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I.-Lista de abreviaturas 
 

α: Factor de selectividad 

AsIII: Ácido arsenioso, arsenito o As(III) 

AsV: Ácido arsénico, arseniato o As(V) 

iAs: Arsénico inorgánico 

AB: Arsenobetaína 

AC: Arsenocolina 

AcONH4: Acetato amónico 

ALDH: Aldehído deshidrogenasa 

AM: Media aritmética 

AMD: Drenado ácido de minas 

APL: Leucemia promielocítica aguda 

AsSug: Arsenoazúcar 

AsLip: Arsenolípido 

AsHCs: Arsenohidrocarburos 

AsFAs: Arsenoácidos grasos 

AsPCs: Arsenofosfatidilcolinas 

AsPLs: Arsenofosfolípidos 

As3MT: Arsénico-3 metiltransferasa 

ATP: Adenosín trifosfato 

BER: Base Excision Repair 

CCD: Charge-coupled device 

Correlación de Pearson (r): Factor de evaluación de la tendencia entre dos variables 
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CV(%): Coeficiente de variación 

DARB: Dissimilatory Arsenic-Respiring Bacteria 

DIRB: Dissimilatory Iron-Respiring Bacteria 

DMAV: Ácido dimetilarsínico o ácido cacodílico  

DMAA: Ácido dimetilarsenoacético 

DMTAV: Ácido dimetilmonotioarsínico 

DRC: Celda dinámica de reacción 

GM: Media geométrica 

GSH: Glutation 

GSTO: Glutation-S-transferasa-omega o Glutation-S-transferasa- ω 

HFO: Oxihidróxidos de hierro 

HNO3: Ácido nítrico 

IC: Cromatografía de intercambio iónico 

IMC: Índice de masa corporal 

INSPQ: Instituto nacional de salud pública de Quebec 

IS: Patrón interno 

k: Factor de retención  

KED: Discrimación por energía cinética 

LD50: Dosis letal 50 

LOD: Límite de detección 

LOQ: Límite de cuantificación 

m: Valor de la pendiente del calibrado 

MDR: Proteínas multirresistentes a drogas 

MeOH: Metanol 
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MMAV: Ácido monometilarsónico 

MMTAV: Ácido monometilmonotioarsónico 

N: Número total de observaciones 

NaBH4: Borohidruro sódico 

NaCNBH3: Cianoborohidruro sódico 

NER: Nucleotide Excision Repair 

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey 

NH4H2PO4: Fosfato monobásico de amonio 

(NH4)2HPO4: Fosfato dibásico de amonio 

PDH: Piruvato deshidrogenasa 

PMI: Índice primario de metilación 

PSDVB: Poliestireno divinil benceno 

PTS: Proficiency Testing Samples 

r2: Coeficiente de correlación de la pendiente del calibrado 

Rs: Factor de resolución cromatográfica 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

Sig (bilateral): P-value, medida de la significancia estadística de una correlación 

SAM: S-adenosil meteonina 

SMI: Índice secundario de metilación 

tR: Tiempo de retención 

TAs: Concentración de arsénco total medido por ICP/MS 

TSAs: Suma total de las concentraciones de las especies de arsénico medido por HPLC-

ICP/MS 

TMAO: Óxido de trimetilarsénico 

Tio-AsSug: Tioarsenoazúcar  
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Tio-DMAA: Ácido monotiodimetilarsenoacético 

UA: Unidades de área 
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II.-Resumen 
El arsénico es un elemento altamente reactivo que se encuentra en el medioambiente de 

manera frecuente y abundante, principalmente en forma de minerales, disuelto en 

medios acuosos y unido a la materia particulada de la atmósfera. Desde estos medios 

puede incorporarse a la cadena trófica a través de la captura de nutrientes en diferentes 

tipos de semillas y ciertos vegetales. Además, su presencia en el agua de ríos, mares y 

océanos le permite introducirse fácilmente en el organismo de los animales marinos, 

biomagnificándose a lo largo de la cadena trófica. Si bien normalmente su presencia en 

el medioambiente se conoce y está regulada por un ciclo biogeoquímico, la actividad del 

ser humano, principalmente en la industria y la minería ha ocasionado la alteración del 

mismo contribuyendo al vertido incontrolado de este semimetal en entornos terrestres y 

acuosos, así como la emisión a la atmófera de derivados de arsénico en mucha mayor 

proporción que la que se encuentra de manera natural.  

El principal problema asociado a su facilidad para movilizarse por el medioambiente 

radica en que tras cada proceso se transforma en especie de arsénico u otra, incluso a 

través del propio metabolismo de los seres vivos que lo ingieren. En base a esto, se 

pueden clasificar las diferentes especies de arsénico en función de su naturaleza 

(arsénico inorgánico y arsénico orgánico) y de su estado de oxidación (especies de 

arsénico trivalentes y especies de arsénico pentavalentes).  

Todo lo anterior, unido al hecho de que cada especie de arsénico presenta una toxicidad 

determinada, hace preciso el desarrollo de una metodología de especiación de arsénico 

para poder identificar y cuantificar los tipos y la concentración de cada una de las 

especies de arsénico presentes en las muestras a analizar. En este estudio, el tipo de 

matriz seleccionada ha sido la orina, mientras que la técnica analítica utilizada para 

llevar a cabo la especiación ha sido LC-ICP/MS (cromatografía de líquidos acoplada a 

espectrometría de masas mediante un plasma de acoplamiento inductivo) por su 

selectividad, sensibilidad y resolución cromatográfica.  

Concretamente las dos fases móviles utilizadas han sido AcONH4 20 mM a pH 5 y 9, 

utilizando para ello un modo gradiente de pH, seleccinado a partir de un estudio 

sistemático de los tiempos de retención estudiando cuatro valores de pH (5, 7, 9 y 11) y 

cuatro valores de concentración de la fase móvil (5, 10, 20 y 40 mM).  



19 

 

 

La columna utilizada fue una Hamilton PRP X-100 (4,6 x 250 mm x 5 µm) de 

intercambio aniónico fuerte. En estas condiciones se llevó a cabo la validación 

obteniendo unos valores de precisión y veracidad <6% para las seis especies analizadas, 

las cuales son, AB, AC, AsIII, AsV, DMAV y MMAV. En cuanto a la selectividad, no se 

observó rastro de la interferencia poliatómica 75ArCl+. Por lo que respecta a la 

sensibilidad, el LOQ para cada especie estuvo en torno a 0,3 µg/l aproximadamente.  

Alternativamente a todo esto, se ha validado, también, una metodología de arsénico 

total por ICP/MS para utilizarla como valor de referencia de la concentración total de 

arsénico en orina. Para ello se utilizó una ecuación de corrección para la eliminación de 

la mencionada interferencia poliatómica. Por lo que respecta a la validación, la precisión 

y la veracidad fueron ≤4% y ≤3%, respectivamente. No se observó rastro de la señal del 
75ArCl+. Por último, el LOQ obtenido fue de 0,53 µg/l.  

Una vez validadas ambas técnicas, se ha seleccionado una muestra poblacional española 

(N=706) sobre la que se han estudiado una serie de variables de carácter demográfico 

(edad, género, país de nacimiento), además de otras variables asociadas a factores de 

riesgo como el IMC o el consumo de tabaco. Por último, la variable más relevante en 

este estudio fue la dieta, catalogada en base al consumo de pescado y de arroz. Mediante 

el análisis del contenido de arsénico total y especiado, se han elegido una serie de 

biomarcadores para analizar estadísticamente la relación entre éstos y las variables 

estudiadas. Estos biomarcadores fueron la concentración de arsénico total y especiado, 

la de cada una de las especies así como los índices primario y secundario de metilación 

(PMI y SMI, respectivamente).  

Los resultados de este estudio poblacional revelaron que la especie de arsénico más 

abundante fue la AB, que no presenta toxicidad, representando el 90% del contenido 

total de arsénico. El 10% restante estuvo constituido por DMAV (9%) y MMAV (1%). 

No se encontró rastro de arsénico inorgánico, la forma más tóxica de arsénico. Además, 

se demostró la existencia de una tendencia estadísticamente significativa en función del 

país de origen de los sujetos, explicada como consecuencia de la diferente dieta propia 

de cada nación. La capacidad de metilación fue superior para niños que para niñas, y 

para aquellos sujetos con mayor IMC.  
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Por otro lado, se demostró que el consumo del tabaco, un factor asociado históricamente 

con los niveles de arsénico, no fue una variable estadísticamente relevante que 

contribuyó a explicar la concentración y distribución de especies encontradas. La 

variable más relevante fue, por tanto, la dieta, debido al elevado consumo de raciones de 

origen marino y de arroz. En resumen, se han desarrollado dos metodologías de 

arsénico, una de arsénico total, y otra de especiación de arsénico, precisas, veraces y 

adecuadas para su uso previsto. Mediante el empleo de éstas se ha podido estudiar y 

concluir que la población estudiada no presenta ningún riesgo toxicológico y que el 

perfil de especiación de arsénico obtenido es compatible con el consumo de pescado de 

la región.  
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III.-Abstract 
Arsenic is a highly reactive element that is ubiquitous in the environment, mainly 

present in the form of minerals, dissolved in aqueous media and bound to particulate 

matter in the atmosphere. From these media it can be incorporated into the trophic chain 

through nutrient uptake in different types of seeds and certain vegetables. In addition, its 

presence in rivers, seas and oceans let it easily enter into the organisms of marine 

animals, biomagnifying itself along the trophic chain. Although its presence in the 

environment is normally known and regulated by a biogeochemical cycle, human 

activity, mainly in industry and mining, has caused the alteration of this cycle, 

contributing to the uncontrolled dumping of this semi-metal in terrestrial and aqueous 

environments, as well as the emission into the atmosphere of arsenic derivatives in 

much higher proportions than those found naturally. The main problem associated with 

its ease of movement through the environment is that after each process it is 

transformed into one arsenic species or another, including through the metabolism of 

the living beings that ingest it. On this basis, the different arsenic species can be 

classified according to their nature (inorganic arsenic and organic arsenic) and their 

oxidation state (trivalent arsenic species and pentavalent arsenic species).  

All of the above, along with the fact that each arsenic species has a specific toxicity, 

makes it necessary to develop an arsenic speciation methodology in order to identify 

and quantify the types and concentration of each of the arsenic species present in the 

samples to be analyzed. In this study, the type of matrix selected was urine, while the 

analytical technique used to carry out the speciation was LC-ICP/MS (liquid 

chromatography coupled to mass spectrometry by inductively coupled plasma) due to 

its selectivity, sensitivity and chromatographic resolution.  

Specifically, the two mobile phases used were AcONH4 20 mM at pH 5 and 9, using a 

pH gradient mode, selected from a systematic study of retention times by studying four 

pH values (5, 7, 9 and 11) and four mobile phase concentration values (5, 10, 20 and 40 

mM). The column used was a strong anion exchange column Hamilton PRP X-100 (4.6 

x 250 mm x 5 µm).  

Under these conditions the validation was carried out obtaining precision and trueness 

values <6% for the six species analyzed, which are AB, AC, AsIII, AsV, DMAV and 

MMAV.  
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As for the selectivity, no trace of the polyatomic 75ArCl+ interference was observed. 

Regarding sensitivity, the LOQ for each species was around 0.3 µg/l approximately.  

Alternatively, a methodology for total arsenic by ICP/MS has also been validated for 

use as a reference value for total arsenic concentration in urine. For this purpose, a 

correction equation was used to eliminate the aforementioned polyatomic interference. 

As far as validation is concerned, precision and trueness were ≤4% and ≤3%, 

respectively. No trace of the 75ArCl+ signal was observed. Finally, the LOQ obtained 

was 0.53 µg/l.  

Once both techniques were validated, a Spanish population sample was selected 

(N=706) on which a series of demographic variables were studied (age, gender, country 

of birth), in addition to other variables associated with risk factors such as BMI or 

tobacco consumption. Finally, the most relevant variable in this study was diet, 

catalogued on the basis of fish and rice consumption. By analyzing total and spicy 

arsenic content, a series of biomarkers were chosen to statistically analyze the 

relationship between these and the variables studied. These biomarkers were the 

concentration of total and spiced arsenic, that of each of the species as well as the 

primary and secondary methylation indexes (PMI and SMI, respectively).  

The results of this population study revealed that the most abundant arsenic species was 

AB, which does not present toxicity, representing 90% of the total arsenic content. The 

remaining 10% consisted of DMAV (9%) and MMAV (1%). 

No trace of inorganic arsenic, the most toxic form of arsenic, was found. In addition, a 

statistically significant trend was demonstrated depending on the country of origin of 

the subjects, explained as a consequence of the different diets of each nation. The 

methylation capacity was higher for boys than for girls, and for those subjects with a 

higher BMI.  

On the other hand, it was shown that tobacco consumption, a factor historically 

associated with arsenic levels, was not a statistically relevant variable that contributed to 

explain the concentration and distribution of species found. The most relevant variable 

was, therefore, diet, due to the high consumption of marine and rice rations. In 

summary, two arsenic methodologies have been developed, one for total arsenic and the 

other for arsenic speciation, which are accurate, reliable and suitable for their intended 

use.  
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By using these methodologies, it has been possible to study and conclude that the 

population studied does not present any toxicological risk and that the arsenic speciation 

profile obtained is compatible with the consumption of fish from the region. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

 

1.-Introducción 
El objetivo de la investigación llevada a cabo en esta tesis gira en torno a un tema de 

actual relevancia: los metales pesados, un grupo de elementos químicos notorios por sus 

propiedades contaminantes y tóxicas, como consecuencia de su prevalencia y 

estabilidad en medios críticos para el desarrollo de los seres vivos. Entre los diferentes 

miembros que conforman esta clasificación, sin duda uno de los más representativos lo 

constituye el arsénico, quintaesencia de las características de este grupo, si bien es un 

metaloide y no un metal propiamente dicho.  

La labor de investigación que aquí se presenta se puede dividir en dos partes bien 

diferenciadas. La primera consta del desarrollo metodológico de una novedosa 

estrategia de especiación de arsénico por cromatografía de líquidos de intercambio 

iónico acoplada a espectrometría de masas (IC-ICP/MS) para la determinación de los 

seis analitos de arsénico más relevantes: arsenocolina (AC), arsenobetaína (AB), ácido 

dimetilarsénico (DMAV), ácido monometilarsónico (MMAV), ácido arsenioso (AsIII) y 

ácido arsénico (AsV). De manera similar, se llevó a cabo un método de cuantificación de 

arsénico total por ICP/MS de manera complementaria a la especiación, cuyo objetivo se 

basa principalmente en servir como metodología referencia a la hora de cuantificar el 

valor total de las muestras a analizar, además de utilizarse para conocer la incertidumbre 

en la medida de la técnica de especiación. Dentro de esta parte, por tanto, se encuentran 

todos aquellos procesos y experimentos relacionados con la optimización instrumental, 

la obtención de las variables cromatográficas, espectroscópicas y físico-químicas más 

adecuadas, la preparación de la muestra y las condiciones experimentales más 

favorables para ambas metodologías.  

La segunda parte comprende la aplicación de esta metodología de trabajo para el 

análisis, y posterior evaluación, del contenido de arsénico total y especiado en muestras 

de orina, con el objetivo de diseñar un estudio epidemiológico en una muestra 

poblacional española (N=706) y compararlos con los valores medios poblacionales de la 

base de datos internacional NHANES, y poder así determinar el riesgo actual existente 

para la población española utilizando diferentes biomarcadores.  
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Aunque el estudio del arsénico abarca una gran variedad de ramas científicas, el 

enfoque principal a la hora de abordar esta tesis ha sido eminentemente toxicológico, 

apoyándose en los fundamentos de la química analítica y en la química clínica para 

definir el marco instrumental, tóxico y legal de esta investigación.  

En definitiva, y debido a la complejidad y multidisciplinariedad de esta investigación, 

para poder entender todos los pormenores de esta tesis, la presente introducción se va a 

dividir en cinco bloques bien diferenciados, cuyo hilo conductor comprenderá todas las 

etapas incluidas en el proceso de exposición a un agente tóxico. Esto es, identificar su 

origen, su naturaleza, el efecto que provoca en el cuerpo humano, y si aplica, su 

excreción. Aplicando esto a nuestra investigación, en este primer apartado se van a 

explicar todos los procesos existentes desde las fuentes de exposición principales hasta 

que se introduce en la cadena trófica incluyendo procesos biogeoquímicos, el 

metabolismo asociado y la sintomatología descrita, acompañada de una breve 

descripción de la legislación vigente. 

No obstante, y dado que las especies de arsénico son muchas y muy variadas, pero no 

todas son tan abundantes como para suponer un riesgo toxicológico, en el primer bloque 

se definirán las especies de arsénico más relevantes existentes en el medioambiente y se 

dará una breve descripción sobre las fuentes en las que se encuentran. Esto enlazará con 

el segundo bloque dónde se ahondará con más detalle en las fuentes y depósitos 

naturales de arsénico en el medioambiente, centrando el foco en los procesos más 

relevantes que permiten su movilización por la corteza terrestre, la hidrosfera y la 

atmósfera, centrando el foco en las especies predominantes en cada medio. Así mismo, 

se comentarán brevemente los principales usos y aplicaciones que el ser humano ha 

dado al arsénico a lo largo de la historia hasta nuestros días. En definitiva, dónde se 

encuentran los focos principales de exposición, que especies lo componen y cómo 

entran en contacto con los seres vivos.  

A continuación, se abordará un tercer bloque vertebrado por dos grandes ejes: el papel 

del metabolismo en la toxicidad de las especies de arsénico y en la sintomatología 

descrita.  

En resumidas cuentas, qué especies de entre todos los focos de exposición existentes 

son más relevantes y qué toxicidad presentan.  
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Esto es relevante para, a la postre, elaborar perfiles toxicológicos que permitan asignar 

fehacientemente la etiología de una intoxicación por arsénico.  

Finalmente, se incidirá en un cuarto bloque en las metodologías analíticas de 

especiación más adecuadas, haciendo un repaso histórico de las técnicas analíticas 

utilizadas, culminando en una breve descripción de los pormenores de la 

instrumentación utilizada para la presente tesis.  

1.1- Clasificación de las especies de arsénico más relevantes 
Desde un punto de vista químico, las especies de arsénico se catalogan en dos grandes 

grupos: arsénico inorgánico y arsénico orgánico. De manera general, y de acuerdo a las 

normas dictadas por la Química, las especies inorgánicas son todas aquellas que constan 

de un átomo de arsénico unido a uno o varios heteroátomos pero exentas de carbono en 

su composición, a excepción de ciertos carbonatos que contienen arsénico como 

impureza en su red cristalina. Por el contrario, las especies orgánicas cuentan con, al 

menos, un enlace As—C en su estructura.  

Por otro lado, los dos estados de oxidación principales del arsénico son positivos, +3 y 

+5, aunque en las arsinas (AsR3) el arsénico suele estar enlazado con valencia -3. 

Además de éstas, en ciertas estructuras cristalinas, se pueden encontrar otras valencias 

menos comunes como +1, +2 o +4 o incluso +6, especialmente en el caso de los 

sulfuros de arsénico 1.   

Estas dos grandes clasificaciones van a ser importantes durante toda la investigación, 

pues a nivel toxicológico, la biodisponibilidad, la toxicidad y su prevalencia va a 

depender en gran medida de su estado de oxidación y de su estructura química, además 

evidentemente de otros factores como la concentración o el grado de exposición.   

a) Especies de arsénico inorgánico 

Ø Ácido arsenioso y sus oxosales 

Conocido comúnmente como As(III), As+3 o arsenito, presenta carácter ácido (Figura 1) 

y es la forma inorgánica más común en entornos hídricos reductores y faltos de oxígeno, 

aunque termodinámicamente es menos estable que el ácido arsénico2. Con respecto a su 

reactividad, tiene una extremada afinidad por los átomos de azufre y los puentes 

bisulfuro3.  
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Figura 1. Equilibrios de disociación de ácido arsenioso 

 

Estas formas se encuentran eminentemente en muestras mediambientales4, alimenticias5 

y biológicas6. 

Ø Ácido arsénico y sus oxosales 

Denominado también arseniato, As(V) o As+5 se forma predominantemente en    

ambientes con abundancia de oxígeno, y por tanto, oxidantes. También presenta carácter 

ácido (Figura 2). Constituye la especie inorgánica más estable desde el punto de vista de 

la termodinámica. Tiene una alta afinidad por la queratina y posee un tamaño similar al 

grupo fosfato, precursor del ATP7.  

Similarmente a su homólogo trivalente, se encuentra predominantemente en el agua, 

pero también en el arroz8 y los moluscos9. 

 

 

Figura 2. Equilibrios de disociación del ácido arsénico 

 

Ø Otras especies inorgánicas 

Si bien las dos primeras especies son las más relevantes porque entran en contacto con 

los seres vivos en mayor medida a través de medios críticos para la vida, y 

adicionalmente, poseen una mayor toxicidad, existen otras familias como los sulfuros10, 

los óxidos11 o las arsinas12, entre otros (Tabla 1), generados a partir de diferentes 

procesos de evaporación, precipitación, movilización, disolución y/o deposición que 

permiten movilizar este elemento hacia otros medios como el acuático o el aéreo13.  
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Sin embargo, la abundante proporción de agua y su química combinada con ciertos 

procesos naturales de este planeta termina eventualmene por transformar sendas 

familias en los oxoácidos trivalentes y pentavalentes, y en muchísima menor medida, 

ciertas especies orgánicas, como se discutirá más adelante.  

 
Tabla 1.Principales familias de compuestos inorgánicos de arsénico 

Familia Fórmula química Nomenclatura Fuente principal 
Sulfuros FeAsS Arsenopirita14 Suelos, yacimientos 

As4S3 Dimorfita15 Suelos, yacimientos 

Óxidos As2O5 
Pentóxido de 
diarsénico2 Residuos mineros 

As2O3 Trióxido de diarsénico2 Residuos mineros 

Sulfatos PbFe3(AsO4)(SO4)(OH)6 Beudantita16 Residuos mineros 
Fe6(AsO3)4(SO4)(OH)4·4H2O Tooeleita17 Residuos mineros 

Arsinas AsH3 Arsina18 Aire, materia particulada  
As2H4 Diarsina19 Aire, materia particulada  

 

b) Especies de arsénico orgánico 

Ø Especies monometiladas 

Se generan como consecuencia del metabolismo de los seres vivos, a partir del ácido 

arsenioso y/o arsénico, respectivamente, sustituyendo un grupo hidroxilo en la 

estructura correspondiente por un grupo metilo, lo que facilita su excreción pero 

también su bioaccesibilidad dentro del organismo. En secciones posteriores se 

comentará detalladamente las etapas de este proceso metabólico, pero a grandes rasgos, 

consiste en la sustitución oxidativa y gradual de los grupos hidroxilo de las moléculas 

inorgánicas por grupos metilos, sintetizándose en la primera etapa los monometilados20. 

Los compuestos monometilados reciben el nombre de ácido metilarsónico o ácido 

metilarsónico (V) y ácido metilarsónico (III), aunque su nombre común se encuentra 

abreviado como MMAV y MMAIII, respectivamente (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Especies monometiladas de arsénico más relevantes. 
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De manera similar a sus homólogos inorgánicos, el MMAIII es menos estable que el 

MMAV, por lo que no se encuentra de manera exógena en el medioambiente, sino más 

bien endógena, aunque su rol en los organismos vivos no está del todo claro aún21. La 

forma pentavalente, sin embargo, puede aparecer en aguas22 y en suelos que cuenten 

con microorganismos cercanos que sean capaces de asimilar el arsénico, como sucede 

con las plantas23, y ciertos cultivos, entre ellos el arroz24. Aún con todo, su abundancia 

es mucho menor que las variantes inorgánicas.  

La mayor incidencia y relevancia de estas especies se encuentra en las matrices 

biológicas, especialmente en sangre25 y orina26, como metabolitos, dónde la trivalente 

aparece de manera prácticamente residual, en detrimento del derivado pentavalente 

mucho más estable.  

Ø Especies dimetiladas 

Son sintetizados a partir de los derivados monometilados, nuevamente por sustitución 

de otro grupo OH por un segundo grupo CH3, en una segunda etapa metabólica. Estas 

especies se conocen como ácido dimetilarsínico (V) o ácido cacodílico, y ácido 

dimetilarsínico (III) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Especies dimetiladas de arsénico más relevantes 

 

Los medios en los que aparecen son los mismos que para las moléculas 

monometiladas25,26, no así la abundancia, que es mayor para éstas que para las 

monometiladas, en aquellas matrices en las que aparezcan conjuntamente.  

Adicionalmente, es un metabolito común tras la ingesta de los arsenicales orgánicos 

más complejos como los arsenoazúcares o los arsenolípidos, como se comentará más 

adelante. 
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Ø Especies trimetiladas  

La última etapa del proceso de metabolización del arsénico orgánico culmina con la 

completa metilación de la estructura inorgánica precursora dando lugar a una especie 

trimetilada, conocida como óxido de trimetilarsénico o TMAO (Figura 5).  

 

Figura 5. Estructura química del TMAO 

 

Este compuesto no suele aparecer en el medioambiente de manera natural puesto que no 

todos los organismos vivos son capaces de alcanzar esta etapa del proceso metabólico, 

siendo especialmente destacable su presencia en seres humanos27, y ratones28, si bien la 

proporción en estos últimos es bastante alta en comparación con los primeros29, dónde 

se detectan en concentraciones muy bajas en comparación con los dimetilados en 

muestras de orina. Sin embargo, su concentración puede aumentar si los seres humanos 

ingieren alimentos ricos en arsenoazúcares, ya que, como parte de su metabolismo, se 

generan una serie de compuestos de diversa índole y naturaleza, entre ellos, el TMAO30. 

Ø Arsenoazúcares 

Estos arsenicales complejos son sintetizados por acción del metabolismo. Mientras que 

la mayor parte de los seres vivos son capaces de transformar el arsénico inorgánico 

(iAs) en MMAV, DMAV, y ocasionalmente, TMAO, otros organismos como las algas31 

o musgos32, y ciertos animales marinos33,34 combinan las especies tóxicas con una 

unidad de ribosa, modificando el OH del carbono anómerico de la misma, dando como 

resultado una amplia familia de moléculas conocidas como arsenoazúcares, de ahora en 

adelante AsSug (Figura 6).  

De esta manera, podemos encontrar cuatro set de compuestos en función de si su cadena 

lateral contiene un átomo de oxígeno (glicerol), fósforo (fosfato) y azufre (sulfonato y 

sulfato). Así mismo, la coordinación del arsénico es un factor primordial a la hora de 

clasificarlos, lo que permite dividir nuevamente esta familia en ramas en función de la 

valencia que adopta el átomo central, esto es, 3, 4 y/o 535.  
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A pesar de ser una familia muy extensa, no siempre se encuentran presentes todos los 

compuestos, cumpliendo que, generalmente, la especie más estable es el AsSug glicerol, 

seguida del fosfato, en menor medida.  

 

Figura 6. Clasificación de las principales familias de arsenoazúcares 

 

Los derivados azufrados suelen ser poco estables, y pueden interconvertirse fácilmente 

en sus homólogos de fósforo, por lo que rara vez aparecen son detectables, y de hacerlo, 

el más probable es el sulfónico.  

En muestras biológicas, particularmente la orina, pueden ser aislados y cuantificados 

sólo si ha habido una ingesta previa de dichos alimentos36. El inconveniente principal 

reside en su estabilidad, previamente descrita. Así, de manera general éstos suelen 

encontrarse metabolizados en forma de otros compuestos orgánicos más sencillos entre 

los que cabe destacar TMAO, DMAV, MMAV, arsenobetaína y arsenocolina, entre 

otros, formando parte de la compleja mezcla junto a los arsenoazúcares originales37,38. 

Ø Arsenolípidos 

Productos complejos de detoxificación,  se encuentran principalmente en ciertas algas y 

peces, así como en los residuos aceitosos de estos últimos.   
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De manera alternativa a la metilación exhaustiva o a la unión con estructuras derivadas 

de los azúcares, en este caso el arsénico queda anclado a fragmentos lipídicos entre los 

que destacan hidrocarburos (AsHCs), ácidos grasos (AsFAs), fosfolípidos (AsPLs) y 

fosfatidilcolinas (AsPCs), dando como resultado la familia más extensa de 

organoarsenicales36,39 (Figura 7). Su nombre abreviado es AsLip.  

 

Figura 7. Clasificación de las principales familias de arsenolípidos(AsLip) 

 

Aún no se conocen bien las propiedades de todos los integrantes de cada grupo, incluso 

hoy en día se siguen descubriendo nuevos compuestos40. Sin embargo, lo que sí se 

conoce hasta la fecha es que son altamente liposolubles y que pueden transportarse 

fácilmente por los tejidos del cuerpo41.   

Ø Arsenobetaína y arsenocolina 

Denominadas comúnmente como “el arsénico del pescado”, estas dos estructuras 

químicas se encuentran en una gran variedad de animales marinos (Figura 8), entre los 

que destacan del pescado y el marisco. 
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Su formación se produce como consecuencia de la absorción de iAs de las aguas de las 

que beben estos seres vivos, seguida de un proceso de metabolización alternativo a las 

tres vías presentadas previamente42. En este sentido, algunos autores han propuesto la 

metabolización de los arsenoazúcares y arsenolípidos como una posible ruta sintética43.  

 

 

Figura 8. Estructura química de la arsenobetaína y la arsenocolina 

 

En matrices biológicas se encuentran principalmente en sangre44 y orina45, si bien la 

abundancia de la arsenobetaína es significativametne mayor. Generalmente son 

excretadas sin alterar.  

Ø Otras especies orgánicas 

En este bloque se engloban una serie de compuestos que por su composición y 

estructura no se enmarcan dentro de las familias previas, principalmente por ser 

intermediarios independientes de éstas, por su falta de especificidad como para 

conformar una familia propia o bien por otras causas.  

En este sentido, los intermediarios conocidos como dimetilarsenoacetato46 (DMAA) o el 

dimetilarsenoetanol47 (DMAE), son metabolitos compartidos entre los arsenoazúcares y 

los arsenolípidos, y por tanto comparten un mismo origen. Desgraciadamente, bajo 

ciertas condiciones, pueden ser oxidados o reducidos a DMAV. Por otro lado, tenemos a 

los tioarsenicales, que surgen de manera natural en entornos ricos en azufre. Existen 

derivados azufrados del DMAV (DMTAV)48 y del MMAV (MMTAV)48, y de 

arsenoazúcares (o simplemente oxo-arsenoazúcares)49, y todos comparten el hecho 

diferenciador sustituir el doble enlace As=O por un doble enlace As=S. Sin embargo, al 

compartir miembros con varias familias más relevantes, unido al hecho de que son 

fácilmente convertibles nuevamente en sus oxo-derivados, para esta tesis carecen de una 

relevancia práctica, por lo que se encuentran agrupados en esta categoría miscelánea.  
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Un lugar aparte merecen los derivados del ácido arsanílico50, utilizados en la industria 

animal (aves de corral) como componente de piensos y medicamentos, que actualmente 

están en desuso por su potencial tóxico51, debido a que estos compuestos estaban 

dotados con una alta persistencia y se incorporaban a otros organismos que se 

alimentaban de estos animales inoculados con dichas especies. A continuación unos 

ejemplos representativos de estos grupos (Figura 9):  

 

Figura 9. Estructuras químicas del ácido arsanílico y sus derivados, tioarsenicales y otros metabolitos secundarios. 

A pesar de la existencia de todas estas diferentes familias y/o especies de arsénico 

presentes tanto en el medioambiente como en el interior de los seres vivos, es 

importante recalcar que en un análisis rutinario en muestras biológicas de naturaleza 

clínica como el que se ha abordado en esta tesis, las especies más comunes, y por tanto 

aquellas en las que se ha puesto el foco en la misma son: la AC, AB, DMAV, MMAV, 

AsIII y AsV. Esto se debe principalmente a los siguientes motivos:           

1) La dieta. Es un factor sumamente relevante ya que muchas especies orgánicas se 

ingieren a través de ella. En el caso concreto de nuestro país, aunque se están 

incluyendo cada vez más en ésta alimentos de origen asiático y/o marino que 

puedan contener arsenoazúcares y arsenolípidos, el impacto actual de dichos 

compuestos no es significativo con respecto a las especies presentes en el 

pescado, marisco o arroz, por nombrar algunos de los platos típicos de nuestra 

cocina que contiene arsénico en forma de las especies mayoritarias ya descritas 

en el anterior párrafo. No obstante, esto puede cambiar sustancialmente en un 

futuro.  
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2) Los derivados del ácido arsanílico están prohibidos por lo que la probabilidad de 

ingerir alimentos tratados con estos agentes es residual.  

 
3) Los tioarsenicales no se encuentran de manera abundante en muestras de orina 

por su baja estabilidad en medios aerobios, y aquellos que lo hacen, suelen estar 

ligados al consumo de arsenoazúcares, por lo que nuevamente su presencia no es 

mayoritaria y sí condicionada a la ingesta de alimentos que contengan estas 

especies, al menos en lo que a España se refiere.  

La información recogida en el último apartado es específica de este país y aquellos con 

condiciones similares. A pesar de ello, es necesario conocer las familias principales en 

las que se agrupa el arsénico, qué impacto pueden tener y a través de que fuentes puede 

tener lugar una exposición a este elemento, aun cuando la relevancia de cada una de 

ellas esté sujeta a condiciones específicas geográficas, alimenticias o laborales, entre 

otras.  

En definitiva, la etiología condiciona el perfil analítico de la especiación y esto a su vez 

permite conocer la toxicidad asociada a la muestra analizada, por lo que se han de 

conocer todas las variables implicadas responsables del perfil de especiación obtenido.  

1.2.- Fuentes naturales y antropogénicas principales de 

exposición al arsénico 
Tras sentar las bases de qué especies de arsénico existen y pueden influir en un análisis 

típico de especiación, es necesario entrar en detalle sobre que procesos existen en 

nuestro planeta que facilitan la difusión y/o transformación de este elemento a lo largo y 

ancho de la biosfera de este planeta, así como el papel que juega la actividad humana en 

dicho ciclo. Si bien en el primer bloque se ha dado una pequeña pincelada sobre qué 

tipo de arsenicales existen y dónde se encuentran, aquí se expandirá dicha información, 

dividiendo esta sección en dos partes. La primera parte se centra en el ciclo 

biogeoquímico que ocurre en el medioambiente sin intervención humana, mientras que 

en la segunda se analizará el rol que ejercen las actividades humanas en la modificación 

y alteración del mismo.  
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a) El arsénico en el medioambiente: el ciclo biogeoquímico 

Desde un punto de vista químico, el arsénico es un elemento químico ampliamente 

conocido tanto por su abundancia en el medioambiente como por sus propiedades 

contaminantes, tóxicas y carcinogénicas, entre otras. En la Tabla Periódica se localiza 

dentro del bloque p, concretamente en el grupo de los denominados semimetales o 

metaloides. Entre sus principales propiedades químicas, destaca su elevada reactividad. 

Por ello, se encuentra combinado con una gran variedad de elementos químicos, 

principalmente H, O, S, y halógenos, dando lugar a más de un centenar de compuestos, 

acuñados por la IUPAC con el nombre de especies químicas o simplemente especies52. 

Las más relevantes la constituyen los sulfuros (AsmSn), integrantes de la litosfera y la 

pedosfera de nuestro planeta, las arsinas (AsR3), contaminantes ambientales presentes 

principalmente en la atmósfera y los oxoácidos de arsénico (H3AsO3, y H3AsO4), las 

formas predominantes presentes en entornos hídricos53.  

El arsénico, pues, es capaz de difundir por el medioambiente hacia una gran variedad de 

medios. Este proceso se conoce con el nombre de movilización, dado que la forma 

primordial de este elemento se encuentra en la corteza terrestre, en forma de sólidos de 

diversa naturaleza.  

Aunque la movilización de este elemento es un proceso complejo, existen una serie de 

generalidades o principios que pueden arrojar algo de luz en todo este intrincado 

proceso.  

Primeramente y desde un punto de vista químico, la gran mayoría de las especies 

existentes en el medioambiente son de carácter inorgánico. La reactividad y 

comportamiento químico de las mismas depende, pues, de la estructura cristalina, o 

dicho de otro modo, de su estado de oxidación. Por lo que respecta a lo último, las 

especies se pueden clasificar en función de si son trivalentes (As3+) o pentavalentes 

(As5+), a excepción de los sulfuros, que se pueden encontrar en otros estados de 

oxidación. Así, los principales compuestos inorgánicos en la atmósfera y en el agua, se 

pueden catalogar en base a esta clasificación si bien bajo el marco de la toxicología 

todos los compuestos se engloban bajo un único término, arsénico inorgánico (iAs). 

Además, las especies trivalentes son consideradas menos reactivas que las 

pentavalentes.  
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Segundo, existen compuestos de naturaleza orgánica en el medioambiente, pero su 

abundancia es mucho menor que aquellos de naturaleza inorgánica. Así, la interacción 

del arsénico inorgánico con la vida de nuestro planeta (microorganismos, hongos, 

plantas, peces, algas, seres humanos, etc.) genera nuevas especies de carácter orgánico. 

La naturaleza de dichas moléculas depende del metabolismo de los seres vivos, del tipo 

de organismo y de la forma química con la que interacciona. Como ya se ha comentado 

en el primer bloque, la fauna y flora marina generan AB, AC, AsSug y As-Lip, 

principalmente, mientras que la fauna y flora terrestre sintetizan MMAIII+V, DMAIII+V, 

TMAO y AsSug. De entre todos ellos, en el medioambiente se encuentran 

preferentemente, aunque en cantidades pequeñas, MMAV y DMAV, en entornos ricos en 

microorganismos.  

Tercero, la presencia de azufre en ciertos medios, típicamente aguas fecales, o entornos 

subterráneos ricos en sulfuros, humedad y microorganismos, contribuye a la formación 

de una serie de estructuras conocidas como tioarsenicales siendo los más representativos 

MMTAV, DMTAV o tio-DMAE, tio-arsenoazúcares (tio-AsSug) y tio-DMAA. Son 

mucho más estables y tóxicos que las compuestos con oxígeno, si bien su presencia en 

las matrices biológicas humanas se restringe al consumo de ciertas algas, mientras que 

en animales herbívoros aparece con mayor frecuencia.  

Cuarto, el papel del mundo vegetal. La absorción del arsénico en plantas y vegetales se 

realiza a través de las raíces, en forma de un movimiento sistémico que llega hasta las 

semillas donde se almacena. Como ejemplo en el arroz es especialmente relevante dado 

que además de poder nutrirse del arsénico existente en el suelo, en el desarrollo 

vegetativo de la planta que requiere de varias etapas de anegación, siendo la calidad del 

agua un parámetro crítico directamente relacionado con las especies presentes en el 

grano. Por ello, es frecuente encontrar iAs, absorbido a través del agua, y DMAV, fruto 

de su metabolización.  

Quinto, la combinación de ciertos fenómenos meteorológicos con procesos químicos, 

entre los que cabe destacar la evaporación, las precipitaciones, las olas de calor ylos 

incendios, contribuyen de una manera importante a la difusión del arsénico desde la 

corteza terrestre a otros medios. Esto permite explicar la presencia de las mencionadas 

arsinas en la atmósfera, o los oxoácidos en las masas de agua, si bien la actividad 

humana también contribuye a la liberación de arsénico en ambos medios.  
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En definitiva, la forma predominante del arsénico en el medioambiente, en ausencia de 

la acción de los seres vivos, es de naturaleza inorgánica, mientras que la interacción de 

éstos con este elemento, a través de un metabolismo propio y específico, facilita su 

biotransformación en formas orgánicas que facilitan su excreción y sucesiva liberación 

a la cadena trófica.  

Si bien la movilización del arsénico por el medioambiente es cíclica, su origen 

primigenio en los albores de nuestro planeta comenzó en el medio terrestre, con los 

sulfuros. De entre todos ellos, su máximo exponente y la fuente principal vía de 

explotación minera de este elemento es la arsenopirita (FeAsS) y/o la pirita de arsénico 

(FeSxAs1-x)54. No obstante, también podemos destacar el oropimente (As2S3) o la 

enargita (Cu3AsS4). Además de estos derivados de azufre, existen, aunque en menor 

proporción, arseniuros como la löllingita (FeAs2)55 o la nicolita/niquelina (NiAs). En 

menor cantidad, se localiza el arsénico elemental, visible casi exclusivamente en ciertos 

yacimientos como consecuencia de procesos hidrotermales56.  

Posteriores procesos de oxidación, disolución y/o sustitución por ciertos átomos de la 

red original de estos minerales primarios permiten la formación de una serie de 

minerales secundarios como la arsenolita (As2O3)57, farmacosiderita 

(Fe3(AsO4)2(OH)3●5H2O)58 y la hoernesita (M3(AsO4)2●8H2O, siendo M=Mn2+, Mg2+ o 

Cu2+, entre otros)59.  

Geogénicamente, los procesos que permiten la liberación y posterior difusión de los 

metales pesados hasta medios hídricos, incluyen la erosión de minerales arsenicales60, la 

actividad magmática y/o geotérmica61, y los manantiales62. Así, como consecuencia de 

las altas temperaturas y presiones existentes en las capas más internas de nuestro 

planeta, se generaron y se siguen generando varias familias de minerales estables en 

esas condiciones, siendo la principal de ellas la de los sulfuros.  

Las corrientes hidrotermales y los vapores de agua asociados a ellas junto a la presión y 

las altas temperaturas, las erupciones volcánicas o los movimientos de las placas 

tectónicas terminan empujando progresivamente estos sulfuros desde el manto hasta 

capas superficiales de la corteza terrestre, o como en el caso de las erupciones, 

depositando restos de éstos en la misma superficie63. A veces por acción de estos 

procesos los metales implicados se liberan y al disminuir la temperatura se vuelven de 

nuevo a unir con otros elementos en diferentes estructuras.  
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Esta es una de las razones por las que podemos encontrar al arsénico formando parte de 

las redes cristalinas de otros metales como el Cu, Fe, Au, Al, Si, Ni, Mn, etc64.  

Esta contribución ayuda a explicar no sólo como se depositan los minerales primarios 

de arsénico en la pedosfera y litosfera, sino también como mediante las corrientes 

hidrotermales van viajando a lo largo de las zonas internas de nuestro planeta, hasta que 

se dan las circunstancias adecuadas y van gradualmente depositándose en zonas más 

extensas. Además de los factores geoquímicos, existen otras características 

físicoquímicas relevantes y relacionadas con los primeros, como la composición del 

suelo65–67, la acidez68,69, el potencial redox70,71 y/o la existencia de microorganismos72,73, 

que afectan significativamente a la liberación de este elemento en el entorno. Dos de los 

factores más relevantes son el pH y el carácter reductor/oxidante (Eh)74,75. Así, en 

entornos oxidantes el arsénico de los sulfuros, normalmente As+3 o As+1, se oxida a 

As5+, el estado de oxidación termodinámicamente más estable, hasta la forma de 

H3AsO4 y/o sus aniones, los arseniatos. Por el contrario, en entorno reductores el As3+ 

se encuentra como ácido arsenioso, H3AsO3, y/o arsenitos. Por lo que respecta al pH, el 

As5+ es ácido y, por tanto, en suelos se encuentra mayoritariamente en forma de anión 

(1.2≤pH≤14). Por el contrario, el As3+ se encuentra principalmente como ácido 

arsenioso, esto es, en forma neutra (0≤pH≤8.2). Generalmente, la forma predominante 

en función del pH y el Eh se determina mediante el diagrama de Purboix (Figura 10). 

 

Figura 10. Diagrama de Purboix del arsénico.76 
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En definitiva, estos dos factores intervienen directamente en la forma final de ambos 

estados de oxidación, lo que condiciona su incorporación en redes cristalinas, 

encontrándose estrechamente ligados al siguiente parámetro importante, la composición 

del suelo.  

De manera general, los suelos arcillosos o arenosos tienden a retener más arsénico que 

los calcáreos debido precisamente a la fuerte adsorción sobre las redes de 

aluminosilicatos77,78. Por el contrario, en suelos calcáreos, suele ser necesaria la 

presencia de entornos ricos en oxígeno y agua para favorecer esta adsorción79. Además 

de los aluminosilicatos y los carbonatos, el arsénico puede interaccionar con óxidos y/o 

hidróxidos de Fe, Cu, Ni o Mn80, entre otros, así como en estructuras poco cristalinas o 

amorfas entre las que destacan cierto tipo de arcillas o la goethita (α-FeOOH)81. Esta 

adsorción puede ocurrir en la superficie de estructuras de estos compuestos, de manera 

intersticial, o sustituyendo a algunos iones de la red como ocurre con ciertos aniones 

PO43-, SO42- o CO32- y cationes, principalmente el Fe3+ 82.  

En referencia a los aluminosilicatos y las arcillas, desde pH ácidos hasta ligeramente 

básicos, el arseniato se adsorbe de manera preferente en los sitios activos disponibles en 

estos sólidos, debido a la interacción electrostática que se establece entre los sitios 

ácidos de la red (normalmente oxígenos protonados o metales con deficiencia de 

densidad electrónica). El arsenito, sin embargo, se encuentra en forma neutra 

estableciendo interacciones más débiles que su homólogo pentavalente. A pH básico 

este orden se invierte, el arseniato tiene una carga negativa muy alta, mientras que los 

sitios ácidos de los oxígenos protonados desaparecen conforme aumenta el pH 

limitando o repeliendo la interacción de los arseniatos con la red. El arsenito presenta 

una carga menor pudiendo adecuarse mejor a la densidad electrónica de la red. 

En definitiva, desde pH ácidos hasta ligeramente básicos (pH=8-9), la adsorción de 

arseniato está favorecida sobre el arsenito, siendo el arsenito preferiblemente adsorbido 

a pH básicos. Típicamente, el As5+ suele ocupar los huecos tetraédricos superficiales en 

la red de los aluminosilicatos, mientras que el As3+ tiende a adsorberse en los huecos 

octaédricos internos de dichas estructuras.  
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Sin embargo, los conocidos como oxihidróxidos de hierro, o HFO (Hydrous Ferric 

Oxides), son en gran medida, los responsables más directos de los procesos de 

adsorción-desorción encontrándose de manera muy abundante en la litosfera, 

estableciendo interacciones de relativa afinidad entre Fe-As83,84. Ésta se ve afectada por 

la cristalinidad de éstos. Esto es debido a la que la gran mayoría de los sitios activos se 

encuentran en su superficie. Así, la superficie específica está fuertemente relacionada 

con la cristalinidad, generalmente encontrando que los oxihidróxidos de hierro tiene 

menos superficie específica a mayor cristalinidad. Por otra parte, y al contrario de lo que 

ocurre con las arcillas y/o aluminosilicatos, la especie trivalente establece enlaces más 

lábiles que la pentavalente.  

Por último, la proliferación de cierto tipo de microorganismos conforma otro de los 

mecanismos del transporte arsenical por el ecosistema. Así, ciertas bacterias pueden 

catalizar reacciones de óxido-reducción directas como es el caso de las bacterias DARB 

(Dissimilatory Arsenate-Respiring Bacteria) que rompen los sulfuros y liberan arseniato 

en medios anaerobios85. Otras, las catalogadas como DIRB (Dissimilatory Iron-

Respiring Bacteria), reducen el ión férrico a ferroso86. Esta reacción puede afectar de 

manera indirecta a la liberación o captación de arsénico, ya bien sea porque se encuentre 

acoplada esta reacción a la oxidación del arsénico, o bien porque éste se encuentre 

absorbido dentro de estructuras como las arcillas o los oxihidróxidos de hierro (III), 

provocando su liberación al reducirse el hierro para estabilizar la nueva carga de la 

estructura. Además, ciertas bacterias lo asimilan y llevan a cabo procesos de 

biometilación de éste arsénico inorgánico, transformándolo en ácido monometilarsónico 

(MMAV) y ácido dimetilarsínico (DMAV)87. Las especies trivalentes no suelen ser 

estables en entornos geológicos debido a su alta reactividad y fácil oxidabilidad.   

En resumen, la química del arsénico en el suelo se ve afectada por las características 

geotérmicas, hidrotermales, geoquímicas y físicoquímicas de los suelos, así como por la 

presencia de microorganismos que asimilan y transforman este elemento en formas 

potencialmente menos tóxicas. Los diversos mecanismos de movilización del arsénico 

en combinación con ciertos fenómenos meteorológicos como los volcanes, los incendios 

naturales y los tornados, entre otros, tienen como consecuencia el paso de dicho 

elemento desde el suelo a la atmósfera, dónde se transforman en las ya mencionadas 

arsinas (AsR3 dónde R=H, X o cadenas carbonadas), compuestos volátiles que se 

adsorben a material particulado de pequeño tamaño88.  
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La concentración de este elemento varía mucho en función de la zona y las condiciones 

climáticas, estando más presente en zonas industrializadas y cuencas mineras89, puesto 

que, la actividad humana contribuye en mayor medida a su liberación a la atmósfera que 

los propios procesos naturales y siendo apenas residual en zonas no afectadas por la 

actividad de los seres humanos90. 

Otros fenómenos atmosféricos como las precipitaciones o los procesos de evaporación, 

permiten no sólo la deposición de estas arsinas en masas de agua, sino también el 

movimiento del arsénico desde ciertas masas pequeñas de agua hacia otras zonas, 

contribuyendo una vez más a la movilización del mismo91. A los procesos terrestres 

comentados y que lo depositan en el agua, se le suman procesos de transporte mediante 

fenómenos meteorológicos asociados. Lo mismo ocurre con depósitos terrestres 

afectados por corrientes acuáticas como las escorrentías o los deshielos, que facilitan su 

paso a fase acuosa. Además de todo esto, las corrientes subterráneas, en contacto con 

masas de tierra que contengan arsénico movilizado por alguno o la combinación de 

varios de los procesos descritos, facilitan la disolución del mismo, contaminando dichos 

acuíferos y poniendo en riesgo la calidad del agua de consumo. Se constata su presencia 

en pozos o suministros de agua en zonas de países en vías de desarrollo, del tercer 

mundo o incluso en países desarrollados. Ejemplos concretos de esto se pueden 

encontrar en naciones como China92, India93, Bangladesh94, México95 o Argentina96, 

países con zonas ricas en este elemento que, además, poseen unas características 

biogeoquímicas que favorecen la liberación del mismo hacia aguas subterráneas y/o de 

consumo, en forma de arsenitos y arseniatos.  

Tomando como base los procesos descritos previamente, generalmente se cumple que 

zonas ligadas directamente a las escorrentías, golfos, y en general en las zonas costeras, 

la concentración de este elemento es mayor que en altamar97. Sin embargo, las 

precipitaciones también favorecen su deposición en mares y oceános, y dependiendo de 

la profundidad y la actividad sísmica de éstos, ambos factores pueden contribuir a 

introducir el arsénico en estos entornos98. El factor más relevante de su presencia en 

medios acuosos es que entra a formar parte de la cadena trófica debido a que numerosos 

seres vivos se alimentan del agua de estos medios, generando diferentes especies de 

arsénico orgánico en función del organismo que incorpore estos arseniatos y arsenitos.  
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Típicamente, según vamos ascendiendo en la cadena alimenticia (agua=AsO33- y AsO43; 

peces=AB, AC, moluscos y algas=AsSug y AsLip), la concentración de arsénico en 

valor neto aumenta además de tener un perfil de especies asociado más complejo99,100. 

De manera alternativa, esto también ocurre con plantas101, hongos102 y semillas103, 

suponiendo una vía más de entrada a la cadena trófica. Los procesos de nutrición de 

éstos representan la principal vía de inclusión desde niveles terrestres, siendo 

especialmente relevantes en los cultivos de hortalizas y legumbres104. Este tipo de 

organismos suelen precisar de varios nutrientes para su crecimiento, desarrollo y 

proliferación, siendo uno de éstos el fósforo, en forma de PO43-, que accede al interior 

de estos organismos a través de proteínas transportadoras ubicadas en la membrana 

plasmática de las células de las raíces, el rizoma. El tamaño del AsO43- es muy similar al 

del PO43-, lo que permite que dichas proteínas transportadoras permeen arseniato de la 

misma manera que fosfato, aunque la afinidad es mayor por este último anión. Por 

último, mencionar que procesos como el cambio climático y la contaminación 

incontrolada de ciertos agentes tóxicos, como es el caso del arsénico, provocan y 

pueden provocar un impacto importante en el medioambiente. Tal es el caso de la 

investigación llevada a cabo por Yu105. Su equipo encontró que en el permafrost de 

nuestro planeta existen trazas de arsénico que puede terminar liberándose debido al 

deshielo ocasionado por el efecto invernadero, suponiendo un riesgo para todo el 

planeta debido a los procesos biogeoquímicos descritos, así como para las especies 

animales que lo compartimos106.  

El ciclo biogeoquímico del arsénico (Figura 11) es, pues, un sistema complejo que 

depende de muchas variables interconectadas entre sí, y que con la introducción del ser 

humano, se va a entremezclar aún más, si cabe, favoreciendo especialmente ciertos 

caminos y creando nuevos, magnificando las fuentes de exposición a este elemento.   
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Figura 11. Esquema básico del ciclo biogeoquímico 

 

b) El ser humano y el arsénico: una historia compartida 

La evolución y el auge de la industrialización y el subsiguiente desarrollo tecnológico 

han modificado sensiblemente el ciclo biogeoquímico natural del arsénico, 

principalmente mediante el vertido y la acumulación incontrolada de residuos de 

naturaleza contaminante a la tierra107, a ríos108 y lagos109, así como la expulsión de 

algunos de éstos a la atmósfera mediante chimeneas industriales110.  

En este sentido, actualmente en España existen zonas abundantes en metales pesados, 

entre ellos el arsénico, como consecuencia del abandono de instalaciones mineras e 

industriales, entre otras. Alternativamente, las exposiciones laborales crónicas a este 

elemento constituyen una fuente de riesgo importante para trabajadores del sector 

secundario como la industria y la minería111. No obstante, el conocido como rey de los 

tóxicos sirve como intermediario en la fabricación de productos de alto valor añadido en 

el campo de la industria o en medicina112.  
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En el campo de la medicina, actualmente se utilizan muy pocos medicamentos a base de 

este elemento, principalmente como agentes quimioterapéuticos, si bien en el pasado su 

uso fue más extendido.   

Históricamente, este agente tóxico por antonomasia, se engloba dentro de los elementos 

más antiguos y conocidos por el ser humano, remontándose hasta la Antigüedad de 

nuestra civilización. En las denominadas culturas clásicas, el uso de minerales que 

contienen arsénico como el rejalgar (α-As4S4) o el oropimente (As2S3) se utilizaban con 

fines estéticos, específicamente como cosméticos para la alta sociedad u ornamentales, 

al menos en el caso de éste último, ya que se empleaba para dorar metales por su 

característico color amarillo. Su primer uso, sin embargo, se remonta a la Edad del 

Bronce, a las primeras fundiciones llevadas a cabo en los albores de la historia. Los 

antiguos habitantes de este planeta descubrieron que mezclar el bronce con minerales 

ricos en este elemento dotaba de mayor dureza a dichas aleaciones.  

Irónicamente, si bien estas culturas conocían sus propiedades, no fue hasta 1200 cuándo 

fue descubierto oficialmente, concretamente en el 1200 por San Alberto Magno. Su 

nombre deriva de la palabra griega arsenikon, que significa amarillo, aunque algunos 

estudios sugieren que dicho origen está relacionado con la palabra arrhenikon, pigmento 

amarillo. Al otro lado del mundo, concretamente en Asia, la cultura china tenía pleno 

conocimiento de sus propiedades tóxicas y lo empleaba principalmente como pesticida; 

así lo refleja el “Compendio de Materia Médica” (Bencao Gangmu) redactado alrededor 

del año 1500 por Li Shizhen, médico destacado de la dinastía Ming.  

Durante la época victoriana, el denominado “arsénico blanco”, se mezclaba con vinagre 

y caliza para obtener un preparado, que podía ser administrado tanto por vía oral como 

cutánea, y que poseía propiedades supuestamente tonificantes para el cutis. Esto 

ocasionó el denominado “envenenamiento dulce de Bradford”, acaecido en 1858, en el 

que desgraciadamente perdieron la vida 20 mujeres113. Una conducta similar se encontró 

en Austria, concretamente en la comarca de Estiria, dónde se tenía por costumbre 

ingerir diariamente el mismo compuesto114, que no es otro que As2O3. Su reutilización 

como cosmético se cree fue debida a la creencia popular de que su consumo mejoraba el 

aspecto de la piel, volviéndola más tersa, además de ofrecer importantes beneficios para 

con el pelo, al conseguir darle más brillo. En realidad, desde como mínimo el s. XVIII, 

en Europa, el arsénico se usaba en el campo de la medicina como una especie de 

panacea frente a enfermedades115.  
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El desarrollo político y territorial de la Europa del s.XX acabó por desencadenar la 

Primera y Segunda Guerra Mundial, que propició el desarrollo entre otras cosas, de las 

primeras armas químicas como la adamsita (C12H9AsClN) o la lewisita (C2H2AsCl3)116. 

Esta no sería la primera vez que el arsénico sería usado como arma, pues encontramos 

ejemplos del uso de minerales ricos en este elemento en ciertas guerras clásicas, como 

la del Peloponeso.  

Desde la segunda mitad del s. XX hasta nuestros días, las principales aplicaciones del 

arsénico han estado focalizadas en la minería, la industria, la medicina y el sector 

alimentario117.  

Comenzando con la minería, la mena principal de este elemento es la arsenopirita. 

Mediante el empleo de diferentes técnicas de extracción puede liberarse en forma de 

pequeñas partículas que en contacto con el aire acaban transformándose en arsinas, 

pudiendo ser inhaladas por los trabajadores de las minas. En ciertas ocasiones, esto 

ocurre a pesar de que se busca extraer otro tipo de materia prima, puesto que como se 

mencionó con anterioridad, el arsénico se encuentra en forma de impureza en varios 

minerales, destacando la cuprita (Cu2O) o la cooperita (PtS).  

Otros procesos, como el drenado ácido de minas (AMD o acid mine draining), consisten 

en la aplicación de un agente ácido en medio acuoso para romper las redes cristalinas de 

los elementos de interés118. Generalmente, el medio acuoso y ácido tienden a oxidar 

dichos elementos y obtenerlos en forma de óxidos. En el caso concreto del arsénico, 

estos procesos generan los conocidos como minerales secundarios de arsénico y que 

pueden suponer una fuente de contaminación importante de suelos y entornos hídricos 

debido a vertidos incontrolados.  

Concretamente, ciertos complejos mineros abandonados, ubicados cercas de 

escorrentías o canales acuosos creados por el deshielo paulatino de las montañas, 

pueden acabar generando un proceso no controlado de AMD a su paso por masas 

superficiales ricas en compuestos de arsénico, generalmente dejando un rastro a lo largo 

de la extensión de estos canales temporales, pudiendo entrar en contacto con ríos o 

masas hídricas en movimiento, o dejando depósitos de diferentes minerales secundarios 

de arsénico, que mediante reacciones similares a las ya vistas como parte del ciclo 

biogeoquímico de éste y, gracias a la mayor reactividad que la de los sulfuros, difunda 

por el medioambiente de manera más accesible y libre.  
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A nivel industrial, una de las principales técnicas metalúrgicas aplicadas a los minerales 

de azufre es el tostado que consiste en un fuerte calentamiento del mineral en presencia 

de oxígeno119. Esto provoca la oxidación de éste hasta el anión sulfato, mientras que el 

hierro y el arsénico pasan a formar sus óxidos correspondientes, que serán recogidos y 

tratados en función de la aplicación deseada. El uso industrial del arsénico engloba 

varias aplicaciones, siendo una de las más extendidas la de conservante de la madera en 

forma del óxido mixto conocido como arseniato cromado de cobre o CCA 

(CrO3●As2O3●CuO)120. Por otro lado, éste arseniato además del arseniato de plomo 

(PbHAsO4) fueron empleados como pesticidas y herbicidas121, aunque actualmente su 

uso está prohibido debido principalmente a que este tipo de moléculas son poco 

volátiles y el arsénico que contienen puede permear a través de la superficie mediante 

los receptores específicos de fósforo ya mencionados.  

Siguiendo con las aplicaciones industriales, la quema de combustibles fósiles libera 

arsénico a la atmósfera en forma de cenizas de pequeño tamaño122. La materia orgánica 

muestra cierta afinidad por el arsénico123, por lo que es frecuente encontrar pequeñas 

concentraciones de este elemento en los combustibles fósiles, que debido a la altas 

temperaturas son expulsados por las grandes chimeneas y se unen a la materia 

particulada de la atmósfera transformados en compuestos volátiles124. De mayor 

actualidad, y de la mano del avance tecnológico, concretamente en el campo de la 

informática, se encuentra el desarrollo de semiconductores125, de los cuáles el arseniuro 

de galio (GaAs) y de indio (InAs) son dos de sus máximos exponentes. 

Para cerrar el bloque de la industria, mencionar el desarrollo y utilización de los 

sulfuros y seleniuros de arsénico en la fabricación de vidrio126, pudiendo aparecer en 

concentraciones de ultratrazas y trazas en el vidrio pyrex y otros vidrios más 

termolábiles127, así como su regulación en la industria cosmética128, específicamente en 

ciertos productos de belleza como los lápices de ojos, colorete, pintalabios y sombra de 

ojos, que contienen una gran gama de metales pesados, entre ellos el arsénico; y en la 

industria tabacalera, pues puede estar presente como componente en los cigarrillos 

tradicionales129 y en los electrónicos130. 

Saltando al sector alimentario, ciertos compuestos de naturaleza orgánica derivados del 

ácido fenilarsónico, ya mencionados previamente, fueron utilizados ampliamente 

durante todo el s.XX en aves de corral para combatir diferentes enfermedades presentes 

en éstos, además de como componentes de los piensos para engordarlos.  
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Posteriores investigaciones sugirieron que estos organoarsenicales suponían un riesgo 

para la salud, al generar arsénico inorgánico durante su metabolización por el ser 

humano. Aunque posteriormente comentaremos extensamente el rol del metabolismo en 

la toxicidad del arsénico, en líneas generales las especies orgánicas se consideran menos 

tóxicas que las inorgánicas. Es por ello que con esta información, las agencias 

reguladores europeas decidieron prohibir la utilización de este tipo de aditivos a finales 

del siglo pasado, mientras que en Estados Unidos tan sólo hace seis años.   

En resumen, a las ya conocidas fuentes naturales de exposición a través de las aguas y la 

dieta, se le añade el riesgo de contacto en actividades laborales, nada desdeñables por el 

número de horas que los seres humanos invertimos en ellas, además de estar en contacto 

con este elemento de manera crónica.  

Por lo que concierne a la medicina, posee importantes beneficios cuándo se usa en 

concentraciones muy pequeñas para ciertas enfermedades como la leucemia 

promielocítica aguda131 (APL) en forma de As2O3, o como el recién implementado 

arsenoplatin132 (Figura 12), un potente agente quimioterapéutico más estable que el cis-

platino en condiciones biológicas.  

 

 
Figura 12. Estructura química del arsenoplatin deducida a partir de difracción de rayos X 
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1.3.- El metabolismo del arsénico y sus implicaciones tóxicas  
Una vez enumerados las focos de exposición, su origen y las especies de arsénico más 

relevantes, en este apartado se procede a describir su influencia en los seres vivos, y 

más concretamente en los seres humanos, y los procesos derivados que desencadenan 

una respuesta tóxica a nivel celular, genética, sistémica o cualquier combinación de las 

tres.  

El objetivo de este bloque, por tanto, es entender que sintomatología puede 

desencadenar la ingesta de este elemento, y cómo el metabolismo así como la naturaleza 

de las especies que participan en él están directamente relacionadas con dicho cuadro 

clínico, siendo éste proporcional a la especie implicada. 

a) El metabolismo del arsénico 

Como ya se ha demostrado, el arsénico inorgánico se encuentra de manera 

predominante formando parte de la materia inerte, y constituye la principal forma de 

exposición del ser humano independientemente del tipo de arsénico del que se trate, por 

lo que estas moléculas serán consideradas como el punto de partida para explicar el 

metabolismo de este elemento, y se resumirán como iAs.  

En primer lugar, el mecanismo de entrada de este iAs al organismo de los seres vivos 

depende del organismo en sí. Así, en el caso de los microorganismos, la cercanía a la 

pared celular del tóxico permite su paso gracias a proteínas transportadoras ubicadas en 

su superficie mediante un mecanismo de transporte activo133. Una vez dentro, su propio 

metabolismo genera especies orgánicas para favorecer su excreción y, a grandes rasgos, 

reducir su toxicidad, siendo en este caso concreto DMAIII+V, MMAIII+V y posibles trazas 

de tioarsenicales134. 

Para las plantas y semillas, el proceso de captación ocurre en la rizosfera, una zona 

ubicada en las raíces que sirve de interfase entre el suelo y la planta, y que suele ser rica 

en microorganismos, que pueden acoplar sus procesos al de absorción de nutrientes de 

éstas135. De manera similar a los microorganismos, las proteínas transportadoras 

permiten el paso desde la rizosfera al interior del organismo vegetal. Sin embargo, los 

canales de entrada para el AsIII y AsV son diferentes.  
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Por un lado, el arsenito suele acceder al interior celular por medio de acuaporinas136 y 

permeasas, mientras que el arseniato utiliza transportadores de fosfato, debido a la gran 

similud en el tamaño molecular de ambos aniones, concretamente los NaPi-IIb137. Este 

mecanismo no es único sino que a lo largo de la cadena trófica se observan mecanismos 

similares de absorción del iAs encontrando pequeñas diferencias fenotípicas en estos 

transportadores, si bien para animales grandes y en la parte superior de la cadena 

alimenticia, la entrada en contacto con este elemento suele ocurrir a través de la ingesta 

de un ser vivo inmediatamente anterior a él, o bien en el agua.  

En el ser humano, el arsénico puede entrar en contacto con el organismo por tres vías 

principales: por la piel (exposición cutánea), mediante el sistema respiratorio 

(exposición mediante inhalación) y a través del tracto gastrointestinal (exposición 

mediante ingesta). De estas tres, la vía cutánea comporta un menor riesgo a corto y 

medio plazo a dosis pequeñas, no así a largo plazo, ya que, por un lado, el arseniato 

tiende a sustituir al grupo fosfato en sus funciones celulares, así como inhibir aquellas 

rutas en las que tanto éste como el ATP sean moduladores alostéricos138,139. Por otro, el 

arsenito presenta una elevada reactividad frente a grupos -SH, pudiendo unirse a 

aminoácidos de proteínas y enzimas140. A largo plazo, estas interacciones pueden 

terminar causando una serie de enfermedades cuya gravedad y tipo dependerá del grado 

de exposición y el tiempo, como ya se comentará más adelante.   

Las otras dos vías presentan una respuestas y sintomatología más diversa y problemática 

a dosis más bajas, por lo que la inhalación y la ingesta constituyen dos vías críticas para 

la toxicidad de este elemento. Así, la inhalación debido a partículas contaminantes en la 

atmósfera suele acarrear la acumulación del arsénico en los pulmones y vías 

respiratorias141, desde donde acaba accediendo al interior celular mediante los canales 

disponibles (acuaporinas, permeasas y proteínas transportadoras de fosfato), muy 

similares a los descritos para otros organismos menores. Tras la ingesta, el arsénico 

acaba en el estómago desde dónde es transportado hasta los hepatocitos para su 

metabolización, cuyo mecanismos explicaremos más adelante, pero que tiene como base 

la transformación de las especies iniciales en derivados orgánicos para hacerlos más 

liposolubles y por ello, más fácilmente excretables. Una vez metabolizado, éste se 

excreta a la sangre y a la bilis mediante proteínas multirresistentes a drogas, las 

conocidas como MDR. De entre ellas, las MRP-1 se emplean en la interfase hígado-

sangre, y las MRP-2, a la bilis142.  
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Finalmente, el riñón supone la última etapa antes de la excreción, desde dónde acaba 

viajando y acaba excretado por la orina, de manera mayoritaria en un intervalo de entre 

24 y 72h aproximadamente, en función de la dosis y el tipo de especies ingeridas.  

El mecanismo que rige las reacciones bioquímicas que conforman el metabolismo del 
iAs ha sido debatido largamente, pero actualmente ninguna de las dos propuestas con 

mayor peso ha sido capaz de explicar en su totalidad los datos experimentales 

recabados. Históricamente, el primer científico en postular un posible mecanismo fue 

Challenger, quién estudiando el metabolismo de ciertos microorganismos sugirió un 

posible curso para las reacciones metabólicas del arsénico143. Así, el primer paso 

implica una reducción previa del AsV al AsIII. Posteriormente se descubriría que existen 

enzimas reductasas capaces de catalizar esta reacción. Un camino no enzimático 

alternativo a este paso consiste en acoplarlo a la oxidación del glutatión (GSH)144.  

Seguidamente, el arsenito sufre una serie de metilaciones oxidativas, sustituyendo 

escalonadamente cada hidroxilo de su estructura por un metilo y oxidándose a la especie 

pentavalente correspondiente en cada paso. Para que la reacción progrese, cada 

intermedio sufre un nuevo proceso de reducción al estado de oxidación +3 previo a cada 

metilación oxidativa (Figura 13). Esta reacción está controlada por dos enzimas: la 

As3MT y la SAM145. La enzima conocida como As3MT o arsénico3-metiltransferasa 

(Cyt19 en el caso de algunas especies, entre ellas los seres humanos) es la responsable 

de catalizar la migración de un grupo metilo aportado por la enzima SAM o S-adenosyl-

meteonina146. Aparentemente, esta oxidación puede ocurrir en ausencia de catalizador a 

expensas de ciertas sustancias como la metilcobalamina, que sufre una reacción de 

sustitución al intercambiar el grupo metil por una molécula de glutatión. La reacción de 

reducción de cada especie orgánica pentavalente a la trivalente ocurre enzimáticamente 

por la acción de las reductasas, como ya vimos en el primer paso de reducción del 

arseniato a arsenito. La enzima encargada de llevar a cabo este proceso es la glutatión-

S-transferasa-ω (GSTO)147. 
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Figura 13. Ruta metabólica del arsénico explicado mediante el mecanismo de Challenger 143,144,147. 

 

Como puede verse, los intermedios de esta reacción son el MMAIII y el DMAIII, 

obteniendo como productos finales DMAV, el MMAV y trimetilarsenóxido o TMAO. 

No todos los seres vivos presentan estos tres metabolitos, sino que en función del ser 

vivo, aparecen unos u otros, en proporción variable. Concretamente para seres humanos, 

las especies mayoritarias son el DMAV y el MMAV, mientras que el TMAO es muy 

poco frecuente, apareciendo exclusivamente cuándo la persona se ha expuesto a grandes 

dosis de arsénico148.  

Si bien este mecanismo permitió explicar la presencia de los dos metabolitos más 

importantes, el DMAV y el MMAV, no permitía explicar la proporción entre ambos que 

se encuentra generalmente en la orina. Según Vahter, el arsénico inorgánico se 

metaboliza en un 60-80% de DMAV y un 10-20% de MMAV 149. Observando las 

presuntas reacciones implicadas, se observa que el DMAV se forma a raíz del MMAV de 

manera irreversible, por lo que para que se cumpla el ratio DMAV/MMAV, las enzimas 

implicadas no deben de tener un rendimiento del 100%.  



53 

 

 

En procesos biológicos la reacción hacia el TMAO en humanos no está favorecida141. 

En cualquier caso, hacen falta más estudios para descartar o apoyar finalmente esta vía 

de metabolización. 

Otro dato en contra del mecanismo de Challenger es que los intermedios MMAIII y 

DMAIII apenas son tenidos en cuenta por éste cuándo ciertos estudios posteriores han 

demostrado la existencia y excreción de estas especies por la orina, aunque en casos 

muy concretos debido a la baja estabilidad de los mismos150,151.   

Hayawaka,unas cinco décadas despúes, sugirió un mecanismo alternativo para intentar 

explicar los puntos débiles del modelo de Challenger, estudiando para ello los 

complejos de GSH con AsIII. De acuerdo a esta teoría, el arseniato se reduce a arsenito 

gracias a las enzimas arseniato-reductasas o por acción del GSH152. Después, y es aquí 

dónde radica la gran diferencia, el arsenito genera el complejo AsIII(GS)3, formado a 

partir de AsIII y tres moléculas de GSH, uniéndose a cada una de ellas a través de un 

enlace entre el arsenito y el grupo SH de la cisteína (Cys) de cada molécula de glutatión. 

La reacción progresa sustituyendo cada enlace As-S por As-Me pero sin cambio en el 

estado de oxidación. Como antes, las metilaciones sucesivas ocurren en presencia de 

SAM, el dador de grupos metilo catalizada por la Cyt19 (ver Figura 14). Como 

resultado se forman los complejos MeAsIII(GS)2 y (Me)2AsIII(GS).  

A diferencia del esquema de reacciones de Challenger, cada complejo está en equilibrio 

con las formas libres AsIII, MMAIII y DMAIII libre153, si bien las reacciones de 

metilación son irreversibles. Posteriormente, los derivados orgánicos trivalentes se 

oxidan a las especies pentavalentes. En otras palabras, la existencia de un equilibrio 

entre el complejo y la forma libre de cada especie permite explicar, por tanto, la 

formación del MMAV y DMAV en proporciones distintas, siendo el primero el de menor 

concentración debido a que las reacciones en equilibrio requieren tiempos más largos 

que las irreversibles.  

Además, las especies trivalentes tienen más repercursión en el balance global. Sin 

embargo, Hayawaka no termina de explicar cómo se forma el TMAO a tenor de estas 

reacciones.  
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Figura 14. Ruta metabólica del arsénico explicado mediante el mecanismo de Hayawaka152,153 

 

Actualmente, estos dos mecanismos son los más aceptados para justificar los perfiles de 

arsénico en matrices biológicas. Si bien, ninguna de las dos posibilidades termina por 

explicar todos los puntos, permite entender a grandes rasgos el destino del arsénico en el 

organismo. Así, el metabolismo permite excretar aproximadamente el 75-80% del 

arsénico ingerido en forma de especies orgánicas entre las que encontramos el MMAV, 

DMAV y TMAO, almacenando el resto en diferentes órganos.  
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La exposición al arsénico inorgánico es muy variada y frecuente. No obstante, en ciertas 

ocasiones son otros arsenicales más complejos, como la arsenobetaína, los 

arsenoazúcares o arsenolípidos, entre otros, los que exclusivamente entran en contacto 

con los seres vivos a través de la ingesta de alimentos que los contiene. En estos casos, 

el metabolismo difiere de los procesos anteriormente descritos y toma otras vías para 

poder degradar, asimilar y excretar estas especies, formando DMAV como principal 

intermediario común.  

Por lo que respecta a los arsenolípidos, actualmente se conocen cuatro grandes familias 

clasificadas en función de si el arsénico está unido a una cadena de hidrocarburo 

(AsHCs), un ácido graso (AsFAs), un fosfolípido (AsPLs) o una fosfatidilcolina 

(AsPCs). Los principales estudios realizados sobre ellos han sido en algas o residuos 

marinos, principalmente aceites, aunque su metabolismo ha sido muy poco estudiado. 

Schmeisser realizó un microestudio con dos voluntarios a los que hizo ingerir 

separadamente hígado de bacalao en dos fracciones y aceite de hígado de bacalao, para 

ir midiendo secuencialmente la orina con el objetivo de analizar los principales 

metabolitos obtenidos. Encontró que los metabolitos principales fueron DMAV, AB y el 

arsenoazúcar glicerol. En mucha menor proporción se encontraron MMAV, AsIII y otros 

compuestos entre los que destacan tioarsenicales y AsFAs de cadena pequeña154. 

Algunos estudios más en matrices animales revelaron que los AsHCs se metabolizan 

perdiendo carbonos en el esqueleto central como si sufrieran una β-oxidación155. No 

obstante, esta familia guarda aún muchas incógnitas y son necesarios más estudios para 

poder conocer mejor los pormenores metabólicos de sus constituyentes.  

Los arsenoazúcares representan otra de las grandes familias de moléculas complejas, 

cuyos representantes más importantes contienen un radical hidroxilo (GLY, glicerol o 

328), sulfito (SO3, sulfonato o 392), sulfato (SO4, sulfato o 408) y fosfato (PO4, fosfato 

o 482). Se suelen metabolizar principalmente en DMAV y otros compuestos como AC, 

TMAO y DMAA, y algunos tioarsenicales156,157. El proceso de metabolización 

completo es desconocido, razón por la cual su toxicidad es difícil de evaluar. Aunque 

generalmente se acepta que no son tóxicos.  

Otro arsenicales complejos son la AB y la AC. La AB se excreta prácticamente sin 

metabolizar, aunque es posible encontrar una pequeña cantidad de DMAV asociada 

como subproducto158.  
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Por otro lado, aunque la AC tampoco se metaboliza159, se ha sugerido que su aparición 

está relacionada con la metabolización de los arsenolípidos160. 

En resumen, el metabolismo supone un entramado complejo de reacciones y procesos 

que permiten explicar la bioquímica del arsénico en el organismo de los seres vivos. 

Durante todo este apartado, se ha hecho hincapié en la relación de la bioquímica con la 

excreción de este tóxico por la orina, a través de la transformación del arsénico 

inorgánico en formas orgánicas más fáciles de excretar, o la transformación de 

derivados orgánicos complejos en otros más simples. Se debe tener en cuenta que existe 

una relación entre ese metabolismo y la toxicidad de cada especie, específica de cada 

una de ellas, cuyos fundamentos se van a abordar a continuación.   

b) Toxicidad del arsénico 

La toxicidad del arsénico está directa y estrechamente relacionada con la naturaleza de 

la especie química, el estado de oxidación y, evidentemente, la dosis de exposición. Por 

lo que respecta al estado de oxidación, y de manera general, las especies con estado de 

oxidación +3 son más tóxicas que las de valencia +5. Desde un punto de vista químico, 

las especies trivalentes presentan menor estabilidad, reaccionando fácilmente pudiendo 

alojar los nuevos electrones en los orbitales de la capa d. Biológicamente, el AsIII es 

captado con mayor eficiencia por las células que el AsV.  

Evolutivamente esto tiene su origen en los albores de nuestro planeta cuando el arsénico 

presente en los mares y océanos primigenios suponía un riesgo para las primeras células 

que darían germen a la vida. Como consecuencia de esto, estas células desarrollaron una 

defensa contra el mismo, la creación de proteínas transportadoras que permiten el paso 

de AsIII a la célula, para poder metabolizarlo en formas orgánicas. En cuanto a la 

naturaleza de las especies, las especies inorgánicas son más tóxicas que las orgánicas161. 

Mención especial merecen los intermedios MMAIII y DMAIII, que según ciertos 

estudios, presentan una toxicidad alta, llegando a superar a las del arsenito y arseniato. 

Sin embargo, el papel de estos intermedios no ha sido estudiado extensamente y su 

estabilidad no está demostrada por lo que su rol como posible agente tóxico no está del 

todo aceptado162.  

Las especies orgánicas presentan un rango de toxicidad amplio, dependiendo de la 

familia a la que pertenezca.  
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Así, pueden ser consideradas no tóxicas, como es el caso de la arsenobetaína, 

arsenocolina y los arsenoazúcares, o de toxicidad moderada, como es el caso del MMAV 

y DMAV. La excepción serían los ya mencionados MMAIII y DMAIII, y los 

arsenolípidos163, pues ciertos estudios mencionan cierto grado de neurotoxicidad, 

además de que se ha demostrado que pueden pasar de madre a hijo a través de la leche 

materna, si bien la toxicidad de sendas especies no se ha estudiado en profundidad.  

Con todo, en líneas generales se considera que el arsénico inorgánico es más tóxico que 

el orgánico, y las especies trivalentes son más tóxicas que las pentavalentes. Por lo que 

respecta a las especies orgánicas se suele considerar que 

DMAV>MMAV>TMAO≈AB≈AC161(Tabla 2). 

Tabla 2. Valores de LD50 de algunos compuestos arsenicales45. N/D significa no detectada.  
ID Estructura química LD50 

Arsenobetaína 

 

N/D 

Arsenocolina 
 

N/D 

Ácido arsenioso 
 

20 mg/kg 

Ácido arsénico 

 

13 mg/kg 

Ácido cacodílico 

 

700-2600 mg/kg 

Ácido metilarsónico 

 

700-1800 mg/kg 

 

El arsénico afecta a diferentes escalas dentro del organismo de los seres vivos. En 

primer lugar, influye en los procesos celulares actuando como un potente agente 

citotóxico. El impacto de su toxicidad depende del estado de oxidación.  
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La clave para entender el mecanismo de toxicidad de las especies trivalentes estriba en 

la extrema afinidad del AsIII, MMAIII y DMAIII por los grupos sulfihidrilos presentes en 

los restos cisteína (Cys) de numerosas enzimas y proteínas, lo que provoca su 

inhibición, siendo mayor en el caso del monometil y dimetilarsénico (III) que en el caso 

del arsenito144. Destacan especialmente la piruvato deshidrogenasa (PDH)141,164 y la 

aldehído deshidrogenasa (ALDH)165. La primera está implicada en los procesos de 

respiración celular, pero sobre todo en el ciclo de Krebs, punto común a todas las 

reacciones anabólicas y catabólicas.  

Por otro lado, la segunda protege nuestro organismo de otras sustancias tóxicas, en este 

caso, ciertos aldehídos166. Otras enzimas clave en la estabilidad celular son la glutatión 

reductasa (GSH) y la tiorredoxina reductasas, encargadas de proteger la célula frente al 

estrés oxidativo167. Su desactivación provoca un desequilibrio en las reacciones redox 

de las células, lo que se postula como la auténtica raíz de su poder tóxico. Así, este 

desequilibrio electroquímico acaba aumentando el estrés celular y fomenta la síntesis de 

especies reactivas de oxígeno (ROS)168. Esto desencadena una serie de procesos que 

afectan sensiblemente a los mecanismos de comunicación o señalización celular, 

mecanismos directamente relacionados con la integridad de la célula, sus procesos y el 

material genético asociado, pudiendo provocar problemas como proliferación, 

diferenciación y muerte celular144,169. En cuanto al arsénico pentavalente, a dosis 

elevadas actúa principalmente inhibiendo procesos metabólicos regulados por fosfatos 

(Pi, ADP o ATP) debido su similar radio iónico con el grupo fostato del ATP141,170 

(ciclo de Krebs, respiración celular, β-oxidación, etc.). En concentraciones pequeñas 

suele unirse a la queratina, quedando almacenado en el pelo, la piel y las uñas, 

principalmente.  

Por todo lo anterior, el arsénico inhibe procesos celulares clave para la supervivencia de 

las células, aumentando el estrés celular sobre éstas lo que acarrea una alteración de los 

caminos de señalización celular. Entre las consecuencias estudiadas se encuentra la 

liberación de ciertas proteínas diseñadas para combatir el estrés oxidativo171,172, las 

conocidas como HSP (Heat-Shock Proteins), cuya misión reside en reorganizar la 

actividad inicial alterada en las células. Estas proteínas acaban causando cierta 

inflamación celular, que a largo plazo puede acarrear comportamientos celulares 

anómalos como el crecimiento descontrolado de éstas (proliferación), desembocando en 

diversos tipos de cánceres173.  
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Por otro lado, los factores de crecimiento celulares son los encargados de la 

comunicación celular y generalmente son sustancias de naturaleza proteica que se unen 

a un receptor activando entre otras cosas la transcripción de un gen o la regulación de 

procesos por secreción de otra proteína o enzima asociada174.  

Nuevamente, el arsénico interfiere en este tipo de procesos175, por lo que, además de 

todo lo anteriormente comentado, puede influir sobre los receptores endocrinos 

actuando sobre los conocidos como receptores estrogénicos, altamente relacionados con 

la aparición y desarrollo de cánceres176. En efecto, este elemento también presenta 

propiedades carcinógenicas por mediación directa, como el caso de los receptores 

endocrinos, o mejor dicho, de un oncogen conocido como c-Src, conectado 

estrechamente a estos receptores endocrinos y cuyo rol alterado ha sido descrito en 

diversos tipos de cánceres147,177. Otro ejemplo de genes objetivo es el P53, cuya 

alteración incrementa el riesgo de padecer cáncer de vejiga178,179. Indirectamente, el 

desarrollo de cánceres está asociado con errores de replicación, transcripción y 

traducción del ADN celular180. Así, el arsénico puede inducir genotoxicidad de tres 

maneras distintas: alterando la cromatina y/o los cromosomas181,182, provocando 

modificaciones en los componentes del ADN183,184 e inhibiendo la actividad de las 

enzimas responsables de los procesos genéticos185–187. Más concretamente, se ha 

demostrado que, in vitro, el arsénico inorgánico provoca aberraciones cromosómicas e 

intercambio de cromátidas hermanas, lo que conlleva, en primera instancia, un mayor 

riesgo de daño a la estructura del ADN188,189.  

Referente al arsénico orgánico, el DMAIII+V puede causar mutaciones cromosómicas, y 

la unión de ciertas proteínas a las bases nitrogenadas del ADN185. Alternativamente a 

esto, la ruptura de su hebra también es uno de sus efectos dañinos189. Contrariamente a 

lo que pueda parecer, el MMAV no parece generar toxicidad mediante este tipo de 

mecanismos. Con respecto a los componentes del ADN, el DMAIII+V, como 

consecuencia del estrés oxidativo, los radicales hidroxilos generados pueden reaccionar 

con ciertas bases nitrogenadas formando compuestos derivados, como por ejemplo, la 8-

hidroxil-desoxyguanosina, utilizado extensamente como marcador del grado de estrés 

oxidativo al que está sometido el ADN190,191.  

Además, la hipo e hipermetilación de ciertas bases nitrogenadas ocurren de manera 

aleatoria, lo que puede provocar la inhibición de ciertos genes y la expresión de otros 

tantos, aumento el riesgo de carcinogénesis192.  
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La capacidad de inhibición del arsénico facilita la desactivación de ciertas DNA-ligasas, 

así como aquellas responsables de los mecanismos de reparación del ADN en los 

diferentes complejos NER (Nucleotide Excision Repair)193,194 y BER (Base Excision 

Repair)193,195, lo que nuevamente daña la estructura del ADN. Otros efectos descritos 

incluyen la alteración de los macrófagos, lo que desencadena una respuesta inflamatoria 

exacerbada, constituyendo otro de los mecanismos de generación de cánceres196.  

Por todo lo expuesto, se puede concluir que el arsénico es citotóxico, genotóxico y 

carcinogénico llegando a generar una gran variedad de síntomas en diferentes órganos 

diana (Tabla 3). La toxicidad es, por lo tanto, más alta si se trata de especies trivalentes 

y/o de naturaleza inorgánica. 

 

Tabla 3. Principal sintomatología derivada de la exposición al arsénico en diversas zonas del organismo.  
EFECTOS TÓXICOS DEL ARSÉNICO EN LOS ORGANISMOS VIVOS 

VÍAS RESPIRATORIAS 
Síntomas Referencias 
Tos crónica 197,198 Esfuerzo respiratorio 
Bronquitis crónica 198 
Asma 199 Neumonía 
Cáncer de pulmón 200 

SISTEMA CARDIOVASCULARES 
Síntomas Referencias 

Trombosis 
201 Isquemia miocárdica 

Embolias 
Ateroesclerosis 202,203 
Apoplejía 204 Enfermedades coronarias 
Hipertensión 205,206 
Ensanchamiento de carótida 202,207 

SISTEMA ENDOCRINO 
Síntomas Referencias 

Diabetes 208,209 
Síndrome metabólico 210 

TRACTO GASTROINTESTINAL 
Síntomas Referencias 

Lesiones en la cavidad oral 211 
Diarrea 212 
Cáncer de hígado 213 

ENFERMEDADES NEUROLÓGICAS 
Síntomas Referencias 

Trastornos sensoriales 214 
Neuropatía periférica 215 
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TRASTORNOS OCULARES 
Síntomas Referencias 

Conjuntivitis 216 
Cataratas 217 
Pterigión 218 

ENFERMEDADES DÉRMICAS 
Síntomas Referencias 
Líneas de Mees 219 
Hiperpigmentación 220 
Hiperqueratosis 219,220 
Cáncer de piel 221,222 

SISTEMA EXCRETOR 
Síntomas Referencias 
Proteinuria 

223 Necrosis tubular 
Cáncer de riñón 
Cáncer de vejiga 

CRECIMIENTO, REPRODUCCIÓN Y OBSTETRICIA 
Síntomas Referencias 
Endometriosis 224 
Disfunción del sistema reproductor femenino 225,226 
Disfunción del sistema reproductor masculino 227,228 
Malformaciones fetales 229 
Problemas neurológicos asociados al crecimiento 230 
Muerte del feto 231 
 

En resumidas cuentas, el arsénico es capaz de movilizarse a lo largo y ancho de este 

planeta con o sin ayuda del ser humano, si bien éste indudablemente contribuye a su 

liberación y transformación, principalmente a medios terrestres y aéreos, desde dónde 

difunde a otros medios como el acuoso. En función de los procesos que tengan lugar 

durante su movilización, así como los seres vivos con los que entre en contacto, se 

generan una serie de especies cuya naturaleza marca su toxicidad, a nivel celular, 

sistémica o genética, como se ha descrito previamente.  

Es por ello, que a nivel legislativo existen una serie de regulaciones centradas 

principalmente en el riesgo que supone este tóxico a través de los medios acuosos232 y 

alimenticios233–235, los medios más críticos y de mayor incidencia.  

Esto unido a la profunda conciencia del potencial cancerígeno del arsénico y sus 

compuesto53, así como a la necesidad de recopilar más información sobre la incidencia 

real de este tóxico en la población ha permitido la puesta en marcha de proyectos de 

biomonitorización a nivel europeo236.  
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No obstante, para poder contribuir a recabar más información referente al impacto real 

del arsénico en la población, se precisan herramientas analíticas potentes, en términos 

de sensibilidad, selectividad y aplicabilidad, para obtener datos concluyentes y válidos y 

garantizar una legislación situada en un marco realista para paliar y/o eliminar los 

efectos adversos, a largo plazo, y muchas veces enmascarados de la exposición a este 

elemento.  

1.4.- Metodologías analíticas de especiación de arsénico 
a) Antecedentes 

La implantación de una instrumentación adecuada para determinar el contenido total de 

arsénico y el de sus especies principales supuso un cambio en el paradigma para la 

química analítica instrumental de mediados del s. XX. Por un lado, cada especie de 

arsénico presentaba unas características físicoquímicas específicas y diferentes entre sí, 

lo que a la postre tenía una especial incidencia en su determinación analítica. Por otro 

lado, los límites máximos de residuos legislados en las directivas europeas y nacionales 

demandaban el desarrollo de nuevas técnicas analíticas instrumentales con objeto de 

obtener una mejor sensibilidad y selectividad que a su vez permitieran una preparación 

de muestra más sencillas para el análisis rutinario de muestras medioambientales, 

biológicas y clínicas de interés.  

Durante los primeros compases del pasado siglo, las primeras metodologías de 

especiación se centraron casi exclusivamente en la separación y cuantificación de AsIII y 

AsV, siendo aplicadas principalmente a muestras de aguas. Entre estos enfoques 

tradicionales podemos encontrar la espectroscopía de UV-Visible, especialmente 

mediante reacción con complejos coloreados que permiten distinguir una especie de 

otra237,238(colorimetría).  

Entre los principales inconvenientes de este enfoque estaban los largos tiempos de 

preparación de muestra y análisis, así como la dificultad de trabajar con reacciones en 

equilibrio, pudiendo dar lugar a reacciones secundarias de oxidoreducción, 

complejación, etc. Por otra parte, la electroquímica, particularmente a través de la 

polarografía clásica239,240 o la de pulso diferencial241,242, permitía discriminar fácilmente 

entre la especie trivalente y la pentavalente, ya que únicamente la primera se considera 

electroactiva.  
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A la hora de manejar este tipo de técnicas, inicialmente se determinaba el contenido de 

AsIII, y se deducía el contenido de AsV por diferencia con respecto al contenido de 

arsénico total. Posteriores avances en este sector culminaron con el alumbramiento de la 

voltamperometría de redisolución anódica243,244 y/o catódica245,246. Esto derivó en el uso 

de ciertos reductores previos como la hidrazina o ciertos metales, para poder convertir el 

estado pentavalente en trivalente, y posteriormente oxidarlo. Lamentablemente ninguna 

de las dos variantes supuso un avance lo suficientemente potente ya que este tipo de 

metodologías presentaban un alto grado de interferencias, en forma de metales o 

reductores. Alternativamente, la espectrometría de rayos X247 para suelos o el análisis de 

activación de neutrones (NAA)248, encontraron su hueco y se utilizaron para análisis de 

la cristalinidad, entornos atómicos, caracterización, etc.  

No fue hasta la llegada de la técnica conocida como generación de hidruros (HG), que 

se comenzaron a desarrollar metodologías de especiación con aplicación real. 

Concretamente, en 1973, Braman and Foreback ampliaron el alcance de la especiación a 

dos especies orgánicas, el DMAV y el MMAV, además de arsénico inorgánico. Así, 

mediante el empleo de un reductor (MCln, siendo M un metal; NaBH4 o NaCNBH3), 

cada especie analizada se transforma en su arsina correspondiente, estos compuestos, 

como ya hemos visto, son volátiles y pueden ser transportados hasta un detector de 

forma sencilla. De esta manera, partiendo de AsIII, AsV, MMAV y DMAV, se obtiene la 

arsina (AsH3; Teb=-55ºC), la metilarsina (MeAsH2; Teb=2ºC) y la dimetilarsina 

(Me2AsH; Teb=55ºC), respectivamente. Tanto el arsénico trivalente como el 

pentavalente forman hidruro de arsénico(III), pero el último requiere de un paso previo 

de reducción por lo que controlando el proceso se puede distinguir la formación de una 

arsina de la otra. Esta reducción del arseniato ocurre a un pH extremadamente ácido 

(≤1), y ocurre lo mismo para las especies orgánicas249. Por tanto, variando el pH se 

controla la formación de los hidruros correspondientes. Esta metodología suele 

incorporar una trampa criogénica (CT) para poder mejorar la sensibilidad de la técnica, 

ya que primero se atrapan los hidruros volátiles a temperaturas bajas, para después 

aplicar secuencialmente temperatura y volatilizar los hidruros en función de su 

temperatura de ebullición/vaporización250. La limitación principal de este enfoque es su 

exclusiva aplicabilidad a especies capaces de formar el hidruro (iAs, MMAV y DMAV), 

útil para análisis de aguas, pero no para estudios de biodisponibilidad en organismos 

vivos o de especiación de matrices con una ingesta de algas o crustáceos.  
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Esto se debe a que la AB, los AsSug o As-Lip no pueden ser analizados mediante esta 

metodología y, por tanto, la información generada es, en el mejor de los casos, 

incompleta. No obstante, ciertos estudios incorporaron un paso de descomposición 

térmica previa a la propia generación de hidruros para poder oxidar secuencialmente las 

especies orgánicas a arsénico pentavalente251. Lamentablemente, la falta de selectividad 

y control de este paso, unido a las desventajas intrínsecas de ésta, como es la formación 

de hidruros interferentes, así como las condiciones de reacción que no favorecen la 

cinética y en ciertos casos permiten la formación de complejos acuosos, limitaron el 

avance de esta técnica. Todas estas técnicas, y algunas más, representaron los primeros 

avances en el campo de la especiación (Tabla 4). No obstante, con el tiempo todas ellas 

fueron relegadas, en el mejor de los casos, a aplicaciones concretas pero sin mucha 

progresión analítica, y gradualmente sustituidas por la cromatografía acoplada a la 

espectrometría de masas.  

Tabla 4. Antecedentes de la especiación de arsénico en el s.XX 
TÉCNICAS ANALÍTICAS TRADICIONALES DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO 

Generación de hidruros 
Técnica Matriz Especies Referencias 

HG-AAS 
Aguas AsIII, AsV, DMAV, MMAV 

249 
Orina AsIII, AsV, DMAV, MMAV 

HG-AAS Aguas AsIII, AsV 250 
HG-GC-AAS Aguas AsIII, AsV, DMAV, MMAV 251 
HG-GC-AAS Aguas  AsIII, AsV, DMAV, MMAV 252 

Técnicas electroquímicas 
Técnica Matriz Especies Referencias 

Polarografía Aguas AsIII, AsV 253 
DPP Aguas AsIII, AsV 254 

DPP  Aguas AsIII, AsV 255 
ASV Aguas AsIII, AsV 256 
ASV Aguas  AsIII, AsV 257 
CSV Aguas  AsIII, AsV 258 
CSV Aguas AsIII, AsV 259 

Electroforesis capilar 
Técnica Matriz Especies Referencias 

CE Aguas AsIII, AsV, DMAV, MMAV 260 
CE Aguas AsIII, AsV, DMAV, ácido arsanílico y derivados 261 

Otras técnicas 
Técnica Matriz Especies Referencias 

Colorimetría Aguas AsIII, AsV 262 
NAA Aceites biológicos Organoarsenicales  263 

IEC-NAA Aguas AsIII, AsV, DMAV, MMAV,AB 264 
IEC-AAS Aguas AsIII, AsV, DMAV, MMAV 265 
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En la década de los 80 se produciría un importante avance en el campo de la química 

analítica con la llegada de los espectrómetros de masas. Concretamente, el entonces 

reciente ICP/MS mostraba unos niveles de sensibilidad superiores que las alternativas 

de la época, desbancando rápidamente a las técnicas espectroscópicas anteriores266–268, 

especialmente con la posterior creación de los ICP con triple cuadrupolo 

(ICP/MS/MS269,270) y los equipos de alta resolución (HR-ICP/MS) con el uso de un 

sector magnético o SF-Sector Field(SF-ICP/MS)271,272. Así, a partir de la primera 

década del s.XXI, la técnica combinada de LC-ICP/MS constituye la metodología de 

especiación de arsénico por antonomasia, inicialmente aplicada a muestras biológicas y 

acuosas, pero que gradualmente ha ido ampliando su campo de acción hacia matrices 

más complejas como matrices animales, vegetales o alimenticias (Tabla 5).  

Esto es debido a que es una técnica analítica instrumental con un detector (ICP/MS) que 

tiene una alta especificidad y sensibilidad y que está acoplado a una técnica de 

separación (Cromatografía iónica) que permite eliminar interferentes en función de la 

selectividad de los compuestos por una fase estacionaria de intecambio ionico. Esta 

técnica permite determianr incluso los compuestos arsenicales como arsenoazúcares, 

arsenolípidos o tioarsenicales metabolizados o sin metabolizar, en matrices complejas 

(champiñones, hongos, algas, etc.).  

 

Tabla 5. Aplicaciones principales de HPLC-ICP/MS a lo largo del s.XXI. 
METODOLOGÍAS DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO POR LC-ICP/MS 

1ª DÉCADA DEL s.XXI 
Matriz biológica 

Cromatografía Fase móvil Columna Matriz Especies Referencia 
IPC-ICP/MS C6H13-SO3H Altima C18 Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 273 
AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Orina AsSug y DMAE 274 
AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 ICSep ION-120 Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV, 

TMAO, DMAA, TMAP, DMAE 
275 CEC-ICP/MS Py Ionospher 5C 

AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 
276 

AEC-ICP/MS Na2HPO4 Agilent G3154-65001 Orina 277 
AEC-ICP/MS NH4HCO3 Dionex Ion Pack AS22 Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 278 CEC-ICP/MS Py Shodex RSPak NN-614 Orina 

Matriz agua 
AEC-ICP/MS NaH2PO4 Spherisorb ODS/NH2 Agua AB, AC, AsIII, 

AsV, DMAV, MMAV 
279 

AEC-ICP/MS Na2CO3 Hamilton PRP X-100 Agua AsIII, AsV 280 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Agua AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 281 

Matriz animal y vegetal 
IPC-ICP/MS C6H13-SO3H Altima C18 Pescado AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 273 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Arroz AsIII, AsV, DMAV, MMAV 282 

AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Algas AB, AC, AsIII,  
AsV, DMAV, MMAV 

283 

Otras matrices 
IPC-ICP/MS C6H13-SO3H Altima C18 CRMs AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 273 
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2ª DÉCADA DEL s.XXI 
Matriz biológica 

AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 Thermo HyperREZ XP Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 
284 

AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 AG7 microcolumn Orina 285 
AEC-ICP/MS HNO3+H2O Dionex Ion Pack AS7 Orina AB, AC, AsIII, 

AsV, DMAV, MMAV 
286 

AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 AG7 microcolumn Orina 287 

AEC-ICP/MS NH4HCO3 Dionex Ion Pack AS22 Orina AB, AsIII, AsV, 
DMAV, MMAV,TMAO 

288 

AEC- ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 289 
AEC- ICP/MS NH4H2PO4 ESI AEX Integrado Orina AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 290 

AEC-ICP/MS NH4HCO3 Dionex Ion Pack AS22 Saliva AB, AsIII, AsV,  
DMAV, MMAV,TMAO 

288 

AEC -ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Suero AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 289 
Matriz animal y vegetal 

AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Algas AB, AC, AsIII, AsV, DMAV, 
MMAV, TMAO, AsSug 

291 
CEC-ICP/MS Py Zorbax SCX-300 
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Marisco AB, AC, AsIII, AsV,  

DMAV, MMAV, TMAO 
292 

CEC-ICP/MS Py Zorbax SCX-300 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Plantas AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 293 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Musgo AsIII, AsV 294 
AEC-ICP/MS2 (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Marisco AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 295 

IPC-ICP/MS C4H9-SO3H Capcell PAK C18 Algas AB, AC, AsIII, AsV, 
DMAV, MMAV, TMAO 

296 

AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Champiñones AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 297 
AEC-ICP/MS HCOOH Thermo AS14 Algas AsSug 298 RP-ICP/MS AcOH ACE Phenyl-C18 

Matriz alimentos 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Algas Tioarsenicales y AsSug 299 
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Vino blanco AsIII, AsV, DMAV, MMAV 300 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Trigo AsIII, AsV, DMAV, MMAV 301 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Carne/pescado AB, AsIII, AsV, DMAV, MMAV 302 
RP-ICP/MS AcONH4/EtOH Waters Atlantis C18 Aceites marinos AsLip 303 
RP-ICP/MS HCOOH/H2O Waters Acquity C18 Aceites marinos AsLip 304 
RP-ICP/MS HCOOH/MeOH Poroshell EC18 Aceites marinos AsLip 305 

AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Bebida de arroz AsIII, AsV, DMAV, MMAV 306 
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Arroz AsIII, AsV, DMAV, MMAV 307 
IPC-ICP/MS C4H9-SO3H Capcell PAK C18 Aceites marinos iAs 308 
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Arroz AsIII, AsV, DMAV, MMAV 309 

      
 

Históricamente, existen dos maneras de abordar la especiación y depende, como no 

puede ser de otra manera, del tipo de analito. Las especies más comunes (AB, AC, AsIII, 

AsV, DMAV, MMAV), que se corresponden con las analizadas en esta investigación, son 

ácidos y bases de Brönsted. Por este motivo, las cromatografías más comunes 

nuevamente son dos: la cromatografía iónica (IC)292,310 y la cromatografía de par iónico 

(IPC)308,311. En definitiva, para la separación de especies cargadas o polares el enfoque 

más común consiste en abordar la separación desde el punto de vista de las diferencias 

de acidez o basicidad, o lo que es lo mismo, la carga neta molecular a un determinado 

valor de pH. Por otro lado, para especies más complejas y con una parte hidrofóbica 

importante, mayormente los As-Lip, se han desarrollado aplicaciones a través de la 

cromatografía de fase reversa (RP), debido a su carácter menos polar305,312.  
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Su uso ha ido aumentando con el paso de los años debido al creciente conocimiento de 

la naturaleza de estos compuestos.  

Recientemente, gracias al empleo de fases móviles que no requieren demasiado tiempo 

de equilibrado (≈30 min), se han vuelto a desarrollar metodologías con columnas de 

fase reversa empleando fases móviles iónicas, explotando el mecanismo típico de una 

Cromatografía de Par Iónico (IPC), interacciones polares y apolares al mismo tiempo313. 

Centrándonos en la cromatografía de intercambio aniónico, la más común de las 

técnicas de separación, sus principales ventajas son su gran versatilidad, los tiempos 

cortos de análisis, y el aumento de la productividad de cara a un análisis de rutina con 

un gran número de muestras. Para este tipo de cromatografía, el pH y el tipo de fase 

móvil son parámetros clave para mejorar el rendimiento de dicho modo de separación, y 

cómo se puede ver claramente en la Tabla 5, el uso de tampones a base de fosfato 

amónico ha sido y continúa siendo generalizado, debido principalmente a su elevada 

fuerza iónica que disminuye la retención de los analitos en la columna, garantizando 

además una selectividad y resolución aceptables con tiempos cortos de análisis, lo que 

juega a favor de analizar un gran número de muestras en poco tiempo. Sin embargo, 

fases móviles como fosfatos o sulfatos se catalogan como fases no compatibles con el 

equipo de ICP. Esto se pone de relieve mediante su dificultad para descomponerlos en 

el plasma del ICP, consecuencia de su alta estabilidad, ligado a su vez a su polaridad o 

fuerza iónica. Esto presenta un inconveniente fundamental, y es la deposición gradual 

de partículas salinas314,315, afectando a la vida útil del instrumento, además de paradas 

no deseadas para la limpieza del material, que no siempre es efectiva y corta en el 

tiempo, y cuya concentración depende del número de muestras analizadas.  

Asimismo, si bien la retención de los analitos es más baja que otras fases empleadas, en 

ciertas ocasiones este hecho puede acarrear problemas de resolución cromatográfica en 

un análisis convencional, normalmente entre AB, DMAV y AsIII. La naturaleza catiónica 

de la AB y la AC, la neutralidad del arsenito pH<9 y el TMAO y la poca polaridad del 

dimetilarsénico (V) con respecto al MMAV y al arseniato, pueden resultar en una 

coelución o solapamiento parcial de sus picos al emplear fases móvil que limiten la 

retención de los analitos en la columna, como es el caso de los fostatos299,316. Esto 

supone un problema fundamental ya que, obviando la presencia de tioarsenicales.  
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En respuesta a estos problemas, ciertos autores optaron por utilizar oxidantes en 

cantidades controladas para transformar todo el arsenito en arseniato317,318, requiriendo 

de comparación con el arsénico total, que si bien puede ser para paliar el problema de 

resolución, suele requerir de una segunda técnica, generalmente cromatografía de 

intercambio catiónico, para determinar el contenido de arsénico trivalente, lo que 

globalmente incrementa el tiempo de análisis por muestra.  

El uso de otro tipo de cromatografías, como la cromatografía de par iónico o una fase 

reversa utilizando un tampón ácido/base con carga opuesta a la de los analitos a 

determinar, puede mejorar sustancialmente la resolución de los analitos. No obstante, 

los ácidos sulfónicos o carboxílicos empleados, así como las bases, principalmente, 

aminas o sales de amonio cuaternario, requieren largos tiempos de equilibrado de la 

columna que juegan en detrimento del tiempo de análisis y de la productividad, además 

de no solucionar el problema de la volatilidad de la fase móvil319. 

Otros grupos de investigación, sin embargo, han empleado fases compatibles con 

equipo de ICP-masas como son los carbonatos. Estos presentan una fuerza iónica 

aceptable pero menor que la de los fosfatos, aumentando los tiempos de análisis, su 

principal desventaja, pero mejorando sustancialmente la resolución de los picos 

cromatográficos debido al mayor tiempo de residencia de los analitos en la columna. 

Lamentablemente, ciertas publicaciones han encontrado problemas de deriva en la línea 

base de la señal del detector al emplear como tampones estos compuestos disminuyendo 

la calidad de la integración y cuantificación, además de disminuir la sensibilidad 

instrumental320,321.  

En la presente tesis se ha abordado la especiación de arsénico a través de un mecanismo 

de intercambio iónico acoplado a un ICP/MS de simple cuadrupolo (Q-ICP/MS), 

empleando una fase móvil compatible con ICP/MS. La fase móvil empleada ha sido 

acetato amónico, con propiedades similares a los carbonatos pero que reduce los 

tiempos de limpieza, no ofrece problemas de resolución para las especies relevantes 

analizadas y permite determinar éstas en un tiempo razonable para su uso previsto.  

b) Fundamentos básicos de cromatografía  

La cromatografía es una técnica de separación que depende intrínsecamente de las 

características físicoquímicas y/o estructurales de los analitos y de su interacción con 

una fase estacionaria, a unas condiciones específicas de presión, temperatura y pH.  



69 

 

 

Este proceso tiene lugar a través de una sucesión de equilibrios de adsorción-desorción 

de los analitos con la fase estacionaria en función del gradiente de la fase móvil322. La 

naturaleza y las características de la triada analito-fase móvil-fase estacionaria 

constituyen el eje fundamental del proceso de separación cromatográfica y cuyo 

rendimiento se determina a través de una serie de magnitudes cromatográficas (Tabla 

6). Los tiempos de retención y las anchuras de los picos cromatográficos son, por tanto, 

función del tipo de fase estacionaria y de la fase móvil322.  

Existen varios tipos de fases estacionarias comerciales. La fase estacionaria es la parte 

que más tiempo está en contacto con los analitos, y que es directamente responsable de 

los equilibrios de adsorción-desorción de los mismos. Estos equilibrios vienen marcados 

por una serie de interacciones, que pueden ser muy intensas y polares (Fuerzas 

electrostáticas y/o enlace de hidrógeno), o interacciones mucho menos intensas y de 

naturaleza apolar o poco polar (Fuerzas London y/o dipolo-dipolo inducido). Cuánto 

más selectiva sea la fase estacionaria, más tiempo pasarán los analitos dentro de la 

columna, aumentando sus tiempos de retención. 

La fase móvil puede estar constituida con uno o varios eluyentes. Si se utiliza un solo 

eluyente la separación cromatográfica es en modo isocrático. Si se utiliza dos o mas 

eluyentes y a lo largo del cromatograma se va variando la proporción de entre ellos se 

dice que el modo de trabajo es en gradiente, es decir que se esta modificando la fuerza 

elutropica de la fase móvil y los compuestos saldrán de la columna en función de su 

afinidad para con la fase estacionara y la fase móvil. 
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Tabla 6. Parámetros cromatográficos más relevantes 
Parámetro Abreviatura Definición Fórmula química 

Tiempo básico t0 
Tiempo que tarda en atravesar el 
sistema un   compuesto no retenido 

- 

Tiempo de retención tR 
Tiempo entre la inyección y la 
elución del analito del sistema 

- 

Factor de retención k 

Parámetro que indica la extensión 

de la retención de un compuesto. 

Relación entre el número de moles 
de soluto de las fases estacionaria 

y móvil 

𝑘 =
𝑡! − 𝑡"
𝑡"

 

Factor de separación α 

También denominado 
selectividad. Refleja la 

retención selectiva de dos 
solutos, de tal 
forma que α>1 

𝛼 =
𝑘#
𝑘$
=
𝑡!,# − 𝑡"
𝑡!,$ − 𝑡"

 

Resolución Rs 

Medida cuantitativa de la 
capacidad de una columna de 

separar dos compuestos 

𝑅! = 1.18 ∗
𝑡",$ − 𝑡",%

𝑤%/$,% +𝑤%/$,$
 

Eficacia N 
Número de equilibros o platos 

teóricos de una columa 
𝑁 = 5.56

𝑡!
𝑤$/#

 

 

El esquema básico de un cromatógrafo de líquidos se muestra a continuación (Figura 

15):  

 

 

Figura 15. Esquema básico de un HPLC. 

 

En definitiva, la combinación de todos los factores mencionados determina la 

separación de los analitos, y facilita la labor del detector, que en el caso concreto de esta 

tesis es un ICP/MS, cuyo fundamento se comenta a continuación.  
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c) Fundamentos básicos de ICP 

Englobada dentro de la rama de la espectroscopía, la tecnología de Plasma de 

Acoplamiento Inductivo o ICP revolucionó el campo de los metales tanto por su 

sensibilidad, como por su versatilidad al poder ser aplicada para el análisis 

multielemental de muestras de todo tipo, especialmente medioambientales, biológicas, 

clínicas o forenses. El esquema básico de un ICP se muestra a continuación (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Esquema básico de un ICP/MS323 

 

El sistema de introducción de muestra varía en función de si la matriz es líquida (simple 

aspiración) o sólida (ablación láser, atomización electrotérmica, arco voltaico, y 

montaje tipo Single-Cell o Single-Particle, entre otros). El resto del sistema es común, y 

consta de un nebulizador que introduce un flujo, constante de un gas inerte (argón) a 

alta velocidad, que junto con el flujo de muestra impulsado por una bomba peristáltica, 

parte éste en gotas muy finas (nebulización).  

En función del contacto gas-muestra existen varios tipos de nebulizadores, los más 

comunes son los nebulizadores neumáticos, y dentro de este grupo, a su vez, se 

encuentran los concéntricos, los de flujo cruzado y los sólidos. El fundamento físico es 

el de transformar el flujo que viene de la bomba peristaltica en un aerosol323. Aunque 

menos comunes, los nebulizadores ultrasónicos utilizan el sonido en lugar de la presión 

para poder formar el aerosol.  
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El aerosol está formado en su mayoría por gotas de pequeño tamaño, pero dicha 

formación no es uniforme. Por ello, desde el nebulizador el flujo de gotas recorre un 

fino tubo hasta llegar a la cámara ciclónica, y por gravedad, se separan las gotas más 

pequeñas de las de mayor tamaño. Las primeras ascienden hasta la antorcha, en cuyo 

final se ubica el plasma, un gas en equilibrio con su forma ionizada, o como se conoce 

comúnmente, parcialmente ionizado, cuya reacción genera una energía tal que permite 

vaporizar, atomizar e ionizar los elementos químicos presentes en la muestra, debido a 

que las temperaturas alcanzadas en la misma rondan los 7000-8000 K. Este plasma, 

además, actúa como barrera energética al permitir la formación prácticamente en su 

totalidad de iones monovalentes323.  

Con procesos de preparación de muestra generalmente sencillos y cortos, la utilización 

de esta técnica, permite el análisis rápido y eficaz de los elementos presentes en la 

muestra mediante dos variantes bien diferenciadas como consecuencia del proceso de 

ionización que tiene lugar en el plasma: el ICP-OES y el ICP/MS.  

El primero, también conocido como ICP óptico, se sirve de la longitud de onda emitida 

como consecuencia de la ionización de los elementos químicos en el plasma. Esta 

longitud de onda es única y característica para cada elemento químico, y pasa por un 

sistema típico de detección espectroscópico que consta de una prisma o red de 

difracción y un detector a base de tubos fotomultiplicadores o un dispositivo CCD. Por 

otro lado, el ICP/MS utiliza una serie de lentes, conocidas como óptica o guias de iones, 

para dirigir los iones generados en el plasma hacia un analizador de masas. Así, una vez 

generado el plasma, los iones formados son focalizados hacia un espacio conocido 

como interfase, y pasan a través de unos filtros conocidos como conos.  

Estos conos son unas piezas metálicas cuya forma geométrica la marca el nombre, 

ideados para enfocar un porcentaje representativo del conjunto de iones. Existen dos 

tipos, el “sampler”, que está en contacto directamente con el plasma, y el “skimmer”, 

que se encuentra a continuación. Algunas casas comerciales han comenzado a añadir un 

tercer cono de menor tamaño detrás del “skimmer”, denominado “hiperskimmer”.  

Tras el paso de los conos, el flujo de iones es dirigido por la óptica o guía de iones. Esta 

zona consta de un juego de lentes que, mediante la aplicación de un potencial eléctrico, 

transmite la mayor cantidad posible de iones al analizador de masas. Existen varios 

tipos de analizadores de masas en función de la resolución.  
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El de menor resolución y el más sencillo es el cuadrupolo (Q-ICP/MS), cuatro varillas 

cargadas con potenciales opuestos dos a dos, y ubicadas en una posición determinada 

para generar un campo electromagnético con estructura hiperbólica. El análisis de los 

iones ocurre mediante la aplicación de diferentes voltajes que estabilizan la órbita de 

ciertos iones y desestabilizan otros, de acuerdo a la ecuación de Mathieu (Figura 17), 

cuyos parámetros principales son a y q324. 

 

 

Figura 17. Órbita de estabilidad de un ion en un cuadrupolo324 

Mediante la optimización de los parámetros a y q, se puede predecir las condiciones de 

estabilidad de los iones en el cuadrupolo. Pero de manera general, las masas pequeñas 

requieren menor voltaje que las masas de mayor tamaño. Todo esto lo realiza el equipo 

gracias a un calibrado de masas que se realiza rutinariamente. 

Una mejora en el rendimiento y resolución de lo anterior se puede conseguir utilizando 

un triple cuadrupolo (ICP/MS/MS). El triple cuadrupolo consta de tres cuadrupolos en 

serie, aunque realmente actúan como tal el primero y el tercero, mientras que el segundo 

hace las veces de una celda de colisión o de reacción. De esta manera, el primer 

cuadrupolo filtra las masas deseadas, el segundo cuadrupolo introduce una corriente de 

gas de colisión (H2 o He) o reacción (NH3, CH4 u O2) empleados como filtro de 

interferencias, y el tercer cuadrupolo filtra el ion característico de cada elemento. 
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Para alta resolución (HR-ICP/MS) se suele emplear un sector magnético (SF-ICP/MS). 

Estos instrumentos se sirven de un campo magnético focalizado para acelerar los iones 

generados a través de un sector de circular de 180º compuesto por una serie de rendijas 

ajustables a lo largo del mismo325. Así, en presencia de un campo magnético, el radio de 

giro de los iones es directamente proporcional a la masa isotópica de los analitos, o 

dicho de otro modo, los átomos más pesados realizarán órbitas más largas que los 

ligeros. Las rendijas ajustables en función de la resolución deseada permite el paso de 

los elementos pero no de sus interferencias325.  

La resolución es un factor importante a la hora de elegir utilizar una u otra variante de la 

tecnología de ICP/MS. Ésta se ve gravemente mermada por la existencia de las 

interferencias propias de esta técnica, las interferencias isobáricas. Se denomina así al 

solapamiento espectral entre un analito y uno o varios interferentes con los que 

comparte la misma masa isotópica, como por ejemplo el 75As+ y el 75ArCl+ o el 64Zn+ y 

el 64S2+, siendo la primera de ellas una interferencia poliatómica, y la segunda isotópica, 

los dos grandes grupos en los que se circunscriben las interferencias isobáricas. Este 

solapamiento puede corregirse, por un lado, con equipos que filtran las masas (QQQ-

ICP/MS) o que discriminan por tamaño (SF-ICP/MS) y que trabajan, por tanto, con 

masa exacta325.  

Sin embargo, en equipos con un solo cuadrupolo (Q-ICP/MS) es necesario un sistema 

de corrección de estas interferencias. Con esta intención nacieron los dos modos de 

trabajo típicos existentes hoy en día: uno por discriminación de energía cinética (KED) 

y otro por reacción química (DRC), desarrollados por Agilent y Perkin Elmer, 

respectivamente326.  

El modo KED consiste en el suministro constante de un gas inerte, típicamente He, 

expulsado perpendicularmente a la corriente de iones de la muestra que proviene de la 

óptica de iones, creando un flujo de gas que choca con dicha corriente justo antes de 

llegar al cuadrupolo. Este modo está indicado para la corrección de interferencias 

poliatómicas y se basa en el hecho experimental que de las éstas presentan mayor 

tamaño que un ion monoatómico, y por tanto, las primeras sufren más choques por 

segundo que los segundos, lo que provoca que las interferencias salgan despedidas y no 

entren al cuadrupolo326.  
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El modo DRC también esta ideado para corregir interferencias isotópicas y el gas 

utilizado en DRC, que suele ser NH3, CH4 u O2, se mueve perpendicularmente al flujo 

de muestra reaccionando químicamente y formando un aducto, permitiendo la 

diferenciación de masa entre el analito y la interferencia (“mass shift”)326.  

Si bien ambos modos de trabajo son efectivos para la eliminación de interferencias 

isobáricas y se aplican en rutina para el análisis de matrices biológicas especialmente 

difíciles por interferencias de matriz como orina y sangre total, presentan como 

principal desventaja la pérdida de sensibilidad por parte de los analitos.  

Otro aspecto importante es la matriz. El arsénico puede encontrarse fácilmente en 

muestras medioambientales, especialmente en aguas327 y filtros PM10328, y en muestras 

biológicas. En estas últimas, y de acuerdo al camino que recorre este tóxico en nuestro 

organismo, se puede encontrar en pelos y uñas329, sangre330 y orina331. Las uñas y los 

pelos están considerados biomarcadores de la exposición al arsénico a nivel crónico 

porque la acumulación constante de dicho tóxico favorece la deposición del arsénico 

inorgánico en la queratina presente en sendos medios.  

Aunque en menor medida, existen estudios que demuestran la acumulación de arsénico 

orgánico en la forma de DMAIII+V, y MMAIII+V. Como principal desventaja, se tiene que 

no puede determinarse AB, AC ni ningún otro arsenical como los AsSug o As-Lip. Por 

todo ello, la matriz pelo suele ser elegida como biomarcador subrogado para la química 

clínica, comparado generalmente con el resultado de los análisis por sangre u orina, en 

aquellos casos en los que se pretenda discriminar entre una exposición crónica o 

puntual. 

La sangre y la orina representan las dos matrices habituales en lo que a especiación de 

arsénico a nivel clínico y/o forense se refiere. La gran ventaja para ambos medios reside 

en que en ellas se puede determinar una gran gama de especies, en comparación a las 

uñas y el pelo. Además, es aplicable al análisis de intoxicaciones esporádicas y de 

pequeña incidencia. Sin embargo, la vida media de las especies en la sangre es mucho 

menor frente a aquella de la orina332, siendo entre 24-72h en el caso de ingestión 

habitual de arsenicales (AB, AC, iAs, DMAV y MMAV) y hasta de 90h en el caso de 

AsSug y As-Lip.  
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Otro inconveniente de la sangre es que, si bien se ha observado un mayor número de 

metabolitos que en pelo y en uñas, no presenta la amplia gama de compuestos que si se 

excretan por la orina, pudiendo actuar como un biomarcador más adecuado333. El 

inconveniente principal de la orina reside en su elevada concentración de cloruros, lo 

que supone la fuente principal de interferencias a la hora de abordar la especiación de 

arsénico. Esto es debido a la formación del aducto poliatómico entre el ion cloruro y el 

gas del plasma conocido como 75ArCl+ por acción de las altas temperaturas que se 

originan como consecuencia de aquél.  

La separación cromatográfica previa de este aducto es crucial para todos aquellos 

equipos con simple cuadrupolo, puesto que la resolución obtenida no es suficiente como 

para poder discernir entre la señal del analito, 75As+ y la propia del interferente 75ArCl+. 

Adicionalmente, existe la opción de utilizar la tecnología de colisión y/o reacción 

descrita previamente, y sólo en el caso de que dicha interferencia se presente de manera 

sistemática y a concentración constante, se pueden emplear ecuaciones de corrección 

específicas para eliminarla.  

En resumen, tras describir las principales fuentes de exposición al arsénico, su 

sintomatología descrita y las metodologías analíticas principales empleadas para su 

cuantificación, ha quedado puesto de relieve la existencia de numerosos compuestos de 

arsénico potencialmente tóxicos, lo que hace imprescindible el desarrollo de un método 

novedoso para la determinación de estos compuestos, o especies, debido al potencial 

efecto tóxico que comportan para la salud humana. En este sentido, la especiación de 

arsénico permite no sólo lo anterior al separar cromatográficamente, primero, y medir 

separadamente, las diferentes especies presentes en las muestras analizadas, sino que 

además es capaz de asignar adecuadamente el perfil toxicológico presente en éstas, al 

haber discriminado previamente las especies tóxicas de aquellas que no lo son.  

Por todo ello, en esta investigación se ha elegido una metodología de especiación de 

arsénico por IC-ICP/MS utilizando un ICP/MS de simple cuadrupolo aplicada al 

análisis de muestras de orina y una ecuación de corrección para la interferencia de 
75ArCl+. 
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2.-Objetivos/Objectives 
The main objectives of this study, derived from and firmly based on the bibliography 

described, are presented as follows: 

1) To carry out two selective, sensitive, precise, accurate and cutting-edge 

methodologies, i.e, one based on a Total Arsenic Determination approach and the 

other one on Arsenic Speciation, both using ICP/MS as a detection technique in 

order to analyse arsenic levels in clinic samples. 

 

2) To identify and quantify the main arsenic species found in a human population 

study and subsequently assess their toxicity taking into the account the 

concentration of the toxic and non-toxic species present in the samples analysed 

using the Arsenic Speciation Methodology developed.  

 

 

3) To use the selected biomarkers to extract all the available and reliable 

information in order to determine the basal level of this element within the 

population studied as well as the most relevant toxicological and clinical 

implications based on the data assessment.  
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3.-Parte Experimental 
3.1.-Reactivos 

a) Reactivos empleados en la metodología de arsénico total: 

Ø Arsenic standard solution As(V) = 1.000 g/l for ICP (Panreac Applichem, 

Darmstadt, Hesse, Germany) 

Ø Germanio patrón ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, España) 

Ø Rhodio patrón ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, España) 

Ø Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU) 

Ø Ytrio patrón ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, España) 

b) Reactivos empleados en la metodología de especiación de arsénico: 

Ø Acetato amónico HPLC grade (Scharlau, Barcelona, España) 

Ø Ácido acético glacial, min. 99.8%, reagent grade (Scharlau, Barcelona, España)  

Ø Ácido monometilarsénico (V) sal monosódica (MMAV), min. 83.3% (LGC 

Standards/Dr. Ehrenstorfer, Barcelona, España) 

Ø Ácido dimetilarsénico (V) (ácido cacodílico o DMAV), min. 98% (Sigma-

Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU) 

Ø Amoníaco 20-22% ultratrace® ppb-trace análisis grade (Scharlau, Barcelona, 

España) 

Ø Arsenic (III) standard solution for ICP (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 

EEUU) 

Ø Arsenic standard solution AsV = 1.000 g/l for ICP (Panreac Applichem, 

Darmstadt, Hesse, Germany) 

Ø Arsenobetaína, min. 95% (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU) 

Ø Arsenocolina (bromuro de arsenocolina), min. 99.8% (TRC, North York, 

Ontario, Canadá) 

Ø Fosfato amónico dibásico HPLC grade (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 

EEUU) 

Ø Nitrato amónico (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU) 

 

 



79 

 

 

c) Reactivos exclusivos para fines intrumentales (calibración, chequeo diario, etc) 

Ø ELAN 6100 Setup/Masscal Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, 

USA) 

Ø ELAN Detection Limit Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) 

Ø ELAN Dual Detector Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) 

3.2.-Disolventes 

Ø Ácido nítrico suprapur (Merck, Barcelona, España) 

Ø Agua MilliQ (Merck Millipore, Merck, Barcelona, España) 

Ø Metanol LC/MS (Panreac Applichem, Darmstadt, Hesse, Germany) 

3.3.-Instrumentación 

a) Cromatografía 

Ø HPLC Series 1100 (Agilent, Santa Clara, California, EEUU) que consta 

de los siguientes módulos: 

§ Desgasificador (Agilent, Santa Clara, California, EEUU) 

§ Bomba cuaternaria (Agilent, Santa Clara, California, EEUU) 

§ Columna de intercambio aniónico PRP X-100 (4,6 x 250 mm x 5 

µm) de Hamilton (Reno, Nevada, EEUU) 

§ Detector de Fluorescencia (Agilent, Santa Clara, California, 

EEUU) 

§ Detector de Diodo Array (Agilent, Santa Clara, California, 

EEUU) 

§ Dos válvulas Rheodyne de seis puertos con dos posiciones. Una 

de las válvulas tenía como función ser la línea de transferencia 

HPLC-ICP/MS y la otra se utilizó para inyectar el patrón interno 

al sistema (Waltham, Massachusetts, EEUU) 
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b) Espectroscopía 

Ø ICP/MS ELAN 6100 DRC (Waltham, Massachusetts, EEUU) con los 

siguientes accesorios: 

§ Automuestreador S-10 (Waltham, Massachusetts, EEUU) 

§ Nebulizador concéntrico tipo Meinhard® (Golden, Colorado, 

EEUU) 

§ Cámara ciclónica de vidrio (Waltham, Massachusetts, EEUU) 

§ Antorcha de cuarzo (Waltham, Massachusetts, EEUU) 

§ Conos sampler y skimmer de Níquel (Waltham, Massachusetts, 

EEUU) 

§ Celda DRC® con un cuadruopolo para corrección de 

interferencias poliatómicas por gas de reacción (Waltham, 

Massachusetts, EEUU) 

§ Analizador de masas de simple cuadrupolo (Waltham, 

Massachusetts, EEUU) 

c) Otros 

Ø Equipo de valoración automática Titrando 809® (Methrom AG, Herisau, 

Suiza)  

Ø Equipo MilliQ Elements (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, 

EEUU) 

Ø Autoanalizador de Inmunoensayos Siemens Xpand Plus™ (Siemens, 

Munich, Alemania) 

3.4.-Material volumétrico 

a) Pipetas y micropipetas 

Ø Micropipeta calibrada variable 2-20 µl (Brand, Wertheim, Alemania) 

Ø Micropipeta calibrada fija 25 µl (Eppendorf, San Sebastián de los Reyes, 

Madrid, España) 

Ø Micropipeta calibrada fija 50 µl (Brand, Wertheim, Alemania) 

Ø Micropipeta calibrada fija 100 µl (Eppendorf, San Sebastián de los 

Reyes, Madrid, España) 

Ø Micropipeta calibrada fija 250 µl (Brand, Wertheim, Alemania) 
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Ø Micropipeta calibrada fija 500 µl (Eppendorf, San Sebastián de los 

Reyes, Madrid, España) 

Ø Micropipeta calibrada fija 1000 µl (Eppendorf, San Sebastián de los 

Reyes, Madrid, España) 

Ø Micropipeta calibrada variable 100-1000 µl (Eppendorf, San Sebastián 

de los Reyes, Madrid, España) 

Ø Pipeta calibrada variable 5 ml (Eppendorf, San Sebastián de los Reyes, 

Madrid, España) 

Ø Pipeta calibrada variable 10 ml (Eppendorf, San Sebastián de los Reyes, 

Madrid, España) 

b) Otros 

Ø Frasco lavador de plástico estéril 2 l (VWR, Llinars del Vallès, 

Barcelona, España) 

Ø Bote de recogida de muestra de plástico estéril 2 l (Nalgene) 

Ø Vaso de precipitados 250 ml Pyrex (VWR, Llinars del Vallès, Barcelona, 

España), 

Ø Pipeta Pasteur 1 ml (VWR, Llinars del Vallès, Barcelona, España) 

3.5.-Preparación de disoluciones 

a) Acetato amónico 20 mM pH=9 (Fase móvil A) 

Colocar un vaso de precipitados de 250 ml en una balanza analítica, tarar y pesar 

3.083±0.001 g de AcONH4 HPLC grade de Scharlau. A continuación, y con una 

probeta de 500±5 ml, se recogen 200 ml de agua Milli Q dispensada por el 

dosificador MilliQ Elements.  

Tras la disolución del acetato amónico, el vaso de precipitados se lleva al 

pHmetro automático del Titrando 809® y se ajusta el pH hasta 9.00±0.05 con 

NH3 ultratrace® de Scharlau, pipeteado gota a gota con una pipeta Pasteur de 

plástico. 

Una vez que el pH está ajustado, se vierte el contenido del vaso de precipitados 

en un recipiente de plástico de 2 litros de capacidad. Alternativamente, con una 

probeta de 100.0±0.5 ml se recogen 80 ml de MeOH LC/MS de Panreac y se 

añaden a dicho recipiente. Éste se enrasa hasta un volumen de 2 litros con agua 

MilliQ. Se conserva en nevera (4±1ºC).   
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b) Acetato amónico 20 mM pH=5 (Fase móvil B)  

Colocar un vaso de precipitados de 250 ml en una balanza analítica, tarar y pesar 

3.083±0.001 g de AcONH4 HPLC grade de Scharlau. A continuación, y con una 

probeta de 500±5 ml, se recogen 200 ml de agua Milli Q dispensada por el 

dosificador MilliQ Elements. Tras la disolución del acetato amónico, el vaso de 

precipitados se lleva al pHmetro automático del Titrando 809® y se ajusta el pH 

hasta 5.00±0.05 con AcOH glacial de Scharlau, pipeteado gota a gota con una 

pipeta Pasteur de plástico.  

Una vez que el pH está ajustado, se vierte el contenido del vaso de precipitados 

en un recipiente de plástico de 2 litros de capacidad. Alternativamente, con una 

probeta de 100.0±0.5 ml se recogen 80 ml de MeOH (4%) y se añaden a dicho 

recipiente. Éste se enrasa hasta un volumen final de 2 litros con agua MilliQ. Se 

conserva en nevera (4±1ºC).   

c) Preparación de la calibración de arsénico total  

El esquema de la calibración de arsénico total se encuentra a continuación 

(Figura 18): 

 
Figura 18. Esquema de calibración del método de arsénico total por ICP/MS 

 

Las disoluciones intermedias de 5 y 1 mg/l se almacenan en nevera (4±1ºC) 

durante 3 meses. Los patrones del calibrado se preparan diariamente a partir de 

sendas disoluciones intermedias. Todas las disoluciones son acuosas y contienen 

un 1% HNO3 para su conservación. El volumen final es de 50 ml y los patrones 

se preparan en balanza analítica, utilizando micropipetas y pipetas calibradas 

anualmente para adicionar el volumen requerido en cada paso.  
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Una vez que los patrones están preparados se pipetan 500 µl con micropipeta fija 

de 500 µl de cada uno de ellos sobre un tubo Falcon de 15 ml. Posteriormente se 

adicionan 9.5 ml de la disolución contenedora del patrón interno (ver 

Preparación del Patrón Interno para arsénico total). La mezcla de agita en un 

vortex durante 30 segundos.  

d) Preparación de la calibración de arsénico especiado 

Primeramente, a partir de los reactivos madre, se preparan una serie de 

disoluciones intermedias que se van a etiquetar con los números 1, 2, 3 y 4, y 

cuyo esquema de elaboración se encuentra a continuación (Figura 19): 

 

 
Figura 19. Esquema de preparación de las disoluciones intermedias para el método de especiación de arsénico 

  

Todas las disoluciones intermedias se almacenan en nevera (4±1ºC), las de 5 

mg/L durante 3 meses y las de 100 µg/l durante 1 mes. Aquellas que contienen 

As(III) se recubren con papel de aluminio.  
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Los patrones del calibrado se preparan diariamente a partir de sendas 

disoluciones intermedias (Tabla 7). Todas las disoluciones son acuosas pero 

contienen un 4% MeOH para su conservación.  

El volumen final es de 50 ml y los patrones se preparan en balanza analítica, 

utilizando micropipetas y pipetas calibradas anualmente para adicionar el 

volumen requerido en cada paso.  

Tras la preparación, se pipetan 500 µl con micropipeta fija de 500 µL sobre 

sendos viales de plástico de 800 µl de volumen y se cierran. Los viales se agitan 

en el vortex durante 30 segundos.  

 

Tabla 7. Esquema de preparación de la calibración de especiación de arsénico 

 
e) Preparación de muestra para arsénico total 

Se recogen 500 µL de la muestra de orina y se adicionan 9,5 ml de la disolución 

contenedora de patrón interno sobre un tubo Falcon de 15 ml (dilución 1:20). La 

mezcla de agita en un vortex durante 30 segundos. Las muestras de orina se 

almacenan en un congelador (-85±1ºC) para facilitar al conservación a largo 

plazo.  

f) Preparación de muestra para arsénico especiado 

Se recogen 50 µl de la muestra de orina y se adicionan a un vial de plástico. Se 

pipetean 20 µl de MeOH (4%) y se añaden 430 µl enrasando la mezcla a 500 µl 

(dilución 1:10). La mezcla de agita en un vortex durante 30 segundos. Las 

muestras de orina se almacenan en un congelador (-85±1ºC) para facilitar al 

conservación a largo plazo.  

 

 

 

Punto Vdis int nº2 (µl) Vdis int nº3  (µl) Vdis int nº4 (µl) VMeOH (ml) VF (ml) Concentración final (µg/l) 
Blanco calibración - - - 2 50 - 

Patrón 1 - 250 500 2 50 1 AC, AB; 0.5 el resto 

Patrón 2 - 500 5000 2 50 10 AC, AB; 1 el resto 

Patrón 3 200 1000 - 2 50 20 AC, AB; 2 el resto 

Patrón 4 500 2500 - 2 50 50 AC, AB; 5 el resto 

Patrón 5 1000 5000 - 2 50 100 AC, AB; 10 el resto 
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g) Patrón interno para arsénico total 

El esquema de preparación del patrón interno se incluye a continuación (ver 

Figura 20): 

 

 

Figura 20. Preparación del patrón interno para arsénico total 

 

La disolución del patrón interno se prepara diariamente sobre un frasco lavador 

de plástico de 1L añadiendo las cantidades requeridas con micropipeta y pipeta 

calibradas anualmente.  

h) Patrón interno para arsénico especiado 

 El esquema de preparación del patrón interno se especifica a continuación (ver 

Figura 21) 

 

Figura 21. Preparación del patrón interno para arsénico especiado 

 

La disolución del patrón interno se prepara diariamente sobre un frasco lavador 

de plástico de 2 litros de capacidad añadiendo las cantidades requeridas con 

micropipeta y pipeta calibradas anualmente.  

3.6.-Optimización de la señal instrumental 

En primer lugar, y antes de abordar la optimización del sistema cromatográfico, se 

procedió a la correcta conFiguración del analizador de masas cuadrupolar del ICP/MS 

para garantizar la máxima respuesta posible para el canal m/z 75.  
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Esta técnica constituye una herramienta muy potente para el análisis elemental de 

matrices medioambientales, biológicas o alimenticias, entre otras, debido a su amplio 

rango dinámico lineal, la rapidez de sus analíticas y la simplicidad del proceso de 

preparación de muestra, convirtiéndose en la opción ideal para la determinación de 

elementos químicos a nivel de trazas y/o ultratrazas. Sin embargo, los dos 

inconvenientes principales de estos equipos residen en la elevada variabilidad de la 

señal instrumental, o deriva, y en la naturaleza de las interferencias.  

Por ello es fundamental mantener una rutina constante de calibración y mantenimiento 

del instrumento para poder garantizar una sensibilidad adecuada, especialmente para 

trazas o ultratrazas. Por lo que respecta a la limpieza, cada día de trabajo se hizo pasar 

por todo el instrumental (desde el automuestreador hasta el analizador de masas) una 

disolución acuosa con un 2% HNO3 durante un periodo aproximado de treinta minutos. 

En caso de acumulación de restos de matriz en el instrumental, se diseñó una serie de 

sistemáticas aplicadas según el tipo de componente.  

En el caso de los conos, se realiza un lavado secuencial y en tres etapas mediante 

ultrasonidos, primero con un 1% HNO3, luego con agua destilada para eliminar los 

restos de ácido y finalmente con MeOH para eliminar el agua, siendo cada uno de ellos 

de 10 minutos de duración. La antorcha y la cámara ciclónica se sumerge en una 

disolución acuosa de HNO3 al 1%, y se lleva al ultrasonidos durante 10 minutos. El 

nebulizador usado es de tipo neumático, un Meinhard®, y al ser de cuarzo, no se puede 

limpiar usando ultrasonidos, por lo que se mantiene sumergido durante al menos 20 

minutos en una disolución 1% HNO3.  

Referente a la calibración, se evaluó el rendimiento del equipo cada día de trabajo con 

una disolución “tune” denominada Daily Performance Check, específicamente diseñada 

para hacer un barrido de masas en el rango bajo, medio y alto de masas, además de 

regular el porcentaje de óxidos y las dobles cargas, y controlar el ruido del equipo 

medido a partir de dos masas ficticias cuyos valores de corte se mencionan a 

continuación (ver Tabla 8): 

 

 

 



87 

 

 

Tabla 8.Criterios de aceptación del Daily Performance Check. 
 Parámetro Valor de corte 

Rango bajo m/z 24Mg >40000 cps 

Rango medio m/z 115In >300000 cps 

Rango alto m/z 235U >200000 cps 

Óxidos %156CeO/140Ce ≤3% 

Dobles cargas %140Ce++/140Ce ≤2,5% 

Ruido m/z 220 ≤2 cps 

Ruido m/z 8,5 ≤2 cps 

 

Además, este equipo pasa anualmente los mantenimientos preventivos llevados a cabo 

por los técnicos de la casa comercial, en los que se ajustan tanto la calibración de masas 

como los parámetros relativos a la resolución de las masas.  

La presencia de óxidos y dobles cargas afecta notablemente a la sensibilidad y ambos 

tienen su origen en el plasma. De acuerdo a la termodinámica, la reacción de generación 

de éste, establece una barrera de potencial que permite la formación casi exclusiva de 

iones monopositivos. No obstante, ciertos elementos pueden ionizarse hasta perder dos 

electrones, formando lo que se conoce como dobles cargas. Por otro lado, los óxidos son 

extremadamente reactivos y tienden a formar “clusters” al combinarse éstos con otros 

iones de la muestra. La explicación para ambos fenómenos parece residir en la 

diferencia de temperatura entre las zonas centrales y laterales del plasma, además de en 

las condiciones de operación.  

Así, la formación de óxidos se cree que está ligada a la presencia de agua o disolventes 

oxigenados que al no evaporarse debidamente en el plasma, forma iones óxido334,335, 

mientras que la de las dobles cargas se ha asociado a altos flujos de nebulización336. Sea 

como fuere, en ambos casos se produce un desplazamiento de la relación masa/carga, la 

consiguiente pérdida de sensibilidad para los elementos afectados, además de actuar 

como interferentes poliatómicos o isotópicos para otros analitos. En el caso del arsénico, 

éste presenta una alta afinidad por el oxígeno, por lo que se vigiló con especial 

precaución los niveles de óxidos generados. 
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Una vez establecidas las condiciones iniciales que permiten garantizar el buen 

rendimiento del equipo, se decidió optimizar paso por paso una serie de parámetros, 

para asegurar que el instrumento tenga una sensibilidad adecuada en la m/z 75. Estos 

fueron: 

§ Voltajes de los detectores analógico y de pulsos 

§ Alineamiento de la antorcha 

§ Voltajes de la óptica de iones 

§ Flujo de nebulización 

Los voltajes de los dos detectores con los que cuenta el ICP/MS, el análogico (para 

intensidades menores de 2 millones de cps) y el de pulsos (para intensidades superiores 

a 2 millones de cps) se ajustaron estableciendo una relación directa entre la masa 

isotópica y el voltaje aplicado. Esto es importante porque a partir de 2 millones de 

cuentas entra en juego el detector de pulsos, y la respuesta intensidad-concentración 

puede verse afectada sino están correctamente alineados. Este ajuste se debe realizar al 

cambiar el detector y cuándo se observa una pérdida generalizada de cuentas.  

Una vez ajustados los parámetros del detector, se llevó a cabo el alineamiento de la 

antorcha para obtener la máxima señal en el canal del arsénico. Tras lograr esto, este 

proceso se repetió exclusivamente en caso de retirada de la antorcha por motivos de 

mantenimiento o por sustitución, ya que en estos se puede perder el alineamiento 

logrado con la subsiguiente pérdida de sensibilidad.  

El siguiente paso consistió en ajustar los voltajes de la guía u óptica de iones. Constan 

de una lentes que se encuentran en la zona de la óptica de iones y su importancia radica 

en que sirven de asistencia a la trayectoria de los iones desde la interfase hasta el 

analizador de masas.  

Como último paso de la optimización de la señal instrumental, se ajustó el flujo de 

nebulización, cuya variación presenta una tendencia parabólica. En un inicio, el 

aumento del flujo del gas de nebulización aumenta la capacidad de ionización de los 

iones de la muestra, debido a que en el nebulizador el flujo de muestra se parte en gotas 

cada vez más pequeñas que son capaces de ascender por la cámara ciclónica hasta la 

antorcha. Por el contrario, para valores elevados, la ionización empieza a disminuir 

gradualmente como consecuencia del exceso de gas de nebulización.  
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Una vez optimizada la respuesta del ICP/MS para obtener la máxima señal posible 

arsénico se procedió a registrar la intensidad de la misma. Para ello, se preparó una 

disolución de 1 µg/l de arsénico, concretamente, As3+. Dicha disolución se preparó en 

un tubo falcon de 50 ml adicionando 49 ml de la disolución comercial de ajuste del 

ICP/MS (Daily Performance Check) y 1 ml de una disolución de As3+ preparada de 50 

µg/l de concentración. De esta manera, las especificaciones del equipo se mantuvieron a 

la vez que se ajustaban los parámetros deseados con la señal m/z 75. 

En base a lo todo lo anterior se establecieron una serie de protocolos de limpieza, 

mantenimiento y corrección de la señal instrumental (Figura 22) en caso de que 

disolución de control del equipo o la de arsénico constataran una pérdida de 

sensibilidad.   

 
Figura 22. Flujo de trabajo para el mantenimiento preventivo del equipo. ϕneb=flujo de nebulización 

Otro punto importante lo suponen las interferencias. Los filtros de interferencias 

actuales para los Q-ICP/MS son tres: utilizar un gas de reacción, un gas de colisión o 

una ecuación de corrección. El uso del gas de colisión se descartó debido a la 

configuración del equipo.   

Como posibles opciones para gas de reacción, existen NH3, CH4, H2 y O2. De acuerdo a 

la bibliografía, los mejores resultados para el arsénico se consiguen con H2337 y O2338.  
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El principal problema del NH3 es que reacciona tanto con la interferencia como con el 

analito339, por lo que puede presentar problemas para análisis de trazas, que es lo que se 

pretende en esta tesis, por lo que se descartó su uso. El CH4, por el contrario, forma 

aductos que pueden incrementar el ruido de fondo por lo que presenta problemas de 

sensibilidad para con el arsénico340.  

A pesar de todo, se optó por utilizar una ecuación matemática de corrección (ver Tabla 

8) ya que según la bibliografía, demostró ser eficaz en determinaciones biológicas324,341 

para eliminar la interferencia de 75ArCl+.  

Teniendo en cuenta lo anterior, las condiciones operacioneales (Tabla 9) para la 

medición de la señal de arsénico en el ICP/MS ELAN DRC 6100 empleado fueron las 

siguientes:  

Tabla 9. Parámetros operacionales del ICP/MS ELAN DRC 6100 para la señal de 75As 
Parámetro (unidad) Valor 

RF Power (W) 1250 

Flujo de nebulización (ml/min) 1 

Voltaje de las lentes (V) 4,5 

Tiempo de integración (ms) 2500 

Modo del detector Estándar 

Ecuación de corrección -3,127[77ArCl-0,815(82Se)] 

%Óxidos (cómo 156CeO/140Ce) ≤3 

%Dobles cargas (cómo 140Ce++/140Ce) ≤2,5 

Cutoff 75As (cps) 3000* 

*Medido con una disolución de 1 µg/l de As(III). 

En resumen, una vez determinados los parámetros instrumentales y elegida la ecuación 

de corrección como posible filtro de interferencias, se decidió, pues, proceder con el 

diseño experimental del método de arsénico total en base a esas condiciones 

instrumentales. 

3.7.-Optimización de la metodología de arsénico total 

El método de arsénico total se diseñó para que, por un lado, éste fuera rápido y sensible 

para poder analizar el contenido de arsénico total y, por otro, que sirviera como valor de 

referencia para analizar el contenido de las especies y poder compararlo con éste.  
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La analítica de arsénico total en orina, permite analizar su contenido en apenas un 

minuto (sumándole los tiempos de demora estándar típicos de la limpieza de los canales, 

Wash Delay, y al tiempo que tarda desde que se inyecta la muestra hasta que llega al 

detector, Read Delay), muestra de la sobrada rapidez de la que hacen gala los análisis 

elementales por ICP/MS. En estos equipos, el patrón interno se emplea para normalizar 

las derivas de la señal provocadas por el efecto matriz. Si en el anterior apartado se 

hacía hincapié en la relación entre la respuesta instrumental y la sensibilidad, en este es 

importante tener en cuenta que el efecto matriz puede ocasionar un aumento o 

disminución de la señal, que termina afectando a los parámetros analíticos del método 

de medida, entre los que se encuentran la precisión, exactitud e incertidumbre342,343. 

Tradicionalmente, las características que debe cumplir un buen patrón interno son tener 

una similar masa y potencial de ionización, para que los fenómenos de ionización y 

transporte a lo largo de la óptica de iones y en el cuadruopolo guarden similaridad, 

haciendo que los ratios entre la señal del analito y la del patrón interno sean 

proporcionales, y por tanto compensando el posible efecto de deriva. Además, el patrón 

interno no debe estar presente en la muestra341,344. En base a esto, se seleccionaron cinco 

candidatos a patrón interno: el germanio, el ytrio, el renio, el rodio y el bismuto (ver 

Tabla 10).  

Tabla 10.Potencial de ionización y masa isotópica del arsénico y los patrones internos 
Isótopo Masa isotópica (uma) Potencial de ionización (eV)* 

75As 74,9216 9,7885 
73Ge 72,6300 7,8994 
89Y 88,9058 6,2172 

103Rh 102,905 7,4589 
186Re 186,207 7,8335 
209Bi 208,980 7,2855 

*Valores de los potenciales de ionización de acuerdo a la base de datos NIST.   

Para seleccionar el mejor candidato a patrón interno se prepararon una serie de 

calibraciones para cada uno de ellos y se evaluaron los siguientes tres parámetros: los 

residuales estandarizados, la pendiente y el coeficiente de correlación.  

El esquema de preparación de la calibración se encuentra recogido en la sección 

correspondiente (ver 3.5.-Preparación de disoluciones). Para asegurar la buena calidad 

de los resultados, los patrones se prepararon diariamente teniendo en cuenta que a las 

disoluciones intermedias de 1 y 5 mg/l se les otorgó una caducidad de 1 y 2 meses, 

respectivamente.  
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En cualquier caso, si alguna de las dos disoluciones se agota antes de cumplirse el 

periodo de validez (generalmente la de 5 mg/l), se preparan todas desde cero. Para el 

caso del ytrio, se llevó a cabo adicionalmente un test F de linealidad. Además, se 

estudiaron los estadísticos de precisión y exactitud, expresada como veracidad para cada 

patrón interno a través del empleo de dos materiales certificados de referencia (CRM) y 

un QC. Los pormenores relativos a los resultados de estas pruebas así como los 

concernientes a la selectividad y el cálculo del límite de detección (LOD) y 

cuantificación (LOQ) se encuentran descritos más adelante (ver sección 4.1.-Validación 

de la metodología de arsénico total en orina). En resumen, las condiciones 

instrumentales del método de arsénico optimizado son (Tabla 11): 

Tabla 11. Condiciones instrumentales de la metodología de arsénico total por ICP/MS 
Parámetro (unidad) Valor 

Isótopo 75As 

Tiempo de integración (ms) 2500 

Modo del detector Estándar 

Ecuación de corrección -3,127[77ArCl-0,815(82Se)] 

Vmuestra 500 µl 

Rango de la calibración 2-500 µg/l 

Patrón interno 89Y 

Precisión <4% 

Veracidad (exactitud) <3% 

Límite de Detección 0,16 µg/l 

 
3.8.-Optimización de la metodología de arsénico especiado 

a) Elección del tipo de cromatografía 

Como ya se comentó en la introducción (ver sección 1.4.-Metodologías analíticas de 

especiación de arsénico) los tres tipos de cromatografías principales más extendidas 

para la especiación de arsénico han sido: cromatografía de fase reversa (RP), 

cromatografía iónica (IC) y cromatografía de par iónico (IP). En un primer paso, se 

decidió analizar la separación cromatográfica de un disolución multiespecies de 100 

µg/l de AB, AC, AsIII, AsV, DMAV y MMAV en una columna de fase reversa (Ascentis® 

C18; 100 x 2,1 mm x 3 µm) y un columna de intercambio iónico con una resina de 

poliestireno y divinilbenceno unida a un resto de tetraalquilamonio actuando como 

resina de intercambio aniónico (Hamilton PRP X-100; 4,6 x 250 mm x 5 µm).  
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Se descartó el uso de cromatografía de par iónico debido fundamentalmente a los largos 

tiempos de equilibrado de las fases móviles típicas de este tipo de separación. Teniendo 

en cuenta los problemas de resolución entre las especies del frente (AC y AB), As3+ y el 

DMAV reportados en la bibliografía se empleó como fase móvil para ambos 

experimentos un tampón de 5 mM NH4H2PO4/(NH4)2HPO4 pH=9,2.  

Teniendo en cuenta las constantes de acidez de los analitos elegidos (Figura 23), a este 

pH existe una diferencia en la carga neta suficientemente diferente como para 

teóricamente poder separar el arsenito de las especies no retenidas AC y AB, y a su vez 

del DMAV. En base a los resultados cromatográficos, esto sí se consiguió para la 

cromatografía de intercambio iónico pero no para la fase reversa, resultando en tres 

picos pegados unos a otros, producto de la coelución y mala resolución, o dicho de otro 

modo, la inadecuada retención de las especies como consecuencia de la elevada 

polaridad y propiedades ácido-base de las especies estudiadas, eligiendo finalmente la 

cromatografía de intercambio iónico.  

En este sentido, y teniendo en cuenta las dos variantes principales, esto es, la 

cromatografía de intercambio aniónico (AEC) y la cromatografía de intercambio 

catiónico (CEC) y atendiendo a las constantes de acidez de las mismas, se optó por una 

cromatagrafía de intercambio aniónico, dado que de las seis especies que se pretenden 

analizar eran mayoritariamente ácidas.  
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Figura 23. Nomenclatura, abreviatura, estructura química y  

constantes de acidez (pKa) de las principales especies de arsénico 
 

En resumen, la cromatografía de intercambio aniónico (AEC) fue elegida como método 

de separación para la especiación de arsénico.  

b) Estudio de la fase móvil 

Durante el desarrollo de la metodología de especiación se emplearon dos fases móviles. 

En primer lugar, el tampón fosfato amónico, NH4H2PO4/(NH4)2HPO4, de uso común en 

la bibliografía debido a su estabilidad, elevada polaridad, alta densidad y fuerza iónica, 

se empleó para estudiar el efecto del pH y la concentración sobre los seis analitos 

seleccionados.  

Posteriormente, se llevó a cabo un diseño experimental similar aunque más amplio con 

la segunda y definitiva fase móvil, el acetato amónico, CH3COONH4 o AcONH4.  

Comparando los valores de densidad entre las fases tradicionales (fosfato y carbonato 

amónico) en este tipo de aplicaciones con las del acetato amónico se encontró que la 

densidad del fosfato amónico (1,62 g/ml) es ligeramente superior a aquella del 

carbonato amónico (1,50 g/ml), otro tampón bastante común para este tipo de 

cromatografía, y mucho mayor que la del acetato amónico (1,17 g/ml).  
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Su mayor densidad explica el motivo de su extenso uso, ya que una elevada densidad le 

otorga, a su vez, una mayor viscosidad, acortando los tiempos de retención y reduciendo 

los tiempos de análisis. Por otro lado, el fosfato tiene dos equilibrios de disociación 

adicionales, lo que hace que pueda presentar una carga neta más alta en función del pH, 

lo que también puede influir a la hora de disminuir la retención de las especies 

estudiadas, al interaccionar en mayor medida con el relleno de la columna.  

Sin embargo, en forma aniónica, el acetato es más estable que el fosfato al presentar un 

mejor solapamiento orbitálico entre el oxígeno y el carbono, que entre el primero y el 

fósforo, a pesar de que ambos logran deslocalizar la carga negativa mediante la 

compartición de un par de electrones con el átomo contiguo (Figura 24). Además, la 

interacción entre este anión y el amonio es más fuerte, debido al grupo metilo del 

acetato, y a su efecto inductivo dador, típico de los radicales carbonados, por lo que su 

interacción con la fase estacionaria presumiblemente es menor, facilitando la retención 

de los analitos, al ocupar éstos los sitios activos de la misma, al competir menos con la 

fase móvil. La principal ventaja del acetato amónico radica en que se volatiliza en el 

plasma en forma de CO2, cosa que no ocurre con el fosfato, que se deposita en forma de 

restos salinos en los conos y la interfase, principalmente, pudiendo causar fenómenos de 

desactivación del plasma, así como paradas indeseadas y largas para llevar a cabo 

labores de limpieza y/o mantenimiento.  

 

Figura 24. Formas resonantes del fostato y acetato como medio de estimar la estabilidad de ambos aniones. 

 

En base a todo lo anterior, se procede a describir la optimización de metodología con 

fosfatos y acetatos, respectivamente, para poder corroborar el papel y el grado de 

influencia de las propiedades físicoquímicas descritas (densidad, viscosidad, estabilidad, 

etc).  
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c) Diseño experimental de la metodología con fosfatos 

Por lo que respecta a la fase móvil de fosfato amónico, se estudió la influencia del pH y 

la concentración de la fase móvil en la retención y resolución de los seis arsenicales 

analizados, para poder obtener una condiciones finales favorables con esta fase móvil, y 

poder así contrastar la efectividad así como los principales inconvenientes de ésta a la 

hora de realizar un análisis de especiación.  

El diseño experimental incluyó tres valores de pH: 7,2, 9,2 y 11,2. Con respecto al pH, y 

utilizando como base una publicación previa llevada a cabo en los laboratorios del 

ITOXDEF345, se buscó pivotar alrededor del pH 9,2, valor de pKa1 de la primera 

constante de disociación del ácido arsenioso, para poder mejorar la separación en la 

región cercana al frente, concretamente, dos unidades de pH arriba y abajo, ya que AB, 

DMAV y AsIII presentan valores Rs<1.5, algo común con la utilización de este tipo de 

eluyentes. En cuanto a los valores de concentración, o fuerza iónica, éstos fueron 5, 10 y 

20 mM.  

Los valores de concentración se eligieron de tal manera que no implicasen una 

acumulación excesiva de sales, además, este tipo de fases no requiere de elevadas 

concentraciones para obtener una separación decente, más bien al contrario, debido a su 

elevada fuerza iónica.  

Los tiempos de retención de los analitos de los experimentos realizados se muestran a 

continuación (Tablas 12-14): 

Tabla 12. Tiempos de retención para las seis especies empleadas en función del pH con la fase móvil de 5 mM 
 TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA NH4HPO4 5 mM EN FUNCIÓN DEL pH 

pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

7,2 2,94 2,94 3,00 8,03 10,2 22,9 

9,2 2,91 2,91 3,70 4,72 10,2 19,8 

11,2 2,91 2,91 3,38 3,36 4,79 24,4 

 
Tabla 13. Tiempos de retención para las seis especies empleadas en función del pH con la fase móvil de 10 mM 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA NH4HPO4 10 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

7,2 2,85 3,01 3,01 5,00 12,9 19,7 

9,2 2,81 2,81 3,30 3,86 5,93 9,31 

11,2 2,78 2,78 3,92 3,73 7,17 10,8 
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Tabla 14. Tiempos de retención para las seis especies empleadas en función del pH con la fase móvil de 20 mM 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA NH4HPO4 20 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

7,2 2,96 2,96 2,96 2,96 3,62 6,07 

9,2 2,96 3,01 3,15 3,42 4,45 5,76 

11,2 2,95 3,43 3,43 3,43 4,81 6,43 

 
Para poder justificar estos valores hay que entender que la cromatografía es un juego 

compuesto por tres participantes: la fase móvil, la fase estacionaria y los analitos. Por lo 

que respecta al pH, y en las condiciones cromatográficas utilizadas, la fase móvil y los 

analitos modifican su carga en función del pH, y es necesario tener este efecto en 

cuenta.  

La fase estacionaria, sin embargo, presenta una carga constante como consecuencia de 

su composición. Ésta contiene un polímero de poliestireno-divinilbenceno (PSDVB) 

ligado a amonios cuaternarios como grupos terminales, concretamente, +NMe3. Esto 

hace que la carga se mantenga constante y positiva  

En cuanto a las especies y a la fase móvil (NH4+, pKa=9,25; H3PO4, pKa1=2,14, 

pKa2=7,20, pKa3=12,32), utilizando como base las constantes de acidez 

correspondientes se han establecido las cargas netas de todos los componentes presentes 

en la columna cromatográfica a los tres valores de pH medidos (tabla 15).  

Tabla 15. Distribución de cargas en función del pH 

pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV NH4+  H3PO4 

7,20 +1,0 0 0 -1,0 -1,0 -1,4 +1,0 -1,5 

9,20 +1,0 0 -0,50 -1,0 -1,7 -2,0 +0,55 -2,0 

11,2 +1,0 0 -1,0 -1,0 -2,0 -2,6 0 -2,0 

 

Las estructuras de la AC y la AB contiene un átomo de arsénico en estado de oxidación 

es 4, y por tanto, cargado positivamente. Sin embargo, si bien la AC es catiónica en todo 

el rango de pH, la AB, forma oxidada de la AC, posee un grupo carboxilo, que a 

pH>2.9 se encuentra desprotonado, convirtiéndose en un zwitterion, y bajo ciertas 

condiciones puede separarse cromatográficamente de la otra especie catiónica. Aún con 

todo, ambas especies aparecen siempre en el frente cromatográfico como consecuencia 

de su carga positiva.  
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El ácido arsenioso, que a juzgar por sus constantes de acidez debería ser considerado 

una base, tiene un átomo central de arsénico cuya valencia es +3. Presenta carácter 

neutro en una gran parte del intervalo, sufriendo la primera desprotonación a un pH 

moderadamente básico (9,2), aumento progresivamente su carga neta según se 

incrementa la basicidad del medio.  

El resto de especies poseen un átomo de arsénico con un estado de oxidación +5, 

además de un carácter ácido mucho más acentuado que el ácido arsenioso. No obstante, 

éste decrece a medida que se incrementa el número de metilos de la estructura. En otras 

palabras, el orden de acidez para las tres especies es: DMAV<MMAV<AsV.  

Este hecho se encuentra directamente relacionado con los grupos unidos al átomo 

central de arsénico y el efecto inductivo que presentan. Así, los grupos metilo ceden 

densidad electrónica por hiperconjugación, que ocurre entre un orbital sp3 del carbono y 

un orbital d del arsénico. A la vez, por diferencia de electronegatividad entre el oxígeno 

de los OH y el átomo central, el enlace As-O, y por consiguiente, O-H, se fortalece 

cuanto mayor sea el efecto inductivo asociado.  

De hecho, esta disminución del carácter ácido como consecuencia del fortalecimiento 

del enlace O-H se traduce en un aumento de 2 unidades de pKa por cada nuevo metilo, 

aproximadamente (Figura 23). Este hecho constituye una de las principales dificultades 

a la hora de establecer unas buenas condiciones para una buena separación 

cromatográfica en este campo. Teniendo en cuenta el sistema de funcionamiento de la 

cromatografía de intercambio aniónico, fuertemente influenciada por la carga de los 

analitos, dado que, a mayor carga, mayor retención, y teniendo en cuenta estas 

diferencias de pKa de ±2, esto complica la separación pues es difícil alcanzar unas 

condiciones de compromiso útiles para todos los arsenicales de estado de oxidación +3 

y +5, dado que los otros dos, al tener una carga positiva, tienden a eluir en el frente 

cromatográfico. En definitiva, y por lo que respecta al pH, el orden de elución a los tres 

valores estudiados está directamente relacionado con la carga de las especies en los 

nueve experimentos realizados. 

El otro factor de estudio fue la concentración de la fase móvil. Como era previsible, su 

incremento incidió sustancialmente en los tiempos de retención de las especies, 

pudiendo explicar el orden concreto de las mismas en función de su carga neta en 

función del pH.  
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Así, a 5 y 10 mM el orden de elución se encontró fuertemente influenciado por ambos 

factores, función de la carga neta a los diferentes pH y con un tiempo total de análisis 

menor acorde con el incremento de la concentración.  

En este sentido, y centrándonos en el caso de pH 7,2 y 5 mM de concentración, se 

observó que, a mayor carga negativa, mayor retención, consecuencia de la interacción 

entre las especies aniónicas arsenicales y la fase estacionaria sobre los aniones 

arsenicales.  

En el caso concreto del DMAV y MMAV, ambos con la misma carga, la retención del 

primero fue menor. Analizando su estructura química se puede concluir que el efecto 

inductivo de los grupos metilo puede explicar esta cuestión. Así, el derivado dimetilado 

presenta una carga negativa más acentuada como consecuencia de la cesión de densidad 

electrónica por hiperconjugación de los dos radicales CH3 frente a sólo uno del 

monometilado (Figura 25).  

Al estar más acentuada la carga para el arsenical dimetilado, es más nucleófilo y por 

tanto, la interacción con los iones amonio de la fase móvil es más fuerte, viajando más 

rápidamente y disminuyendo su tiempo de retención. Por otro lado, y teniendo en cuenta 

el tamaño molecular, el MMAV es más pequeño que el DMAV por lo que puede acceder 

más fácilmente a los sitios activos de la fase estacionaria, con los que establece 

interacciones electrostáticas debido a la carga opuesta de ambas partes, además de 

posibles interacciones apolares entre los metilos y la parte aromática y olefínica del 

relleno. Ambos factores permiten justificar la mayor movilidad el DMAV a lo largo de 

la columna y su mayor elución con respecto al MMAV. El comportamiento del resto de 

especies se explica en función de su carga neta.  
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Figura 25. El efecto inductivo aumenta la basicidad de los aniones arsenicales 

 

En el caso de 5 mM y pH 9,2, ocurre un cambio también en la estructura de la fase 

móvil. Concretamente, más de la mitad del amonio se ha transformado en amoníaco y el 

equilibrio ácido-base del fosfato está completamente desplazado hacia la forma de 

monohidrógenofosfato. En definitiva, la fase móvil a pH 9,2 posee menos carga positiva 

y más carga negativa.  

Por lo que respecta a los analitos, las especies AsIII, MMAV y AsV han perdido un protón 

más con respecto al caso anterior y, por tanto, poseen una carga neta negativa mayor. 

Sin embargo, y para el caso del AsIII, DMAV, MMAV y AsV el comportamiento no fue el 

esperado. Así, se observó que el tiempo de retención (tR) del arsenito aumentó mientras 

aquellos del DMAV y AsV disminuyeron, especialmente en el primer caso. Por último, 

la retención del MMAV permaneció sin cambios.  

Una posible explicación puede residir en que la desprotonación del arsenito y su mayor 

inestabilidad con respecto a los otros oxoaniones tanto de arsénico como de fósforo, 

fruto de la imposibilidad de deslocalizar la carga negativa, permite explicar su fuerte 

interacción con la fase estacionaria, retrasando su elución.  

Con respecto a las especies pentavalentes, la estabilidad vendría definida por la carga, la 

posibilidad de deslocalizar la misma, y la afectividad del solapamiento (Figura 26). 

Teniendo en cuenta esto, el orden de estabilidad creciente propuesto es MMAV<AsV 

<DMAV.  
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En base a esto, a mayor carga negativa, y por tanto mayor reactividad que el 

dimetilarsénico. Ahora bien, el efecto inductivo del grupo metilo del MMAV permite 

que el oxígeno con carga negativa posea mayor densidad electrónica que el arseniato, 

siendo éste más reactivo que el arseniato. Este orden por sí sólo, sin embargo, no 

permite justificar el efecto observado en los tiempos de retención. Por tanto, nuestra 

propuesta es que se genera una situación de competencia entre los aniones de los 

analitos y el monohidrogenofosfato de la fase móvil por los grupos -NMe3+ del relleno 

de la columna afectando mayoritariamente a las especies pentavalentes doblemente 

cargadas, por ser más reactivas, provocada por la menor concentración de NH4+. 

 
Figura 26. Estabilidad por resonancia de los aniones existentes en el sistema cromatográfico 

En contraposición a lo que ocurría a pH 7,2, al aumentar la basicidad el amonio se 

encuentra ahora en mayor proporción como amoníaco que como amonio, y la 

interacción entre éste y el HPO42- es menor, quedando libre para interaccionar con el 

relleno de la columna. Lo mismo ocurre con los analitos, que no son arrastrados con 

tanta fuerza por el amonio como antes y esto origina la competición por ocupar los 

sitios activos de la fase estacionaria según se van desplazando por la columna.  
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Por tamaño, el átomo de P es más pequeño que el de As por lo que las interacciones 

iniciales favorecerían la ocupación de estos sitios activos con grupos 

monohidrógenofosfato, siendo desplazados en función de la reactividad de los analitos 

que se encuentren cerca.  

Como se ha justificado antes, el arsenito, MMAV y AsV son los más reactivos, por lo 

que el efecto sobre la retención debería observarse más para el primero, menos para el 

segundo y mucho menos para el tercero, cosa que justifica porque el arsenito se retiene 

más, el monometil se mantiene igual, y el arseniato un pelín menos. En cuanto al 

DMAV, al no ser tan reactivo como el resto migra por la columna interaccionando con el 

amonio de la fase móvil, o bien por repulsión con los demás aniones, especialmente con 

los del fosfato, que ahora están en mayor proporción, ya que los sitios activos están 

siendo gradualmente ocupados por los otros aniones.  

Por último, a pH 11,2, se observa una menor retención generalizada de los analitos, 

excepto para el arseniato. Esto se explica porque en estas condiciones todo el amonio de 

la fase móvil se encuentra en forma de amoníaco, quedando el fosfato completamente 

libre para interaccionar con la fase estacionaria, en mayor medida que en los casos 

anteriores, lo que impide la retención de los analitos, que ahora poseen una carga neta 

mayor, excepto el dimetilarsénico. Concretamente, el arseniato ha adquirido una carga 

superior a la del fosfato, por lo que es el único que puede desplazar al fosfato de manera 

generalizada, y provocando que su tiempo de retención aumente, mientras que el resto 

de especies no son tan afines por poseer menos carga que el arseniato.  

El efecto de competición entre el fosfato y los aniones formados en las condiciones de 

pH estudiadas va desapareciendo según aumenta la concentración de la fase móvil, 

prueba de que, al aumentar la proporción de la misma, el ratio entre éste y los diferentes 

aniones es más favorable hacia el primero, desapareciendo dicha competición.   

En conclusión, el pH fue el más factor más relevante, debido fundamentalmente a las 

propiedades ácido-base de las seis especies de arsénico, sólo siendo opacado cuándo la 

concentración de la fase móvil es lo suficientemente alta como para que, por un lado, 

desaparezcan los efectos de competición entre los contraiones de la fase móvil y los 

analitos, y por otro, se produzca pérdida de resolución cromatográfica.  
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Por lo que respecta al orden de elución, a rasgos generales la AC y la AB aparecen el 

frente, y coeluyendo en la mayor parte de los casos, a excepción de los casos de 10 mM 

y pH 7,2 así como 20 mM y pH 11,2.  

En este último caso, lamentablemente, la AB coeluyó con arsenito y dimetilarsénico. La 

elución del resto de especies guarda una situación de compromiso entre las cargas de las 

mismas influenciadas por el pH, el efecto de la fuerza iónica de la fase móvil y su 

competición con los analitos, llegando a su punto álgido para la concentración máxima 

de fosfato, encontrando tiempos de retención más bajos que para el resto de 

condiciones. Esto es lógico dado que, a mayor concentración, mayor es la densidad 

local de la fase móvil y mayores las interacciones con la fase estacionaria, 

disminuyendo los sitios activos disponibles, y por tanto, las interacciones con los 

analitos, afectando sensiblemente a la resolución, prueba de la pobre cromatografía que 

tuvo lugar a las citadas condiciones.  

En base a todo lo estudiado, las condiciones finales de trabajo con el tampón fosfato 

fueron: 6 mM y pH 9,2 (Tabla 16, Figura 27). En estas condiciones, los tiempos de 

retención son ligeramente parecidos a aquellos de obtenidos para 5 mM y pH 9,2, 

aunque existen diferencias, como la resolución a línea base entre AC y AB (Rs=1,50). 

En general, los valores del parámetro de retención son aceptables, exceptuando aquellos 

de AC y AB, ya que salen en el frente.  

Tabla 16. Parámetros cromatográficos del método de especiación de arsénico con fosfato amónico 

PARÁMETRO AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

tR/min 2,44 2,96 4,09 5,50 13,0 21,9 

k 0,165 0,326 1,51 3,87 8,16 11,6 

α  1,97 4,63 2,56 2,11 1,42  

Rs  1,50 4,40 9,34 18,6 9,28  
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Figura 27. Cromatograma típico de 100 µg/l para cada especie con la fase móvil de fosfato amónico 

 
Lamentablemente, y a pesar de que las condiciones obtenidas mediante el diseño 

experimental son aceptables, debido al uso continuado del tampón fosfato, se 

observaron depósitos graduales de sales en la zona de los conos y la interfase, a pesar de 

emplear concentraciones tan bajas, por lo que finalmente se optó por buscar una 

alternativa a esta fase móvil, el acetato amónico. 

d) Diseño experimental de la metodología de acetatos 

Para esta fase se optó por un diseño que incluyera cuatro valores de pH (5, 7, 9 y 11) y 

cuatro de concentración (5, 10, 20 y 40 mM), tomando como base aquellos del estudio 

previo con fosfatos. Teniendo en cuenta la diferencia en las propiedades físicoquímicas 

del acetato amónico con respecto al fosfato amónico, se incluyó un cuarto de valor de 

concentración, 40 mM, para compensar el posible aumento en los tiempos de retención. 

Por otro lado, la elección del pH=5 se planteó para poder disminuir la carga neta sobre 

las especies más ácidas, y poder así acelerar su elución. 

En base a lo anterior, se llevaron a cabo dieciséis experimentos, cada uno con un valor 

específico de concentración y pH. Cada uno de éstos se codificó con un número y se 

realizaron aleatoriamente las preparaciones y mediciones para cada uno de los dieciséis 

puntos (Tabla 17).  
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Tabla 17. Diseño experimental con pH y concentración de fase móvil (mM) realizado 

#Experimento pH Conc. (mM) #Experimento pH Conc. (mM) 

1 9 20 9 11 20 

2 7 10 10 9 5 

3 5 20 11 11 40 

4 11 5 12 7 5 

5 9 40 13 5 10 

6 5 5 14 7 40 

7 7 20 15 9 10 

8 5 40 16 11 10 

 
Las cargas calculadas (Tabla 18) y los tiempos de retención obtenidos para los dieciséis 

experimentos se muestran a continuación (Tablas 19-22): 

Tabla 18. Distribución de cargas en función del pH 

pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV NH4+  AcOH 

5,0 +1,0 0,0 0,0 0,0 -0,95 -1,0 +1,0 -0,60 

7,0 +1,0 0,0 0,0 -0,80 -1,0 -1,5 +1,0 -1,0 

9,0 +1,0 0,0 -0,40 -1,0 -1,7 -2,3 +0,75 -1,0 

11,0 +1,0 0,0 -1,0 -1,0 -2,0 -2,6 0 -1,0 

 

Tabla 19. Tiempos de retención obtenidos para AcONH4 5 mM en función del pH. ND=no detectado 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA AcONH4 5 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 
5 1,89 2,90 3,03 5,59 37,1 135 
7 2,19 2,90 3,16 11,7 18,1 280 
9 2,43 2,91 5,62 30,9 180 ≥360 
11 2,90 2,90 ND 68,3 108 340 

 

Tabla 20. Tiempos de retención obtenidos para AcONH4 10 mM en función del pH. ND=no detectado 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA AcONH4 10 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 
5 1,94 2,90 3,03 4,32 20,2 22,9 
7 2,15 2,95 2,95 12,0 18,9 ≈300 
9 2,31 2,90 4,80 20,7 119 ≥360 
11 2,82 2,82 ND 42,4 68,6 300 
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Tabla 21. Tiempos de retención obtenidos para AcONH4 20 mM en función del pH. ND=no detectado 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA AcONH4 20 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 
5 2,10 2,92 2,92 3,75 11,3 21,0 
7 2,25 2,92 3,03 8,85 12,3 123 
9 2,24 2,84 4,47 11,8 62,0 ≥360 
11 2,91 2,86 ND 21,2 37,3 195 

 
Tabla 22. Tiempos de retención obtenidos para AcONH4 40 mM en función del pH. ND=no detectado 

TIEMPOS DE RETENCIÓN PARA AcONH4 40 mM EN FUNCIÓN DEL pH 
pH AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 
5 2,29 2,91 3,02 3,56 6,83 11,1 
7 2,35 2,92 3,03 5,88 7,25 37,2 
9 2,58 2,92 3,80 6,30 17,6 58,7 
11 2,77 2,86 ND 5,57 30,4 84,0 

 
En vista de los resultados obtenidos, se confirma que el efecto del pH sobre las especies 

de arsénico influye de manera similar sobre el orden de elución, como ya se discutió en 

el estudio de los fosfatos. De manera similar, un aumento de la concentración de la fase 

móvil disminuye la retención de los analitos, con mayor ratio incluso que en el caso de 

los fosfatos. Sin embargo, para aquellas condiciones de baja fuerza iónica o elevada 

carga la retención de las especies es excesivamente elevada.  

Esto tiene su explicación en la propia naturaleza de la fase móvil, que posee menos 

fuerza iónica que el fosfato amónico, debido a su menor densidad y menor polaridad, 

además de una menor carga neta a los pH testeados. Esto se demuestra comparando los 

resultados obtenidos, por ejemplo, para una concentración de 20 mM de ambas fases, y 

a un pH similar (7,0 vs 7,2).  

El acetato amónico tarda seis veces más en eluir todos los compuestos que el fosfato 

amónico, demostrando el acierto a la hora de añadir un pH más ácido para que las 

especies estuvieran menos cargadas, o una mayor concentración para compensar la 

excesiva retención. Por otro lado, la naturaleza de los enlaces de esta fase le permite 

establecer interacciones más fuertes con la fase estacionaria dado que el solapamiento 

entre C-O y NR3+ es superior al que se genera por el P-O y As-O.  
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No obstante, el acetato presenta menor carga neta que las especies de arsénico 

analizadas, por lo que, a menos que la fase móvil posea valores altos de concentración 

que compensen este hecho, la mayor nucleofilia o carga neta de los analitos va a tender 

a interaccionar más fuertemente que la propia fase móvil, lo que a su vez también 

contribuye al aumento de la capacidad de retención de las especies de arsénico.  

De entre todas las condiciones testeadas, la más próxima a una situación óptima se 

encontró al usar acetato amónico 20 mM, ya que en los ensayos a pH 5 el tiempo total 

de análisis fue aceptable. Lamentablemente, la AB y el AsIII  se encuentran coeluidas a 

estos valores, por lo que se desestimó su aplicabilidad. Por otro lado, para esa misma 

fuerza iónica pero a pH 9, la retención y resolución de esos mismos compuestos además 

de aquellas del DMAV fueron considerablemente menores, como consecuencia de la 

mayor retención al poseer mayor carga neta por el aumento del pH. Sin embargo, esto 

mismo también supone que las especies más ácidas se retengan más.  

En definitiva, ninguna de las condiciones del estudio cumplió con los requisitos de 

retención y resolución, por lo que se descartó el uso de esta fase móvil en modo 

isocrático. No obstante, se valoró el empleo de un modo gradiente para poder combinar 

la escasa retención de las especies menos ácidas a un pH débilmente básico (9,0), y así 

evitar la coelución o la mala resolución de las especies menos retenidas (AC, AB, AsIII 

y DMAV), con la utilización de un pH ácido (5,0) para que así las especies más ácidas 

tengan menos carga negativa y eluyan más rápidamente. Para ello, se decidió utilizar un 

pH automático con agitador magnético para calcular el tiempo de equilibrio y el pH 

resultante al mezclar la fase ácida con la básica, para poder predecir el comportamiento 

de las especies de arsénico durante el equilibrado entre la fase 1 y la fase 2.  

Así, se midió el pH de la fase inicial, que idealmente se pretendía que fuera 9, dando 

como resultado 9,005, depositado sobre un vaso de precipitados de 25 ml lleno con un 

volumen de 4,15 ml, equivalente al volumen de la columna cromatográfica (4,6 x 250 

mm x 5 µm). Tras esto, se adicionó una cantidad equivalente de fase móvil de pH 5, B, 

(pH=5,003), observando que el pH cayó hasta 7,12, hasta que pasados unos 2 minutos, y 

habiendo adicionado el 100% de la fase de pH ácido, empezó a estabilizarse en 5.  
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Con esta información se ideó una serie de gradientes de prueba con tiempos de 

mezclado de 2 min, hasta que finalmente se obtuvieron las condiciones finales (Tabla 

23), con un tiempo total de análisis de 30 min seguido de un periodo de estabilización 

del sistema de 10 min. 

   Tabla 23. Esquema del gradiente cromatográfico utilizado para la especiación de arsénico 

PROGRAMA DEL GRADIENTE DE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO 

Tiempo (min) %Fase móvil A %Fase móvil B 

0-4 100 0 

4-6 0 100 

6-28 0 100 

28-30 100 0 

30-40 100 0 

 

La fase móvil A por tanto, fue AcONH4 20 mM pH 9 y la fase móvil B AcONH4 20 mM 

pH 5.  

Una vez obtenido el gradiente, se determinó el frente cromatográfico (Figura 28). Para 

ello, se configuró el instrumento para detectar el canal de la m/z 23 y se inyectó el 

patrón de Na+, de 100 µg/l de concentración, preparado a partir de una disolución 

comercial de 1000 mg/l de Perkin Elmer por simple dilución. Al minuto 2,02 se observó 

un pico ancho e intenso correspondiente al frente, ya que al tratarse de una columna con 

un relleno cargado positivamente, un catión como el sodio no se quedaría retenido bajo 

ningún concepto en la misma.  

 
Figura 28. Cromatograma de una disolución de 100 µg/l de Na para medir el frente cromatográfico 
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Por último, y una vez conocido el frente, se calcularon los parámetros cromatográficos 

del modo gradiente establecido en las condiciones descritas (Tabla 24, Figura 29): 

 Tabla 24. Parámetros cromatográficos del método de especiación de arsénico con acetato amónico 

PARÁMETRO AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

tR/min 2,42 3,09 5,09 9,84 18,5 25,5 

k 0,198 0,530 1,52 3,87 8,16 11,6 

α  2,68 2,87 2,55 2,11 1,42  

Rs  0,988 2,31 5,29 10,9 3,25  

 

 
Figura 29. Tiempo de retención de las seis especies analizadas 

En vista de los parámetros cromatográficos calculados, el problema de resolución 

observado en modo isocrático se solucionó al aplicar este modo gradiente. En este 

sentido, los picos cercanos al frente como tradicionalmente son el AsIII y el DMAV, se 

encuentran bien separados y resueltos, no necesitando de estrategias de oxidación o 

fases móviles no compatibles con ICP/MS para la correcta separación y determinación 

de estas especies inorgánicas y orgánicas por antonomasia.  

Adicionalmente, el empleo de acetato amónico como fase móvil implicó otras ventajas 

adicionales como que tras el uso continuado de esta fase no se detectó residuo salino 

alguno de la misma ni en la interfase ni en los conos, probablemente debido a que esta 
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Tampoco se observó ningún tipo de deriva instrumental, como si ocurre al utilizar fases 

móviles de carbonato. Sin embargo, el principal problema de esta fase radica en la 

mayor retención cromatográfica que con respecto a otras más comunes, ya que el 

tiempo total del cromatograma fue de 30 minutos, con 10 minutos más de equilibrado 

entre pinchazo y pinchazo.  

En definitiva, el modo gradiente desarrollando empleando como fase móvil acetato 

amónico presenta ventajas con respecto a los métodos tradicionales en términos de 

resolución cromatográfica y inexistencia de derivas de la línea base, por lo que se 

procedió a validar la presente metodología cuyos pormenores se describen más adelante. 

Los principales parámetros de esta metodología son (Tabla 25): 

Tabla 25. Condiciones instrumentales de la metodología de especiación de arsénico 

Parámetro Valor 

Volumen inyección muestra (µl)                                                     20 

Temperatura de la columna (ºC) 25 

Flujo de la columna (ml/min) 1 

Fase móvil A (µmol/ml) Acetato amónico 20 mM pH 9 

Fase móvil B (µmol/ml) Acetato amónico 20 mM pH 5 

Esquema del gradiente: 
Tiempo (min) Flujo (ml/min) %Fase A %Fase B 

0-4 1 100 0 

4-6 1 100→0 0→100 

6-28 1 0 100 

28-30 
30-40 (Equilibrado) 

1 

1 

0→100 

100 

100→0 

0 
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4.-Resultados 

4.1.-Validación metodológica del arsénico total en orina 

a) Calibración: rango y linealidad 

Se utilizó una calibración interna con patrones preparados en medio acuoso (ver sección 

3.4.-Preparación de disoluciones), con un rango lineal desde 2 hasta 500 µg/l (Figura 

30), divididos en seis puntos (2, 5, 20, 100, 200 y 500 µg/l), y un blanco de calibración. 

Los cinco patrones internos fueron: Y, Bi, Ge, Rh y Re. Esta calibración se repitió a lo 

largo de seis días no consecutivos (n=6).  

La bondad de la calibración se determinó utilizando el valor medio del coeficiente de 

variación, CV(%), en condiciones de reproducibilidad, de los residuales estandarizados 

del coeficiente de correlación (r2) medio y de la pendiente para las seis curvas y para 

cada uno de los patrones internos (Tablas 26-30). Además, se representaron 

gráficamente la media de los residuales estandarizados para cada patrón interno (Figura 

31a-e). 

 
Figura 30. Curva de calibración de arsénico total para los patrones internos estudiados 

 
Tabla 26. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada     
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) con Y como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 89Y 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

2 1,99 0,532 0,477 

0,9998 1,05E-04 

5 5,04 1,34 0,537 
20 20,1 1,86 0,208 
100 99,3 1,34 0,504 
200 199 1,29 0,513 
500 498 1,30 0,267 
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Tabla 27. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) con Rh como patrón interno. 

PATRÓN INTERNO: 103Rh 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

2 1,99 0,573 0,468 

0,9998 1,07E-04 

5 5,04 1,46 0,526 
20 20,1 1,82 0,169 
100 99,2 0,958 0,864 
200 199 1,07 0,565 
500 497 1,27 0,426 

 
Tabla 28. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) con Re como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 186Re 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

2 2,00 0,457 0,538 

0,9998 1,41E-04 

5 5,04 1,23 0,589 
20 20,1 1,77 0,183 
100 99,1 1,010 0,940 
200 199 0,91 0,417 
500 498 1,17 0,372 

 
Tabla 29. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) con Ge como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 73Ge 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

2 2,00 0,329 0,563 

0,9997 4,61E-04 

5 5,03 1,01 0,617 
20 20,0 2,03 0,103 
100 99,2 0,91 0,929 
200 199 1,714 0,235 
500 499 1,44 0,174 

 
Tabla 30. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) con Bi como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 209Bi 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

2 1,99 0,450 0,581 

0,9960 1,57E-04 

5 5,04 1,21 0,609 
20 20,1 1,55 0,267 
100 99,3 1,58 0,424 
200 199 3,420 0,128 
500 495 1,78 0,542 
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Como puede observarse, el CV(%) para cada nivel y patrón interno fue ≤2%, 

exceptuando el punto de 20 µg/l en el caso del Ge y aquel de 200 µg/l para el Bi. Sin 

embargo, en general, los valores encontrados fueron similares no pudiendo elegir a un 

único candidato que sobresaliera sobre el resto.  

Por lo que respecta a los residuales estandarizados, todos aquellos valores ≤1,5 se 

consideran aceptables, siendo mejor cuánto más pequeño sea dicho valor. En vista de 

los datos obtenidos, los residuales estandarizados para los cinco patrones internos 

estuvieron dentro de los límites establecidos (±1,5).   
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Figura 31. Residuales estandarizados para cada calibración interna con los cinco candidatos a patrón interno. A) 89Y; B) 186Re; C) 108Rh; 
D) 73Ge; E) 208Bi 
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Por último, la linealidad de la calibración se determinó mediante un test F (Tabla 31), 

utilizando los datos correspondientes a la calibración con Y como patrón interno, y 

demostrando la linealidad entre dichos puntos.  

Tabla 31. Evaluación de la linealidad desde 0 hasta 500 µg/l  mediante un test F de comparación entre el valor 
medio () de la concentración obtenida para cada nivel, y la teórica 

Resultados del Test F  
 obtenida (µg/l)  teórica (µg/l)  

Media 138 137 
Varianza 37288 36979 
Observaciones 6 6 
Grados de libertad 5 5 
Fexp 1,01 
Fcrit (una cola) 5,05 

 
En base a los datos recabados, la calibración establecida es lineal en el rango de 

concentraciones establecido.   

b) Precisión y exactitud 

Para poder discriminar entre los cinco posibles candidatos, se analizaron seis réplicas  

de tres controles internos diferentes, durante seis días (n=6) no consecutivos. Dos de 

estos controles son materiales certificados de referencia (CRM): Seronorm Trace 

Elements in Urine Level 1 Lot. #877 y Seronorm Trace Elements in Urine Level 2 Lot. 

#878. El tercer control, denominado Límite de Decisión, se preparó por dilución a partir 

de Seronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #877 hasta una concentración final 

de 35 µg/l, límite de decisión establecido y propuesto por el Biological Exposure Index 

(BEI)346, una prestigiosa organización encargada de revisar toda la información 

disponible sobre un agente tóxico y en base a esto, emite recomendaciones de valores 

máximos de exposición. En su directriz del arsénico, 35 µg/l se establece como valor 

límite de arsénico en orina, o lo que es lo mismo, el límite a partir del cual es necesario 

llevar a cabo una especiación de arsénico para determinar la toxicidad o no que pueda 

acarrear su contenido. Así, se determinó el CV(%) en condiciones de repetibilidad (por 

día) y reproducibilidad (n=6), como parámetros de la precisión del método. Se procedió 

de igual manera con la exactitud, calcuada y expresada como veracidad. Todo esto se 

realizó para cada uno de los cinco patrones internos.  

A continuación se muestran los valores del CV(%) en condiciones de reproducibilidad, 

la concentración media (n=6) y la veracidad para cada patrón interno (Tablas 32-36): 
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Tabla 32. Precisión y exactitud para los controles internos medidos con Y como patrón interno 
PATRÓN INTERNO: 89Y 

  CVn=6 (%, µg/l) n=6 (µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 
Seronorm Trace Elements in 

Urine Level 1 Lote #877 3,95 96,0 97,0 1,03 

Seronorm Trace Elements in  

Urine Level 2 Lote #878 3,07 196 198 0,92 

Límite de Decisión  2,95 34,1 35,5 2,65 
 
Tabla 33. Precisión y exactitud para los controles internos medidos con Rh como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 103Rh 
  CVn=6 (%, µg/l) n=6 (µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 

Seronorm Trace Elements in 

Urine Level 1 Lote #877 2,96 102 97,0 -5,47 

Seronorm Trace Elements in  

Urine Level 2 Lote #878 3,17 210 198 -6,20 

Límite de Decisión 1,32 36,1 35,5 -3,12 
 
Tabla 34. Precisión y exactitud para los controles internos medidos con Re como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 186Re 
  CVn=6 (%, µg/l) n=6 (µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 

Seronorm Trace Elements in 

Urine Level 1 Lote #877 3,67 94,9 97,0 2,15 

Seronorm Trace Elements in  

Urine Level 2 Lote #878 4,04 191 198 3,77 

QC "Límite de Decisión"  2,75 33,7 35,5 3,66 
 
Tabla 35. Precisión y exactitud para los controles internos medidos con Ge como patrón interno 

PATRÓN INTERNO: 73Ge 
  CVn=6 (%, µg/l) n=6 (µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 

Seronorm Trace Elements in 

Urine Level 1 Lote #877 2,56 100 97,0 -3,55 

Seronorm Trace Elements in  

Urine Level 2 Lote #878 1,64 207 198 -4,54 

QC "Límite de Decisión"  1,59 35,6 35,5 -1,84 
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Tabla 36. Precisión y exactitud para los controles internos medidos con Bi como patrón interno 
PATRÓN INTERNO: 209Bi 

  CVn=6 (%, µg/l) n=6 (µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 
Seronorm Trace Elements in 

Urine Level 1 Lote #877 5,48 105 97,0 -8,20 

Seronorm Trace Elements in  

Urine Level 2 Lote #878 6,10 212 198 -7,26 

QC "Límite de Decisión"  6,98 36,6 35,5 -4,61 
  
 

Por lo que respecta a los resultados de precisión, expresados en condiciones de 

reproducibilidad, los valores calculados de los CV(%) para los tres controles internos se 

encontraron en el rango 2-4% para ytrio, rodio, renio y germanio, y en el caso de este 

último, menores del 3%. Sin embargo, el bismuto se desmarcó ligeramente de esta 

tendencia, mostrando valores entre el 5-7%. El límite fijado para este estadístico se 

encuentra dentro el 10%, por lo que a grandes rasgos, ningún patrón interno estuvo 

fuera del rango aceptable. No obstante, se descartó el uso del Bi al presentar mayores 

valores de para este estadístico.  

Los valores de veracidad, sin embargo, demostraron que el mejor candidato fue el 89Y. 

Esto se refleja en los valores calculados de veracidad, siendo ≈1,00% para Seronorm 

Trace Elements in Urine Level 1 #877 y Seronorm Trace Elements in Urine Level 2 

#878, y 2,65% para el QC “Límite de Decisión”. El resto de patrones internos 

mostraron, a grandes rasgos, valores del estadístico de veracidad superiores al 3%. Tras 

estos experimentos, se asignó al Ytrio como patrón interno del método de arsénico total.  

c) Selectividad 

La selectividad se evaluó dopando una orina de concentración conocida con una 

concentración de 100 mg/l de cloruros. Teniendo en cuenta que la concentración media 

de cloruros en orina es de 1000 mg/l y que para medir el arsénico total la matriz se 

diluye sistemáticamente 1:20, o 1:10 en el caso de la especiación, esto resulta en 50 y 

100 mg/l, respectivamente, de concentración real de cloruros analizada por el equipo. 

Seleccionando el caso más restrictivo, coincide con la concentración que se adicionó a 

la orina, medida sin y con el dopado de 35Cl.  

Teniendo todo esto en cuenta, se midieron varias réplicas (n=21) de la orina sin dopar y 

dopada, en dos días no consecutivos (n=2).  
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A partir de estos datos, se calculó la concentración media de la orina con y sin dopar, y 

se analizaron estas medias mediante un test F de varianzas, y un test t de Student para 

medias. (Tabla 37). De esta manera, mediante la comparación de dos distribuciones de 

datos, la predicha por el modelo correspondiente (Fcrítico y tcrítico, respectivamente) con la 

obtenida en nuestros experimentos (Fexp y texp) y siempre se cumpla que los valores de la 

primera sean superiores a los de la segunda, se puede concluir que los datos son 

estadísticamente comparables y por tanto, concluyentes.  

Tabla 37. Estadísticos de media, desviación estándar, test T y test F para la concentración de arsénico obtenida para un blanco de 
orina y una orina dopada con 100 mg/l de cloruros 

Estudio de selectividad 
  Día 1 Día 2 

Parámetro Blk orina (µg/l) Orina + 100 mg/l Cl (µg/l) Blk orina (µg/l) Orina + 100 mg/l Cl (µg/l) 
Conc. Media (µg/l) 3,62 3,61 3,21 3,02 

Desv. Estándar 0,306 0,252 0,445 0,518 

Fexp 1,48 1,36 

Fcrítico 2,12 2,12 

texp (95%, 2 colas, 
N=21) 

0,152 -1,28 

tcrítico (95%,  
2 colas, N=21) 

2,02 2,02 

 
En vista de los resultados, las medias obtenidas para el blanco de orina y la orina son 

estadísticamente similares y comparables, pudiendo concluir que en las condiciones 

instrumentales utilizadas, la interferencia 75ArCl+ no influye de manera significativa en 

la señal de 75As. 

d) Sensibilidad 

Por último, el límite de detección (LOD) y el de cuantificación (LOQ) se calcularon 

utilizando el método IUPAC347,348, aplicando el factor k=3 para el LOD y k=10 para el 

LOQ. De acuerdo a esto349, se midieron 20 de blancos de calibración durante 5 días no 

consecutivos. En base a esto, y utilizando el valor medio (n=5) se calcularon dichos 

sendos parámetros obteniéndose un LOD de 0,16 µg/l y un LOQ de 0,53 µg/l.   

A la luz de los resultados obtenidos, la metodología de arsénico total en orina cuenta 

con una sensibilidad adecuada y acorde al rango de calibración medido (2-500 µg/l), 

con buenos valores de precisión (<2%) y exactitud,(<3%), expresada como veracidad, al 

usar 89Y como patrón interno, además de no presentar interferencias del 75ArCl+.  
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4.2.-Validación metodológica de la especiación de arsénico en 

orina 

Primeramente se procedió a establecer un rango de calibración adecuado para medir 

muestras de orina. Inicialmente se diseñó una calibración en 5 puntos, y un blanco de 

calibración (0, 1, 5, 50 y 100 µg/l) para cada una de las especies, respectivamente. Esta 

calibración contaba con un patrón interno, inyectado fuera de la columna y directamente 

hacia el nebulizador del ICP/MS. El patrón interno elegido fue DMAV.  

La precisión y la exactitud, medidas respectivamente como recuperación y veracidad, se 

calculó utilizando cuatro controles del programa de intercomparativos PCI del Institut 

National de Santé Publique de QUEBEC (INSPQ) denominados como PCI-U-1901, 

PCI-U-1902, PCI-U-1908 y PCI-U-1913, medidos como cuatro réplicas (n=4) cada día 

de trabajo durante cuatro días (n=4) no consecutivos. Así, la precisión para todas las 

especies fue del rango del 5-10%, mientras que la exactitud encontrada fue ≤6%. Las z-

score de cada control intercomparativo, por su parte, fueron ≤0,4% en valor absoluto. 

La determinación del límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ) se 

realizó utilizando como base la ISO 11843, obteniendo un LOQ ≈0,3 µg/l para cada 

especie analizada.  

Los procedimientos específicos para cada estadístico, así como todos los datos referente 

a ellos aquí descritos, se encuentran publicados en la prestigiosa revista Talanta350.  

a) Calibración: rango y linealidad 

Sin embargo, y utilizando la metodología publicada para el análisis y posterior 

evaluación de muestras de orina susceptibles de contener arsénico, se llegó a la 

conclusión de, manera general, el arsénico del pescado, representado conjuntamente por 

las especies AB y AC, aparece normalmente  en una concentración al menos 10 veces 

superior al resto. Así, se decidió revalidar la metodología de especiación con un nuevo 

set de patrones tal y como se describe en la sección correspondiente de esta tesis (ver 

sección 3.4.-Preparación de disoluciones).  

En cuanto al patrón interno, se decidió cambiar el DMAV por AsV en esta nueva 

metodología ya que éste último presenta una estabilidad más alta que el primero.  
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El patrón interno utilizado (IS) fue conectado a una válvula Rheodyne que permitió 

aspirar la cantidad ajustada en función del tiempo de apertura y cierre de la misma, por 

fuera de la columna y previo al nebulizador. Por otro lado, el objetivo del IS fue el de 

corregir la deriva del detector, por eso se programó el tiempo de apertura y cierre de 

dicha válvula para obtener una señal suficientemente intensa en área para poder 

normalizar la señal de los patrones. De este modo, y en forma de 5 patrones acuosos y 

un blanco, el rango de la AB y AC abarcó desde 0 hasta 100 µg/l de cada una, mientras 

que para AsIII, AsV, MMAV y DMAV éste comenzó en 0 y llegó hasta 10 µg/l para cada 

forma de arsénico (Figuras 32-33). Para evaluar la calibración, se midió el CV(%) de 

todos los patrones de seis calibraciones en seis días no consecutivos (Tablas 38-43).  

 
Figura 32. Esquema superpuesto de los puntos del calibrado 

 
Figura 33. Extracto del esquema superpuesto de la calibración aplicado sobre las cuatro especies de menor rango 
de calibración 
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Tabla 38. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 

ARSENOCOLINA (AC) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%) r2 m 

1 0,998 7,73 0,267 

1,000 0,0105 
10 9,99 1,43 0,144 
20 20,1 0,902 -0,504 
50 50,0 0,519 -0,076 
100 100 0,355 -0,028 

 
Tabla 39. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 

ARSENOBETAÍNA (AB) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

1 1,01 5,39 -1,25 

0,9999 0,0168 
10 10,0 1,30 -0,403 
20 19,8 0,850 0,773 
50 49,9 0,710 0,044 
100 100 0,836 -0,251 

 
Tabla 40. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 

ARSENITO (AsIII) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

0,5 0,501 2,12 -0,133 

0,9997 0,0101 
1 0,990 2,99 1,02 
2 1,99 2,59 0,135 
5 5,00 0,986 -0,074 
10 10,0 0,613 -0,183 

 
Tabla 41. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 
  ARSENIATO (AsV) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

0,5 0,497 2,14 0,508 

0,9998 0,0079 
1 0,994 4,49 0,573 
2 2,00 2,84 0,018 
5 5,02 1,13 -0,438 
10 9,98 0,826 0,168 

 
Tabla 42. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 

Ácido dimetilarsínico (DMAV) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

0,5 0,497 1,96 0,677 

0,9999 0,0152 
1 0,991 3,34 0,924 
2 1,97 2,66 1,30 
5 5,00 0,886 -0,029 
10 10,0 0,491 -0,081 
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Tabla 43. Valor medio del coeficiente de correlación (r2), pendiente del calibrado (m), la concentración media para cada 
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibración (n=6) 

Ácido monometilarsónico (MMAV) 
Conc. teórica del patrón (µg/l) n=6 (µg/l) CVn=6 (%, µg/l) Residual (%)  r2 m 

0,5 0,500 1,56 0,073 

0,9998 0,0123 
1 1,01 1,71 -1,32 
2 2,00 2,87 -0,207 
5 4,99 1,15 0,129 
10 10,0 0,557 -0,029 

 
Los residuales estandarizas obtenidos (Figuras 34 a-f) así como su valores números, 

demostraron que ninguno de ellos se fue de los límites permitidos para estas magnitudes 

(±1,5).  
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 Figura 34. Residuales obtenidos para: a)AsIII, b)DMAV, c)MMAV, d)AsV, e)AC, f)AB 
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Adicionalmente a lo anterior, a partir de los datos obtenidos de seis calibraciones 

obtenidos en seis días no consecutivos, se obtuvieron las áreas de pico normalizadas 

(Peak Areaanalito/Peak AreaIS) para las especies y el patrón interno y se calcularon los 

coeficientes de variación para el patrón interno y cada especie en cada nivel en términos 

de concentración y de área de pico normalizada (tabla 44), y a partir de éstas su 

coeficiente de variación (tabla 45). 

Tabla 44. Áreas de pico para el patrón interno (IS) y las seis especies 
ÁREAS DE PICOn=6 (UA)  

Patrón IS AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 

Blanco 2307390 0 0 0 0 0 0 

1 2335658 0,0066272 0,0064342 0,0024895 0,0036938 0,0034106 0,0024217 

2 2325951 0,0613315 0,0611104 0,0050937 0,0058191 0,0069197 0,0044649 

3 2355431 0,1209504 0,1200195 0,0106798 0,0103446 0,0136442 0,0091018 

4 2339270 0,2979765 0,3004202 0,0269135 0,0243205 0,0340349 0,0220151 

5 2248175 0,5935724 0,608213 0,0540916 0,0464261 0,0680631 0,0436690 

 
Con respecto a la ionización en el plasma, las especies inorgánicas mostraron una menor 

eficiencia. Prueba de ello es su menor área de pico normalizada con respecto a aquellas 

del DMAV y MMAV, con quiénes comparte la misma concentración. Este efecto 

también fue observado tomando en consideración las áreas de AC y AB, el doble en 

concentración que el resto para el primer patrón. Teniendo esto en cuenta, las áreas de 

pico para el DMAV como para el MMAV guardaron mejor relación con aquellas de la 

arsenocolina y arsenobetaína que el arsenito y el arseniato, prueba adicional de su peor 

ionización. No obstante, en general la relación área-concentración fue proporcional.  

Tabla 45. Coeficientes de variación de las áreas de pico patrón interno (IS) y los seis analitos 
CVn=6 (%)  

Patrón IS AC AB AsIII DMAV MMAV AsV 
1 0,258 8,11 9,61 6,86 11,0 4,13 5,56 

2 1,81 3,51 2,86 5,58 10,8 4,43 5,69 

3 1,21 5,01 3,63 0,667 7,33 0,212 5,18 

4 1,67 6,25 0,630 2,96 1,65 1,37 8,27 

5 2,54 5,57 1,92 4,47 3,24 1,32 7,08 

 

Los coeficientes de variación relativos a las áreas normalizadas para cada patrón del 

calibrado fueron menores del 10% excepto para el primer y segundo patrón del DMAV, 

observando una tendencia general decreciente con la concentración. Por lo que respecta 

a la reproducibilidad del patrón interno, ésta se mantuvo por debajo del 3%.  
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Estos valores fueron considerados aceptables y dentro del rango normal en este tipo de 

analíticas (CV ≤15%).  

La linealidad para los dos rangos de calibración utilizados (AsIII, AsV, DMAV, MMAV 

=0,5-10 µg/l; AC, AB=1-100 µg/l) se demostró mediante sendos test F (Tablas 46-48). 

Tabla 46.  Evaluación de la linealidad para las especies AC y AB 
Resultados del Test F para AC y AB  

obtenida AC (µg/l)  teórica AC (µg/l)  obtenida AB (µg/l)  teórica AB (µg/l)  
Media 36,2176 36,2 36,142 36,2 
Varianza 1611,558339 1612,2 1612,96232 1612,2 
Observaciones 5 5 5 5 
Grados de libertad 4 4 4   4 
F 1,00039 1,00047 
Valor crítico para F (una cola) 6,3882 

 

Tabla 47. Evaluación de la linealidad para las especies AsIII y AsV 
Resultados del Test F  para AsIII y AsV 

 
obtenida AsIII (µg/l)  teórica AsIII (µg/l)  obtenida AsV (µg/l)  teórica AsV (µg/l)  

Media 3,6962 3,7 3,6982 3,7 
Varianza 15,4704322 15,45 15,4131072 15,45 
Observaciones 5 5 5 5 
Grados de libertad 4 4 4 4 
F 1,00132247 1,0023936 
Valor crítico para F (una cola) 6,3882 

 

Tabla 48. Evaluación de la linealidad para las especies DMAV y MMAV 
Resultados del Test F para DMAV y MMAV 

 
obtenida DMAV (µg/l)  teórica DMAV 

(µg/l)  
obtenida MMAV (µg/l)  teórica MMAV (µg/l)  

Media 3,6916 3,7 3,7 3,7 
Varianza 15,4926093 15,45 15,43005 15,45 
Observaciones 5 5 5 5 
Grados de libertad 4 4 4 4 
F 1,00275788 1,00129293 
Valor crítico para F (una cola) 6,3882 

 

b) Precisión y exactitud 

La precisión y exactitud se determinó mediante la medición por duplicado en seis días 

(n=6) no consecutivos de un control intercomparativo del INSPQ, denominado PCI-U-

1914, considerado como Proffiency Testing Sample (PTS). Adicionalmente, se utilizó 

un blanco de orina fortificado con una concentración igual al primer punto del calibrado 

(1,0 µg/l para AC, AB y 0,5 µg/l para el resto), denominado control inferior.  
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De esta manera, la precisión se expresó como el CV en condiciones de repetibilidad y 

reproducibilidad, mientras que para la exactitud se usó la veracidad y la z-score, ésta 

última sólo para el control PCI-U-1914 (Tablas 49,50). 

Tabla 49. Estadísticos de precisión y exactitud medidos como CV(%), veracidad(%) y  z-score 
   PCI-U-1914   
  CV(%) n=6(µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) z-score 

AB 5,02 54,1 54,8 1,19 -0,085 
AsIII 4,27 2,94 2,79 -5,48 0,358 
DMA 5,65 40,2 40,2 0,020 0 
MMA 3,22 4,36 4,21 -3,48 0,237 

 
Tabla 50. Estadísticos de precisión y exactitud medidos como CV(%) y veracidad(%) 

   Control LQ  
  CV(%) n=6(µg/l) Valor aceptado (µg/l) Veracidad (%) 

AC 4,35 1,01 1,00 -1,48 
AB 2,29 1,01 1,00 -1,11 
AsIII 2,28 0,501 0,500 -0,250 
AsV 3,17 0,485 0,500 3,06 

DMA 4,71 0,510 0,500 -2,05 
MMA 3,56 0,501 0,500 -2,53 

 
 
c) Selectividad 

La selectividad se evalúo dopando una blanco de orina con una concentración de 100 

mg/l de cloruros, y comparando las señales obtenidas con dicho blanco de orina sin 

dopar (Figura 35). En el caso de la orina dopada, el ICP/MS fue sintonizado para medir 

dos canales: la m/z 75 (As) y la m/z 35 (Cl).  

 

 
Figura 35. Comparación de un blanco de orina y una orina dopada con 100 µg/l de cloruro 
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Como puede observarse, aparece una fuerte señal en el canal del cloro ≈35 min para la 

orina dopada, que se atribuyó al pico de los cloruros, ya que en la m/z 75 no se detecta 

señal al mismo tiempo. Así pues, el hecho de que dicha señal sólo fuera detectable en el 

canal del cloro indica que no existe interferencia 75ArCl+ y que por tanto, la ecuación de 

corrección utilizada funciona satisfactoriamente. Se puede concluir, por tanto, que la 

interferencia de los cloruros no afectó ni afecta en ningún modo a la metodología de 

especiación desarrollada.  

d) Sensibilidad 

Por último, el LOD y LOQ se calculó de la misma manera que para el arsénico total, es 

decir, por el método IUPAC (tabla 51).  

 Tabla 51. Límite de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) para cada especie de arsénico medida 

Estudio de la sensibilidad del método de arsénico total 
Especie de arsénico LODn=5 (µg/l) LOQn=5 (µg/l) 

AC 0,102 0,305 

AB 0,102 0,305 

AsIII 0,099 0,297 

AsV 0,100 0,300 

DMAV 0,087 0,261 

MMAV 0,100 0,301 
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4.3.-Estudio de los niveles de arsénico en una población  

Una vez optimizado y validado el método de trabajo concluyendo que es apto para el 

uso previsto se diseñó un estudio para evaluar los niveles de arsénico en orina utilizando 

orinas recepcionadas por el servicio del Instituto de Toxicología de la Defensa 

(ITOXDEF) con el consiguiente apoyo del Comité Ético del Hospital Central de la 

Defensa Gómez Ulla, Centro de Vida y Esperanza, organismo sanitario dentro del que 

se engloba logísticamente el ITOXDEF. De manera regular el laboratorio analiza 

muestras de naturaleza clínica para organismos y entidades sanitarias públicas que no 

cuentan con la instrumentación analítica necesaria para la determinación de especies de 

arsénico.  

De esta manera, y con el consiguiente acceso autorizado a los demográficos disponibles 

de dichas muestras se seleccionaron un número adecuado de ellas (N=706), 

pertenecientes a dos localidades costeras del Mar Mediterráneo, y vinculadas 

históricamente a la explotación minera. La existencia de estos dos ciertas circunstancias 

especialmente relevantes fueron clave para la elección de dichas muestras ya que de esta 

manera se pudo analizar de mejor manera la exposición al arsénico, que puede ocurrir 

por varios frentes, siendo el ocupacional y sus influencias sobre el medioambiente, 

además d el alimenticio los dosmás relevantes a priori.  

Todas las muestras fueron almacenadas en un congelador a -85ºC hasta su posterior 

análisis, para su análisis se descongelan las muestras a temperatura ambiente.  

Las variables estudiadas y los biomarcadores elegidos se muestran a continuación 

(Tabla 52). Se estudió primeramente una serie de variables demográficas, como fueron 

el país de nacimiento u origen, el género de los sujetos y su edad. Adicionalmente, se 

utilizó el peso y la altura para calcular el índice de masa corporal (IMC). Si bien los dos 

primeros pueden considerarse variables demográficas, el enfoque seleccionado tuvo 

como objetivo utilizar los IMC calculados para poder analizar en base a ellos el grado 

de obesidad, o ausencia de ella, de los participantes, lo que en sí mismo supone un 

factor de riesgo en el caso de aquél.  
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Tabla 52. Variables y biomarcadores empleadas en el estudio 
Variables analizadas 

Demográficos 
País de nacimiento España Marruecos Otros 
Género Mujeres Hombres 
Edad  Menores Adultos 

Factores de riesgo 
Peso IMC Altura 
Consumo de tabaco 
Información dietética Consumo de pescado Consumo de arroz 

   
Parámetros clínicos 

Cotinina en suero 
Cadmio en suero 
Cadmio en orina 
Arsénico total en orina 
Suma de especies de arsénico en orina 
AB en orina    
DMAV en orina    
MMAV en orina    
AsIII en orina    
AsV en orina    
Asi en orina (AsIII + AsV)    

Biomarcadores utilizados 
Arsénico total en orina (TAs) 
Suma de especies de arsénico en orina (TSAs) 
AB en orina    
DMAV en orina    
MMAV en orina    
Asi en orina    
Índice primario de metilación (PMI) 
Índice secundario de metilación (SMI) 

 

El consumo de tabaco se evaluó a través de una serie de biomarcadores específicos de 

acuerdo a la bibliografía: niveles de cotinina y cadmio en suero, cadmio en orina y 

creatinina sérica. Además se registró el estatus tabáquico (no fumador, exfumador y 

fumador).  

Estos biomarcadores se utilizaron para poder corroborar y validar los datos obtenidos en 

relación con el tabaco, debido a la gran diferencia de sus valores entre una población 

con un hábito elevado de consumo de tabaco y otra que no es consumidora.  

Por último, se estudió el efecto del consumo de pescado y de arroz, dos alimentos ricos 

en especies de arsénico que potencialmente contribuyen a aumentar el nivel basal de 

este elemento en el organismo de los seres humanos.  
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El nivel de arsénico total, la concentración total y de cada especie de arsénico en las 

muestras de orina se determinó mediante las metodologías de arsénico total y 

especiación de arsénico, respectivamente, y se utilizaron como biomarcadores, además 

de para calcular los dos últimos biomarcadores utilizados: el índice primario de 

metilación (PMI) y el índice secundario de metilación (SMI), cuyos valores se 

calcularon mediante las siguientes ecuaciones (ec. [1] y [2]): 

 

𝑃𝑀𝐼 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝑀𝑀𝐴!(𝜇𝑔/𝑔	𝑐𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎)
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝐴𝑠	" 	(𝜇𝑔/𝑔	𝑐𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎)  

𝑆𝑀𝐼 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝐷𝑀𝐴!(𝜇𝑔/𝑔	𝑐𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎)
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝑀𝑀𝐴! 	(𝜇𝑔/𝑔	𝑐𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎) 

Por lo que respecta al resto de ensayos clínicos, éstos se llevaron a cabo utilizando 

procedimientos validados de rutina. En este sentido, los niveles de cadmio en orina y 

suero se determinaron respectivamente por ICP/MS y ETAAS, instrumentos 

pertenecientes al Departamento de Espectroscopía Atómica, mientras que el ensayo de 

cotinina en orina se realizó mediante HPLC-MS/MS (tecnología Orbitrap®), a cargo del 

Departamento de Drogas. Por otro lado, los valores de creatinina en orina y sérica se 

realizaron mediante inmunocromatografía utilizando un Siemens Xpand Plus™, del 

Departamento de Ensayos Físicoquímicos. El análisis de creatinina en orina se utilizó 

como criterio para analizar la calidad de las orinas. Así, toda orina con un valor de 

creatinina inferior a 30 mg/dl y superior a 300 mg/dl fue descartada, y por tanto, de las 

706 muestras de orina iniciales recolectadas, 20 de ellas fueron descartadas, quedando 

un número total de muestras de orina resultó ser finalmente 686.  Por último, los análisis 

estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software SPSS versión 15.0.  

Para acreditar la significancia estadística se usaron dos parámetros: el coeficiente de 

correlación de Pearson (R) y el P-value o Sig. (bilateral). El primer parámetro muestra 

la correlación de los datos estadísticos del biomarcador y la variable elegida, si bien este 

dato no es concluyente hasta corroborar dicha tendencia mediante el análisis del P-

value, un estadístico que permite validar que la ordenación o tendencia de los datos no 

es fruto del azar. Así, cuándo este valor es menor de 0,05 y 0,01 decimos que la 

tendencia es estadísticamente significativa al 95% y 99%, respectivamente, aceptando 

dicha tendencia. 

[1] 

[2] 
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a) Estudio del contenido de arsénico: generalidades 

El contenido de arsénico total (TAs), el arsénico total especiado (TSAs) y el contenido 

de AB, DMAV, MMAV, AsIII y AsV fue registrado, expresándose cada una de estas 

magnitudes como media geométrica (Tabla 53). En ningún caso se detectaron AsIII ni 

AsV en las muestras. Aunque a la hora de los análisis la AC se calibró y se midió como 

el resto de las especies, para los cálculos estadísticos no se ha incluido dado que no se 

detectó en ninguna muestra y guarda un significado similar al de la AB. Por otro lado, 

para todas las especies no detectadas, a efectos prácticos de los cálculos, se utilizó como 

resultado el valor de LOD/√2. Además, los valores de AsIII y AsV se sumaron para 

contabilizar ambas como una única contribución, iAs o arsénico inorgánico total. Por 

último, cabe aclarar que las unidades escogidas para expresar la de concentración de las 

especies en los estadísticos fueron µg/g creatinina. 

 Tabla 53. Media geométrica (GM), media aritmética (AM), mediana, percentil 95% y valores por debajo del LOD del 
arsénico total especiado (TSAs), el contenido de arsénico total (TAs) y de cada una de las especies 

Los resultados globales del estudio muestran una diferencia entre el contenido de 

arsénico total (TAs), medido por ICP/MS y especiado (TSAs), determinado por HPLC-

ICP/MS, del 10.1% (medido como %Diferencia).  

Esto demuestra una buena precisión entre ambas técnicas. En cuanto a la proporción de 

las especies en las muestras analizadas, aquellas englobadas bajo la categoría de 

arsénico orgánico demostraron tener mayor impacto que aquellas de arsénico 

inorgánico. Así, la arsenobetaína es la que presenta un mayor valor en unidades de 

concentración, seguida del dimetilarsínico y muy lejanamente por el 

monometilarsónico. Por el contrario, no se detectaron ni arsénico trivalente ni 

pentavalente en ninguna de las muestras analizadas. 

 

Estadístico  TAs TSAs AB DMAV MMAV  AsIII AsV 

GM ± IC (µg/g 
creatinina) 

31,5±6,8 28,3±5,3 22,7±5,1 0,815±0,016 0,107±0,005 
 

<LOD <LOD 

AM± IC  
(µg/g creatinina) 

52,5±6,8 47,6±5,3 42,4±5,1 4,40±0,50 0,494±0,163 
 

<LOD <LOD 

Mediana  
(µg/g creatinina) 

32,0 28,2 24,4 0,678 0,089 
 

<LOD <LOD 

Valores < LD (%) 
3 (0.4%) 3 (0.4%) 7 (1.0%) 16 (2.3%) 651 (95%) 

 686 

(100%) 
686 (100%) 

Percen. 95% 
(µg/g creatinina) 

159 151 139,5 17,6 0,313 
 

<LOD <LOD 
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Estadísticamente, la contribución más relevante para el contenido total de arsénico la 

constituye la AB (r=0,995, P-value=0,000), en menor medida el DMAV (r=0,360; P-

value=0,000) y en mucha menor escala el MMAV (r=0,110; P-value=0,004), siguiendo 

un comportamiento análogo al de la distribución por especies y corroborando su 

relevancia (Figura 36).  

 
Figura 36. Coeficientes de correlación de Pearson y P-value (Sig.[bilateral]) para cada biomarcador 

Estas contribuciones vienen reflejadas por la elevada relación entre la AB y la suma 

total del arsénico especiado sigue una tendencia completamente lineal (r=0,995), 

mientras que para el DMAV ésta es notablemente menor (r=0,360), aunque se puede 

notar cierta tendencia (Figura 37 a-d). Por el contrario, para el MMAV (r=0,110) y el Asi 

dicho comportamiento es débil o prácticamente inexistente. 
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Figura 37. Gráficos de correlación entre el arsénico total especiado (TSAs) y cada especie por separado. A) 
Arsenobetaína; B) Ácido dimetilarsínico (V); C) Ácido monometilarsónico (V); D) Arsénico inorgánico 

 
 

En base a lo anterior, las dos especies más relevantes parecen ser la AB y DMAV. De 

hecho, se puede deducir la existencia de una relación baja-moderada de carácter lineal 

(r=0,268; P-value=0,000) entre ambas, sugiriendo un posible origen común (Figura 38). 

Esta posible interacción y se discutirá en la siguiente sección (ver 5.-Discusión de 

resultados) 

 
Figura 38. Gráficos de correlación entre DMAV y AB. 
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Por último, se examinó la proporcionalidad entre los índices de metilación primario y 

secundario y las especies ácido monometilarsónico y dimetilarsínico. La correlación 

fuerte entre éstos fue consecuencia directa de la relación existente entre el PMI 

(r=0,915) y SMI (r=0,808) con el MMAV y DMAV, respectivamente, mediante las 

ecuaciones [1] y [2] descritas al comienzo de este apartado.  

b) Niveles de arsénico según el país de origen 

La primera variable que se analizó fue el país de nacimiento de los participantes (Tabla 

54). El 94,9% de los participantes tenían la nacionalidad española (N=651), un 3,06% 

de Marruecos (N=21), mientras que el 2,04% restante nacieron en un país o países 

desconocidos en el momento del estudio. 

Los resultados clasificados por país de nacimiento mostraron unos mayores valores en 

general para el caso de la población española que para la marroquí, siendo 

prácticamente el doble la concentración de las especies AB y DMAV para la primera 

que para la segunda, si bien el tamaño muestral es muchísimo más pequeño para éste 

último. Como consecuencia de esto, el SMI es mayor mientras que el PMI tiene el 

mismo valor. Con respecto a los participantes cuyos países de origen desconocidos, es 

interesante notar que los niveles de AB y DMAV fueron superiores que aquellos de los 

nativos de Marruecos, para un tamaño muestral aproximadamente similar. 

Tabla 54. Biomarcadores medidos en función del país de nacimiento de los participantes 

Biomarcador  
(µg/g creatinina) 

País de origen de los participantes 

España 

(N=651) 

Marruecos 

(N=21) 

Otros 

(N=14) 

   

TAs 32,2±7,2 17,5±9,4 26,8±10,8 

    

TSAs 28,9±5,5 15,2±10,1 24,4±9,8 

    

AB 23,3±5,4 11,5±9,9 16,4±8,0 

    

DMAV 0,832±0,016 0,239±0,037 1,93±0,17 

    

MMAV 0,105±0,005 0,147±0,049 0,178±0,029 

    
iAs <LOD <LOD <LOD 

    

PMI 0,604 0,627 0,973 

    

SMI 7,91 1,63 10.8 
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Analizando las correlaciones entre los datos conjuntos del país de nacimiento (variable 

nominal; 1=España, 2=Marruecos, 3=Otros) y los biomarcadores seleccionados, no se 

encontró ninguna correlación estadísticamente significativa, ni siquiera con la AB, el 

DMAV y el MMAV. 

Sin embargo, al analizar por separado el comportamiento de estas tres especies 

dividiendo el tamaño muestral por tipo de país se observaron ciertas diferencias en las 

tendencias. Así, la linealidad de la AB con los niveles totales para las especies es 

significativa para la población española, la marroquí y aquella perteneciente a Otros 

países, lo que unido al hecho de que sus valores son aproximadamente unos 100 veces 

mayores que el resto de especies, nos permite concluir que el biomarcador AB es el de 

mayor peso a la hora de justificar los valores totales de arsénico (Figura 39 a-b).  

   

 
Figura 39. Comparación entre las concentraciones de AB con las de arsénico total especiado (TSAs). A) España; B) 
Marruecos y “Otros países” 
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De manera similar, se representaron las tendencias encontradas para el DMAV para los 

tres países, influenciado por la relación, a priori no contrastada pero existente 

estadísticamente hablando, entre esta especie y la AB. Teniendo en cuenta éstas, se 

puede concluir que existe una interacción significativa y considerable entre el DMAV y 

TSAs tanto en la población española como en la población catalogada como “Otros 

países”, si bien para esta última la correlación es notablemente superior (Figura 40 a-b).  

 

 
Figura 40. Comparación entre las concentraciones de DMAV con las de arsénico total especiado (TSAs). A) España; 
B) Marruecos y “Otros países” 
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Por lo que respecta al MMAV, y en el caso concreto de los españoles, éste muestra una 

correlación baja pero estadísticamente significativa con la concentración total de 

arsénico especiado. En Marruecos y en “Otros países” no son estadísticamente 

relevantes las tendencias encontradas, si bien es llamativa la tendencia inversamente 

proporcional para esta especie en el caso concentro de “Otros países” (Figura 41 a-b). 

Como dato adicional, cabe destacar que se encontró una relación débil pero 

estadísticamente significativa entre el dimetil y el monometil para España (r=0,118; P-

value=0,000) y Marruecos (r=0,533; P-value=0,013), pero no para “Otros países”. 

 

 
Figura 41. Comparación entre las concentraciones de MMAV con las de arsénico total especiado (TSAs) para: A) 
España; B) Marruecos y Otros. 

En conclusión, el denominador común de este apartado parece indicar que es la AB. 

Esto queda validado por su significancia estadística y alta linealidad frente a TSAs.  
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Esto unido al hecho de que dependiendo del país las especies mono y dimetilarsínico 

cobran relevancia estadísticamente hablando y que entre estas últimas parece haber 

también algún tipo de relación específica, apunta a que la posible causa detrás de estas 

discrepancias se encuentre en un componente común y a la vez específico de cada país. 

No obstante, es importante remarcar el efecto que puede conllevar el diferente tamaño 

muestral de la población española, unas ≈30 veces mayor que aquellos pertenecientes a 

los otros dos grupos, por lo que estos resultados no son 100% concluyentes.  

c) Niveles de arsénico según la edad y el género 

Posteriormente, se analizó el impacto de la edad y del género en la acumulación de 

arsénico (Tabla 55). En este sentido, el 74,3% de los participantes fueron mujeres, de las 

cuales el 32,2% resultaron ser menores de edad. El 25,7% restante fueron hombres, 

concretamente todos ellos menores de edad.  

En cuanto a la distribución por edad, el 49,8% de los colaboradores poseían un rango de 

edad de 0-20 años, el 27,4% entre los 20-40, y el 22,8% restante 40-60 años.  

 
Tabla 55. Biomarcadores en función del género y la edad de los participantes 

Biomarcador  
(µg/g creatinina) 

 Género Edad 

Hombres 

(N=178) 

Mujeres 

(N=508) 

Niños 

(N=178) 

Niñas 

(N=164) 

Menores de edad 

[0-20 años] 

(N=342) 

Adultos 

[20-40 años] 

(N=188) 

Adultos 

[40-60 años] 

(N=156) 

       

TAs 27,1±7,3 33,1±8,9 27,1±7,3 31,0±7,6 28,8±5,2 32,2±1,9 37,0±13,9 

        

TSAs 24,2±6,7 29,8±6,7 24,3±6,7 27,8±7,5 25,9±3,64 28,4±1,3 34,1±12,8 

        

AB 19,1±6,4 24,1±6,5 19,0±6,4 21,5±7,0 20,1±3,4 23,5±1,2 28,3±12,2 

        

DMAV 0,804±0,029 0,819±0,019 0,804±0,029 0,826±0,033 0,819±0,016 0,817±0,087 0,804±0,039 

        

MMAV 0,105±0,007 0,108±0,007 0,105±0,007 0,124±0,016 0,113±0,190 0,097±0,029 0,108±0,008 

        

iAs <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

        

PMI 0,580 0,622 0,580 0,650 0,612 0,637 0,577 

        

SMI 7,67 7,55 7,67 6,67 7,22 8,43 7,44 
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Se observó un factor acumulativo exclusivamente para la AB en función de la edad 

(variable ordinal; 1=[0-20 años], 2=[20-40 años], 3=[40-60 años]). En este sentido, se 

calculó un incremento del 10% para aquellos con edad comprendida entre 20-40 años 

con respecto a los menores de edad, mientras que para el grupo de 40 a 60 años, este 

incremento fue del ≈20% con respecto a los adultos de menor rango de edad. 

Sorprendentemente, la concentración media para el resto de las especies permaneció 

relativamente constante, lo que se demuestra por los índices PMI y SMI para los 3 

rangos de edad.  

Analizando posibles diferencias entre el metabolismo de hombres y mujeres, se 

encontró que de manera similar al efecto de la edad, las mujeres presentaban una mayor 

tasa de AB excretado que los hombres, siendo en este caso la diferencia de un 27%. 

Ahora bien, los hombres eran en realidad niños, por lo que a continuación, se procedió a 

comparar únicamente entre niños y niñas para determinar si ese porcentaje mostraba 

valores inferiores, algo que explicaría el efecto acumulativo por edad descrito 

anteriormente combinado con el efecto de género. Así, esta diferencia fue del 12%, 

igualmente mayor para las niñas. Posteriormente, cogiendo sólo la población femenina, 

las mujeres adultas mostraron un 14% más de AB que las niñas, lo cuál tiene sentido ya 

que resultó ser la diferencia esperable entre el efecto de edad y el de género. Por lo que 

respecta al resto de biomarcadores, todos ellos mostraron valores de concentración 

similares, manteniendo nuevamente constante los índices PMI y SMI.  

Clasificando los datos del estudio en base a criterios de género (variable nominal; 

1=Mujer, 2=Hombre) y/o edad, no se encontró ninguna correlación estadística 

significativa en adultos, pero sí en niños. 

  

d) Efecto combinado del país de nacimiento y la edad 

En este punto, se planteó dividir los datos de acuerdo al país de origen y ordenarlos de 

manera creaciente con la edad, comprobando así si la variable o variables desconocidas 

y acumulativas eran específicas para cada país o por el contrario, este efecto 

acumulativo es común a sendas naciones, clarificando así algunos puntos mencionados 

en las secciones previas. De esta manera, se separaron en tres grupos de datos 

atendiendo al primer criterio, y a continuación, se ordenaron por edad (Tabla 56).  
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Los resultados mostraron resultados dependientes del tipo de especie. Por un lado, se 

observó una tendencia lineal y creciente con la edad para la excreción de arsenobetaína 

en orina para la población española y la perteneciente a otros países, siendo más 

destacable para este último. Así, el incremento en concentración de AB, y por ende 

TSAs y TAs, para aquellos dentro del rango de 20 a 60 años, fue del 579% para los 

oriundos de los países desconocidos frente al 31% calculado para los españoles. En 

ambos casos la correlación fue estadísticamente significativa, estando mejor 

correlacionados para los primeros (r=0,532; P-value=0,032) que para los segundos 

(r=0,116; P-value=0,000).  

Tabla 56. Influencia del tipo de país en los biomarcadores seleccionados 

Biomarcador  
(µg/g 

creatinina) 

España Marruecos Otros 

[0-20 años] 

(N=340) 

[20-40 años] 

(N=164) 

[40-60 años] 

(N=147) 

[0-20 años] 

(N=2) 

[20-40 años] 

(N=12) 

[40-60 años] 

(N=7) 

[20-40 años] 

(N=12) 

[40-60 años] 

(N=2) 

        

TAs 28,9±0,2 32,8±0,7 40,3±0,5 22,5±0,6 26,1±0,5 8,28±0,77 30,4±0,4 12,1±0,4 

         

TSAs 7,17±0,10 10,9±0,4 13,9±0,3 6,57±0,90 5,47±0,18 1,89±0,11 10,7±0,3 38,6±0,7 

         

AB 2,69±0,09 6,69±0,45 8,76±0,31 2,90±0,91 2,92±0,08 0,705±0,118 3,80±0,20 25,8±1,1 

         

DMAV 0,819±0,021 0,831±0,030 0,846±0,031 0,233±0,003 0,329±0,061 0,140±0,002 1,60±0,20 5,60±0,25 

         

MMAV 0,113±0,008 0,092±0,009 0,104±0,012 0,233±0,003 0,140±0,086 0,140±0,002 0,144±0,029 0,636±0,122 

         
iAs <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

         

PMI 0,613 0,621 0,564 0,500 0,742 0,500 0,752 4,56 

         

SMI 7,25 9,08 8,12 1,00 2,34 1,00 11,3 8,73 

 

Por lo que respecta a los nativos de Marruecos, se observó una fuerte depresión en los 

niveles de AB, para los más mayores, pero no validada por ninguna correlación 

significativa. Por otro lado, los metabolitos orgánicos mono y dimetilados guardaron 

una buena correlación con la edad, exclusivamente para los oriundos de los países 

desconocidos, concretamente un incremento del 342 y 250%, respectivamente para 

aquellos con edades comprendidas entre 20 y 60 años. Lamentablemente, los P-values 

para ambas contribuciones no se encontraron dentro del 95 ni 99% de significación, por 

lo que este aumento en los mencionados biomarcadores, así como en el PMI, son 

sospechosos pero no concluyentes.  
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En resumen, parecer existir una variable que efectivamente tiene un carácter 

acumulativo y que guarda algún tipo de relación con el país de origen de los 

participantes, no expresándose de la misma manera entre las diferentes naciones 

estudiadas. 

e) Efecto del consumo de tabaco en los niveles de arsénico 

Posteriormente, se decidió estudiar la posible influencia del tabaco en la acumulación 

del arsénico en el cuerpo humano. El tabaco, junto al BMI, fueron los dos factores de 

riesgo que se decidieron evaluar en este estudio, siendo el primero el factor más 

importante debido al consabido contenido de arsénico en el tabaco, si bien éste 

gradualmente es menor debido a la desaparición de los pesticidas a base de este 

elemento. Así, a partir de la concentración obtenida para cada muestra de cotinina en 

orina, cadmio en suero y orina, creatinina sérica, categoría de fumador (nominal; 1=no-

fumador, 2=exfumador; 3=fumador activo) y los biomarcadores, éstos se categorizaron 

en base al estatus de fumador en el momento de la recogida de muestra (Tabla 57).  

No se observó incidencia alguna ni correlación estadísticamente significativa entre el 

consumo de tabaco y los niveles de arsénico, como demuestra el hecho de que los 

valores para los biomarcadores de arsénico fueron constantes independientemente de los 

hábitos de fumar.  

La excepción la supuso el ácido dimetilarsínico, que presentó una tendencia decreciente 

(disminución ≈38% para los fumadores que para los no fumadores, y del ≈27% para los 

exfumadores con respecto a los no fumadores) disminuyendo en similar medida el SMI 

cómo consecuencia de esto. El tratamiento estadístico reflejó una correlación 

estadísticamente significativa entre los valores de DMAV y el tipo de hábito de consumo 

(r=-0,081; P-value=0,033), si bien de carácter débil.  

Para contrastar la veracidad de estos datos, se estudiaron también los niveles de cotinina 

en orina, metabolito principal de la nicotina, la concentración de cadmio en suero y 

orina y la creatinina sérica, biomarcadores del tabaquismo de acuerdo a la bibliografía 

consultada. Los resultados arrojaron un notable incremento de cotinina (≈x20) en la 

población fumadora frente a la no fumadora y exfumadora (r=0,420, P-value=0,000), 

consistente con los datos de consumo de tabaco.  
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Por otro lado, los niveles de Cd en suero encontrados fueron mayores (≈x2) en 

población fumadora, manteniéndose constante para exfumadores y no fumadores. Estos 

dos biomarcadores mostraron, a su vez, una estrecha correlación (r=0,657; P-

value=0,000). Por lo que respecta al Cd en orina y a la creatinina sérica, no se 

detectaron concentraciones superiores en fumadores, sino que los valores fueron 

constantes para toda la población estudiada.  

 
Tabla 57. Biomarcadores de arsénico e indicadores específicos del consumo de tabaco 

Biomarcador  
(µg/g creatinina*) 

Efecto del consumo de tabaco  

No fumadores 

(N=261) 

Exfumadores 

(N=81) 

Fumadores activos 

(N=122) 

   

TAs en orina 32,6±0,5 29,5±0,3 31,5±0,4 

    

TSAs en orina 28,5±0,3 27,0±0,3 29,2±0,4 

    

AB en orina 21,3±0,3 22,2±0,3 24,8±0,4 

    

DMAV en orina 1,06±0,03 0,766±0,036 0,655±0,038 

    

MMAV en orina 0,111±0,010 0,105±0,007 0,106±0,014 

    
iAs en orina <LOD <LOD <LOD 

    

PMI 0,631 0,553 0,635 

    

SMI 9,58 7,28 6,19 

    

Cotinina en orina 11,3±0,1 12,3±4,4 237±17 

    

Cd en suero (µg/l) 0,237±0,001 0,257±0,002 0,421±0,003 

    

Cd en orina 0,165±0,001 0,159±0,002 0,174±0,001 

    

Creatinina sérica 

(µg/l) 

0,568±0,001 0,569±0,001 0,591±0,001 

 *Todas las unidades menos el Cadmio en suero y la creatinina sérica se midieron con corrección de creatinina. 

En conclusión, el tabaco no contribuye a modificar los niveles de arsénico del 

organismo, por lo que podemos descartar los hábitos de esta índole como posible 

variable que explicase los niveles general encontrados y descritos para la población de 

estudio.  
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f) Influencia del índice de masa corporal (IMC)  

El otro factor de riesgo evaluado en este estudio fue el de índice de masa corporal o 

IMC (Tabla 58). Como puede observarse, a medida que aumenta el peso, el arsénico 

excretado en forma de AB disminuye (aproximadamente un 40%). Al mismo tiempo, el 

contenido de dimetilarsínico aumento un 22%, mientras que el del ácido 

monometilarsónico disminuyó un 15%.  

 Tabla 58. Influencia del IMC en la excreción de las distintas especies de arsénico 

Biomarcador  
(µg/g creatinina*) 

Índice de Masa Corporal (IMC) 

Infrapeso (IMC<18.5) 

(N=204) 

Normopeso (18.5<IMC<25.0) 

(N=254) 

Sobrepeso (>25.0) 

(N=228) 

   

TAs en orina 30,4±7,7 27,6±7,6 23,7±8,4 

    

TSAs en orina 27,1±7,5 25,5±6,6 19,1±8,4 

    

AB en orina 21,2±7,1 20,3±6,3 12,8±7,6 

    

DMAV en orina 0,761±0,027 0,903±0,042 0,935±0,062 

    

MMAV en orina 0,125±0,011 0,101±0,014 0,106±0,001 

    
iAs en orina <LOD <LOD <LOD 

    

PMI 0,643 0,588 0,500 

    

SMI 6,08 8,89 10,7 

    

 
Este efecto aparentemente sin sentido se reflejó a su vez en los índices primarios y 

secundarios de metilación (Figura 42), encontrando que una mayor eficacia en la 

metilación al rendir en mayor proporción DMAV sobre MMAV.  
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Figura 42. Variación en los índices de metilación primario (PMI) y secundario (SMI) con el peso 

      

g) Influencia de la dieta en los niveles de arsénico 

Finalmente, se clasificó a la población atendiendo a uno de los factores de exposición 

más comunes cuando se habla del arsénico: la dieta. Además, la región de Murcia es 

ampliamente conocida por ser una zona con una dieta especialmente rica y basada en 

alimentos de origen marino y arroz, ejemplos por antonomasia de alimentos portadores 

de arsénico. Así, se registró el consumo en forma de piezas o raciones por semana de 

pescado y arroz para todos los participantes, contando conjuntamente el consumo de 

pescado y marisco.  

En este sentido, los resultados obtenidos al analizar la concentración obtenida en las 

muestras de orina con ingestas crecientes de pescado y arroz, respectivamente, se han 

ordenado clasificándolos en grupos de 5 piezas cada uno para el pescado, y 2 raciones 

en el caso del arroz (Tabla 59).   
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 Tabla 59. Influencia del consumo de pescado y de arroz en los niveles de arsénico 

 

A la vista de los resultados, queda palpable la influencia de la ingesta de pescado y 

arroz en los niveles y el tipo de especie excretada. Por lo que respecta al número de 

piezas de pescado, existe un aumento aproximadamente del 50% en los niveles de 

Arsenobetaína excretada ligado al creciente consumo de porciones de este alimento.  

Con el DMAV dicho incremento no es constante, sino que se produce un primer 

incremento fuerte del 180% con las 5 primeras piezas de pescado y/o marisco, un 42% 

con las segundas 5, y un incremento final del 88% para la última categoría. Para su 

precursor monometilado, sólo se observa un incremento del 50% en aquellos casos en 

los que la ingesta fue superior a 10 piezas/semana.  

Los tres factores de manera global contribuyen al incremento de los niveles excretados 

de TAs y TSAs en un ≈50% para ambos biomarcadores según crece gradualmente la 

ingesta de este tipo de alimento, prueba de que entre los tres, el factor determinante fue 

el de la AB, lógico por otra parte debido a la diferencia en concentración.  

El análisis estadístico de los datos demostró una correlación moderada entre las piezas 

de pescado ingeridas y la concentración de TAs, TSAs, AB y DMAV, no así para el 

MMAV (Figura 43). 

Biomarcador 
(µg/g creatinina) 

Indicadores de la dieta 

Piezas de pescado por semana Raciones de arroz por semana 

0 

(N=154) 

1-5 

(N=409) 

5-10 

(N=114) 

10-20 

(N=9) 

0 

(N=87) 

1-2 

(N=587) 

2-4 

(N=12) 

        

TAs 20,9±6,9 32,2±5,3 47,0±1,4 71,8±2,4 29,3±9,7 31,9±7,8 25,2±3,4 

        

TSAs 18,5±6,7 29,1±4,9 42,8±1,0 64,6±2,0 27,6±6,4 28,4±6,9 24,5±4,8 

        

AB 14,9±6,6 22,9±4,6 35,9±1,0 54,6±1,9 23,2±6,1 22,8±6,6 14,4±2,6 

        

DMAV 0,341±0,017 0,956±0,020 1,36±0,066 2,56±0,198 0,531±0,023 0,848±0,020 2,52±0,11 

        

MMAV 0,102±0,009 0,111±0,066 0,099±0,018 0,159±0,071 0,108±0,010 0,106±0,006 0,196±0,038 

        
iAs <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

        

PMI 0,592 0,625 0,569 0,864 0,611 0,604 1,05 

        

SMI 3,33 8,64 13,64 16,06 4,93 8,00 12,8 
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Figura 43. Correlaciones encontradas para el consumo de pescado 

 

Por lo que respecta al arroz, las especies más relevantes vuelven a ser el DMAV, el 

MMAV y la AB. El primero aumenta de manera global un 370% (primero 60% y luego 

197%) al pasar de no consumir arroz a consumir 4 raciones por semana. El segundo, de 

manera similar a lo que ocurrió con el pescado, se mantiene constante hasta un valor 

máximo de consumo, en este caso, 3-4 platos de arroz, momento en el cual su 

concentración sufre un incremento del 83%. Y en cuanto a la AB, se observó una 

tendencia decreciente con la ingesta de arroz (-58%) a partir de la 3ª ración de este 

alimento.  

A la luz de la variación global en los niveles de arsénico total y la suma de especies, 

decrecientes cuánto mayor resultó ser la ingesta semanal de arroz, se comprobó 

nuevamente que el factor limitante fue aquel de la AB, ya que de las tres contribuciones, 

la suya fue la única con tendencia similar.  

En cuanto a los estadísticos del arroz, se detectó una correlación débil-moderada entre el 

DMAV y las raciones de arroz, no así para la AB, MMAV, TAs y TSAs (Figura 44). 
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Figura 44. Correlaciones encontradas para el consumo de arroz 

 

En vista de esto, se procedió a dividir los datos por países, puesto que las dietas de cada 

país pueden tener elementos en común, pero poseen la suficiente especificidad como 

para presentar perfiles característicos en elementos presentes en la dieta, como el 

arsénico. Para poder entender mejor las contribuciones de la dieta de cada país, se 

eligieron únicamente tres especies: AB, DMAV y MMAV. Se representaron 

gráficamente los niveles divididos por los tipos de ración (Figuras 45-47). Se puede 

observar, pues, que existen diferencias sustanciales entre los diferentes países.  

Por un lado, y centrándonos exclusivamente en la arsenobetaína, España y Otros 

muestran una tendencia creciente con el consumo de pescado, mientras que en el caso 

de Marruecos, la concentración de esta especie es relativamente similar para un ingesta 

creciente.  
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Figura 45. Concentración de AB frente al consumo de pescado para cada país 

 
Examinando el impacto del monometilarsónico, se observa una clara tendencia 

creciente con el consumo para Otros. Sin embargo, en el caso de España, la variación es 

relativamente constante, y para Marruecos, la diferencia a partir de las 5 piezas es del 

50%, monstrando un crecimiento en declive. Estas diferencias ponen de relieve que la 

relación pescado/marisco debe ser signitivamente diferente entre sendos países, ya que 

los países desconocidos la ingesta tiene mucho mayor efecto que en los demás.  

 

 
Figura 46. Concentración de MMAV frente al consumo de pescado para cada país 

 

Por último, para la especie dimetilada se encontró un crecimiento en función del 

consumo de alimentos de origen marino para España y Otros, siendo más pronunciado 

para éste último. Por lo que respecta a Marruecos, ese crecimiento fue diferente ya que 

para un número comprendido entre 1 y 5 piezas, la concentración se mantuvo constante. 
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Figura 47. Concentración de DMAV frente al consumo de pescado para cada país 

 

Por lo que respecta al arroz, se observó una disminución en los niveles de AB con la 

creciente ingesta de arroz para todos los países estudiados (Figura 48), si bien para 

España y Marruecos este decrecimiento representó un 40% aproxidamente, mientras 

que para Otros fue casi del 70%.  

 
Figura 48. Concentración de AB frente al consumo de arroz para cada país 

 

En cuanto al DMAV, se detectó un fuerte aumento en su concentración (x7) en la 

población española para ingestas superiores a 3 platos de arroz a la semana (Figura 49). 

Similar para Marruecos, sin embargo este crecimiento fue menos pronunciado (x4) ya 

que hasta ingestas elevadas (3-4 platos por semana), sus niveles no se vieron afectados.  
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Por lo que respecta a Otros, toda la población del estudio fue consumidora de arroz, por 

lo que no pudimos establecer el nivel basal del derivado dimetilado, encontrando que 

sus niveles permanecieron constantes a pesar de la creciente ingesta.  

 
Figura 49. Concentración de DMAV frente al consumo de pescado para cada país 

El estudio de la variabilidad del MMAV con la ingesta de arroz fue aún más interesante 

(Figura 50). En este caso, la población marroquí vio incrementados sus niveles basales 

por 16, mientras que para las otras dos zonas los niveles fueron constantes. Mención 

aparte merece la variable Otros que, al desconocerse los niveles sin ingesta de arroz, no 

se puede concluir que los niveles basales permanecieran constante, como si ocurre para 

la población española.  

 
Figura 50. Concentración de MMAV frente al consumo de pescado para cada país 
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Para resumir todo lo anteriormente descrito y usando como apoyo las correlaciones 

encontradas para cada especie con los consumos de pescado y arroz y el parámetro de 

significancia estadística (p-value) calculado estadísticamente (Tabla 60), a continuación 

se describen las implicaciones más relevantes de este apartado.  

El consumo de pescado implicó un aumento significativo en los niveles de AB 

excretada para la nacidos en España y Otros. En el caso de Marruecos, dichos niveles 

permanecieron constantes. Esto coincide con las correlaciones encontradas, ya que sólo 

para España y Otros fueron estadísticamente significativas. Aunque menos relevante, 

para el DMAV la tendencia fue similar, en este caso para los tres países, si bien para 

España y Marruecos fue más escalonada y menos pronunciada que para Otros.  

Sólo España mostró una correlación estadística significativa. Por último, para el MMAV 

el comportamiento fue diferente según el país. Así, para Marruecos se observó una 

disminución en sus valores a ingestas grandes, mientras que, para el resto, la tendencia 

fue la contraria, si bien menos pronunciada para España.  

No obstante, con el arroz la tendencia es la contraria, al menos con respecto a la AB. 

Así, cuánto mayor fue el consumo de arroz, menor fue la concentración de AB, como se 

demuestra por la correlación negativa encontrada, si bien es muy débil.  

A medida que la proporción de la especie del pescado disminuye en la orina, aquellas 

del dimetil y monometil aumentaron, siendo más relevante el incremento de la primera 

para los españoles y los pertenecientes a otros países, y la segunda para los oriundos de 

Marruecos. De estas relaciones, sólo la del MMAV y el arroz para Marruecos y la del 

DMAV y España fueron estadísticamente significativas.  

   Tabla 60. Correlaciones encontradas para las tres especies implicadas para el consumo de pescado y arroz 
Consumo de pescado por países 

Biomarcadores 
(µg/g creatinina) 

España Marruecos Otros 
r P-value r P-value r P-value 

       
AB 0,231 0,000 -0,090 0,699 0,605 0,022 

       
DMAV 0,199 0,000 0,428 0,053 0,423 0,132 

       
MMAV 0,078 0,054 -0,100 0,665 0,159 0,588 

       
Consumo de arroz por países 

 España Marruecos Otros 
 r P-value r P-value r P-value 
       

AB -0,019 0,621 -0,257 0,260 -0,135 0,645 
       

DMAV 0,101 0,010 0,190 0,410 -0,011 0,970 
       

MMAV -0,015 0,701 0,607 0,004 0,306 0,287 
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4.4.-Análisis de las muestras 

En esta sección se pretende mostrar el perfil de las muestras obtenidas en el estudio 

epidemilógico. En este punto ya se han discutido los pormenores de la metodología de 

especiación, los parámetros cromatográficos, el aspecto de los cromatogramas de los 

patrones y los resultados y conclusiones del estudio llevado a cabo con las 686 orinas. 

De hecho, y como se ya se indicaba previamente, en ninguna de ellas se detectó iAs. Por 

otro lado, el MMAV sólo se detectó en el 5% de las muestras. Esto significa que a 

grandes rasgos, en el 95% de las muestras el perfil de especiación constó única y 

exclusivamente de AB y DMAV, mientras que para el 5% de las muestras, este perfil se 

encontró dominado por AB, DMAV y MMAV. Además, por supuesto, de la señal del 

patrón interno, en ambos casos. En este sentido, a continuación se han incluido dos 

muestras que resumen los dos tipos de perfiles encontrados (Figuras 51-52).  

 

 
 Figura 51. Cromatograma de la muestra 70005161 
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Figura 52. Cromatograma de la muestra 70009155 

    

La muestra 70005161 contuvo 70,3 µg/l de AB, 18,5 µg/l de DMAV mientras que la 

muestra 70009155 estuvo compuesta por 75,1 µg/l de AB, 27,7 µg/l de DMAV y 8,4 

µg/l de MMAV.  
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5.-Discusión  

5.1.-Desarrollo y validación del método de arsénico total 

Comparando nuestros estadísticos con la bibliografía (tabla 61), se observó que en 

general eran comparables a los valores reportados y en el caso concreto de la exactitud, 

nuestros datos demostraron ser mejores que otros estudios. Para mayor comodidad, las 

referencias se han ordenado cronológicamente, ya que el avance de los años ha 

repercutido en instrumentos más sensibles, por lo que se espera unos mejores valores de 

los estadísticos a lo largo de los años.  

 

Tabla 61. Comparación de los estadísticos de precisión y exactitud con la bibliografía 
COMPARACIÓN DE NUESTROS ESTADÍSTICOS DE PRECISIÓN  

Y EXACTITUD CON LA BIBLIOGRAFÍA 
Referencia Control Interno utilizado Réplicas (n) Precisióna Exactitudb 

Valores experimentales 
CRM 1c 36 3,95 1,03 

CRM 2d 36 3,07 0,923 

QC “Límite de Decisión” 36 2,95 2,65 

Valores bibliográficos 

 CRM NIES nº 18351  74 3,70 17,5 

QC pool de orina (nivel bajo)352 >50 3,97 - 

QC pool de orina (nivel medio)352 >50 3,16 - 

QC pool de orina (nivel alto)352 >50 3,69 - 

NIST SRM 2668L1 (nivel bajo)352 34 - 2,95 

NIST SRM 2668L2 (nivel alto) 352 33 - 0,920 

ClinChek 1 (nivel bajo) Lot. #1227353 10 1,90 0,920 

ClinChek 2 (nivel alto) Lot. #1227353 10 1,60 2,19 
aLa precisión se expresa como CV(%).  
bLa exactitud se expresa como veracidad. 
cSeronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #877 
dSeronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #878 

 
 

En primer lugar, Scheer y sus colaboradores utilizaron NIES nº18 para medir el arsénico 

total en orina, obteniendo unos valores de precisón muy similares a los obtenidos por 

nuestro grupo, pero notablemente inferiores en exactitud, a pesar de usar un modo de 

colisión a base de He como filtro de intereferencias frente al 75ArCl+ y/o 75CaCl+.  
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Nueve años más tarde, Jones desarrolló un método para determinar 75As, 52Cr y 60Ni 

utilizando también un gas de colisión para eliminar las interferencias poliatómicas. Su 

grupo utilizó tres pools de orinas, uno para concentraciones bajas (10,8 µg/l), otro para 

intermedias (48,1 µg/l) y un último para concentraciones altas (1240 µg/l), usados como 

QCs para medir la precisión, expresada como CV(%), y dos SRMs para calcular la 

exactitud, expresada como sesgo, aunque en la tabla anexa, y utilizando los datos 

suministrados por el autor, se reconvirtió a veracidad. En base a los datos suministrados, 

la precisión y la exactitud fueron similares, siendo ligeramente superior en nuestro caso 

para el QC “Límite de Decisión” que el SRM 2668L1. Sin embargo, Schmied y su 

grupo obtuvieron unos estadísticos muy superiores a los reflejados en nuestra 

investigación para la precisión y ligeramente superiores en cuánto a exactitud, 

utilizando el modo DRC con O2 para desplazar la señal de 75As a 91AsO, debido a la alta 

afinidad del oxígeno con el metaloide, eliminando las posibles interferencias lo que 

puede provocar una mejoría en la detección del mismo, mejorando los estadísticos 

comparados.  

En nuestra investigación, la detección se realizó utilizando una ecuación de corrección 

para la señal de 75As ya que no se disponía de modo colisión. Con respecto al modo 

reacción, sólo existía un única línea con NH3, que a raíz de las primeras pruebas, 

demostraron disminuir notablemente la señal del arsénico. Como se observa, la 

concentración de la orina antes y después de adicionar los cloruros es similar, lo que 

permite demostrar que la señal del 75ArCl+ no altera ni afecta significativamente los 

resultados de arsénico en orina, o dicho de otro modo, que la ecuación de corrección del 

arsénico supone una herramienta eficaz de eliminación de interferencias. De acuerdo a 

la bibliografía (tabla 62), se puede observar diferentes maneras de detectar la señal de 
75As. En base a la información recogida en estas investigaciones, se puede concluir que 

nuestro límite de detección logró ser más bajo que el de otros estudios como los de 

Cadwell o Jones.  

El caso contrario ocurrió con las metodologías de Heitland y Goullé. Concretamente 

para esta última, el motivo es muy sencillo: Goullé y sus colaboradores contaron con un 

ICP/MS de alta resolución, el Thermo Elemental X7CCT, para llevar a cabo una 

determinación multielemental en orina, plasma, sangre total y pelo.  
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Tabla 62. Comparación de LOD y LOQ con la bibliografía. NR significa no reportados 

COMPARACIÓN DE LOD y LOQ CON LA BIBLIOGRAFÍA 

Referencia ICP/MS Modo de detección LOD (µg/l) LOQ (µg/l) 

Valores 
experimentales 

Perkin Elmer ELAN® DRC 6100 Q-ICP/MS (Ec. Corrección) 0,16 0,53 

Valores 
bibliográficos 

Thermo Elemental X7CCT354 HR-ICP/MS 0,03 0,10 

Perkin Elmer ELAN® DRC II355 
Q-ICP/MS (DRC-H2) 

ΦH2=0,2-0,6 ml/min; 10% H2 
0,74 NR 

Agilent 7700x356 
Q-ICP/MS (KED-He) 

ΦHe=4,0 ml/min 
0,05 NR 

Perkin Elmer NexION® 300D352 
Q-ICP/MS (KED-He) 

ΦHe=2,5 ml/min 
0,23 NR 

 

Al contar con tecnología de alta resolución, la relación señal/ruido es mucho mayor que 

para un ICP/MS convencional con un solo cuadrupolo, como es el caso del ICP/MS que 

se ha utilizado en esta tesis y el del resto de los estudios que Figuran en la tabla. No se 

especifica si se trata de un sector magnético o de un triple cuadrupolo, pero en cualquier 

caso, permite la detección de analitos a concentraciones mucho menores por la 

eliminación de las interferencias además de contar con una separación de los iones del 

resto de la muestra mucho más eficiente, permitiendo llegar mucho más abajo en la 

escala de sensibilidad.  

El resto de estudios fueron realizados con un Q-ICP/MS, aprovechando la tecnología de 

reacción o DRC® de Perkin Elmer o la de colisión o CRC® de Agilent, si bien 

actualmente los equipos cuentan con ambas tecnologías independientemente de la casa 

comercial a la que pertenezcan.  

Así, en el caso de la metodología desarrollada por Cadwell, éste usó hidrógeno como 

gas de reacción alcanzando un valor final para el LOD unas 4-5 veces superior al 

nuestro, lo cuál es extraño porque los gases más efectivos para la determinación de 

arsénico son el H2 y el O2.  

En el caso del hidrógeno, éste reacciona con las interferencias poliatómicas (75ArCl+ si 

se trata de 75As) eliminándola y aumentando, por ende, la sensibilidad del arsénico, 

mientras que en el caso del oxígeno, es el propio arsénico el que reacciona provocando 

un desplazamiento de masa hasta la m/z 91, 91AsO+, masa a la que ya no existen 

interferentes poliatómicos.  
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Las condiciones de Cadwell (10% H2) fueron replicadas por Quarles para determinar 

satisfactoriamente arsénico en muestras de sangre total357, ricas en cloro y con un efecto 

matriz importante, por lo que en orina deberían ser más que suficientes para lograr una 

correcta sensibilidad. La única posibilidad es que los valores del gas H2 indicados por el 

autor (0,2 a 0,6 ml/min) no fueran suficientes para lograr una eliminación completa de 

los clusters del ión del plasma.  

Por otro lado, la investigación de Jones reveló unos niveles de sensibilidad muy 

similares a los nuestros, aunque siendo nuestro LOD levemente inferior, a pesar de la 

diferencia de sensibilidad que existe entre un NexION® y un ELAN DRC® 6100, con 10 

años de diferencia. En este caso, Jones optó por eliminar las interferencias por colisión, 

altamente recomendada para masas <100 umas, si la interferencia es poliatómica y su 

proporción es muy superior a la del analito, como es el caso de los iones generados a 

partir del plasma. 

A la hora de trabajar con el modo de colisión, o KED (Kinetic Energy Discrimination) 

es importante tener en cuenta que la eficiencia en la eliminación de las interferencias 

sigue una forma parecida a la de una campana de Gauss, encontrando en el pico de 

dicha estructura el valor óptimo de flujo en ml/min. Así pues, desde 0 hasta ese valor 

óptimo, a medida que se aumenta el flujo, un mayor porcentaje de interferente es 

eliminado de manera creciente.  

Por el contrario, cuándo se aumenta gradualmente el valor del flujo por encima del valor 

óptimo, la señal del analito comienza a disminuir por reacción del gas de colisión no 

sólo con el interferente sino también con el analito. Esto tiene su explicación en el 

propio funcionamiento de este modo.  

El KED es una corriente de gas inerte que se suele situar entre la óptica de iones y el 

analizador de masas o entre el Q1 y Q2 en el caso de un ICP-QQQ. Al pasar 

perpendicularmente el analito y su interferente, al ser éste último de mayor tamaño por 

ser poliatómico, el gas de colisión choca preferentemente con las interferencias y 

cambiando su trayectoria e impidiendo así que entren al analizador de masas. Si este 

flujo, por tanto, es muy alto, el analito se vera asimismo afectado disminuyendo su 

sensibilidad y aumentando el LOD. Esta explicación puede tener sentido si tenemos en 

cuenta que otro estudio utilizó unas condiciones muy similares a las de Jones, salvo por 

una cosa, el gas KED.  
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Mientras que Heitland optó por un flujo alto para la detección, Jones empleó un flujo 

medio, pudiendo no eliminar completamente las interferencias poliatómicas presentes 

en la orina, lo que explicaría la mayor sensibilidad de la metodología del primero, 3 

veces mayor que la nuestra, algo esperable para un instrumento de una generación 

superior al nuestro.  

En resumidas cuentas, nuestra metodología de arsénico total en orina cumplió con los 

objetivos propuestos y constituye una herramienta rápida, sensible y selectiva, y 

competitiva incluso con algunos estudios con ICP/MS de generaciones superiores, por 

lo que es ideal para cuantificar este elemento en la matriz designada y actual así de 

técnica analítica de referencia y contraste para los valores de especies totales obtenidos 

mediante AEC-HPLC-ICP/MS. 

Por último, y referente a la preparación de la muestra, se optó por un proceso sencillo de 

dilución 1:20 de la muestra de orina con el objetivo de no sufrir ningún tipo de efecto 

matriz, ya que para la preparación del calibrado se utilizaron patrones acuosos. Los 

estadísticos de precisión, exactitud, LOD y LOQ corroboraron las ventajas de este 

procedimiento.  

5.2.-Desarrollo y validación del método de especiación de 

arsénico 

Por lo que respecta a las fases móviles empleadas, y refiriéndonos a aquellas 

investigaciones realizadas en orina, nuestra misma matriz, Quarles290, Scheer351 y 

Serrano345 utilizaron fosfato amónico a pH 8,6, 6,0 y 9,2, respectivamente. En los tres 

casos el tiempo de retención para las especies fue menor que en nuestro caso como 

consecuencia del empleo de dicha fase en combinación con el empleo de columnas más 

cortas. En el caso concreto de Quarles, éste empleó fosfato amónico 80 mM como parte 

de un modo gradiente además de una columna 5 veces más corta (4 x 50 mm) que la 

nuestra (4.6 x 250 mm), lo que justifica que su tiempo total de análisis sea 6 veces 

menor que el nuestro (5 minutos frente a 30). Sin embargo, y aunque no se encuentra 

reflejado en su publicación concentraciones tan elevadas de una sal no volátil puede 

suponer un problema a largo plazo debido a paradas indeseadas por limpieza y 

mantenimiento, puesto que en nuestro estudio de pH con fosfatos, empleando menos 

concentración, ya se observaban restos salinos en la zona de la interfase y los conos.  
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Por lo que respecta a los otros dos métodos, se tuvieron que emplear agentes 

oxidantes346  o medios básicos345 para transformar o aumentar la retención del arsenito 

que generalmente sale en el frente junto a la AB y el DMAV. En nuestra investigación 

se ha aprovechado la utilización de un modo gradiente para modificar la retención en 

función del pH pudiendo separar las seis especies sin necesidad de pretratamientos de 

oxidación, que pueden provocar reacciones indeseadas en las muestras además de 

requerir del empleo de otras sistemáticas para cuantificar la concentración de las 

especies oxidadas.  

Otras analíticas de especiación de arsénico en orina, sin embargo, han apostado por el 

empleo del carbonato amónico como fase móvil. Por lo que respecta a las columnas, 

aquellas más cortas, las de Morton284, Leese285 o Carioni287, presentaron como 

contrapartida el empleo de elevadas concentraciones (50-80 mM) para compensar la 

menor fuerza iónica con respecto a los fosfatos, lo que nuevamente afecta a la 

resolución cromatográfica, como en el caso de Carioni y sus colaboradores, que 

inicialmente se encontraron con que las señales del AsIII y el DMAV coeluían, 

recurriendo una vez más a la oxidación para poder cuantificar el arsénico inorgánico 

como una mezcla de tri y pentavalente. 

En base a todo lo anterior, el empleo de acetato amónico supone una mejora sustancial 

con respecto a la resolución cromatográfica y a la posibilidad de separar la AC de la 

AB, como consecuencia de su menor fuerza iónica que permite un mayor equilibrio de 

las especies en la columna. Sin embargo, la principal desventaja de esto es el 

incremento de los tiempos de análisis. Para poder compensar esto se requieren unas 

condiciones específicas de acidez para compensar la acidez de unas especies y la 

basicidad del resto.  

En el caso de nuestro modo gradiente primero se emplean condiciones básicas para eluir 

cómodamente AC, AB, AsIII y el DMAV para posteriormente cambiar a un medio mas 

ácido que permita disminuir la retención del MMAV y el AsV.  

Además de en orina, la especiación de arsénico también se aplica actualmente al análisis 

de muestras acuosas358, diversos tipos de vegetales359, alimentarias como el arroz307,309 o 

la carne360,361 y cosméticos362.  
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Si bien en todas ellas siguen confiando en el empleo de fosfatos o carbonatos a altas 

concentraciones y por tanto, todo lo que se ha comentando hasta este punto sigue en 

vigor, en el arroz o en el agua, principalmente, los problemas de resolución asociados 

son menos relevantes dado que las especies presentes son menor en número que en el 

caso de las orinas, por lo que no llegan a suponer realmente un inconveniente para dicha 

resolución, encontrando métodos cortos a tiempos de análisis de menos de 10 minutos.  

Por lo que respecta a la bibliografía, y centrándonos exclusivamente en aquellas 

metodologías realizadas en matriz orina, nuestro método ha demostrado obtener mejor 

valores para los estadísticos de exactitud, expresados como veracidad, que los 

declarados por Piñeiro286, utilizando dos CRMs de la NIST, denominados NIST CRM 

2669 level I y level II, y 8 repeticiones. Así, los valores de veracidad calculados para el 

NIST CRM 2669 level I fueron del 6% para todas las especies menos para el MMAV 

que fue de 8.6%. Por el contrario, para el NIST CRM 2669 level II, dichos valores 

fueron menos del 5% para el DMAV, MMAV, AsIII y AsV, mientras que para la AB la 

veracidad resultó ser del 8.8%. Estos mismos controles fueron utilizados por el grupo de 

Sen[46] obteniendo unos resultados muy distintos. Con respecto al primer nivel (level I), 

la veracidad del MMAV y el AsIII fue menor del 3% mientras que para el DMAV y el 

AsV fue del 38% y 10%, respectivamente. Para el segundo nivel (level II), sin embargo, 

la veracidad fue ≤3%. Teniendo en cuenta nuestros datos, para los dos controles 

internos utilizados la veracidad calculada fue ≤6% para todas las especies, y para ambos 

controles. 

Con respecto a la precisión, Carioni287 reportó un CV<5% para todas sus especies, 

utilizando una muestra de orina de concentración conocida medida como 10 

repeticiones para determinar la precisión. De manera similar, utilizó otra muestra de 

orina de concentración conocida medida 9 veces para obtener un CV <6% para todas las 

especies.  

Finalmente, Sen45 utilizó los CRMs NIST CRM 2669 level I y level II para medir 

también la precisión, obteniendo valores ≤10% para todas las especies y en ambos 

menos para el AsIII del level I, que fue del 14%.  
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En base a estos datos, y si bien hay muy poca información disponible con la que 

comparar, la existente refleja que la metodología desarrollada es competitiva y presenta 

unos valores aceptables, ya que si se consultan las tablas correspondientes, nuestros 

estadísticos de exactitud y precisión fueron para todas las especies y en ambos controles 

internos <6%, resultados muy similares y en ciertos casos superiores a los presentados 

por otros autores.  

Ahora bien, en cuanto al límite de detección (LOD) y el de cuantificación (LOQ),en 

general, los parámetros fueron similares o más elevados que los obtenidos en nuestra 

investigación. Tanabe363 declaró tener unos límites de cuantificación para el AsIII, AsV, 

DMAV y MMAV de 1.2, 1.4, 1.2 y 1.3 µg/l, respectivamente, cuatro veces más elevado 

que los obtenidos en nuestro estudio. Por otro lado, Lindemann364 reportó que el LOD 

de las especies de arsénico estaban en el rango de 0.3-0.5 µg/l, y sus LOQ, 1.0-1.5 µg/l, 

tres veces superiores a los nuestros. Algo más bajos fueron los valores de Xie365, cuyos 

LOD se encontraron entre 0.11-0.18 para todas las especies menos para el AsV, que fue 

de 0.25. Nuevamente, nuestra metodología es comparable y ligeramente superior a lo 

reflejado por otros estudios, pudiendo defender una mayor sensibilidad (menor valor de 

LOD) para nuestro estudio, demostrando la validez para medir en un rango de 

concentración más bajo que otros métodos.  

En definitiva, nuestra metodología es selectiva, sensible y presenta unos estadísticos de 

precisión y exactitud adecuados y mejores que otros métodos publicados. Esto sumado 

al hecho de que la resolución y retención de las especies también suponen un avance 

con respecto a otros estudios, se puede considerar que esta metodología es adecuada y 

aplicable al estudio de los niveles de arsénico en orina en muestras de interés real.   
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5.3.- Estudio de los niveles de arsénico en una muestra 

poblacional española 

a) Análisis general de las especies de arsénico más relevantes 

En base a los datos recogidos, se puede deducir que la especie más relevante es la 

arsenobetaina, contribuyendo un 90% al contenido total de las diferentes especies 

encontradas en este estudio (Total Speciated Arsenic o TSAs). La siguiente especie en 

concentración es el DMAV, que representa el 9% del contenido de TSAs. El MMAV 

apenas supuso el 1% del total.  

Por lo que respecta a las especies inorgánicas, no fueron detectadas en ninguno de los 

686 sujetos. Estos datos son similares a los obtenidos en otros estudios nacionales345,366 

e internacionales367–369. Así, Serrano, en un estudio similar al nuestro, midió el arsénico 

total y las especies presentes en orina de 124 voluntarios residentes en Madrid, 

encontrando que la especie mayoritaria fue la AB con una proporción del 70% sobre el 

resto de especies seguida del DMAV con un 18%. Las especies minoritarias, al igual que 

en nuestro estudio, fueron el MMAV y el iAs. Por otro lado, Grau-Pérez, a través de un 

estudio realizado con 1451 participantes de Valladolid, y con el objetivo de analizar las 

posibles relaciones entre la exposición al arsénico inorgánico y la diabetes tipo 2, 

también encontró unos valores de concentración superiores para el caso de la AB (70%), 

seguido del DMAV, MMAV y iAs, cuyas concentraciones netas no están incluidas, pero 

cuyo orden de abundancia es el mencionado. Además, en este mismo estudio, la 

relación encontrada para las proporciones de DMAV y el MMAV (DMAV/MMAV) fue 

de 8 veces, un valor similar al obtenido en nuestro estudio. Teniendo en cuenta que 

tanto en Madrid y en Valladolid el consumo de pescado es menor que en Murcia, esto 

justifica los mayores valores de AB encontrados en nuestro estudio. Por lo que respecta 

a los niveles de DMAV, son menores de los esperados al haber un importante consumo 

de arroz en dicha región, comparado con otras zonas de España como Madrid o 

Valladolid.  

En el ámbito internacional, los estudios llevados a cabo por Hata (N=210) y Lee 

(N=2044) en Japón y Corea del Sur mostraron niveles más elevados de DMAV que los 

de España, como consecuencia del mayor consumo de algas y otros alimentos ricos en 

AsSug, que se metabolizan en dicha especie.  
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Como consecuencia de esto, la AB demostró seguir siendo la especia mayoritaria, pero 

su proporción fue menor debido al aumento de aquella del DMAV.  

Similarmente, el MMAV y el iAs, fueron las dos especies menos abundantes en 

concentración. Por otro lado, y al otro lado del mundo, Rivera-Núñez realizó un estudio 

con 343 sujetos en Estados Unidos. Nuevamente, la relación de abundancia según 

especies fue la misma encontrada en nuestro estudio y en el resto de estudios 

mencionados, si bien los niveles totales de arsénico fueron mucho menores que los 

asiáticos, probablemente debido a que la exposición vía dieta fue menor para la 

población estadounidense.  

En resumen, la información que se obtiene de los estudios descritos concluye que la AB 

es la especie mayoritaria durante un análisis de especiación, ya que, como ya se ha 

hecho hincapié a lo largo de esta tesis, ésta se encuentra exclusivamente en alimentos de 

origen marino como el pescado, las algas o ciertos moluscos como consecuencia de los 

procesos de alimentación naturales dentro de la cadena trófica, por lo que un contenido 

tan elevado de este compuesto apunta directamente a un origen dietético. Esta especie se 

considera inerte a efectos del metabolismo y se excreta prácticamente sin alterar, 

generalmente al cabo de 24-48h, a excepción de un pequeño porcentaje de DMAV 

(≤10%) 

La aparición de DMAV y el MMAV está relacionada con dos posibles orígenes. Por un 

lado, la ingesta de arsénico inorgánico, que se metaboliza en estas dos especies, 

encontrándose generalmente en proporción más DMAV que MMAV. El iAs puede 

encontrarse disuelto en el agua, especialmente en zonas especialmente ricas en este 

mineral, o sujetas a actividades como la minería o la industria.  

La otra contribución la supone la alimentación, principalmente el arroz, rico en estas 

dos especies, como consecuencia de la metabolización previa del iAs disuelto en el agua 

que se usa para cultivar esta semilla o a través del suelo por medio del rizoma. Otros 

alimentos como las algas, y los seres vivos que se alimentan de ellas, que contienen 

arsenoazúcares y arsenolípidos, al metabolizarse acaban generando, entre otras especies, 

MMAV y DMAV, siendo este último laespecie de arsénico mayoritaria.  

 



163 

 

 

Cabe destacar que los participantes de este estudio pertenecen a una zona cuya cocina se 

basa en la ingesta de alimentos a base de pescado, marisco y/o arroz, por lo que una 

exposición a través de la dieta permitiría explicar la existencia exclusiva de esta tríada 

de moléculas asociadas a la alimentación.  

Ahora bien, para descartar una posible exposición a arsénico inorgánico a través de los 

medios mencionados, y ante la imposibilidad de contar con muestras de agua del 

terreno, se realizó un estudio bibliográfico en busca de información sobre las 

características geológicas y/o antropogénicas que permitieran descartar la presencia de 

niveles tóxicos de arsénico inorgánico. Aunque no todos los participantes vivían en la 

misma población en el momento de los análisis, todos ellos tenían su residencia en 

poblaciones cercanas a la Sierra Minera de Cartagena-La Unión o cercanos a los ríos 

que nacen de ella y acaban desembocando en el Mar Menor mediante el cauce natural 

de éstos. Esta zona, como su propio nombre indica, ha sido una zona de explotación 

minera muy importante, y si bien actualmente estas instalaciones llevan clausuradas 30 

años370, han podido contribuir a la liberación de metales pesados al ecosistema o bien 

facilitar la movilización de los nativos de la zona por incremento de la acidez del medio 

mediante el Drenado Ácido de Minas, lo que unido a las escorrentías acabarían en ríos y 

eventualmente en el Mar Menor, mar interior perteneciente al Mar Mediterráneo371. Por 

lo que respecta a esta zona costera, es considerado un ecosistema protegido debido a 

que sus condiciones naturales son específicas y muy poco frecuentes.  

Martínez-López372 llevó a cabo un estudio de los niveles de As, Fe y Mn en suelos a lo 

largo de la zona costera de la Mar Menor y en diferentes puntos de los 8 ríos que 

desembocan en éste.  

El nivel de medio de As encontrado en estas muestras fue de 108,6 mg/kg, y el rango 

fue 6,90-347 mg/kg. De todas ellas, aquellas muestras recogidas en los ríos que 

conectan directamente la Sierra Minera con la Manga mostraron los mayores valores de 

As, prueba de que el ecosistema moviliza este elemento con facilidad, y termina 

depositándose en los sedimentos costeros. Además, las zonas con mayor contenido en 

Fe y Mn mostraron asociaciones estadísticamente significativas con el arsénico, prueba 

de que, como ya se ha comentado en la introducción, el metaloide se moviliza mejor a 

través de los óxidos e oxihidróxidos de esos metales.  
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Estudios realizados en muestras de tejido animal de diferentes especies autóctonas de la 

Manga del Mar Menor (algunas de éstas se encuentran en peligro de extinción373), 

principalmente en medusas374, algas375 y anguilas376, revelaron un efecto de 

bioacumulación de arsénico en el organismo de dichos animales marinos.  

Este efecto demostró ser decreciente con la distancia a la costa, lógico y en consonancia 

con la movilización observada por Martínez-López, y con lo descrito previamente en la 

introducción. No obstante, Muñoz-Vera analizó varias muestras de agua de la bahía 

obteniendo resultados nulos de As en agua. Teniendo en cuenta estos datos así como los 

controles actuales en legislación de aguas235, es bastante probable que dicha 

bioacumulación sea adsorbida por la fauna y flora a su paso por los ríos hasta la bahía, 

ya que si los niveles de arsénico inorgánico fueran tan elevados al contacto con los 

participantes se habrían observado, aunque sea a nivel de trazas, señal AsIII y AsV. Otro 

hecho que apoya esto es que al ingerir iAs, el perfil de metabolización149 suele ser de un 

10-30% de iAs, 10-20% de MMAV y un 60-80% de DMAV. Teniendo en cuenta estos 

porcentajes y aplicándolos a las concentraciones del DMAV y MMAV, los niveles de iAs 

deberían ser menores del LOD, lo que no supone un problema de toxicidad. Además, en 

el caso de que la población estuviera expuesta por término medio a esos niveles no 

generaría unas concentraciones de DMAV y MMAV como las observadas, por lo que la 

causa principal y generadora no es la exposición al arsénico inorgánico.  

Como ya se ha comentado, la correlación más fuerte y estadísticamente significativa 

correspondió a la AB seguida del DMAV, esperable teniendo en cuenta la relación 

existente entre ambas especies y la alimentación. No obstante, cabe destacar que dicho 

análisis estadístico reveló una correlación muy interesante entre ambas sugiriendo algún 

tipo de conexión entre sus orígenes. Dicha conexión se plasmó como una correlación 

estadísticamente significativa al 99% y de grado bajo-moderado (r=0,268), observada 

también en otros estudios285,345,377. Analizando el porcentaje de DMAV/AB a partir de las 

concentraciones excretadas de ambas especies, se encontraron valores que fueron desde 

0.03307% hasta 12700% por lo que, si bien es posible que exista una relación entre 

ambas, debe existir además otro factor más relevante debido al alto porcentaje 

observado, posiblemente la alimentación.  
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Comparando nuestra información con aquella recogida del macroestudio (n=2645) 

NHANES durante la ronda 2013/2014 (tabla 63), se observa que del mismo modo que 

nuestro estudio, la AB y el DMAV son las dos especies mayoritarias contribuyendo un 

56% y 32%, respectivamente, en línea con aquellos estudios de poblaciones con 

predominante uso de algas, moluscos y/o marisco en su gastronomía, aunque esta 

variable se comparará más adelante.  

De todos los datos recogidos, y por similitud a nuestro estudio, se compararán el efecto 

del género, la edad y el consumo de pescado, en las correspondientes secciones.  

Tabla 63. Media aritmética (AM), media geométrica (GM), intervalo de confianza (IC), mediana y los datos para el 
percentil 95 para el arsénico total (TAs), la suma de especies (TSAs) y cada especie por separado expresados como 
µg/g creatinina 

 

En vista de la información obtenida, el factor más probable que permite explicar la 

relación de especies y sus niveles debe ser la alimentación. Para ello, se estudiaron 

también otras posibles contribuciones como el país de nacimiento o la edad, puesto que, 

de existir una acumulación a través de la dieta, estas dos variables deberían estar 

fuertemente influenciadas por ello. Otras variables como la edad378, el género379, el 

efecto del tabaco380 y la obesidad381 han sido relacionadas con la capacidad de 

metilación de los individuos, y por ende, a los niveles de DMAV y MMAV.  

b) Niveles de arsénico según el país de origen 

Los resultados muestran claramente que la contribución más significativa fue aquella de 

la AB, independientemente del tipo de país, aunque cabe destacar que el tamaño 

muestral de la población española es unas 30 veces mayor que el de las otras dos 

categorías. Sorprendentemente, la concentración de DMAV no fue tan relevante a nivel 

estadístico para aquellos habitantes de Marruecos con respecto a los de España. Por lo 

que respecta a la AB, su predominancia fue consistente con otros estudios debido 

principalmente a la dieta. Concretamente, Marruecos y España cuentan con una dieta 

mediterránea similar382.  

Estadístico  TAs TSAs AB DMAV MMAV iAs 

AM (µg/g creatinina) 15,7 16,6 9,33 5,29 0,658 0,589 

GM (µg/g creatinina) 7,55 9,21 2,27 3,86 0,468 0,386 

IC (µg/g creatinina) 1,48 1,44 1,32 0,24 0,047 0,022 

Mediana (µg/g creatinina) 6,28 7,93 34,59 3,65 0,484 0,414 

Percen. 95% (µg/g creatinina) 55,7 55,7 39,4 14,4 1,65 1,69 
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La alimentación de Marruecos está basada fundamentalmente en una mayor ingesta de 

cereales y la carne en comparación a otros alimentos. España, por el contrario, presenta 

un elevado consumo de pescado383, en comparación con Marruecos. Por lo que respecta 

al consumo de arroz, y a pesar del elevado consumo de cereales, el consumo de arroz en 

la población marroquí es menor que en la española384.  

La menor ingesta, pues, de arroz y de pescado, podría explicar los menores niveles de 

AB y DMAV detectados entre la población marroquí, consecuentemente provocando 

que ésta última especie no sea tan relevante a nivel estadístico como para los españoles.  

Los especies de arsénico menos relevantes fueron el MMAV y el iAs, en ese orden, 

semejante a lo recogido en otros estudios, independientemente del tipo de país.  

Referente a los parámetros PMI (Índice Primario de Metilación) y SMI (Índice 

Secundario de Metilación), la población marroquí contó con una capacidad de 

metilación inferior al resto de países.  

Así, el SMI fue tres veces superior al valor del PMI para la población marroquí, 

mientras que para el resto de países, esta relación fue cuatro veces más alta. A tenor de 

las fórmulas que permiten calcular estas dos magnitudes, y teniendo en cuenta las 

concentraciones medias obtenidas así como la tendencia por país, el impacto del DMAV 

en la dieta local constituyó la variable crucial para explicar sendos resultados. Cabe 

mencionar de manera especial el SMI obtenido para la población perteneciente a “Otros 

países”, que mostró unos valores superiores de dicha especie pero no así para la AB, lo 

que puede ser compatible con una dieta rica en alimentos ricos en arsenoazúcares, como 

algas.   

En resumen, la tendencia observada al clasificar el tamaño muestral por países de origen 

de los sujetos mostró un perfil compatible con una exposición a través de la dieta, con 

variaciones entre países como resultado de las diferentes particularidades de la 

alimentación para cada uno de ellos.  

c) Niveles de arsénico según la edad y el género 

A raíz de los resultados presentados se pueden deducir dos hechos bien diferenciados. 

En primer lugar, existe una clara tendencia creciente de excreción de AB con la edad, 

con un incremento constante de 20% por cada grupo de edad.  
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El resto de especies no aportó información nueva y significativa ya que las 

concentraciones se mantuvieron constantes. Similarmente, al hacer una comparativa 

entre mujeres menores de edad (niñas) y el total de mujeres, se observó una mayor 

excreción de AB en las últimas (niñas+adultas) que en niñas, concretamente un 

incremento del 12% entre niñas y mujeres. De acuerdo a un informe elaborado por el 

Gobierno de España referente a los hábitos alimentarios en nuestro país en 2018, existe 

un creciente consumo de pescado con la edad385, permitiendo entonces explicar la 

variabilidad observada y relativa a la excreción de AB.  

El segundo hecho es que la capacidad de metilación mostró una leve variación en 

función del género y la edad. Así, ésta fue un 15% superior para los de niños que para 

las niñas.  

Sin embargo, al tener en cuenta la edad global de todos los participantes las mujeres del 

estudio (niñas y adultas) mostraron una capacidad de metilación similar con respecto a 

la de los hombres. 

Al comparar nuestros datos con otros estudios386,387, se observa una tendencia opuesta, 

puesto que las mujeres han mostrado de manera generalizada una eficiencia de 

metilación superior a la de los hombres, es decir, las mujeres presentan menores valores 

del PMI y mayores del SMI en comparación con los hombres. Así, Lindbergpropuso 

que la explicación a la mayor eficiencia de metilación de las mujeres residía en los 

estrógenos, reguladores de la síntesis de las colinas, otros dadores de metilo388. Otra 

explicación a este hecho reside en la homocisteína389, aminoácido clave ya que actúa 

como intermediario en varios procesos metabólicos.  

Dos de estos procesos se encuentran en competición y se conocen con el nombre de 

metilación y trans-sulfuración. El primero culmina con la síntesis de S-adenosil-

homocisteína, a expensas de la molécula S-adenosil-metionina (SAM), intermediario en 

el metabolismo del arsénico y encargado de transformar el arsénico inorgánico en 

MMAV y DMAV. Por otro lado, el mecanismo de la trans-sulfuración no consume SAM 

y permite la síntesis de cisteína. Entre estos dos mecanismos, y en el caso de las 

mujeres, es el segundo el que se encuentra más favorecido390, por lo que existen más 

reservas del donador de metilos y la eficiencia es mayor. Por otro lado, los hombres, 

debido a su mayor masa muscular, requieren sintetizar más abundantemente creatina.  
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Dicha síntesis requiere de la unión de L-arginina y glicina seguida de una metilación en 

la que interviene SAM. Por ello, al requerir más equivalentes de SAM para dicha 

síntesis, la disponibilidad de éstos para el metabolismo del arsénico es menor, lo que 

provoca que la eficiencia de la metilación en el caso de los hombres sea más baja, 

resultando en un valor menor del SMI. En nuestro estudio, la comparativa por género se 

realizó con niños y niñas cuya edad fue menor de 12 años, por lo que es de esperar que 

no exista aún una diferenciación total a causa de los estrógenos, ni que los músculos de 

los varones estén aún del todo desarrollados, por lo que las diferencias encontradas 

pueden ser debidas a la edad. 

Por otro lado, la enzima As3MT se encarga, como ya se ha explicado, de transferir un 

grupo metilo a los diferentes intermedios de arsénico utilizando un donador de metilo, 

como SAM. Según algunos estudios, la presencia de polimorfismos en dicha enzima 

modifica sustancialmente la eficiencia de metilación391,392, y por tanto, el SMI y PMI. 

Este hecho ha podido también ser la causa de las discrepancias observadas con respecto 

a otras investigaciones publicadas. 

En definitiva, la información relativa a la eficiencia de metilación en la población menor 

de edad fue concluyente y se puede explicar debido a la escasa producción hormonal y a 

la presencia de polimorfismos en la enzima As3MT. Por lo que respecta a los adultos, se 

precisan más estudios para poder aseverar el efecto del crecimiento y todo lo que ello 

conlleva a nivel hormonal y biológico, para poder determinar de una manera más crítica 

cómo influye en la capacidad de metilación en adultos.   

La capacidad de metilación mostró una marcada diferencia con la edad. Por un lado, se 

observó que la población más joven metilaba arsénico de manera menos eficiente que la 

población adulta. Por otro lado, entre la población adulta, aquellos sujetos con edad 

comprendida entre 20 y 40 años mostraron una mayor capacidad de metilación que los 

aquellos de entre 40 y 60 años. Esta tendencia está en consonancia con los datos 

recogidos por Huang393, ya que en su estudio los sujetos cuya edad superaba los 50 años 

presentaron un SMI inferior a aquellos de menor edad. Por otro lado, en Italia, 

Bustaffa394 comparó la capacidad de metilación entre dos grupos de población, uno 

presuntamente expuesto a iAs a través del agua, y otro no expuesto. En este último, se 

observó un crecimiento del SMI así como una disminución de los niveles de MMAV 

según la edad creciente de los sujetos hasta una edad límite, los 40 años.  
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Asimismo, se ha reportado una conexión significativa entre la edad y el menor %DMAV 

con ésta, disminuyendo consecuentemente el SMI395.  

Una posible explicación para este hecho radica en la menor abundancia de enzimas de 

metilación con la edad. Ciertos estudios vinculan el envejecimiento con una menor 

expresión de los genes específicos para enzimas metiltransferasas396,397.  

En este sentido, el metabolismo de arsénico inorgánico depende fundamentalmente de 

estas enzimas para poder modificar la estructura de éste añadiendo secuencialmente 

grupos metilo a la misma, por lo que una disminución en los niveles de ésta implicaría 

una menor capacidad de metilación, y por tanto, un SMI más bajo para la población más 

anciana. Por otro lado, la generación de especies activas de oxígeno (ROS) cobra 

especial relevancia en el envejecimiento al ser de uno de los parámetros críticos 

relacionados con éste. Entre las funciones disruptivas de estas especies se encuentran la 

de alterar los mecanismos de señalización celular398, alteraciones en el metabolismo de 

los seres vivos399 y en su ADN400, mediante diferentes mecanismos, afectando 

sensiblemente a los procesos de transcripción de numerosas enzimas, entre las que se 

encuentran la GSH y TRX. Si bien actualmente no se ha llegado a un acuerdo sobre el 

mecanismo concreto de metabolización del iAs, por lo que no es concluyente que la 

GSH forme un complejo con el arsénico trivalente a lo largo de este proceso, sí está 

implicada en la reducción de las formas pentavalentes a las trivalentes, por lo que una 

alteración de dichos niveles podría afectar sensiblemente a este proceso de reducción, 

inhibiéndolo o alterándolo, reduciendo la eficiencia y disminuyendo la capacidad de 

metilación. Además de todo esto, existe una relación entre la metilación del ADN y el 

donador de metilos SAM401–403, por lo que si los procesos de metilación de las hebras 

del ADN se ven afectados por las ROS, esto puede afectar a la formación y el rol de 

SAM, lo que, de nuevo, conllevaría unos menores niveles de DMAV, y por ende, SMI. 

A continuación, se muestran los datos correspondientes a la clasificación de los datos 

por género y edad del estudio NHANES (tabla 64).  
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Tabla 64. Biomarcadores en función de la edad y el género 

Biomarcador 
(µg/g creatinina) 

Género Edad 

Hombres 

(N=1313) 

Mujeres 

(N=1332) 

Menores 

[0-20 años] 

(N=1180) 

Adultos 

[20-40 años] 

(N=476) 

Adultos 

[40-60 años] 

(N=521) 

Ancianos 

[>60 años] 

(N=468) 

      

TAs 7,66±1,95 7,60±2,20 7,53±2,22 8,14±4,44 7,55±2,98 7,47±2,57 

       

TSAs 7,67±2,08 8,21±2,49 9,15±2,14 9,77±4,44 9,44±2,95 8,92±2,38 

       

AB 2,23±1,64 2,27±1,97 2,19±1,92 2,43±4,18 2,26±2,67 2,22±2,08 

       

DMA 3,91±0,38 3,88±0,29 3,94±0,39 3,96±0,55 3,82±0,46 3,79±0,57 

       

MMA 0,48±0,03 0,45±0,08 0,47±0,09 0,47±0,05 0,47±0,05 0,46±0,05 

       

iAs 1,15±0,07 1,13±0,05 1,15±0,06 1,12±0,10 1,17±0,10 1,10±0,11 

       

PMI 0,42 0,40 0,41 0,42 0,40 0,42 

       

SMI 8,03 8,48 8,31 8,37 8,13 8,15 

 
 

La mayor diferencia con nuestro estudio radica en la mayor capacidad de metilación 

reflejada en mujeres en comparación con los hombres, estando, por tanto, en 

consonancia con lo reflejado en los estudios mencionados previamente. No obstante, y 

por lo que respecta a la edad, la variabilidad del índice secundario de metilación mostró 

una pauta similar a nuestro estudio.  

En definitiva, la capacidad de metilación en nuestro estudio parece verse influenciada 

por factores como el género, en el caso de la población menor de edad, y por la edad. 

Teniendo esto en cuenta, es posible que esta tendencia esté reflejando de manera 

indirecta el consumo de alimentos ricos en arsénico, que como ya se ha demostrado, 

guardan una relación directa con la edad.  
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d) Efecto combinado del país de origen y la edad 

En este punto se decidió dividir según el país de nacimiento y la edad creciente de los 

sujetos. Esto permitió observar una diferenciación de tendencias en los niveles de AB, 

DMAV y MMAV que de otro modo hubieran quedado ocultas por la tendencia general 

española, debido a su mayor tamaño muestral y, por tanto, su mayor peso en la media 

geométrica. 

La AB mostró una tendencia proporcional con la edad. Sin embargo, para los nativos de 

Marruecos los niveles de AB decrecieron con la edad (76%) mientras que el efecto fue 

el contrario para los otros dos países, siendo especialmente relevante para los “Otros 

países”, con un incremento del 579% frente al 31% de España.  

Tanto el MMAV como el DMAV muestran un crecimiento importante con la edad para 

la población de aquellos países desconocidos, 342% y 250%, respectivamente, 

observándose a su vez en los respectivos PMI y SMI. Esta tendencia creciente se 

observó también para los españoles, exclusivamente para el DMAV, con un incremento 

del ≈15% por cada grupo de edad, mientras que el MMAV los niveles fueron constantes 

con la edad. En el caso de Marruecos, el MMAV decreció un 40% a partir de los 20 años 

y se mantuvo constante, mientras que para el DMAV se observó un crecimiento desde la 

infancia a las primeras etapas de la vida adulta (40%) para posteriormente decrecer 

drásticamente para la población más anciana (57%).  

El hecho de que ninguna de estas contribuciones fuera estadísticamente significativas 

pudo ser debido a que, si bien estos valores están reflejando una tendencia existente, las 

variables no son exactamente ni la edad ni el país, sino otra indirectamente relacionada 

con ambas. 

e) Consumo de tabaco y niveles de arsénico 

A continuación, se decidió estudiar uno de los marcadores de riesgo relacionados con la 

exposición al arsénico.  

Tradicionalmente se ha considerado el consumo de tabaco como un factor de exposición 

al arsénico, debido a que el tabaco comercial contiene trazas de arsénico, de naturaleza 

inorgánica. Así, los datos se dividieron en tres categorías: fumadores activos, no 

fumadores y exfumadores.  
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La hipótesis de trabajo contemplaba el hecho de encontrar valores superiores de 

arsénico inorgánico y/o de sus metabolitos para la población fumadora. Además de esto, 

se pretendía evaluar el posible efecto acumulativo de dicha exposición en exfumadores.  

Sin embargo, los resultados no fueron los esperados. En primer lugar, los valores 

encontrados de DMAV fueron superiores para población no fumadora que para el resto. 

Por otra parte, los niveles de MMAV y el iAs se mantuvieron constantes para los tres 

grupos. Más interesante fue el caso de la AB, que mostró un crecimiento del 4% para 

los exfumadores con respecto a los no fumadores. Sorprendentemente, para la población 

fumadora estos niveles fueron 18% superiores con respecto a los exfumadores. Estos 

datos fueron similares a los reportados por Marano404, ya que los valores de DMAV en 

orina fueron ligeramente superiores para la población no fumadora y los niveles de AB 

en los fumadores fueron más elevados que aquellos de los exfumadores. Otros estudios 

encontraron valores más elevados de MMAV y menores de DMAV para fumadores que 

para no fumadores387,394. Por lo que respecta al SMI, sus valores fueron un 54% 

superiores en no fumadores con respecto a los fumadores, mientras que en el caso del 

PMI, éste fue superior para fumadores que para el resto. Estos datos fueron congruentes 

con los recogidos por otros estudios405,406. 

En vista de lo anterior, se seleccionaron una serie de biomarcadores tradicionales del 

tabaco para poder decidir si los datos obtenidos podían ser considerados representativos 

o no. Estos biomarcadores fueron: cotinina, metabolito principal de la nicotina407,408, el 

cadmio en suero409,410 y orina411, y la creatinina sérica412. Así, se observó un elevado 

incremento de la concentración de cotinina, estadísticamente significativo y con una 

correlación media-alta, en los fumadores con respecto a los no fumadores y 

exfumadores.  

Los niveles similares y extremadamente bajos para los exfumadores y no fumadores 

comparados con los consumidores de tabaco demostraron exitosamente dicho consumo. 

Menos notable fue el aumento de concentración de Cd en suero para los fumadores (x2) 

con respecto al resto de la población, aunque la correlación encontrada fue alta.  

Los niveles de Cd en orina y la creatinina sérica fueron constantes para las tres 

categorías, si bien estos dos marcadores presentan menor relevancia que el resto. Así, 

las buenas correlaciones de la cotinina y cadmio sérico fueron suficiente para demostrar 

la validez de los datos analizados. 
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Por tanto, si el arsénico fuera un factor relevante debería observarse en forma de unos 

mayores valores de sus metabolitos en orina, por lo que se descarta el consumo de 

tabaco como un factor influyente en el perfil obtenido. 

f) Influencia del índice de masa corporal (IMC) 

Otro de los factores de riesgo por antonomasia lo supone la obesidad, por lo que a partir 

de la altura (mm) y el peso (kg) se calculó el índice de masa corporal (IMC) y se dividió 

en tres categorías: infrapeso, normopeso y sobrepeso.  

El efecto más relevante observado fue el gradual incremento del SMI en función del 

IMC como consecuencia de la mayor metilación del arsénico hasta la forma final, el 

DMAV. Este incremento no fue constante sino que inicialmente se observó un 

pronunciado incremento del 19% desde la población catalogada con infrapeso para 

después aumentar levemente un 4% para aquellos con normopeso y sobrepeso. Por el 

contrario, los niveles de AB fueron similares y levemente menores en los sujetos con 

normopeso (4%), mientras que aquellos con sobrepeso mostraron unos niveles 

sustancialmente menores (37%). Por lo que respecta al MMAV, la concentración media 

de la población con infrapeso fue 20% mayor que aquellos con normo y sobrepeso. En 

resumen, se observó una tendencia creciente de los valores de DMAV y SMI con el 

IMC, mientras que ésta fue decreciente con el DMAV y el PMI.  

Estos resultados son apoyados por otros estudios387,389,413,414,415, en los que 

independientemente del género y la población, los sujetos con un mayor porcentaje de 

grasa presentaron una eficiencia más elevada en cuanto a la metilación de arsénico. Esto 

se expresó, al igual que en nuestro estudio, en menores niveles de MMAV en orina y 

mayores de DMAV, afectando a los PMI y SMI de manera proporcional. Una posible 

explicación radica en que la regulación genética de la expresión de la As3MT puede 

estar influenciada por el peso391,392. Como ya se ha comentado, esta enzima es la 

responsable de la metilación del arsénico inorgánico, por lo que cualquier factor que 

modifique su regulación, hipotéticamente alteraría la capacidad y eficiencia de 

metilación.  

g) Influencia de la dieta en los niveles de arsénico 

El factor más relevante en este estudio y responsable, por tanto, del perfil de especiación 

determinado fue la dieta.  
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Esta contribuyó significativamente a la excreción de AB y DMAV tal y como 

demuestran las correlaciones y los datos estadísticos. Por otra parte, el MMAV 

incrementó su concentración en un 50%. Teniendo en cuenta que en el cuestionario 

realizado se registró el consumo de pescado y marisco por semana, de manera conjunta 

y para cada participante, y cotejando esto con las variaciones de cada especie, queda 

patente que, de ambos alimentos el pescado fue el de mayor consumo seguido del 

marisco ya que, de haber sucedido al contrario, los niveles de DMAV y MMAV serían 

más elevados, por la metabolización del arsénico inorgánico. El pescado contiene como 

especie mayoritaria la AB416,417, que no supone toxicidad alguna, y es excretada 

prácticamente sin alterar por el organismo humano. Por lo que respecta al marisco, éste 

cuenta también con iAs, que se acumula en su piel y en la cabeza de dichos animales, 

además de DMAV y, según qué casos, trazas de MMAV, por lo que al ingerir este 

alimento no sólo excretamos AB sino también MMAV y DMAV 418,419. Por otra parte, se 

descarta el consumo de AsSug y AsLip debido, principalmente, a la gran similitud entre 

el arsénico total determinado por ICP/MS y la suma de especies obtenida por HPLC-

ICP/MS, ya que de haber sido el caso se habrían detectado picos desconocidos, 

correspondientes a los metabolitos de estos compuestos420.  

Otra opción que podía haber enmascarado estos supuestos picos sería que la diferencia 

entre TAs y TSAs hubiera sido mayor, prueba de que podrían existir otras especies no 

retenidas o no detectadas durante el análisis, hecho que tampoco se cumple.  

El consumo de arroz también se registró de la misma manera y de dichos datos se 

dedujo que de manera habitual se produjeron ingestas semanales de pescado, marisco 

y/o arroz. Los datos obtenidos corroboran este hecho ya que los niveles de DMAV 

encontrados para aquellos participantes que reconocieron consumir cuatro raciones de 

arroz a la semana presentan el mismo valor que aquellos que consumen más de diez 

raciones de pescado a la semana.  

Por lo que respecta al MMAV, éste aumentó un 83% con el consumo gradual de arroz, 

casi el doble que con el pescado. Esta tendencia tiene sentido ya que las especies más 

relevantes presentes en el arroz son AsIII, AsV, DMAV y MMAV, encontrándose estos 

dos últimos en proporción variable en función del tipo de suelo dónde se encuentre 

cultivado el cereal421. Concretamente, en España se han llevado a cabo estudios con 

arroz nacional 422,423 que dejaron patente que las especies más relevantes son el iAs y el 

DMAV, encontrando de manera minoritaria MMAV.  
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Teniendo esto en cuenta, nuestros datos son consistentes con este hecho, concluyendo 

que la contribución más relevante en nuestro estudio estuvo en línea con los resultados 

obtenidos por otras investigaciones.  

Por otra parte, la AB mostró un decrecimiento del 58% en aquellas personas que 

consumieron más arroz a nivel semanal. El arroz no contiene AB, pero el pescado sí. El 

consumo excluyente del arroz sobre el pescado puede explicar este hecho. En otras 

palabras, aquellos participantes con un consumo elevado arroz, no consumieron pescado 

en la misma medida. Esto permite explicar el decrecimiento observado para la AB como 

consecuencia de que su proporción en la orina disminuye a la vez que aumenta aquella 

de las especies del arroz.  

Esto permite plantear la hipótesis de que los niveles de DMAV encontrados para el 

pescado provienen del arroz, además de la posible metabolización de la AB en DMAV, 

siendo esta una contribución minoritaria a los niveles totales de DMAV excretados.  

La capacidad de metilación se vio fuertemente influenciada por el tipo de alimento. Así, 

ésta experimentó un aumento correspondiente a tres veces su valor con el creciente 

consumo de arroz, para el SMI, y de dos veces para el PMI.  

Teniendo en cuenta la dieta de los sujetos, el arroz y el marisco, por contener DMAV y 

MMAV, deberían contribuir al SMI y PMI, respectivamente. Además, el pescado 

también debería contribuir, más levemente, debido al DMAV generado como 

consecuencia de la metabolización de la AB. Por otro lado, el arroz debería contribuir 

más que el pescado (incluido el marisco) al incremento de los valores del PMI y SMI, 

máxime si se tiene en cuenta la hipótesis formulada de que el consumo del primero 

limita el del segundo. Ahora bien, en cuanto al pescado, la relación entre los valores del 

consumo máximo y mínimo fue sustancialmente mayor en el caso del SMI, unas cinco 

veces, mientras que el PMI supuso un incremento aproximado de 1,4 veces. En el caso 

del arroz, está relación se correspondió con un incremento de 2,6 veces para el SMI, 

frente a 1,79 del PMI. Como puede verse, el pescado tiene mayor impacto en estos 

índices, lo que se puede explicar teniendo en cuenta que el consumo de pescado, en 

número, fue mayor que el de arroz, independientemente del hecho de que al consumir 

arroz, no se consumiera pescado.  
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El siguiente paso fue dividir el consumo de estos dos alimentos por países. Teniendo en 

cuenta que la población española fue la dominante de este estudio, se observó un 

incremento significativo de los niveles basales de MMAV para la población marroquí 

frente al resto, como demuestra la correlación y el valor P-value obtenido. Para la 

población española y la de “Otros países”, la contribución estadísticamente más 

relevante fue aquella del pescado, concretamente la AB, y en el caso concreto de la 

española, adicionalmente el DMAV.  

Por último, y comparando nuestros datos referentes a la dieta con aquellos del 

NHANES (Tabla 65), se observa que los niveles generales de arsénico son 

sustancialmente menores.  

 
Tabla 65. Comparación de los biomarcadores de nuestro estudio y el del NHANES 

Biomarcador 
(µg/g creatinina) 

Estudio comparativo de la ingesta de pescado entre España y Estados Unidos  

Piezas por semana en España Piezas por semana en EEUU 

0 

(N=154) 

1-5 

(N=411) 

5-10 

(N=114) 

>10 

(N=9) 

0 

(N=383) 

1-5 

(N=645) 

5-10 

(N=16) 

>10 

(N=1000) 

         

TAs 20,9±6,9 32,2±5,3 47,0±1,4 71,8±2,4 7,09±0,08 8,05±0,10 10,78±1,17 7,57±0,08 

         

TSAs 18,5±6,7 29,1±4,9 42,8±1,0 64,6±2,0 7,29±0,09 10,75±0,11 21,70±0,91 17,75±0,09 

         

AB 14,9±6,6 22,9±4,6 35,9±1,0 54,6±1,9 1,99±0,07 2,51±0,09 2,64±0,61 2,21±0,07 

         

DMAV 0,341±0,017 0,956±0,020 1,36±0,066 2,56±0,198 3,69±0,02 3,92±0,01 5,58±0,15 3,92±0,02 

         

MMAV 0,102±0,009 0,111±0,066 0,099±0,018 0,159±0,071 0,44±0,01 0,46±0,01 0,61±0,02 0,48±0,01 

         
iAs <LOD <LOD <LOD <LOD 1,07±0,01 1,15±0,01 1,20±0,02 1,15±0,01 

         

PMI 0,592 0,625 0,569 0,864 0,41 0,40 0,51 0,42 

         

SMI 3,33 8,64 13,6 16,1 8,38 8,41 9,12 8,16 

 

En vista de estos datos, queda patente que la principal causa de este hecho puede ser una 

menor ingesta de platos de naturaleza marina o, dicho de otro modo, los niveles parecen 

indicar un menor consumo de pescado que en la muestra poblacional española. De 

hecho, según varios informes publicados por el Comité de Investigación Económica del 

Ministerio de Agricultura de los Estados Unidos en 2014, los alimentos de origen 

marino representaron el tercer tipo de comida menos consumida (Figura 53) por la 

población. Este hecho corrobora las conclusiones de otro estudio llevado a cabo ese 

mismo año sobre la población americana424.  
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Entre los factores que se analizaron se puede encontrar la edad, el género y la 

alimentación. Así, contando con aproximadamente unas 15.000 personas, se concluyó 

que la población de Estados Unidos no cumplía con los estándares mínimos de nutrición 

en materia de consumo de pescado, marisco, etc. 

 
Figura 53. Hábitos alimenticios en Estados Unidos 

Cuatro años después, en 2018, la misma organización llevó a cabo otro estudio dirigido 

a estimar la ingesta promedio per cápita de los alimentos con proteína animal (Figura 

54). Entre los diferentes tipos, aquellos de origen marino demostraron consumirse en 

menor cantidad (un factor de cuatro veces menos) que la ternera, el cerdo o el pollo, 

siendo este último el de mayor crecimiento en los 20 años previos.  

 
Figura 54. Comparación del consumo de alimentos ricos en proteína animal en Estados Unidos 
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Entre los alimentos más consumidos por la población se encontró el salmón, las gambas 

y el atún enlatado425. Todos ellos contienen AB y DMAV pero en baja proporción con 

respecto a otros pescados426–428, principalmente debido al tamaño, ya que al igual que el 

mercurio, el arsénico se bioacumula99,429, por lo que las especies animales pequeñas 

bioacumulan menos que las de mayor tamaño. En resumen, el consumo de pescado para 

la población es menor, y además, el tipo de pescado ingerido contiene niveles de 

arsénico inferiores a otros alimentos de la misma naturaleza que sí se consumen en 

España. En cuanto a la tendencia observada para el mayor consumo de pescado o 

marisco, es muy similar a la nuestra, salvo por el decrecimiento observado en para 

aquellos sujetos que declararon haber consumido más de 10 piezas por semana. 

Dividiendo por especies, la AB mantiene, a grandes rasgos, unos niveles similares que 

rondaron los 2-3 µg/g creatinina, independientemente del consumo, similar a la 

tendencia del MMAV, en torno a 0,50-0,60 µg/g creatinina. Por el contrario, es el 

DMAV el que sufre más esta depresión en los valores, reduciendo su valor en casi la 

mitad. Una posible explicación a este hecho puede ser que aquellos sujetos que 

consumieron más de 10 piezas estuvieran incorporando a su dieta otro tipo de pescados 

distintos al resto de sujetos con las demás pautas de consumo.  

En resumen, este estudio ha permitido determinar que la contribución más elevada a los 

niveles de arsénico fue aquella de la dieta, encontrando también que otros parámetros 

como el género, la edad o el país de origen, y por tanto, los hábitos culinarios, influyen 

en el mismo.  
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6.-Conclusiones/Conclusions 
The most relevant conclusions found in this study are summarized below:  

1. Two selective, sensitive, precise, accurate and cutting-edge methodologies, 

based on Total Arsenic as well as Arsenic Speciation, have been developed in 

order to identify and quantify in urine samples AC, AB, DMAV, MMAV, AsV y 

AsIII.  

2. The benefits of using a mathematical equation compared to the use of a 

collision/reaction gas to eliminate the contribution of the polyatomic 75ArCl+ 

interference has been proved. Hence, the two methodologies carried out showed 

a greater sensitivity compared to other published methods.  

3. The Arsenic Speciation methodology developed solved the resolution and 

drifting problems presented in the traditional mobile phases.  

4. The arsenic species distribution calculated from the samples of the population 

study (N=686) showed that the 90% of the total arsenic detected corresponds to 

arsenobetaine, a non-toxic arsenic species. The remaining 10% consists of 

DMAV (9%) and MMAV (1%). On the other hand, inorganic arsenic (iAs) was 

not detected in any of the samples.  

5. The speciation profile found is compatible with an arsenic exposure occuring 

through diet, mainly rice and fish, arsenic-enriched food. As a consequence of 

that, no toxicological risk for the human health of the subjetcs of the study is 

expected.  

6. A specific tendency was observed when the subjects were classified under their 

country of birth. This was succesfully explained and linked to the specific diet of 

the different countries.   

7. The methylation capacity, measured using the Primary Methylation Index (PMI) 

and the Secondary Methylation Index (SMI) was greater in case of male children 

than female children.  

8. The smoking habits of the subjects did not have any influence over the arsenic 

speciation profile, regardless of the positive response of the main smoking 

biomarkers over the tobacco consumption. Hence, the smoking habits was not 

considered a substancial source of arsenic.  

9. The methylation capacity increased subsequently with the increase of the BMI.   

10. Fish intake in the Spanish population analysed was superior to that of the USA.  
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