humana. O Homem
pode ser exposto ao As através de varias vias de exposi¢cdo, como a inalagdo, contacto
dérmico e ingestao (ATSDR, 2007; Rahman et al., 2008a; Rahman e Hasegawa, 2011).

Estudos recentes mostram que a maior fonte de exposicdo humana ao As € através da agua
de consumo contaminada. No entanto o As entra na cadeia alimentar humana através da
agua, plantagbes contaminadas, arroz, vegetais e peixe. A agua e 0 arroz sdo atualmente,
consideradas as maiores fontes de Asi para os humanos (Bhattacharya et al., 2010;
Rahman e Hasegawa, 2011; Finnegan e Chen, 2012).

A toxicidade do As esté associada a dose de exposicao, frequéncia, duragdo, idade, género
e suscetibilidade individual, influenciada pelo patriménio genético e fatores nutricionais
(Faraj, 2011).

A absorgéo do Asi relaciona-se com a sua solubilidade. Nos humanos, mais de 90 % do Asi
presente na agua é absorvido e, aproximadamente 60-70 % do As ingerido nos alimentos

também, o que demonstra a sua elevada disponibilidade (Abonga, 2012; Burl6 et al., 2012).

A biodisponibilidade do As refere-se a fracdo de As que se dissolve no trato gastrointestinal
e esta disponivel para ser absorvido no intestino delgado por forma a entrar na corrente
sanguinea e consequentemente, causar danos ao organismo humano (Signes-Pastor et al.,
2012). A biodisponibilidade do As depende de varios fatores, tais como as propriedades da
matriz onde se encontra, o seu estado de oxidacdo e as condi¢cdes ambientais (WHO, 2001,
Abonga, 2012).

As formas pentavalentes e trivalentes de As séo rapida e largamente absorvidas no trato
gastrointestinal. Uma vez absorvido, o As é transportado para o figado onde é sujeito a

reacOes de reducdo e metilagdo (WHO, 2001).

O AsV é reduzido a Aslll, que depois é sequencialmente metilado criando metabolitos como
MMA e DMA. A reacdo de metilacdo realiza-se pela acdo da S-adenosil metionina (SAM)
como dador de grupos metil e na presenca da GSH como co-fator. Apés metilagéo do Asi, a
excrecao e feita através da urina, sob a forma de MMA e DMA (WHO, 2001; Hughes, 2002;
Roy & Saha, 2002; Davis et al., 2012).

Os efeitos adversos estdo principalmente associados a exposicdo de Asi. No entanto
guando a exposicdo a espécies organicas é elevada, observam-se os mesmos efeitos (NAS,
2001).
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O As interfere com a acdo enzimatica, a transcricdo de DNA e o metabolismo, manifestando
sintomas dermatoldgicos, cardiovasculares, neuroldgicos e carcinogénicos nos humanos

expostos a este metal6ide (Sarkar, 2002).

7

A toxicidade aguda € caracterizada pela exposicdo de determinada substancia a uma
elevada concentragdo e num curto periodo de tempo. Os efeitos agudos do As fazem-se
sentir a partir da ingestdo de 1 mg kg™ dia™ e, incluem vomitos, dor abdominal e diarreia,
dorméncia das extremidades, céibras musculares e, em casos extremos, morte (NAS, 2001;
JECFA, 2010)

A toxicidade crénica manifesta-se quando ha contacto prolongado com determinada
substancia, embora em concentra¢cdes mais reduzidas. A ingestdo cronica de As leva ao
arsenicismo, condicdo que se caracteriza por alteragbes cutdneas e que pode resultar em

hiperqueratose (nas palmas das méaos e pés) e hiperpigmentacédo da pele (Sarkar, 2002).

A exposicdo cronica ao As esta associada a doenca cardiovascular periférica, que pode
conduzir a uma forma de gangrena que afeta as extremidades. Pelas marcas cutaneas que
manifesta € chamada blackfoot disease (Figura 10) (Sarkar, 2002). Chen et al. (2013)
encontraram uma associacdo positiva com a exposicdo ao As e 0 risco de doenca

cardiovascular.

Figura 10 — Blackfoot disease.

Fonte: http://d3cgb598vs7bfg.cloudfront.net/images/upload-flashcards/back/7/2/53827960_m.jpg

Outros sintomas sdo: a neuropatologia periférica, sintomas gastrointestinais, conjuntivite,
diabetes, depressao na atividade da medula éssea, destruicao de eritrécitos, anemia (WHO,
2001; JECFA, 2010).
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O Asi € uma substancia que demonstrou poder causar cancro em humanos através do
consumo de agua contaminada. A International Agency for Research on Cancer (IARC)
classifica 0 As e seus componentes como um carcinogéneo humano de Grupo 1, o que
significa que existe evidéncia suficiente da sua carcinogenicidade em humanos. A exposi¢ao
cronica ao As pode provocar cancro de pele, bexiga e pulmbes e, existem evidéncias

causais relacionadas com cancro de rim e figado (EFSA, 2009; JECFA, 2010).

Na Tabela 3 mostram-se os MRL (Minimum Risk Levels, niveis de risco minimos) para a
exposicao cronica e aguda ao As. Estes valores correspondem a dose diaria méxima que

ndo trara qualquer risco (ndo carcinogénico) para a saude humana (ATSDR, 2007).

Tabela 3 — MRL para espécies inorganicas de As.

Via de exposicdo Tipo de exposicéo MRL
Oral Aguda 0,005 mg kg™ dia™
Oral Cronica 0,0003 mg kg™ dia™

Fonte: adaptado de ATSDR, 2013

Como ja foi referido, a toxicidade do As varia com a sua especiacdo. Na Tabela 4 estdo
representados os valores da DLs, (Dose Letal 50%) por via oral para as espécies de As mais
encontradas no arroz. A DLso € um parametro toxicolégico que determina a dose necessaria

de determinada substancia para eliminar 50 % da populacdo de estudo (Zhang, 2009).

Tabela 4 — Variacdo da toxicidade do As com a especiac¢do (em ratos).

DLxg (ratos)

Via de exposicao As llI As V MMA DMA

Oral 1,5 mg kg™ 5mg kg™ 50 mg kg™ 600 mg kg™

Fonte: adaptado de Zhang, 2009

De uma maneira geral, a avaliacdo de risco de exposicdo ao As é feita com base em
adultos. No entanto determinados estudos relatam a suscetibilidade das criancas aos efeitos
adversos do consumo de Asi. A exposicao fetal ao Asi tem sido associada com o baixo peso
no nascimento, aumento do risco de infecbes e aumento da mortalidade infantil. Nas
populacbes mais afetadas pela exposicdo excessiva ao As, as criancas tém revelado

disturbios neurocomportamentais (Davis et al., 2012).
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Além do consumo de 4gua contaminada, estima-se que crian¢cas, com menos de 3 anos,
sd0 as mais expostas ao Asi devido a sua alimentacdo a base de arroz e derivados (EFSA,
2009; JECFA, 2010; Davis et al., 2012). No entanto, ainda existem poucos estudos
toxicolégicos que relacionem a ingestéo de produtos contaminados com As com os efeitos

adversos na saude infantil.

Estima-se que um consumidor europeu esteja exposto a uma contaminacdo de As entre
0,13 — 0,56 ug kg™ de peso vivo, por dia. Esta exposicdo em criangas com menos de 3 anos
aumenta para 0,5 — 2,66 pg kg™ de peso vivo, por dia. Os valores estimados de absor¢éo

em criancgas indicam uma exposi¢ao 2-3 vezes superior a dos adultos (Calle et al., 2011).

2.3.1 Caso do Bangladesh

A contaminacao de agua por As tem sido reportada em varios paises do mundo, mas 0s
incidentes que tiveram maior impacto na saude humana foram reportados dos paises do
Sudeste Asiatico, como o Bangladesh (Smith, Lingas & Rahman, 2000; WHO, 2001; Smith
et al., 2008).

O Bangladesh é um dos paises mais pobres e povoados do mundo e enfrenta o maior
envenenamento massivo da popula¢éo na histéria da Humanidade. Devido & contaminagéo
das fontes de abastecimento de agua por Asi, estima-se que 35 a 77 milhdes dos 125
milhdes de habitantes do Bangladesh foram afetados por envenamento acidental (UNICEF,
2008). Este envenamento aconteceu pela ocorréncia natural de Asi na regido.
Determinacdes analiticas realizadas aos depositos de agua mostraram niveis de As
superiores a 50 pg L™, um valor claramente mais elevado do que 10 pg L™ recomendado
pela WHO (WHO, 2001; Smith, Lingas & Rahman, 2000; Faraj, 2011).

A populacdo do Bangladesh exposta a estes niveis de As estd em risco de desenvolver
arsenicismo, cancro de pele, cancros internos, neuropatologias, doengas cardiovasculares,
entre outras doengas. Estas doencas estdo associadas a periodos de laténcia longos (> 10
anos), o que explica o facto de s6 recentemente terem sido observados, colocando em risco
toda a populagéo afetada. Espera-se que num futuro proximo haja um aumento de casos de

doencas relacionadas com a exposi¢do ao As (Smith, Lingas & Rahman, 2000).

As 4guas subterrdneas sédo a principal fonte de 4gua de consumo no Bangladesh e ainda
sdo usadas para o regadio das culturas. Estima-se que a cultura de arroz no Bangladesh
ocupe 75 % da area total de cultivo e 83 % da éarea total irrigada (Abedin et al., 2002; Smith
et al., 2008).0 regadio das culturas de arroz com &gua contaminada por Asi eleva a

magnitude deste problema, aumentando a via de exposi¢cao da populacdo ao As.
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Rahman et al. (2006) desenvolveram um estudo que analisava a ingestdo diaria de As na
populacdo do Bangladesh considerando o consumo de &gua e de arroz. Os valores
mostraram que a ingestdo de arroz, para além da agua, também deve ser considerada para
uma correta avaliacdo do risco a exposicao de As pela populacdo no Bangladesh (Quadro
5).

Tabela 5 — Dados referentes ao consumo diario de As da populagéo do Bangladesh.

Fonte Consumo Diario Teor de As Ingestdo de As
(ng kg™) (ng kg™

Consumo de agua 40-6.01L 130 500 - 780

Arroz cru 400 - 650 g 570 - 690 250 — 360

Fonte: Adaptado de Rahman et al., 2006

23



INTRODUCAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

2.4 Determinacdo analitica do teor de arsénio em amostras vegetais

Como ja foi referido, elevados niveis de poluicdo ambiental por As sdo potencialmente
perigosos, uma vez que este tem a capacidade de contaminar as aguas subterraneas, os
ambientes aquaticos, € captado pelas plantas afetando animais e plantas (Sarkar, 2002;
Mandal & Suzuki et al., 2003; ATSDR, 2007 Bhattacharya et al., 2007).

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos instrumentos e téchicas analiticas para determinar
as concentracdes de espécies quimicas do nosso ecossistema, atmosfera, solos,
sedimentos e amostras biologicas. O uso de métodos analiticos simples e precisos para
monitorizar a presenca de As é essencial em estudos ambientais e toxicologicos (Guven &
Akinci, 2011).

Os métodos mais utilizados para determinar metais pesados e metaldides, como o caso do
As em amostras ambientais, sdo as técnicas espetrofotométricas, tais como
espetrofotometria de absorcdo atémica (EAA) a chama, em camara de grafite, EAA
eletrotérmica e a espetrometria de massa com plasma indutivo acoplado (ATSDR, 2007).

Antes de serem submetidas a andlises espetrofotométricas, as amostras tém que ser
digeridas. O principio da digestdo é a libertacdo das espécies inorganicas da sua matriz

solida para uma solucéo acida durante o processo de extracao.

Os parametros criticos destes procedimentos sdo: a temperatura da digestdo, o programa
utilizado, o tempo e o poder quimico dos reagentes usados. Para este processo de extracao
séo utilizados determinados &cidos ou a combinacdo entre eles (HNO3z, HNOs-HF, HNO;-
HCI) como reagentes (Glven & Akinci, 2011).

Neste trabalho usaram-se duas técnicas diferentes de digestdo acida - bloco digestor de
aguecimento e, assistida por microondas. No primeiro método, as amostras sdo submetidas
a elevadas temperaturas a pressao atmosférica, enquanto na digestdo em microondas as

amostras sao submetidas a elevadas temperaturas e pressao em recipientes fechados.

Segundo a literatura, a digestdo assistida por microondas € a que apresenta mais
vantagens, por ser um método rapido, confiavel e com elevada taxa de recuperacao. No
entanto, os dados também mostram que, de uma maneira geral, ndo apresenta diferencas
significativas acentuadas com alguns procedimentos convencionais de digestdo &cida
(Tuzen et al., 2004; Guven & Akinci, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Produtos Alimentares

3.1.1 Recolha de amostras

As amostras alimentares usadas foram obtidas numa grande superficie comercial na regido
de Lisboa (Portugal) em 2013.

Foram usadas 21 amostras diferentes e agrupadas em quatro categorias de produtos:

e 10 amostras de arroz de 5 variedades diferentes (arroz carolino (japonica), agulha
(indica), risotto (arborio), basmati e thai jasmine) de varias marcas comerciais
(Tabela 6).

e 3 amostras de bolachas de diferentes marcas comerciais (2 amostras sem gluten)
(Tabela 7).

e 4 amostras de farinhas de arroz, 1 farinha para culinaria e 3 farinhas de alimentacao
infantil (sem gluten) (Tabela 8).

e 4 amostras de outros produtos derivados, incluindo palitos de arroz, folhas de arroz,

cereais de pequeno-almoco e bebida de arroz (Tabela 9).

Pela informacao contida nos rétulos dos produtos analisados € possivel afirmar que as
matérias-primas sao provenientes de Portugal ou da Unido Europeia, exceto quando estéo
especificadas outras origens. No entanto, na maior parte das amostras ndo se encontra

informacéo especifica sobre o local de producéo.
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Tabela 6 — Identificagcdo das amostras de arroz e informag6es contidas no rétulo dos produtos.

Cod. Amostra Produto Origem Observacbes
Amostra
Arroz . .
Al . Ribatejo, Portugal Branqueado
Carolino
A Portugal (M
A2 rroz. ortugal ( ,ondego) Branqueado
Carolino e outros paises
Arroz .
A3 Desconhecida Branqueado
Agulha
Ad Arroz Desconhecida Branqueado
Carolino 9
Baby rice
Arroz . . (aconselhado para
= Carolino RIZERER, [Pories! latentes > 6 meses)
P R Sem Gliten
i Arroz para . Variedade
A6 e risotto Desconhecida Arborio
o
Arroz . o
A7 . Punjab, India Branqueado
Basmati
Arroz Thai . Branqueado
A8 b Jasmine Desconhecida Extra longo
4
Arroz Thai A
A9 Jasmine Tailandia
A Arroz para . Variedade
A10 } risotto ltalia Arborio
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Tabela 7 — Identificagcdo das amostras de bolachas e informacgdes contidas no rotulo dos
produtos.

Arﬁggt.ra Amostra Produto Origem Composicéo Obs.
Wt E iﬁ’f
R Bolacha de .
B1 w : : Arroz integral .
7N arr,oz o Desconhecida (99,3%) Sem glaten
] pré-refeicao
Bolachas de
B2 arro? . Bélgica Arroz integral A.gn(,:u.ltura
S biolégicas com (84,9%) Biolégica
multicereais
Mistura de
Bolacha Mari . i .
B3 . olacha iMaria Desconhecida f?cmnh.as Sem glaten
integral (incluindo de
arroz)

Tabela 8 - Identificacdo das amostras de farinhas e informa¢des contidas no rotulo dos
produtos.

cod. Amostra Produto Origem Composicdo Observagdes
Amostra
Farinha . L
F1 Desconhecida Arroz (100%) Uso culinario
BT de arroz
Farinha _ Farinha de Sem,gluten _
F2 ; de Desconhecida Bebés a partir
{ . arroz (63%)
cereais dos 4 meses
Farinha de
Cereais cereais (arroz e
F3 para Desconhecida arroz Sem glaten
criancas hidrolisado)
(96,35%)
. . Sem glaten
Farinh Farinh .
F4 ¥ ofo N ’ g ’arln a Portugal arinha de Bebés a partir
L by 0 20 y lactea arroz (30%)
e dos 4 meses.
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Tabela 9 - Identificacdo das amostras de outros produtos derivados de arroz e informacfes
contidas no rétulo dos produtos.

Cod.

Amostra Amostra Produto Origem Composicdo Observacbes
2 ,<\Q\ \ Palitos
2 ”)\ B crocantes . Farinha de .
. N Desconhecida Sem gluten
o1 R A de arroz e arroz (50%) 9
e ™d milho
Folhas de . Farinha de
02 arroz Vietname arroz (55%)
\{4. ".-._-.w, d
B R N < Cereais de .
, s B s 5 Peninsula
! :f\»;"@"" r‘»\»k.. pequeno- Arroz (99%)

03 !
é};” ‘;‘b:f%( - Ibérica

T4, NN

Bebi - . Agricul
04 ebida de Unido Europeia  Arroz (13%) 'grlfzu'tura
arroz Biolégica

W

3.1.2 Efeito da cozedura no teor de arsénio

No ensaio inicial, as amostras foram analisadas cruas, ndo tendo sido sujeitas a qualquer
tratamento térmico. No entanto para se estudar se a cozedura teria alguma influéncia no
teor de As das amostras, 3 amostras de arroz (A2, A4 e A5) foram sujeitas a uma cozedura
tradicional.

Pesaram-se cerca de 200 g de cada amostra para cozer. Cada amostra de arroz foi
previamente lavada, passada por agua varias vezes e, seguidamente colocada em agua
fervente com uma pitada de sal. A quantidade de agua usada na cozedura foi calculada a
partir da medida comummente usada, de uma parte de arroz para duas partes de agua
(1:2). As amostras foram cozidas até a absorcdo quase total da agua (=10 minutos), ndo

sendo necessario escorrer o arroz.

Estas amostras cozidas foram posteriormente secas em estufa (Selecta, Serie 2000) a 70 °C

até a estabilizacdo do peso das amostras (= 15 dias).
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3.2 Determinacgao do contetdo mineral

Para se determinar o conteudo mineral das amostras realizou-se uma digestdo &cida,
através de dois métodos e equipamentos diferentes, com o objetivo de avaliar a presenca de

As nas amostras e comparar 0os métodos.

3.2.1 Preparacdo das amostras

Todas as amostras, exceto as amostras de farinha (F1, F2, F3 e F4) e a bebida de arroz
(0O4) que foram analisadas na sua forma de comercializagdo, foram trituradas num robot de
cozinha doméstico (Bimby, Vorwerk).

As amostras de arroz cozido (A2, A4 e A5) apos terem sido secas na estufa a 70 °C e 0 seu
peso ter estabilizado, foram também trituradas antes de serem submetidas ao processo de
digestéo acida.

3.2.2 Digestao acida em bloco de aquecimento

Neste ensaio realizou-se uma digestédo acida em bloco de aquecimento (DigiPrep MS, SCP
Science) (Figura 11). Através deste método as amostras sao submetidas a elevadas
temperaturas, sem aumento de pressdo, 0 que torna este método demorado
(aproximadamente 120 minutos), comparando com a digestdo em microondas. O objetivo da
digestdo acida é digerir a matéria organica das amostras até a sua completa mineralizacao.

Ap6s trituracdo das amostras pesou-se 0,5 g de amostra para um cilindro de plastico
previamente tarado. No caso da amostra O4 (bebida de arroz) pipetou-se 1 mL e 3 mL de
amostra para cilindros previamente tarados. Adicionou-se a cada tubo 6 mL de HNO; a 65 %
e 1 mL de &cido cloridrico (HCIl) a 37 %, tapando-os em seguida. Realizou-se em cada
digestdo um ensaio em branco (com 3 réplicas) contendo apenas HNO; e HCI. Foram feitos

triplicados de todas as amostras.

Colocaram-se as amostras no tabuleiro do digestor, substituiram-se as tampas de rosca por
tampas transparentes cdncavas em todos os tubos cilindricos, exceto num que continha um

ensaio em branco, onde se ligou 0 sensor de temperatura.

Quando a digestao terminou, transferiu-se o contetdo dos cilindros para balées volumétricos

de 25 mL e perfez-se o volume com &gua desionizada na hotte.
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Figura 11 —-Bloco de aquecimento DigiPrep MS (SCP Science)

3.2.2.1 Ensaio em branco

Realizou-se ensaios em branco, seguindo a técnica descrita em 3.2.2.e, usando a mesma

guantidade de todos os reagentes, a exce¢do da amostra.

3.2.2.2 Ensaio em meio fortificado

Ensaios de fortificagdo sdo uma técnica utilizada para avaliar a exatiddo de um método. A
exatiddo de um método corresponde a uma medida de concordancia entre o valor obtido por
aplicacdo de um método e o valor tedrico. Os ensaios em meio fortificado consistem em
adicionar as amostras, uma quantidade conhecida do composto que se esta a analisar,
neste caso o As (IPAC, 2007).

Realizaram-se ensaios em meios fortificados com As com uma concentracdo conhecida de
1 mg L™. Para o primeiro ensaio seguiu-se o procedimento descrito em 3.2.2.1 (ensaio em
branco) e adicionou-se 50 e 100 yuL de As, na concentracdo referida. No segundo ensaio
seguiu-se o procedimento descrito em 3.2.2. usando a mesma quantidade de reagentes e 0
mesmo peso de amostra, adicionando-se 50 ou 100 pL de As (1 mg L™).

3.2.2.3 Ensaio com material de referéncia certificado

Materiais de referéncia certificados (MRC) sédo substéncias usadas como controlo para
verificar a qualidade e rastreabilidade dos procedimentos. Estes materiais sdo usados para
calibracdo dos equipamentos, avaliagdo de procedimentos analiticos e controlo de qualidade
(IPAC, 2007). Neste caso usou-se o0 MRC (WEPAL-IPE-556 Wheat (grain) / Triticum
aestivum) para verificar se o processo de extragdo usado seria adequado para o As.
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Para este ensaio pesou-se 0,30 g do material de referéncia e seguidamente procedeu-se
como descrito em 3.2.2.

3.2.3 Digestédo acida em microondas (CEM MDS 2000)

Para determinagdo do conteido mineral de As nas amostras foi utilizado o método descrito
por Singh et al. (2006). Apos a trituracao pesou-se cerca de 0,5 g de material para tubos de
teflon, previamente tarados, e adicionou-se 5 mL de &cido nitrico (HNO3) a 65% a cada tubo,
fechando-os de imediato. Foram realizados triplicados de todas as amostras.

Os tubos com amostra e os que continham apenas acido nitrico (ensaio em branco) foram
colocados no microondas (CEM MDS 2000) (Figura 12) de modo a dar inicio a digestédo
acida, durante a qual as amostras foram sujeitas a elevadas temperaturas e presséo para
gue toda a matéria organica fosse digerida, deixando apenas o contetdo mineral das
amostras. No processo de digestdo ocorre a libertacdo de diéxido de carbono e vapor de

agua.

Quando a digestao ficou completa (cerca de 30 minutos), na hotte, o contetido dos tubos foi

transferido para balBes volumétricos de 25 mL e o volume certo com agua desionizada.

Figura 12 —Microondas (CEM MDS 2000)

3.2.3.1 Ensaio em branco

Efetuou-se um ensaio em branco, seguindo a técnica descrita em 3.2.3. usando a mesma

guantidade de HNOsa 65 %, a excecédo do produto submetido a analise.
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3.2.3.2 Ensaio em meio fortificado

No primeiro ensaio seguiu-se o procedimento descrito em 3.2.3.1 (ensaio em branco) e
adicionou-se 50 pL de As (Img mL™). Para o segundo ensaio seguiu-se o procedimento
descrito em 3.2.3. usando a mesma quantidade de reagente e 0 mesmo peso de amostra e,
adicionou-se 50 pL de As (Img mL™).

3.2.3.3 Ensaio com material de referéncia certificado

Para este ensaio pesou-se 0,40 g do material de referéncia (WEPAL - IPE-556 Wheat
(grain)/Triticum aestivum), em vez das amostras e, seguiu-se 0 mesmo procedimento

descrito em 3.2.3.

3.3 Espetrofotometria de absorcédo atomica (EAA)

A espetrofotometria de absor¢do atdmica € o procedimento analitico mais utilizado para
determinar a presenca de As em materiais bioldgicos, incluindo amostras alimentares. Em
EAA em camara de grafite a amostra é aquecida até quebrar as suas ligagbes quimicas e
produzir atomos no estado fundamental. Os atomos absorvem a energia de radiacdo e
passam ao estado excitado, o detetor fotoelétrico mede a intensidade da radiagdo
transmitida que varia em funcdo do analito. Esta técnica foi escolhida por ter um limite de
detecdo baixo e permitir analisar quantidades de amostra muito reduzidas (Dabeka &
Lacroix, 1987; ATSDR, 2007).

As determinagfes analiticas do teor total de As foram analisadas por EAA em camara de
grafite (Unicam Solar M). O limite de detec&o do método foi calculado em 10 pg kg™, ou seja

ndo h& confianca em determinagdes analiticas de As abaixo desse valor.

3.3.1 Curva padréo de Arsénio

Para determinar o teor de As das amostras digeridas por EAA é necessario realizar padrdes
com concentracdo conhecida a partir de uma solu¢cdo-mée. A solucdo de padréo de As com

concentragdo 1000 mg L™ serviu de referéncia para a preparacéo da curva de calibrac&o.

Partiu-se de uma solugéo-méae (1000 mg L™) retirando-se 1 mL para um baldo volumétrico
de 100 mL e perfez-se o volume com &gua desionizada obtendo-se uma solu¢céo de 10 mg
L. Dessa solucdo obteve-se posteriormente uma solugdo com uma concentragao
conhecida de 0,1 mg L™. Foi a partir desta que se obteve as concentracdes finais dos

padrbes de As utilizadas e que se encontram descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 - Concentragdes finais dos padrdes de As.

Padrdes de As

0,5 mL em 100 mL 1,0 mL em 100 mL 2,0 mL em 100 mL 4,0 mL em 100 mL 8,0 mL em 100 mL

0,5 pugL™ 1,0 pgL™* 2,0 ugL™ 4,0 ugL™ 8,0 ugL™

3.4 Tratamento Estatistico

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o programa estatistico
“SPSS Statistics 20.0” (SPSS Inc.).

Aos resultados foi aplicada a andlise de variancia a um fator (ANOVA) para comparar 0s
valores de concentracdo média obtidos para cada tipo de amostra. Para comparacdo das

médias utilizou-se o teste de Tukey a um nivel de confianca de 95 %.

As letras minusculas dizem respeito a existéncia de diferencas significativas (p < 0,05) entre
as médias da concentracdo de As nas amostras. Amostras com a mesma letra ndo

apresentam diferencgas significativas ao nivel de significancia considerado.

As barras de erro nas colunas dos graficos apresentados representam o desvio-padrao da

média das amostras.

34




RESULTADOS E DISCUSSAO



RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo do teor mineral de As no arroz

Inimeros estudos tém-se focado na determinacdo da concentracdo de As no grdo de arroz
cru em varias regiées do mundo, mostrando uma grande variacdo de valores (Bae et al.,
2002; Williams et al., 2005; Rahman et al., 2006; Williams et al., 2007; Rahman et al., 2007;
Rahman et al., 2008; Meharg et al., 2009; Rahman & Hasegawa, 2011; Sahoo & Kim, 2013).

Sabe-se que o teor de As no arroz varia significativamente com a sua origem, variedade e
cultivar, por isso € expectavel que arroz com diferentes origens tenha concentracfes de As

discrepantes (Meharg et al., 2009).

Na Figura 13 apresentam-se as concentracdes médias de As em ug kg™ nas amostras de

arroz analisadas.
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Figura 13 — Concentracdo média de As (ug kg™) em amostras comerciais de arroz.

As letras mindsculas dizem respeito a diferencas significativas entre as amostras (p <0,05). Valores
com a mesma letra ndo sdo significativamente diferente entre eles. As barras de erro indicam os
valores de desvio-padrao.
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Foi detetado As em todas as amostras de arroz, sendo que nenhum valor se situou abaixo
do limite de detecéo do método (< 10 pg kg™). A preparacdo das amostras para este ensaio
foi realizada por digestdo acida em bloco de aquecimento (DigiPrep MS, SCP Science). Os
valores variaram entre 12,0 + 548 e 300,8 + 31,79 ug kg, revelando uma grande

discrepancia de concentragfes.

As amostras com teor de As mais elevado, Al (300,8 + 31,79 ug kg™), A2 (242,6 + 32,97 ug
kg™, A5 (224,3 + 32,97 ug kg™') e A4 (217,5 + 15,94 ug kg™) apresentaram concentracoes
acima dos 200 ug kg™. Embora nZo haja dados quanto & origem de todas as amostras, de
acordo com o rotulo, sabe-se que as amostras Al, A2, A5 sdo de origem portuguesa, sendo
que o arroz Al e A5 pertence & mesma marca comercial. E também importante realcar que
ndo existem diferengas significativas entre as amostras A2, A4 e A5 sugerindo que tém a

mesma origem. As amostras referidas séo todas de arroz carolino.

Os resultados obtidos para as amostras Al, A2 e A5, de origem portuguesa, estdo em
concordancia com os valores detetados num estudo realizado em Portugal (Coelho et al.,
2013) onde foram reportados valores entre 114 - 285 g kg™.

Importante mencionar que a amostra A5 € referente a arroz baby rice, adequado a
alimentac&o infantil, sem gliten. O teor de As desta amostra é de 224,3 + 33,0 ug kg™, um
dos valores mais elevados das amostras analisadas. Meharg et al. (2008) analisaram 17
amostras de baby rice no Reino Unido com concentracdes entre 60-160 pg kg™, mais

reduzidas que a amostra em questao.

Williams et al. (2005), num estudo realizado na Europa, reportaram concentracdes de As no
arroz de 130-200 pg kg™. Em Espanha, um estudo de recolha de amostras de arroz, detetou
teores de As entre 50-820 pg kg™ (Meharg et al., 2009). Em Franca os valores situaram-se
entre 120-610 ug kg™ (Williams et al., 2007). Estes valores permitem supor que as amostras
A3, A4, A6, cuja informacao sobre a sua origem ndo consta no rétulo, podem ser originarias

da Europa.

As amostras com teores de As abaixo dos 100 pg kg™*, A7 (12,0 + 5,48 ug kg™), A10 (53,2 +
8,21 pug kg™), A9 (62,6 + 6,21 ug kg™) e A8 (85,5 + 10,39 pg kg™) pertencem as variedades

orientais de arroz analisadas, arroz basmati e arroz thai jasmine.

Na amostra A7 de arroz basmati e, origem asiatica (Punjab, india) foi onde se determinou a
menor concentracdo média de As (12 + 5,5 pg kg™). Segundo Meharg et al. (2008) as zonas
ndo contaminadas do continente asiatico produzem arroz com baixo teor de As. O arroz
basmati indiano reporta valores 5 vezes menores que 0s encontrados no arroz norte-
americano (Zavala & Duxbury, 2008). As amostras A8 (85,5 + 10,4 ug kg™) e A9 (62,6 + 6,2
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ug kg™ ndo apresentam valores de concentracdo média de As significativamente diferentes
e pertencem a mesma variedade de arroz, thai jasmine. Sabe-se pela informacéo contida no
rotulo, que a amostra A9 é proveniente da Tailandia onde o mais recente estudo (Meharg et
al., 2009) detetou teores de As entre 10-390 ug kg™, concordantes com os valores detetados
neste ensaio. Os valores sugerem que as amostras tém a mesma proveniéncia e que a

variedade esta relacionada com baixo teor em As (Sommella et al., 2013).

Relativamente & amostra A10 cuja origem ¢ italiana, o valor detetado (53,2 + 8,2 pg kg™?)
esta abaixo dos valores identificados por Williams et al. (2005), num estudo realizado em
Itlia, que reportou concentracbes de As em arroz cru na ordem de 190-220 ug kg™.
Sommella et al. (2013) num estudo mais recente, onde se avaliou o teor de As em arroz
italiano por variedade e regido produtora também reportaram valores mais elevados (80-280
ug kg™) que o determinado neste ensaio.

Como ja foi referido, ndo existem limites definidos para a concentracdo de As no arroz na
Europa. Foi proposto recentemente proposto pela FAO/WHO que se estabelecesse o teor
de As (total ou inorganico) em 300 ug kg™. No ensaio realizado todas as amostras, exceto
Al (300,8 pg kg™, se situam abaixo desse valor. No entanto, se considerarmos o limite
definido na China, 150 ng kg™, cinco amostras (A1, A2, A4, A5 e AB) ja se encontrariam
acima desse limite (Zhu et al., 2008; FAO/WHO, 2012, 2012b).

Os valores obtidos sugerem que existe uma relagéo entre a origem geogréfica do arroz e o
seu contetdo em As, como descrito em estudos prévios (Meharg et al., 2009). No entanto, é
importante referir que existem muitos fatores que ndo estéo a ser considerados neste estudo
gue contribuem para a presenca de As no grdo de arroz como, a natureza geoquimica do
solo, praticas de irrigacao dos terrenos e, diferencas genéticas entre as variedades de arroz
estudadas (Zavala & Duxbury, 2008).
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4.1.1 Comparacdo do teor de As em arroz cru versus arroz cozido

Com o objetivo de se perceber se 0s processos culinarios teriam influéncia no teor de As do
arroz procedeu-se a cozedura das amostras A2, A4 e A5 e, comparou-se o teor de As
dessas amostras com o teor de As obtido no primeiro ensaio, em arroz cru. As amostras
foram preparadas por digestdo &acida em bloco de aquecimento (DigiPrep MS, SCP
Science). Optou-se por cozer o arroz do modo tradicionalmente usado em Portugal e, como

se encontra sugerido no rétulo das embalagens.

Na Figura 14 estao representados os valores relativos a comparacédo do teor de As em

amostras de arroz, antes e apés a cozedura.
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Figura 14 — Comparacao do teor de As (ug kg™) em amostras de arroz cru e cozido.

As letras minasculas dizem respeito a diferengas significativas entre amostras do mesmo arroz cru e
cozido (p <0,05). Valores com a mesma letra ndo séo significativamente diferente entre eles. As
barras de erro indicam os valores de desvio-padréo.

Analisaram-se as amostras A2, A4 e A5 por serem de arroz carolino e o teor de As detetado
nas amostras em cru ter apresentado valores muito semelhantes, entre 217,5 + 15,9 e 242,6
+ 32,9 ug kg™. Observaram-se desigualdades entre o teor de As no arroz cru e cozido em
todos os casos, embora n&o tenham sido significativamente diferentes para as amostras A4
e A5. Os valores nas amostras de arroz cozido tiveram uma variagcdo de concentracao na
gama de 215,43 + 9,54 a 393,16 + 35,39 ug kg™
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Em relagdo as amostras A2 e A4, a variagdo foi positiva, verificando-se o aumento do teor
de As nos dois casos. Na amostra A2 a cozedura fez aumentar a concentragdo de As numa
variacdo percentual de = 62 %, aumentando significativamente o teor de As no arroz. Na
amostra A4 a variacdo percentual foi menor, =16 %, e os valores ndo séo significativamente
diferentes. No caso da amostra A5 houve uma reducéo néo significativa no teor de As do
arroz cozido, a variagéo negativa foi de =0,04 %.

E importante referir que a 4gua utilizada na cozedura ndo estava contaminada com As. De
acordo com as analises do ultimo trimestre de 2013 relativas & agua de consumo na zona de
Lisboa, a concentracéo de As situa-se entre <0,500-1,62 ug L™ (n=35). O valor paramétrico
usado é 10 pg L™, valor indicado pela WHO e previsto no Decreto-Lei n° 306/2007, de
acordo com a legislacdo portuguesa (WHO, 2001; Decreto-Lei n°® 306/2007; EPAL, 2013).

Tal como foi referido anteriormente, as amostras foram cozidas de maneira a que nao
sobrasse nenhuma agua no fim da cozedura, ou seja de forma a que houvesse total
absorcéo da agua pelo arroz durante o processo de confecdo: De acordo com a literatura, o
método de confeg¢d@o do arroz pode influenciar o teor de As no arroz cozido (Laparra et al.,
2005; Rahman et al., 2006; Raab et al., 2009). No entanto, o0 modo de confe¢&o utlizado

neste ensaio ndo prevé nenhuma variacao significativa (Raab et al., 2009).

Os resultados obtidos na amostra A2 sugerem que possa ter havido alguma interferéncia no
decorrer do ensaio que tenha levado ao aumento significativo do teor de As na amostra
cozida. Seria necessario realizar ensaios semelhantes com maior representatividade de

amostras para obter resultados mais conclusivos.
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4.1.2 Estimativa da Ingestéo Diaria de Arsénio

Para populacdes que ndo sao expostas a contaminacdes de As ha agua de consumo, a
principal via de exposi¢do ao As é através do arroz (Meharg et al., 2008). Sendo Portugal o
maior consumidor de arroz da Europa € interessante perceber a quantidade de As a que
poderd estar exposta a populacdo portuguesa através da ingestdo de arroz na sua

alimentacéo.

Portugal tem atualmente um consumo de 16,1 kg/capita/ano (INE, 2012), o que significa um
consumo médio diario de cerca de 45 g de arroz. Através dos dados deste trabalho relativos
as amostras que sabemos terem sido produzidas em Portugal (Al, A2 e A5), as
concentraces de As variaram entre 224,3 e 300,8 pg kg, o que corresponde a uma
ingestdo diaria de As estimada entre 10,09 e 13,5 ug kg™.

Tabela 11 - Dados estimados referentes ao consumo diario de As para a populagdo
portuguesa.

Ingestéo de As

Fonte Consumo Diério As kg? -
[As] ng kg ng kgt

Arroz Cru 459 224,3 — 300,8 10,09 — 13,5

De acordo com os dados obtidos, considerando uma pessoa de 60 kg, a ingestdo diaria de
As estimada é de de 0,17 — 0,23 pg kg™ dia™. Estes resultados encontram-se dentro dos
valores definidos por Calle et al. (2011) relativamente a um consumidor europeu (0,13 — 0,56
ug kg™), previamente citado.

Também como ja foi referido, ndo existem limites definidos para a presenca de As nos
alimentos. No entanto, considerando a PMTDI (Provisional Maximum Tolerable Daily Intake,
dose diaria admissivel maxima provisoéria) definida pela JECFA de 2 ug kg™ e os MRLs de
exposicao cronica por via oral (0,3 pg kg™ dia™) verificamos que os resultados obtidos ficam
muito abaixo deste valor (EFSA, 2009; JECFA, 2010; ATSDR, 2013).

Podemos concluir que a presenca de As no arroz portugués ndo se traduz numa ingestao
significativa deste metal6ide na dieta dos portugueses, uma vez que se encontra abaixo de
todos os parametros toxicolégicos considerados. Ainda assim serd importante que se defina

um LM para a presenca de As em géneros alimenticios, nomeadamente no arroz.
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4.2 Avaliagéo do teor mineral de As nas amostras derivadas de arroz

4.2.1 Concentrac6es médias de As em bolachas

Na Figura 15 estdo representadas as concentracfes médias de As detetadas nas amostras
de bolachas derivadas de arroz. Na amostra B3 a quantidade analisada foi <10 pg kg™, pelo

gue ndo ha confianga no resultado obtido.

Neste ensaio as amostras foram submetidas ao processo de digestdo acida em bloco de
aquecimento (DigiPrep MS, SCP Science).
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Figura 15 - Concentracdo média de As (ug kg"l) em amostras comerciais de bolachas.

As letras minUsculas dizem respeito a diferencas significativas entre as amostras (p <0,05). As barras
de erro indicam os valores de desvio-padréo.

Os teores de As nas amostras B1 e B2 variaram entre 149,8 + 8.98 e 303,1 + 17,28 ug kg™,
respetivamente. Os valores de concentracdo obtidos sdo significativamente diferentes em
todas as amostras. O teor de arroz integral nestas amostras é superior a 80 % em ambos 0s
casos, sendo mais elevada na amostra B1 (99,3 %) do que na B2 (84,9 %). A amostra B3
ndo tem referéncia a percentagem de arroz na sua composi¢do, mas a lista de ingredientes
no rotulo refere que o produto € constituido por farinha de arroz, ndo sendo o ingrediente

que surge em primeiro lugar na relagédo de ingredientes do produto.
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Segundos a bibliografia, as concentragbes de As em produtos derivados de arroz podem
depender de varios fatores: teor de arroz, composicdo em cereais, zona de cultivo e
processamento do arroz (Meharg et al., 2009; Carbonell-Barrachina et al., 2012). Neste caso
existe ainda outro fator a ser considerado, que é o facto da amostra B2 provir de agricultura
biol6gica. Estudos mostram que a concentracdo de As no arroz € maior em arroz de
producdo orgéanica (Hernandez-Martinez & Navarro-Blasco, 2013), o que podera explicar os
valores obtidos. Além disso as formulacbes organicas, como a amostra B2, usam arroz
integral na sua composicdo. Como ja foi referido, a maior concentracdo de As encontra-se
na casca e no farelo, zonas do grédo de arroz que nao sdo removidas no arroz integral
(Rahman et al., 2007; Hernandéz-Martinez & Navarro-Blasco, 2013). Ndo obstante estas
razdes, o valor detetado nesta amostra € semelhante ao valor das amostras de arroz com
teor mais elevado obtido no ensaio anterior, 0 que parece ser um valor muito elevado tendo

em conta que se trata de um produto derivado de arroz.

As amostras Bl e B3 séo adequadas a alimentacdo de pessoas com doenca celiaca, uma
vez que nao contém glaten. A origem da amostra B1 é desconhecida e a amostra B2 é

proveniente da Europa. Todas as amostras pertencem a marcas comerciais diferentes.
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4.2.2 Concentracdes médias de As em farinhas

Na Figura 16 apresentam-se as concentracdes médias de As (ug kg™') detetadas nas
amostras de farinhas derivadas de arroz. As amostras foram submetidas a digestao acida
em bloco de aquecimento (DigiPrep MS, SCP Science).
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Figura 16 - Concentracdo média de As (ug kg"l) em amostras comerciais de farinhas.

As letras mindsculas dizem respeito a diferencas significativas entre as amostras (p <0,05). Valores
com a mesma letra ndo sdo significativamente diferente entre eles. As barras de erro indicam os
valores de desvio-padréao.

Foi detetado As em todas as amostras exceto na amostra F4, cujo valor foi menor que 10 ug
kg™, ndo havendo confianca nesse valor. As concentracbes médias de As neste ensaio
variaram entre 33,93 + 6,04 e 400,49 + 27,93 pg kg™*. Os valores de concentracdo obtidos

sao significativamente diferentes em todas as amostras de farinha.

Na amostra F1 foi identificado o maior teor de As (400,49 + 27,93 ug kg™) de todas as
amostras que foram analisadas. A amostra € uma farinha de arroz para uso culinario de

marca portuguesa.

Relevancia dada as amostras F2, F3 e F4 por serem farinhas destinadas a alimentacéo
infantil, ndo contendo glaten, por isso também adequadas a criancas e adultos com doenca

celiaca.
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Existe uma correlagéo positiva entre a percentagem de arroz presente na formulagéo e a
concentracdo de As detetada nas amostras. A amostra com maior percentagem de arroz € a
F1 (100 %), seguidamente a amostra F3 (96,35 %) composta por farinha de arroz e arroz
hidrolisado, F2 (63 %) e F4 (30 %). Todas as amostras pertencem a marcas comerciais

diferentes.
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4.2.3 Concentracfes médias de As em amostras de outros produtos derivados de

arroz

Na Figura 17 encontram-se os valores das concentracdes médias de As (ug kg™) detetadas
em amostras de outros produtos derivados de arroz. Neste grupo inclui-se uns palitos pré-
refeicdo (O1), folhas de arroz (0O2), cereais infantis de pequeno-almoc¢o (O3) e bebida de
arroz (O4). Para a bebida de arroz analisaram-se dois volumes diferentes de amostra (1 e 3
mL) e a concentragéo é dada em pg L™. As amostras foram sujeitas a digestdo acida em
bloco de aquecimento (DigiPrep MS, SCP Science).
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Figura 17 - Concentracdo média de As (ug kg™ e pg L™) em amostras comerciais de outros
produtos derivados de arroz.

As letras mindsculas dizem respeito a diferencas significativas entre as amostras (p <0,05). Valores
com a mesma letra ndo sdo significativamente diferente entre eles. As barras de erro indicam o0s
valores de desvio-padrao

Neste ensaio foi detetado As nas amostras O1, O3 e 04 (3 mL), sendo que a amostra O2 e
04 (1 mL) revelaram um valor <10, ndo havendo confianga nesse valor por se situar abaixo
do limite de dete¢cdo do método. Os resultados para a concentracdo de As variaram entre
26,63 + 4,90 e 101,29 + 12,77 pg kg™

Analisando a relacéo entre o teor percentual de arroz, na composi¢céo destes produtos e, 0s

seus valores de concentracdo de As, nota-se uma grande discrepancia.
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Estes valores sugerem que a presenca de As nos produtos derivados de arroz depende de
muitos fatores, além da sua composicdo em arroz (Meharg et al., 2009). A amostra O1
apresenta o teor de As mais elevado para este ensaio (101, 3 + 12,8 ug kg™) e, a amostra
02 revelou um valor <10 pg kg*. Uma vez que contém praticamente a mesma quantidade
de arroz na sua composicao (50 % e 55 %, respetivamente), sugere que a presenca de As

nestes produtos é multifatorial, como ja foi referido.

No caso da amostra O3 (cereais infantis) o valor detetado (34,4 + 4,0 ug kg™) esta de acordo
com estudos prévios que reportaram concentracdes de As em alimentos similares na ordem
de 24,0 + 9,0 ug kg™ (Burl6 et al., 2012) e 33,0 + 6,0 ug kg™ (Carbonell-Barrachina et al.,
2012).

Relativamente a bebida de arroz (O4) analisaram-se dois volumes diferentes (1 e 3 mL), por
se desconhecer o teor de As que poderia estar presente ha amostra. A concentragdo de As
para o primeiro volume situou-se abaixo de 10 pg L™*, por isso consideramos o segundo
volume para a discussdo. A concentracdo média de As na amostra O4 (3 mL) (26,6 + 4,9 ug
L™) é concordante com o estudo publicado por Meharg et al. (2008) onde se detetaram
valores entre 10,2 — 33,3 ug L™. Estes valores s&o relevantes, pois situam-se acima do limite
definido pela WHO de 10 pg L™ para agua de consumo (WHO, 2001). Embora a bebida de
arroz nao seja agua, podera ser usada como um substituto desta se for usada para repor
fluidos no organismo. O teor de As presente nesta amostra poderd estar também
relacionado com o facto de se tratar de um produto de producéo orgénica, que como ja foi
referido, apresenta teores de As mais elevados relativamente a produgédo convencional

(Hernandez-Martinez & Navarro-Blasco, 2013).

Relativamente a origem geografica dos produtos, as amostras O3 e O4 sdo produzidas na
Europa e, a amostra O2 é proveniente da Asia. O rotulo da amostra O1 ndo continha
qualquer referéncia relativamente a origem da amostra. As amostras pertencem todas a

marcas comerciais diferentes.

47



RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo da presenca de arsénio em arroz e produtos derivados de arroz

4.2.4 Comparacao do teor de As em produtos com e sem glaten

z

Como j& foi referido, € importante analisar o teor de As em alimentos sem glaten, pois
normalmente destinam-se a popula¢cdes suscetiveis, criancas e doentes celiacos, cuja base

glucidica da sua alimentagéo € o arroz e seus derivados (Carbonell-Barrachina et al., 2012).

Na Tabela 12 encontram-se as concentracfes médias obtidas nos produtos derivados de
arroz com e sem gluten. Na tabela estdo representadas as concentracbes médias de As
detetadas nos produtos derivados de arroz referentes as amostras que apresentaram um

valor > 10 pg kg™ ou pg L™, no caso da bebida de arroz.

Tabela 12 — Concentracdes de As (Ug kg™) em amostras com e sem gluten.

[As] ug kg™
Glaten Sem Glaten
F1 400,49 + 27,93° B1 149,81 + 8,98°
B2 303,06 + 17,28 o1 101,29 + 12,77°
03 34,41 + 4,05% F3 91,62 + 8,27°
04 (BmL) (ugL") 26,63+ 4,90 F2 33,94 + 6,042

Concentracdo meédia de As + desvio-padrdo. As letras minlsculas dizem respeito a diferencas
significativas entre as amostras (p <0,05). Valores com a mesma letra ndo sao significativamente
diferente entre eles

Os teores mais elevados de As foram encontrados nas amostras com gluten sendo que os
valores mais elevados (F1 e B2) sdo significativamente diferentes de todos os valores
detetados. A média dos valores analisados para as amostras com glaten (191,15 pg kg™) é
claramente superior & média das concentracdes nos produtos sem gliten (94,16 pg kg™).
Estes valores sdo meramente indicativos, uma vez que estamos a analisar concentracdes

muito diferentes.

Relativamente as amostras destinadas a alimentacédo infantil (F3 e F2) estas apresentam
teores de As mais elevados, mas ndo significativamente diferentes, que os valores
reportados por Burld et al. (2012), que analisaram farinhas a base de arroz (com e sem
gliten) para alimentac&o infantil e obtiveram resultados entre 43,0 + 2,0 — 80,0 + 5,0 ug kg™,
para as amostras sem glaten. Carbonell-Barrachina et al. (2012) também reportaram
concentracdes superiores a 300 pg kg™ em produtos sem gliten destinados & alimentag&o

infantil, claramente superiores aos analisados neste ensaio.
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Segundo Burl6é et al. (2012) e Carbonell-Barrachina et al. (2012) amostras com glluten
apresentavam um teor de As menor que as amostras sem gluten, atribuindo esse facto a
maior percentagem de arroz presente nos produtos que ndo continham gluten. Neste ensaio
ndo se verificou essa tendéncia provavelmente porque o nimero de amostras analisadas foi
reduzido, proveniente de marcas comerciais diferentes e, tipos de produtos muito distintos

na sua formulagéo.

As concentracdes de As em produtos de arroz detetadas nas amostras dependem de varios
fatores como a percentagem de arroz e outros cereais na sua composicdo, zona de cultivo e
processamento do arroz, como ja foi referido (Meharg et al., 2009; Burl6 et al., 2012,
Carbonell-Barrachina et al., 2012).
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4.2.5 Avaliagcdo da correlacdo entre [As] e composicdo de arroz nos produtos

derivados

Analisou-se a existéncia de uma relacéo positiva entre o teor de As presente nos produtos

derivados de arroz analisados e, a percentagem de arroz na sua cComposigao.

E preciso ter em conta que estamos a analisar uma gama de produtos muito distintos entre
si, na sua composicao e, que a presenca de As no arroz é dependente de varios fatores,

como ja foi referido anteriormente (Megharg et al., 2009; Carbonell-Barrachina et al., 2012).

A Figura 18 mostra a correlacéo positiva (R*=0,3119) existente entre a concentracio de As

nos produtos e a percentagem de arroz na sua composicao.
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Figura 18 — Relacdo entre o contetido em As (ug kg™) e a percentagem de arroz nos produtos
derivados de arroz.

A taxa de correlacdo nao é forte porque existe uma grande variedade de concentracdes de
As e teores de arroz com valores muito discrepantes. S6 se consideraram as amostras que

apresentaram valores de concentracdo de As > 10 pg kg™.

Conseguimos identificar trés grupos de amostras. As amostras O2, F2, B2 e F1 seguem
uma tendéncia relativamente linear, perto da reta de correlacdo, evidenciando que quanto
maior for a percentagem de arroz presente na composi¢cdo de um produto, maior sera o seu

contetdo em As, como seria expectavel.
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O segundo grupo de amostras, O3, F3 e B1, tem uma percentagem muito elevada de arroz
na sua composi¢cao, mas apresenta concentragoes de As relativamente baixas. O terceiro
grupo, amostras F4 e O4 (3 mL) revela percentagens de arroz reduzidas, assim como
baixos teores de As.

Esta andlise mostra-nos que ndo basta controlar o teor de arroz nos produtos derivados
para haver uma menor concentragéo de As nos alimentos. As discrepancias detetadas nesta
determinagcdo devem-se a uma multiplicidade de fatores dos quais depende o teor de As
presente no arroz: origem, variedade, tipo de processamento do arroz usado na composicéo
dos produtos, processamentos das amostras, outros compostos usados na formulagéo dos
produtos, entre outros (Meharg et al. 2009; Carbonell-Barrachina et al., 2012).
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4.4 Comparacgao de dois métodos de digestdo acida

Na Figura 19 esta representado o grafico que compara as concentracdes médias de As
analisadas em amostras que foram submetidas a dois métodos de digestéo acida diferentes,
em bloco de aquecimento (DigiPrep) e em microondas (MW).
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Figura 19 — Teor de As em ug kg™ em amostras submetidas a dois métodos diferentes de
digestédo acida.

As letras minasculas dizem respeito a diferencas significativas entre as mesmas amostras digeridas
pelos dois métodos de digestdo (p<0,05). Valores com a mesma letra ndo sao significativamente
diferente entre eles. As barras de erro indicam os valores de desvio-padréo

Comparando os dois conjuntos de valores, verificamos que as diferencas ndo séo
significativamente diferentes (p<0,05) para os dois métodos, em nenhuma das amostras

analisadas.

As determinagdes para o caso da amostra B3 situaram-se abaixo de 10 ug kg™, em ambos

0s métodos, pelo que ndo ha confianca nesse valor.

Estes resultados s&o discrepantes relativamente a estudos semelhantes de comparacéo de
digestédo acida por microondas com outros métodos (Tuzen et al., 2004; Gildas, 2008) em

gue a digestdo em microondas permitiu obter as determinacfes analiticas mais elevadas.
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Os estudos de comparagdo de métodos utilizam maioritariamente MRCs e, neste ensaio,
usamos amostras do estudo (A6, B1, B2 e F3) e, uma amostra MRC. No caso deste Ultimo,

o resultado foi concordante com os trabalhos existentes na literatura.

Os valores obtidos ndo sdo significativamente diferentes para se poder sugerir que um
método é mais adequado que o outro. As diferencas verificadas podem ser justificadas pelo
facto de no procedimento em bloco de aquecimento se ter utilizado uma combinacdo de dois
acidos (HNO;z e HCI) e, no método em microondas apenas um acido (HNOs3), o que pode ter

contribuido para diferencas na mineralizacdo das amostras.

4.4.1 Validacao dos métodos de digestao

A validacdo dos métodos de digestdo é necessaria para assegurar a precisao e confianca
nos resultados obtidos. A precisdo dos métodos analiticos foi verificada pela analise do
MRC WEPAL-IPE-556 Wheat (grain)/Triticum aestivum e, através de ensaios de fortificacao.

Na Tabela 13 estdo representados os valores obtidos da analise do material de referéncia
pelos dois métodos descritos, comparagdo com o valor certificado e a taxa de recuperacao
de cada método. A taxa de recuperacgéo € obtida pelo calculo da seguinte formula:

valor observado

Recuperagio MRC (%) = valor certificado x 100

Tabela 13 — Validagdo dos métodos de digestdo pela comparacdo da taxa de recuperagcao do
MRC para cada método de digestdo &cida.

Valor Método 1 Recuperacao Método 2 Recuperacéo
Certificado DigiPrepMS (%) MW (%)
MLECKBA_E] 362+61,1 319,74+ 14,6 88,33% 345,89 £ 32,2 95,55%

Verificou-se que a taxa de recuperacdo mais elevada (95,55%) foi obtida através do método
de digestdo acida em microondas para o0 MRC, sugerindo que este método sera 0 mais

adequado para esta analise.

Na Tabela 14 estéo registadas as determinacfes de As (ug) analisadas em amostras que

foram fortificadas e as respetivas taxas de recuperagéao.

A taxa de recuperacao em amostras fortificadas é calculada através da seguinte férmula:

(quantidade detetada — original)
x 100

Recuperacio fortificado (%) = Fortificacao
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Tabela 14 — Taxas de recuperagdo das amostras fortificadas para cada método de digestao
acida.

Amostra Fortificac&o Original Detetado Recuperacgao
(1g) (1g) (H9) (%)
Método 1 — DigiPrep MS

A6 0,0924 0,1280 712 %
0,05

Fol 0 (branco) 0,0526 105,2 %

Al 0,149 0,2994 149,8 %
0,1

Fo2 0 (branco) 0,1069 106,9 %

Método 2 - MW

B1 0,0672 0,1057 77%
0,05

Fo3 0 (branco) 0,0467 93,4%

Fo = Ensaio em Branco Fortificado

As taxas de recuperacao obtidas para o método 1 (DigiPrep MS) variaram entre 71,2% e
149,8%, Sendo que os valores mais relevantes sdo os dos ensaios em branco, onde se
obteve uma boa taxa de recuperacao, perto dos 100%.

Para o método 2 (MW), a taxa de recuperacgdo do ensaio em branco fortificado foi 93,4% e o
fortificado com amostra apresentou uma taxa de recuperacdo de 77%. Conforme se
verificou pelo ensaio de comparacdo de métodos, o método em microondas permitiu detetar
uma concentracdo menor de As (ug kg™) em todas as amostras analisadas, exceto no MRC.
E previsivel que neste caso a taxa de recuperacdo seja mais baixa para B1, revelando a

mesma tendéncia ja verificada.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, € possivel tirar as seguintes conclusdes:

Considerando as amostras analisadas verificou-se que existe presenca de As no arroz e em
produtos derivados de arroz, nomeadamente bolachas, farinhas, cereais, bebida de arroz e

outros.

Os resultados obtidos sugerem que o teor de As no arroz depende principalmente da sua
origem geografica e da sua variedade. Das amostras analisadas os valores mais elevados
observaram-se em arroz de origem portuguesa, no tradicional arroz carolino (variedade
japonica). As variedades orientais thai jasmine e basmati apresentaram o0s valores mais

reduzidos de concentracdo de As.

Comparando o arroz cozido com o arroz cru verificou-se que a confecdo do arroz influencia
a concentracdo de As no grdo. O arroz cozido em pouca agua, de maneira a que haja total
absorcdo da agua pelo arroz, tem tendéncia a apresentar uma maior concentracao de As.
Os valores obtidos nao foram significativamente diferentes (p<0,05) nas amostras
analisadas, exceto numa, pelo que serd necessario fazer mais ensaios semelhantes para

tirar conclusodes relativamente a influéncia da cozedura no teor de As.

Pelo célculo da estimativa da ingestao diaria de As através de consumo de arroz, verificou-
se que os valores determinados se situam abaixo dos parametros toxicolégicos
considerados, PMTDI e MRL para a exposicdo crénica por via oral. Estes resultados
sugerem que os valores de As presentes no arroz portugués ndo sao significativos em

termos de potenciais consequéncias negativas para a salde publica.

Nos produtos derivados de arroz detetou-se a presenca de As em quase todas as amostras
analisadas. De acordo com os dados obtidos pela determinacéo analitica e as informacdes
contidas nos rétulos dos produtos é possivel sugerir que a concentracédo de As presente em
bolachas, farinhas e outros produtos derivados depende de mdltiplos fatores, como o teor de
arroz na composicao dos produtos, origem geografica e variedade do arroz, tipo de

producao e processamento do arroz.

Relativamente ao teor de arroz presente nos produtos derivados, quanto maior for a
percentagem de arroz na sua composicao, observa-se uma tendéncia para o aumento do
teor de As, verificado pelo ensaio de correlacdo entre a percentagem de arroz na
composicdo dos produtos derivados de arroz e o seu teor de As. Esta correlacdo é fraca

sugerindo que existem outros fatores que influenciam a presenca de As nos produtos
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alimentares derivados de arroz, como ja referido. A origem geogréfica dos produtos é na
maior parte dos casos desconhecida e, neste caso, ndo se identificou nenhuma relacao

significativa do teor de As entre produtos provenientes da mesma regido.

Sabemos, pelo ensaio do arroz, que a variedade do arroz tem influéncia na presenca de As
no arroz, mas nos rotulos dos produtos derivados ndo existe informacdo sobre o tipo de
matéria-prima utilizada. No entanto, os resultados sugerem uma relacdo entre o0 modo de
producdo e o teor de As presente na amostra, uma vez que as amostras produzidas em
agricultura biologica apresentaram valores elevados dentro do seu respetivo grupo. Estes
dados podem ser justificado pela frequente utilizagdo da variedade de arroz selvagem,
menos processado, em produtos de producao biologica.

Comparando os teores de As em produtos derivados de arroz com e sem gluten, foi possivel
verificar que os produtos com gluten apresentaram um teor de As mais elevado,
contrariando os dados da literatura. Estes dados séo justificados pela presenca de teores de
As muito elevados nas amostras que contém gluten e pela fraca representatividade da
amostra que continha produtos com formulagdes e teores de arroz muito distintos, diferentes

modos de producéo e pertencentes a marcas comerciais distintas.

O estudo comparativo relativo aos procedimentos de digestao acida entre a digestao em
bloco de aquecimento e microondas ndo revelou diferencas significativas entre os dois
métodos. No entanto, a digestdo em bloco de aquecimento revelou determinacdes de As
mais elevadas para todas as amostras o que podera ser justificado pelo facto de que na
digestdo acida em microondas se usou apenas um acido e, na digestdo em bloco de
aquecimento usou-se uma combinacédo de dois &cidos, permitindo uma mineralizacao mais
completa. A amostra de referéncia utilizada revelou uma taxa de recuperacdo mais elevada
no caso da digestdo em microondas, mostrando que o0 processo de extracdo usado é

adequado para o As. O ensaio de fortificagdo revelou taxas de recuperacéo satisfatorias.

Como estudos futuros propde-se a realizacdo de ensaios de especiacdo de As nas amostras
onde foi detetada a presenca deste metaléide porque, como ja referido, a especiacdo

influencia a toxicidade deste composto.

Seria interessante desenvolver o ensaio relativo a confecdo do arroz, com outros métodos
de confecdo (com excesso de agua, a vapor) determinando o teor de As presente na agua

utilizada por forma a compreender a sua influéncia na concentracao final de As no arroz.

Propbe-se a realizagdo de ensaios comparativos entre produtos derivados de arroz mais
semelhantes na sua formulagcdo por forma a definir com maior precisdo os fatores

determinantes para a presenca de As nesses produtos e, dessa forma, contribuir para que
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0s mesmos possam ser controlados. Com vista aos interesses da populacdo em geral e,
mais especificamente das populagbes mais sensiveis, como as criangcas e 0s doentes
celiacos, sugere-se a realizacdo de estudos de avaliagdo da presencga e especiacdo de As
em produtos derivados de arroz sem glaten.

Importa realgar a importancia da realizagdo de estudos de availacéo de risco toxicologico
com vista a definir limites maximos de exposi¢do ao arsénio pelo consumo de arroz e seus
derivados, uma vez que estes ainda ndo estao definidos na Europa onde existem paises

com elevado consumo de arroz per capita, como é o caso de Portugal.
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