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Objetivo

Demostrar la capacidad de un ICP-MS para el analisis de elementos trazas en
el arroz de conformidad con las pautas de validacion del Método oficial
2015.01 de la AOAC y la Autoridad de Normas y Seguridad Alimentaria de la
India (FSSAI), la Administracién de Alimentos y Medicamentos de China
(CFDA) y la Union Europea (UE) Requisitos de LMR.

Introduccion

El arroz es un alimento basico importante con un consumo mundial de 518 millones
de toneladas en 2016." Los principales paises en los que el arroz es una parte
importante de la dieta humana son India 'y China. En consecuencia, la FSSAI, la
CFDA y la Comision Europea (CE) han establecido limites maximos de residuos
(LMR) para metales pesados en el arroz como se enumera en la Tabla 1.>*Los
metales pesados pueden aparecer en el arroz como consecuencia de la absorcion
de suelos agricolas contaminados por las actividades mineras y la eliminacion de
lodos. Procesos como el fresado y pulido, el envasado y el transporte también
pueden ser una fuente de contaminacion. La contaminacion con metales pesados
téxicos en el arroz es motivo de preocupacion debido a los posibles efectos
adversos sobre la salud humana. Los cientificos han informado problemas de salud
gue incluyen tos, anemia e insuficiencia renal, que en Ultima instancia conducen a
la muerte debido a la contaminacién por metales pesados.*® Para verificar y
cuantificar la cantidad de elementos toxicos en el arroz, los laboratorios comerciales
de andlisis de alimentos utilizan ampliamente un procedimiento basado en la
digestion por microondas seguida de la cuantificacion por ICP-MS.
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Para algunos elementos, como el arsénico o el selenio, es
posible que se requiera un andlisis de especiacion
mediante una técnica con guiones como IC-ICP-MS para
diferenciar diferentes formas quimicas, que pueden variar
en toxicidad o biodisponibilidad.’

Tabla 1. LMR FSSAI, UE y CFDA (mg / kg) de grano de arroz

« FSSAI MRL EU MRL CFDA
Elemento™ *(mgikg)  (mglkg)  (mg/kg)
Mercurio 1.0 - 0.02
Arsénico 1.1 0.2 -
Plomo 0.2 0.2 0.5
Cadmio 0.1 0.2 0.2
Cobre 30.0 - -
Estafio 250.0 - 250
Cromo - - 1.0

* Para todos los demas elementos en el alcance de este estudio, no hay

LMR disponibles de FSSAI, CFDA o EC.

En este estudio, se evalué un flujo de trabajo basado en
digestion por microondas seguido de cuantificacion
utilizando el espectrometro de masas de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) Thermo Scientific™ iCAP™ RQ
para el andlisis de trazas metalicas especificos en arroz.
Posteriormente, el método propuesto se validé de acuerdo
con las directrices® de la AOAC 2015.01 para garantizar el
cumplimiento de los requisitos de FSSAl y LMR de la UE
(ver Tabla 1).

Experimental

Quimicos y reactivos

< Acido nitrico (65-69%), TraceMetal™ Grade, Fisher
Chemical™ (A509-P500)

= Perdxido de hidrogeno (30-32%), TraceMetal™ Grade,
Fisher Chemical™ (H/1820/15)

< Acido clorhidrico (35-37%), TraceMetal™ Grade, Fisher
Chemical™ (A508-P500)

= Agua desionizada (18,20 MQ - cm), sistema de
purificacion de agua Thermo Scientific™ Barnstead™
MicroPure™

= Soluciones estandar de un solo elemento (para todos los
elementos en estudio, cada uno a 1000 mg / L, Inorganic™
Ventures). La lista de todos los elementos del analito,
incluidos los elementos diana y los respectivos elementos
estandar internos, se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de elementos con su masa, modo de medicién y
elementos de patron interno (IS)

Elemento
estandar
interno
(simbolo)

Elemento Masa

(simbolo)

Litio (Li) 7 Escandio (Sc) 45
Berilio (Be) 9 Escandio (Sc) 45
Boro (B) 11 Escandio (Sc) 45
Sodio (Na) 23 Escandio (Sc) 45
Aluminio (Al) 27 Escandio (Sc) 45
Vanadio (V) 51 Escandio (Sc) 45
Cromo (Cr) 58 Escandio (Sc) 45
Manganeso (Mn) 55 Escandio (Sc) 45
Hierro (Fe) 57 Escandio (Sc) 45
Cobalto (Co) 59 Escandio (Sc) 45
Niquel (Ni) 60 Escandio (Sc) 45
Cobre (Cu) 65 Escandio (Sc) 45
Zinc (Zn) 66 Escandio (Sc) 45
Arsénico (As) 75 Germanio (Ge) 72
Selenio (Se) 77 Germanio (Ge) 72
Estroncio (Sr) 88 Itrio (Y) 89
Molibdeno (Mo) 98 Rodio (Rh) 103
Cadmio (Cd) 111 Rodio (Rh) 103
Estafio (Sn) 118 Rodio (Rh) 103
Bario (Ba) 137 Terbio (Th) 159
Mercurio (Hg) 202 Bismuto (Bi) 209
Plomo (Pb) 208 Bismuto (Bi) 209

Preparacién y calibracion estandar

Para la calibracion del instrumento, se prepararon cuatro
grupos diferentes de estandares de trabajo mixtos en
rangos de concentracion apropiados para coincidir con las
concentraciones esperadas en las muestras. Se utilizo
una dilucion en serie para preparar una curva de
calibracion de seis puntos. Las concentraciones
respectivas para cada elemento se resumen en la Tabla 3.
Se agreg6 oro (200 ug / L) a todas las muestras, asi como
a todas las soluciones de enjuague para estabilizar y
facilitar el lavado del mercurio y, por lo tanto, reducir los
efectos de la memoria. Se afladié un estandar interno que
contenia Sc, Ge, Y, Rh, Tb y Bi (Tabla 2) a todas las
muestras a una concentracion de 20 pg / L.



Tabla 3. Preparacion estandar del nivel de calibracion para elementos

Concentraciéon de

NS T ks

Volumen final
(mL)

Concentracion estandar Volumen requerido
de trabajo (ug/L) (mL)

Serie 1: Hg, Cd, Co (ug/L)

STD1 0.05 25
STD2 0.1 25
STD3 0.25 25
STD4 0.5 25
STD5 5.0 25
STD6 20.0 25

10 0.125
10 0.25
10 0.625
10 1.25
1000 0.125
1000 0.5

Serie 2: Pb, As, Sn, Sb (ug/L)

STD1 0.1 25
STD2 0.5 25
STD3 1.0 25
STD4 5.0 25
STD5 10.0 25
STD6 20.0 25

10 0.25
100 0.125
100 0.25

1000 0.125
1000 0.25
1000 0.5

Serie 3: B, Ba, Be, Cu, Cr, Li, Mn, Mo, Ni, Sr, Se, V (mg/L)

STD1 0.002 25
STD2 0.004 25
STD3 0.01 25
STD4 0.05 25
STD5 0.1 25
STD6 0.2 25

1 0.05

1 0.1

1 0.25
10 0.125
10 0.25
10 0.5

Serie 4: Na, Al, Fe, Zn (mg/L)

STD1 0.05 25
STD2 0.1 25
STD3 0.25 25
STD4 0.5 25
STD5 1.0 25
STD6 2.0 25

Preparaciéon de la muestra

Se compraron muestras de arroz (Basmati) etiquetadas como
organicas en el mercado local y se evaluaron para detectar
contaminacion por metales. Se utilizé un molinillo de alta
resistencia (Maharaja Whiteline, Delhi, India) para moler el
arroz hasta obtener un polvo fino para facilitar el proceso de
digestion. El tamafio medio de particula después de la
trituracion fue de entre 200 y 500 pm. Se coloc6 una alicuota
de la muestra (pesada con precision a 0,25 + 0,025 g) en un
recipiente de digestion por microondas de 75 ml de
capacidad, previamente limpiado y seco (Nota: para la
muestra de recuperacion, la adicion se realizé antes de

10 0.125

10 0.25

10 0.625
100 0.125
100 0.25
100 0.5

agregar cualquier disolvente). Se afiadié un patron de oro
(200 pg/L) a la muestra (para estabilizar el mercurio) seguido
de la adicién de 1 mL de agua desionizada, 4 mL de acido
nitrico (HNO3), 2 mL de peroxido de hidrégeno (H202) y 0,4
mL de acido clorhidrico (HCI). Las muestras se dejaron
reposar en una campana extractora durante el periodo de pre-
digestion de 10 minutos antes de que se iniciara el proceso de
digestion por microondas utilizando el programa de
temperatura que se muestra en la Tabla 4. Para realizar las
digestiones se utiliz un sistema de digestién por microondas
CEM MARS 6™ (CEM Corporation, Matthews, NC, EE.UU.).



Tabla 4. Programa de temperatura para la digestion por microondas

Tiempo rampa (min) Tiempo de espera
(min)
20 195 °C

Paso 1 30

Temperatura Potencia

1800 W

Nota: la configuracion del tiempo de rampa y la potencia de microondas pueden variar segun la cantidad de recipientes.

Una vez completado el proceso de digestion por
microondas, los recipientes se mantuvieron en la mesa de
trabajo para que se enfriaran a temperatura ambiente. Los
recipientes de digestion por microondas se abrieron lenta y
cuidadosamente en una campana extractora, ya que se
pueden liberar vapores acidos presurizados. La solucién
digerida se transfirié cuantitativamente al matraz volumétrico
de 50 mL previamente limpiado. Se afadié una solucion de
mezcla de patrén interno (20 pg / L) (100 pL de 10 mg/L)
antes de ajustar a un volumen final de 50 ml con agua
desionizada y agitar durante 30 s. Se preparé un blanco de
procedimiento siguiendo el protocolo anterior sin la adicién
de ninguna muestra.

Analisis ICP-MS

Se utilizé un Thermo Scientific™ iCAP™ RQ ICP-MS para
todas las mediciones. El sistema de introduccion de
muestras constaba de una cdmara de pulverizacion ciclénica
con deflectores refrigerada por Peltier (3 ° C), un nebulizador
MicroMist™ y un soplete de cuarzo con un inyector de
cuarzo extraible de 2,5 mm de didmetro. El instrumento se
hizo funcionar en modo de discriminacion de energia cinética
(KED) utilizando gas de colisiéon de He puro en la celda de
colision / reaccion (CRC). Todos los analitos se miden
utilizando KED para eliminar las interferencias. KED utiliza
helio como gas de colision para eliminar las interferencias
poliatémicas en el CRC. Como las especies poliatomicas
consisten en mas de un atomo, tienen una seccién
transversal mas grande y experimentan mas colisiones con
los &tomos de helio en la celda en comparacién con el
analito. Por lo tanto, sufren una mayor pérdida de energia
cinética durante la transicion a través del CRC y es posible
que no entren en el cuadrupolo de resoluciéon de masas.
Esto permite la eliminacién selectiva de estas interferencias
y, por tanto, una eliminacion completa de las sefiales
potencialmente falsas positivas. El uso de KED para todos
los analitos reduce drasticamente el tiempo de ejecucion por
muestra, ya que se evitan los cambios de gas que consumen
mucho tiempo en la celda. Al mismo tiempo, el disefio del
Thermo Scientific™ QCell CRC permite una alta
sensibilidad incluso para elementos con poca masa, como
el litio o el berilio.

Se conectd un autosampler Teledyne™ CETAC™ ASX 560 al
ICP-MS para permitir un analisis de alto rendimiento. En la
Tabla 5 se ofrece un resumen de todos los parametros
relacionados con el instrumento.

Tabla 5. Condiciones del instrumento ICP-MS

Parametro Valor
Potencia (RF): 1550 W
Gas nebulizador: 1.06 L/min
Gas auxiliar: 0.8 L/min
Flujo de gas frio: 14.0 L/min
Toma de muestra / tiempo de 45 s
lavado:

Tiempo de permanencia: 0.05s
Numero de ejecuciones 3
principales:

Tiempo por 10 barridos: 20s
Tiempo total de adquisicidn por 150 s
muestra:

Adquisicion y procesamiento de datos

La adquisicion y el procesamiento de datos se realizaron
utilizando el software Thermo Scientific™ Qtegra™ Intelligent
Scientific Data Solution™ (ISDS).

Rendimiento del método

Para estimar el nivel de analitos incurridos, se prepararon y
analizaron muestras de arroz (n = 2) segun el protocolo.
Para determinar el limite de cuantificacion, las muestras de
arroz se enriguecieron a niveles decrecientes y se verifico su
buena recuperacion. Para determinar la precision y la
recuperacion, las muestras de arroz se enriquecieron (n = 6)
en tres niveles de concentracion diferentes.

Resultados y discusiéon

Validacién y ejecucion de métodos

Segun la Tabla 3, los estandares de calibracién preparados
ofrecieron excelentes valores de R2 (> 0,99) para todos los
elementos objetivo. La linealidad del sodio y el mercurio se
demuestra en la Figura 1.
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Figura 1. Demostracién de linealidad observada para el rango de calibracién en el software Qtegra para (A) sodio y (B) mercurio

Para la verificacion de los parametros de validacion del
método analitico, como la exactitud y la precision, las muestras
de arroz se enriquecieron con diferentes concentraciones de
todos los elementos en estudio. EI método optimizado
proporcioné una sensibilidad excelente tanto en
concentraciones bajas como altas con una precision de entre
el 85y el 115% en comparacién con los criterios de las
directrices® del Método oficial 2015.01 de la AOAC, es decir,
entreel 60y el 115% a< 100 ug/kgy entre el 80y el 115%
a> 100 pg/ k. Se encontré que la desviacién estandar relativa
entre réplicas individuales era <11% a 0,1-1 mg / kg y <7,3%
por encima de> 1 mg / kg, respectivamente.

El limite verificado de cuantificacion (0,01 mg / kg; Nivel 1 en la
Tabla 6A), recuperaciones y valores de precision se presentan
en las Tablas 6A y 6B. En la Figura 2 se muestra una
ilustracion gréafica de la recuperacion en el limite de
cuantificacion para todos los elementos. Tenga en cuenta que
el limite de cuantificacion se refiere a la cantidad de
contaminante que se encuentra en la muestra no digerida. Las
concentraciones en las soluciones medidas son
significativamente menores debido a la dilucién de la muestra
en el proceso de digestion.

Cuadro 6A. Datos de validacién del método [% de recuperacion y precision como% RSD calculado para el nivel 1 (LOQ), nivel 2 y nivel 3]

Masa Elemento NI 2 % RSD NIV 2
mg/kg mag/kg

7 Li 0.4 91 10.9 0.8
9 Be 0.4 98 4.1 0.8
11 B 0.4 101 5.3 0.8
51 \Y 0.4 93 15 0.8
58] Cr 0.4 93 2 0.8
55 Mn 0.4 105 0.4 0.8
59 Co 0.01 96 815 0.02
60 Ni 0.4 110 6.1 0.8
65 Cu 0.4 98 5) 0.8
75 As 0.1 105 2.7 0.2
7 Se 0.4 99 8.6 0.8
88 Sr 0.4 99 1.3 0.8
98 Mo 0.4 86 11 0.8
111 Cd 0.01 88 &5 0.02
118 Sn 0.1 99 2.6 0.2
137 Ba 0.4 86 5.2 0.8
202 Hg 0.01 95 8.1 0.02
208 Pb 0.1 101 82 0.2

% RSD NI % RSD
mg/kg

08 6.2 2 101 2.4
99 16 2 99 3.4
110 3.7 2 95 2.4
95 2 2 93 17
103 5.8 2 99 3.2
112 13 2 98 17
9% 18 0.05 105 11
08 r 2 94 16
113 18 2 90 1.2
103 1.7 2 104 1.6
101 5.8 2 102 3.8
105 18 2 99 1.2
89 25 2 90 2.4
94 6.1 0.05 98 1.2
97 12 2 103 2.3
99 15 2 97 2

84 2.9 0.05 86 1.6
97 °E B 101 11

*Nota: Todos los valores de concentracion dados en la tabla tienen un factor de dilucion de 200 veces.



Cuadro 6B. Datos de validacion del método (% de recuperacion y precision como% RSD)

Masa Elemento “WVell o pec.  wrsp  NVEI2Z g pec %RsD
mg/kg mg/kg
23 Na 200 98.1 18 400 103.6 13
27 Al 200 101.5 2.1 400 102.6 1.1
57 Fe 200 96.5 12 400 99.6 15
66 Zn 200 97.6 18 400 100.4 i

*Nota: Todos los valores de concentracién dados en la tabla tienen un factor de dilucién de 200 veces.
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Figura 2. Porcentaje de recuperacion de todos los elementos del analito en el limite de cuantificacion verificado

Robustez del método digestiones de alimentos. El estandar interno mostré una
Para verificar la solidez del método propuesto, se control6 la recuperacion entre el 95% y el 120%, que se encuentra
posible supresion y deriva de la sefial del patrén interno en dentro de los criterios de aceptacion (60-125%) establecidos
presencia de matriz de arroz a lo largo de una secuencia en el Método AOAC 2015.01. Las recuperaciones

analitica que comprende 30 muestras individuales en total. La observadas para los diferentes patrones internos Sc, Y, Tb,
lectura de la recuperacion del estandar interno demuestra la Ge, In, Ir, Rh y Bi se muestran en la Figura 3.

solidez y estabilidad del iICAP RQ ICP-MS para el analisis de
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Figura 3. Recuperacién de patrén interno en matriz de arroz para una serie analitica con un total de 30
muestras
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Conclusién

El flujo de trabajo descrito en esta nota de aplicacion
muestra la cuantificacion precisa y precisa de mdltiples
elementos a niveles de trazas en el arroz. Las muestras se
digirieron con &cido en base a un método asistido por
microondas seguido de analisis cuantitativo usando el iCAP
RQ ICP-MS. Esta metodologia permite los limites inferiores
de cuantificacién en arroz, combinados con una excelente
recuperacion (80-115%) y precision (<11% RSD). Por tanto,
el método propuesto se puede utilizar como una solucién
llave en mano para el analisis de metales en
concentraciones de trazas en el arroz. El método cumple
con los requisitos de rendimiento del método estandar del
método oficial AOAC 2015.01, asi como con los requisitos
de MRL de FSSAI, CFDAy EC. La precision se logra
mediante la eliminacién constante de las interferencias
espectrales debido al disefio superior del sistema CRC del
iCAP RQ ICP-MS, que combina KED con un corte de masa
baja aplicado automaticamente. Se demuestra una
excelente robustez al lograr una recuperacién constante de
la respuesta estandar interna entre 95% y 120% con <10%
RSD. Este método optimizado ofrece una excelente solucién
para los laboratorios comerciales de andlisis de alimentos
gue necesitan mejorar el rendimiento de las muestras sin
sacrificar la calidad de los datos.
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