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Hipétesis de trabajo

Teniendo en cuenta diversos factores, mencionados anteriormente, como Son:
la ubicuidad del As (elemento traza ampliamente distribuido en el ambiente), la
gran diferencia de toxicidad entre sus especies, las incertidumbres ain existentes
entre la ingestion de arsénico inorgdnico en el agua de bebida y un aumento de la
prevalencia de cancer de piel y de otros organos internos, asi como las recomenda-
ciones de diversas organizaciones supranacionales como la EPA (Environmental
Protection Agency), CEPA (Canadian Environmental Protection Act), WHO, de
insistir en las investigaciones del elemento, al ser considerado como un caso
especial en cuanto a valoracion del riesgo, planteamos nuestra hipétesis de trabajo.

El primero de los objetivos es estimar la situacion de exposicién de la
poblacion en general, de nuestra comunidad, al As total, tomando como fuentes del
mismo, el consumo de agua y otras bebidas. Para ello valoraremos el contenido en-
arsénico, de forma exhaustiva, en aguas de consumo pﬁblico que abastecen
fundamentalmente a Andalucia Occidental, y en otras bebidas y alimentos.

El segundo objetivo ha sido optimizar un método, rdpido y sensible para la.
especiacion del elemento en este tipo de muestras liquidas. Asi, podremos estudiar
la distribucién de las especies arsenicales en algunas muestras de agua de consumo
publico, aguas residuales y de manantial, vinos, cervezas, caldos, tal y como llegan -
al consumidor habitual, ya que no se conocen datos al respecto en nuestra
comunidad.

El tercer objetivo es conocer, teniendo en cuenta los datos de consumo
oficiales, qué tipo de muestras ofrecen mayor aporte del elemento y de cada una
de sus especies, sobre todo de las especies inorginicas, con cuya informacion se
pudiera reducir la exposicion a las mismas. Es conveniente conocer realmente cuél
es-la exposicién media a cada especie arsenical, mis que la exposicion total al
elemento.

Para ello elaboramos el siguiente plan de trabajo:
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PLAN DE TRABAJO



Plan de trabajo

I. Determinacion de los niveles de arsénico total en:

- Aguas de la red de consumo publico, de diferentes origenes:
embalses, pozos, manantiales, rios.

- Zumos de naranja, zumos de melocotén y uva.
- Leches.

- Cervezas.

- Vinos blancos de mesa, vinos finos, y mostos.
- Caldos.

II. Optimizacién del procedimiento de especiacién de As, para la determina-
cion de As(IIl), As(V), MMAA y DMAA mediante Cromatografia de
intercambio i6nico y Espectroscopia de absorcién atémica, en su variedad
de generacién de hidruros. '

III. Evaluacion de la presencia de las principales especies arsenicales en:
- Aguas de consumo procedentes de manantial.

- Aguas residuales, procedentes de la ria de Huelva, como ejemplo
de aguas fuertemente contaminadas por el elemento.

- Cervezas con/sin alcohol.

- Otras bebidas alcohélicas de amplio consumo como vinos blancos
de mesa, finos, mostos.

- Zumos de frutas.
- Caldos de ave, ternera, pescado.

- Muestras de orina, de sujetos no expuestos a arsénico.
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Estimacién toxicologica del As y sus especies-

IV. Conocer la ingesta media de As total a través del consumo de estas
bebidas, y compararla con la Ingesta Diaria Tolerable (TDI) dada por
el Comité Mixto FAO/OMS. Simuitineamente conocer cudl es la
contribucién media de cada tipo de muestras a la exposicion del
elemento.

Conocer la ingesta media de As inorganico/persona/dia, compararla con
-1a TDI recomendada, y conocer la contribucién de cada tipo de muestras

a la exposicion de cada especie arsenical en nuestra poblacion.
V. Conocer el patrén de distribucién de las especies arsenicales en orina

de sujetos sanos, no expuestos de forma ocupacional a As.
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Parte experimentai

15.1.- MATERIAL

15.1.1.- MUESTRAS A ANALIZAR

AGUAS

Aunque los niveles que esperamos encontrar de arsénico sean bajos, €l agua
constituye un medio necesario para la vida, que consumimos ampliamente 1,52
litros/dia), por lo que ‘bajas concentraciones de un xenobiético pueden significar alta
exposicién al mismo, con importantes repercusiones sobre la salud.

Por ello se han analizado un total de 166 muestras de agua de consumo
publico procedentes de las provincias andaluzas de Sevilla, Huelva, Cadiz y
Malaga, de las que 152 se han tomado directamente de las redes de abastecimiento
y las 14 restantes han sido recolectadas en pozos y manantiales, empleados por la
poblacioén.

Los criterios que se han seguido en la seleccion de las poblaciones de

muestreo para el estudio del contenido de arsénico en aguas de la red, han sido: =

- Que fueran lo mds representativas posible dentro de cada provincia (costa,

montafna, zonas de actividad agricola, minera, etc.).

- Que tuvieran abastecimientos naturales diferentes: embalses, aguas de pozo,

rios y manantiaies.

En las Figuras 9, 10 y 11 se recogen los puntos de muestreo de las
provincias de Sevilla, Huelva y Cédiz, que han sido estudiadas mds exhaustivamen-
te, sobre cuyas fuentes de abastecimiento de aguas de consumo publico hemos
tenido informacion a través de las Gerencias Provinciales respectivas del Servicio
Andaluz de Salud.
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Parte experimental

Provincia de Sevilla

- Emasesa: empresa municipal de abastecimiento de aguas a Sevilla capital,
que cubre ademds las poblaciones siguientes: Valdezorras, La Rinconada, San José
de la Rinconada, Mairena del Alcor, Alcald de Guadaira, Dos Hermanas, Los
Palacios, Villafranca, La Puebla del Rio, Coria del Rio, Gelves, San Juan de
Aznalfarache y Camas. Las aguas proceden de 4 embaises: Aracena, Zufre, La
Minilla y Gergal. De estos mismos embalses se surte la otra gran empresa que
abastece a la zona del Aljarafe, Aljarafesa. Por tanto, al tomar agua directamente
de los depésitos de Emasesa, esta muestra es representativa de un ampli_o ndmero
de municipios de la provincia de Sevilla y de Sevilla capital.

- Los Molares: agua de pozos.

- Carmona: agua de rio, procedente del Bajo Guadalquivir. Es el mismo
agua que surte a Utrera.

- Lebrija: agua de rio, procedente del Bajo Guadalquivir, en la zona sur de
la provincia.

- Aznalcollar: agua de embalse, pantano de La Mina.
- Villaverde del Rio: agua de pozos.

- Tocina: agua de pozos.

- Lora del Rio: agua de embalse, presa José Tordn.

- Constantina: agua de pozo y manantial. Es el mismo tipo de aguas que
surte a las poblaciones de Cazalla y El Pedroso.

- Martin de la Jara: agua de pozo, igual que la de Los Corrales.
- Casariche: agua de pozo. Similar al agua de Badolatosa.

- Ecija: agua de embalse, pantano del Retortillo. Este pantano surte ademas
a las poblaciones de Paradas, Marchena, y El Arahal.
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Estimacion toxicolagica del As y sus especies

Provincia de Huelva

Al ser heterogénea esta provincia, se ha dividido en cinco distritos,
atendiendo a los diferentes embalses: ) ~

- Distrito Costa. Se surte de dos embalses, el del Chanza y del Piedras, que
abastecen a numerosas poblaciones, Huelva capital, Aljaraque, Punta Umbria, El
Rompido, Palos de la Frontera, Moguer, Valverde del Camino, etc.

- Distrito Huelva. Se escogen las localidades de Gibraleén (Embalse
Sancho), Alosno (E. Picote) y Tharsis (E. Lagunazo).

- Distrito Condado. Las aguas proceden de pozos. La Palma del Condado
posee pozos propios, y el agua de Bollullos del Condado es la misma que la de las
localidades de Almonte y Rociana. w

- Distrito del Andévalo. Los Silos de Calafia (0o la Zarza) se surten del
embalse de Puerto Ledn; Calafias del embalse Olivargas; El Cerro del Andévalo de
los embalses de Tamujoso y Las Umbrias; Rio Tinto del dique Campofrio o
pantano del Odiel.

- Distrito Sierra. Las poblaciones que se abastecen de aguas de embalse son: - ‘

Valdelamusa (E. Valdelamusa), San Telmo (E. San Telmo), Aroche (E. Valdesote-
lla), Encinasola (E. Encinasola), Cumbres de S. Bartolomé (pantano propio). El
tipo de agua que surte a Aracena, Valdezufre, Los Marines, y Cortegana es de
pozo y manantial, propios en cada caso.

Provincia de Cadiz

- Las aguas que abastecen a Cadiz capital proceden de aguas superficiales,
del Pantano de los Hurones de la Confederaciéon Hidrografica del Guadalquivir. Es
el mismo agua de las localidades de Puerto Real, Chiclana, San Fernando, Conil,
etc.
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Parte experimental

- En Jerez, aunque el agua tienen el mismo origen que en el caso anterior,
Pantano de los Hurones, se trata en otra planta diferente, por lo que sus caracteris-
ticas generales pueden ser distintas y hemos creido conveniente su analisis. Este
agua abastece asimismo a Sanlicar de Barrameda, Rota, Puerto Santa Maria,
Chipiona, Trebujena.

- En Algeciras (La Linea, San Roque, Los Barrios), las aguas son de origen
superficial, del Pantano de Guadarranque, perteneciente a la Confederacion
Hidrogrifica del Sur.

- En el resto de la provincia, las aguas son de pozos propios, por lo que
hemos tomado diferentes puntos.

Ademas, se han analizado 13 muestras de aguas de abastecimiento de la red
procedentes de la provincia de Mailaga, de las poblaciones de Cortés de la
Frontera, Benaojian, Ronda, Mijas, Torremolinos, de las que no tenemos
informacion acerca del origen de las mismas (embalse, pozo, etc). '

En cada localidad escogida se han tomado 3 muestras de agua de tres puntos
diferentes, pero siempre directamente del agua suministrada por la red publica. Las
muestras se recogen en envases de polietileno, que fueron previamente mantenidos
durante 24 horas en una disolucién de HNO, al 10% y enjuagados posteriormente
con agua Milli-Q. En el momento de la toma se enjuagaron los recipientes tres
veces con ¢l agua a recoger.

Asimismo, se han analizado 14 muestras procedentes de diferentes pozos y
manantiales, a los que recurre la poblacién sobre todo en épocas de sequia aunque
no estan controlados por las autoridades sanitarias; en la mayoria de los casos sélo
se ha tomado una muestra.
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Estimacion toxicologica del As y sus especies

También se ha estudiado el contenido en As de 15 muestras de aguas
minerales, correspondientes a cinco marcas comerciales diferentes, adquiridas en
cinco puntos distintos de venta al publico en el drea urbana de Sevilla.

Por dltimo se ha analizado el contenido de As de 18 muestras de aguas
residuales procedentes de la ria de Huelva, la cual recoge numerosos vertidos
industriales, de las que 10 se recogieron en periodo de marea alta y las restantes

en marea -baja.

Una vez en el laboratorio, se les afiade a todas las muestras de agua 1mL
de HNO; concentrado por 100 mL de muestra para su conservacion, y se procede
a su analisis inmediato.

ZUMOS.

Se han analizado un total de 40 muestras de zumos de fruta adquiridos
directamente en establecimientos de venta al publico, entre los cuales se encuentran
15 zumos de naranja y 15 de melocoton-uva. De cada tipo de muestra se estudian
marcas comerciales diferentes, adquiriéndose cada una de éstas por triplicado, en
diferentes locales comerciales del drea de Sevilla.

Ademads se han analizado 4 zumos de pifia y 4 de pifia-uva.

LECHE

Se ha analizado un total de 15 muestras de leche, correspondientes a cinco
marcas comerciales diferentes, adquiriéndose cada una de estas por triplicado (de
tres lotes diferentes) en diversos puntos de venta al publico en el drea de Sevilla.

CERVEZA

Se lleva a cabo el andlisis de 15 muestras de cervezas de 5 marcas
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Parte experimental

comerciales diferentes, con un contenido alcohdlico etiquetado que oscila entre 4.7-
5.5 % v/v, adquiriéndose cada una de éstas en tres comercios diferentes.

VINO.

Para el andlisis del contenido de As en vinos, se recogen 20 muestras de
vinos blancos, de los cuales 10 son vinos de mesa y el resto vinos finos. Todos

ellos se adquieren en establecimientos comerciales de venta al piblico.

Ademds, debido a su amplio consumo en la provincia, se han analizado 8
muestras de mosto de uva adquiridas en diferentes poblaciones de Sevilla (Umbrete,
" Villanueva del Ariscal y Espartinas).

Un vez adquiridas las distintas muestras (zumos, leches, vinos..) en los
establecimientos comerciales, se almacenan en frascos estériles y se conservan en
congelador a -30°C, hasta el momento de su digestién para el andlisis.

CALDOS

Se ha estudiado, ademds, el contenido de arsénico de 11 muestras de
pastillas de caldo, siendo 4 de caldo de ave, 3 de carne, 3 de pescado y 1 vegetal.

Para el andlisis de los caldos, se procede a la disolucién de las pastillas en
agua Milli-Q a una temperatura de 85° C y una vez hecho esto se lleva a cabo la
filtracion de la disolucién resultante por papel Whatman n°1.

15.1.2. APARATOS

- Espectrofotometro de Absorcién Atémica Perkin Elmer modelo 3100 equi-
pado con sistema generador de hidruros MSH-10 e impresora Epson
LX-400.
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Estimacion toxicologica del As y sus especies

- Homo microondas modelo CEM, MDS-81D.

- Contenedores de teflon para digestiones con vdlvula de seguridad.
- Balanza analitica Mettler AJ100.

- Balanza semianalitica Mettler PJ400.

- Agitador magnético Agimatic, P-Selecta.

- Estufa P-Selecta modelo 296 B.

- Placa calefactora Plactronic, P-Selecta.

- Otros materiales de uso corriente en laboratorio: matraces aforados,
pipetas, etc., que se mantienen en HNO; al 5% durante una noche, y
posteriormente se lavan con agua desionizada.

- Ordenador Pentium PCI GMB-P54IPS e impresoras NEC Pinwriter P20
y EPSON Stylus Color IIs.

15.1.3.- REACTIVOS.

- Material de Referencia estandar 1577 A, de higado bovino del National
Bureau of Standards (NBS), USA, con un contenido certificado de arsénico
de 0,047 + 0,006 ug/g en peso seco.

- Material de Referencia MA-A-2 (TM) de homogeneizado de pescado del
Organismo Internacional de Energia Atémica (IAEA), Viena, con
contenido certificado de arsénico de 2,6 + 0,1 ug/g en peso seco.

- Material de Referencia MA-B-3/TM, de homogeneizado de pescado del
Organismo Internacional de Energia Atémica (IAEA), Viena, con
contenido certificado de arsénico de 2,11 en peso seco con un intervalo de

confianza entre 1,42 y 2,51 ug/g

- Disolucién patrén de arsénico (IIT) de 1000 ug/L. Se disuelven 1,3200 g
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de Trioxido de Arsénico (Merck, 119) en 25 ml de disolucién de hidréxido
potdsico (Merck, 5033) al 20% (v/v). Se neutraliza con disolucion de 4cido
sulfirico al 20% (v/v) usando fenolftaleina como indicador. Se diluye a
1 litro con acido sulfurico al 1% (v/v).

- Pentoxido de Arsénico (Titrisol) Merck (9939), con un-contenido en
arsénico de 1.000 g + 0,002 g. Se diluye a 1 litro.

- Borohidruro sddico, Merck (6371), al 1,4 % (p/v) en hidréxido sédico.
- Hidréxido sédico, Merck (6495). Se prepara una disolucién 1 M.

- Acido sulfirico 95-97%, Merck (731). |

- Acido nitrico 65%, Merck (456).

- Toduro potasico, Merck (5043). Se prepara una disolucién al 10% p/v.

- Acido clorhidrico fumante 37 %, Merck (317). Se prepara una disolucién
al 1,5 %.

- Peréxido de hidrégeno 30%, Merck (7210).

- Agua tratada Milli-Q (Millipore-Corporation) a 18 MQ cm™.

15.2.- METODO

La determinacion de As total en las muestras anteriormente mencionadas se
realiza por Espectrofotometria de Absorcion Atémica con generacion de hidruros
(HG-AAS).

Esta técnica esta incluida en los métodos de andlisis de la AOAC (1995)
para la determinacién de arsénico en alimentos; en las normativas tanto europea
(Directiva 80/778/CEE, 1980) como espaiiola (RD. 1138/1990) es la referida para
la determinacion de arsénico en aguas destinadas al consumo humano.

En la propuesta de Directiva que la CEE est4 preparando (95/C 131/03;
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Estimacion toxicologica del As y sus especies

DOCE 30/05/95) para su aplicacién a aguas de consumo publicos, no se especifica
ningin método analitico de referencia para el elemento, aunque se establece que
prodréa utilizarse cualquier método de anlisis siempre que se cumplan los requisitos
del anexo III: que el porcentaje de exactitud sea igual o inferior al 10% del valor
del parametro (1 pg/L), la precision sea el 10% del valor del pardmetro (coeficiente
de variacién del 10%), y el limite de deteccién igual o inferior al 10% del valor
del parametro (1 pg/L).

15.2.1. FUNDAMENTO

Una alicuota de la muestra, en medio icido, se pone en contacto con
disolucién de borohidruro de sodio-hidréxido sédico. El hidrégeno producido reduce
el arsénico presente a hidruro voldtil, que es transportado por una corriente de
nitrégeno hasta la celda de cuarzo calentada por la llama donde se descompone y
se mide la absorcion del elemento, proporcional a la concentracién presente.

Las reacciones del proceso de reduccién se esquematizan de la siguiente
forma: '

At + 3 BH; - > AsH, t + H, t + 3/2 B,H,

15.2.2. PARAMETROS INSTRUMENTALES

Se utilizaron los siguientes pardmetros para el Espectrofotémetro antes
indicado, provisto de ldmpara de citodo hueco de arsénico (Perkin-Elmer) y celda
de tubo de cuarzo:

- Longitud de onda: 193,7 nm

- Rendija: 0,7 nm
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Parte experimental -
- Lectura: Altura de pico.
- Calentamiento de la celda: llama aire/acetileno, azul, oxidante.
- Presion de gas (N,): 2,5 Kg/cm?
- Sensibilidad de chequeo: 10 ml de un patrén de 0.005 pg/mL de As;

15.2.3. PROCEDIMIENTO
15.2.3.1. AGUAS:

El andlisis de las aguas se ha llevado a cabo de forma directa sobre las
mismas, excepto en el caso de las aguas residuales las cuales se diluyeron debido
a su alto contenido de arsénico.

El cdlculo del contenido de As total se ha realizado por el método de
calibracion externa.

A partir de las "disoluciones madres" de As(IIl) y As(V) de 1000 mg/L se-
preparan disoluciones de trabajo de 1 mg/L. Se toman diferentes alicuotas de éstas
disoluciones de As(III) y As(V) en frascos de reaccién de polietileno a los que se
agregé previamente 10 ml de agua desionizada, 1 ml de HNO; 1:1 (v/v) y 1ml de
IK 10%, de forma que la concentracién final de As oscile entre 1-15 pg/L. Se
registra la lectura de cada disolucién patrén triplicado. '

En la Figura 12 se representan las rectas de calibrado obtenidas para As(II)
y As(V).

El limite_de deteccion (LOD) para cada especie, se define como la

concentracion del elemento igual a la sefial del blanco mas tres veces la desviacion
estindar del mismo (Currie, 1988). De acuerdo con Miller y Miller (1995) la
desviacién estandar de la regresion es igual a la desviacion estdndar de la sefial del
blanco, y la ordenada en el origen se toma como una medida de la sefial del
blanco. Por tanto, LOD= 3.S,,/m, donde S, es la desviacion estandar de la

regresion y m la pendiente de la misma.
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Absarbancia

-& - As(V)
. - -o— As(lll)

1Q 12

Concentracidn especie arsenical (ug/L)

Figura 12.- Rectas de calibrado para As(IIl) y As(V)
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Los limites de deteccion en unidades de concentracion (ug/L) de cada

especie son:
- As (III): 0,38 pg/L

- As (V): 0,41 pg/L

Como se puede observar, el método permite detectar de forma ligeramente
mas facil As(III) que As(V).

De acuerdo con la definicion clasica de sensibilidad, que tiene en cuenta la
pendiente de la recta de calibrado, el método propuesto es mds sensible para la
determinacién de As(III) que para As(V).

La precision del método se estima por andlisis repetido de dos series de 5
alicuotas de una muestra de agua, adicionadas con 2 y 4 pg/L de As(III), lo cual
se corresponde con concentraciones aproximadas de 5 y 10 veces el limite de
deteccién del elemento, respectivamente. Se realizan las determinaciones en el
mismo dia.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

As(IID Abs. media + ds CvV

(%)
2 ug/L 0,177 + 0,012 - 6,8
4 pg/L 0,289 + 0,018 6,2

Los coeficientes de variacién fueron totalmente similares, e -inferiores al
limite aceptable del 15%.

Para el estudio de la exactitud del método, se prepara una disolucién patrén
de 2 ug/L de As(Ill), y se analiza 6 veces. Los valores obtenidos fueron: 2,1, 2,0,

241



Estimacién toxicoldgica del As y sus especies

1,8, 2,3, 1,9 y 1,8. La media estos valores fué de 1,98 ug/L, por tanto:
Error absoluto= valor estipulado-media= 0,02 pg/L
Error relativo= (Error absoluto/valor estipulado) x 100= 1%

Teniendo en cuenta los datos experimentales anteriormente expuestos, para
la cuantificacién del As total en las muestras se realiza una reduccién previa de las
especies al estado de oxidacién trivalente con IK al 10 %. Comprobamos que el
tiempo de espera necesario para dicha reduccion es de 30°, lo cual estd de acuerdo
con lo publicado por Corns y cols. (1993).

Se sigue el procedimiento expuesto en la siguiente Tabla (Tabla 19).

Tabla 19.- Procedimiento experimental para la determinacién de arsénico total

en aguas.
Blanco Puntos recta Muestra
calibrado
‘H,0 Milli-Q 7 10mL 10mL -
H,0 Problema - - 10mL
Patron As(IIl) 1mg/L - 10 -150 pL - |
HNO, 1:1 ImL ImL ImL
IK 10% ImL lmL ImL

15.2.3.2 OTRAS MUESTRAS :
Digestion acida:
Para la determinacion del contenido de arsénico total de las muestras de

zumo, cerveza, vino, caldos y leche, ha sido necesaria la digestién 4cida previa,
usando horno microondas y contenedores de teflon (PTFE) con vélvulas de presion,
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hasta la obtencién de una disolucién acuosa transparente, para eliminar asi las
posibles interferencias debidas a la matriz organica de éstas.

El procedimiento empleado para la digestion de las muestras en horno
microondas es el seguido por el Instituto Nacional de Toxicologia, Departamento
de Sevilla®, y que emplea programas de baja potencia y larga duracién para evitar
pérdidas de As. Dicho programa que se esquematiza en las Figuras 13 y 14, es el

siguiente:

Se toman 10 mi de la muestra homogeneizada y se llevan a sequedad en
estufa a 80°C. Al residuo seco se afaden 4ml de HNO, concentrado (37% p/p) en
frascos de teflén (PTFE) con vélvulas a presion y se calientan en horno microondas
(modelo MDS-81D, CEM Corporation) empleando un programa del 30% de
potencia durante algunas horas (larga duracién) para evitar pérdidas del elemento.
Para completar la digestion se repite el tratamiento afiadiendo 2 mL de peroxido de
hidrégeno al 30% v/v, hasta la obtencién de una disolucién incolora.

El material digerido una vez enfriado a temperatura ambiente, se recoge y
se lleva al volumen inicial de 10 ml, en matraces aforados con agua Milli-Q.

Paralelamente fueron digeridos materiales de referencia con valores

certificados de As y un blanco en condiciones similares.

Método analitico:
a).- Calibracién externa.

Se prepara un recta de calibrado con disoluciones patron de As(V), de forma
que tengan igual proporcién de 4cido que los digeridos de las muestras.

* Agradecemos al Dr. Miguel Lopez-Artiguez y a D. Francisco Repetto su
colaboracion, que ha posibilitado llevar a cabo la digestién de las muestras.
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A partir de la disolucién madre de As(V) de 1000 mg/L se prepara una
disolucion de trabajo de 1 mg/L. En frascos de reaccion de polietileno se toman
diferentes alicuotas de la disolucién anterior y se afiade 1 ml de un blanco acido
preparado con igual proporcién de dcido que los digeridos (HNO,-H,0 2:3). Por
ultimo se anaden 10ml de HCl al 1,5% de forma que la concgntraci()n de As,
referida. al mL de blanco 4dcido, oscile entre 3-60 ug/L. Se leen las absorbancias
realizindose cada medida por triplicado, obteniéndose la siguiente recta de
calibrado:

y= 0,047 + 0,004 x r= 0,999

El LOD de As por este procedimiento, teniendo en cuenta la pendiente y la
desviacion estindar de la ordenada en el origen de la recta de calibrado es de 1,5

ug/L.
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FIGURA 13.- DIGESTION DE LA MUESTRA
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FIGURA 14.- DIGESTI()N MUESTRA DE CALDO
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b).- Precision y exactitud.

En la determinacién de As total, disponemos de tres materiales de referencia
con valores certificados de As, cedidos por el Instituto Nacional de Toxicologia,
Departamento de Sevilla, cuyas concentraciones en pug/g de peso seco vienen
especificadas en el apartado de Reactivos (15.1.3).

En la Tabla 20 se muestra la precision obtenida en la determinacion de los
materiales de referencia. La Tabla 21 recoge los valores de recuperacién logrados
después de adicionar cantidades conocidas de As a cada estindar, antes de proceder
a su digestiéon en el horno de microondas y posterior andlisis por HG-AAS. Los
valores corresponden a 5 determinaciones de cada material de referencia con
- adiciénes por duplicado. /

Tabla 20.- Precision

MATERIAL Media + ds CV (%)
Higado bovino 1577A 0,045 + 0,005 11,1
MA-A-2 (TM) (IAEA) 2,5 + 0,1 4,0
MA-B3/TM (IAEA) 22 + 0,2 9,1

Tabla 21.- Recuperacion.

MATERIAL Adicionado Encontrado Recuperacion (%)
Higado bovino 1577A 0,025 0,065 | 92,8
MA-A-2 (TM) (IAEA) 1,0 3,3 94,3
MA-B3/TM (IAEA) 1,0 3,1 96,8
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C).- Método de adiciones estdndar.

Una vez comprobado en el apartado anterior que no existen pérdidas de As
durante el proceso de digestion 4cida, en las muestras reales se ha seguido el
método de adiciones estandar (Bader, 1980), en razén de la dificultad de preparar
disoluciones patrones con matrices semejantes a las de las muestras y materiales de

referencia.

El principal problema en la determinacién por generacién de hidruros es la
interferencia de matriz, pero debido a la sensibilidad de la técnica es posible usar
un proceso de dilucién que elimina la mayoria de interferencias. En el caso de los
alimentos y muestras con bajo contenido de As, debido a la imposibilidad de diluir
la muestra, es necesario usar el método de adiciones estindar, para eliminar la
interferencia de la matriz (Cervera y Montoro, 1994)

El procedimiento puede esquematizarse como sigue:
- Blanco: 10 mL de HCl1 al 1,5% + 1 mL de blanco.
- Muestraﬁ 10 mL de HCI al 1,5% + 1 mL de muestra.
- Primera adicién: 10 mL de HCL al 1,5% + 1 mL de muestra + volumen de
patron As (V) de 1 mg/L.

- Segunda adicién: 10 mL de HCL al 1,5% + 1 mL de muestra + volumen de
patrén As (V) de 1 mg/L (doble del anterior).

Las cantidades de patron adicionadas deben de encontrarse dentro del rango
lineal de deteccion del aparato. Por tanto, si X; es el limite superior del rango
lineal de calibracion (Perkin Elmer, 1982) y X, la concentraciéon aproximada del
metal en la muesta analizada, la mdxima adicién debe cumplir: '

X, + (V/V).C < X,

donde V es el volumen de patron adicionado de concentracion C y V., el volumen
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final de la disolucion de la muestra.

En nuestro caso, tras ensayos previos y teniendo en cuenta lo anteriormente
expuesto, las cantidades adicionadas de arsénico a los digeridos de cervezas, vinos,
leches y zumos, son de 50 y 100 ul de un patrén de 1mg/L de As(V). Para los
caldos y mostos de uva, las adiciones fueron de 20 y 50 uL.

Representando las absorbancias de cada disolucion frente a la concentracion
anadida del patrén y extrapolando la recta resultante a absorbancia cero se obtiene
la concentracion del elemento que serd la correspondiente al punto de interseccion

de ésta con el eje de abscisas.

Se debe de tener en cuenta que la muestra se encontrard diluida en HCl y
no en agua, por tanto la lectura de absorbancia perteneciente a este reactivo (blanco
instrumental) influird sobre el valor de concentracién que se obtenga para la
muestra sin adicion. Por tanto, si la sefial obtenida para el blanco fuese A,, siendo
y= A-+Bx la ecuaci6n de la recta obtenida por el método de adiciones (y= sefial
obtenida, x= concentraciéon adicionada), la concentraciéon del elemento en la

muestra sera:
Xmuestraz A_AO/B

Realmente hemos comprobado que en la determinacidn de As total en este
tipo de muestras el valor de A, es significativo y en los cédlculos hay que tener en
cuenta dicha sefal.
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En nuestro caso, la especiacion de Arsénico se lleva a cabo empleando como
técnica separativa la Cromatografia de Intercambio Iénico (IEC), y se determina
posteriormente cada especie por separado por Espectrofotometria de Absorcion
Atomica (AAS), sistema de hidruros.

16.1.- MATERIAL.
16.1.1.- MUESTRAS A ANALIZAR

Se ha analizado un niimero total de 116 muestras, correspondientes a:
AGUAS

] Debido a que la concentracion de arsénico total en las aguas estudiadas es
minima, lo cual dificulta enormemente el proceso de especiacion, sdlo se ha llevado
a cabo la especiacion de 8 muestras de agua procedentes de un manantial localizado
en el poblado del Pintado (Sevilla). Ademds se han analizado 16 muestras de aguas
residuales tomadas de la ria de Huelva, 10 de las cuales se recogieron en periodo

de marea alta y las 6 restantes en marea baja.
ZUMOS

Se han analizado 23 muestras adquiridas en locales comerciales, entre las
cuales se encuentran 10 muestras de zumo de naranja, 5 muestras de zumo de

melocotén-uva, 4 muestras de zumo de pifia y 4 muestras de pifia-uva.
CERVEZA

Se ha determinado el contenido de las distintas especies de As en un total
de 21 muestras de cerveza, adquiridas en distintos locales de venta al ptblico en
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el drea de Sevilla. De éstas, 11 tenian un contenido alcohdlico etiquetado que oscila
entre 4,7-5,5 % v/v, mientras que las 10 restantes tienen un contenido menor del
0,5 % vl/v. ‘

VINO

Hemos estudiado 20 muestras de vinos blancos, de los que 10 son vinos de
mesa y el resto vinos finos. Ademds se estudiaron 11 muestras de mosto de vino.
No se llevo a cabo la especiacion de vinos tintos por presentarse problemas por

acumulacién de antocianinas tanto en la resina catiénica como catiénica.
CALDOS

Se ha determinado, ademds, el contenido de las diferentes especies de
arsénico de 11 muestras de pastillas de caldo, entre ellas 4 de caldo de ave, 3 de
caldo de carne, 3 de caldo de pescado y 1 de caldo vegetal.

En el caso de los caldos, previamente a la introduccién de la muestra en la
resina cationica para su separacion, se lleva a cabo la filtracion de las mismas por
papel Whatman n°1 y posteriomente se ajusta el pH de las mismas a las condicio-
nés idéneas del método, pH= 4,6-4,7. '

ORINA

Asimismo, se determinan las especies arsenicales de 10 muestras de orina
humana, procedentes de individuos sanos, no expuestos ocupacionalmente al
elemento. Estas se recogen a primera hora de la mafana en envases estériles, y una
vez en el laboratorio se acidifican ligeramente por adicién de 250 pL de HCl 1M
y se procede a su congelacion a - 30 © hasta el momento de su andlisis.

16.1.2.- APARATOS:

Ademads de los ya indicados en el apartado 15.1.2, se utilizaron:
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- pHmetro Orion modelo SA 720.

- Columnas de vidrio de 35 x 2 cm y de 15 x 2 cm.

16.1.3.- REACTIVOS

- Resina de intercambio aniénica Dowex 1X8 (100-200 mallas), Fluka
(44335). '

- Resina de intercambio cationica Dowex 50WX8 (100-200 mallas), Fluka
(44515).

- Disolucién madre de arsénico (III) de 1000 mg/L. Se disuelven 1,3200 g
de Triéxido de Arsénico (Merck, 119) en 25 ml de disolucién de hidréxido
potdsico (Merck, 5033) al 20% (v/v). Se neutraliza con disolucién de icido
sulfirico al 20% (v/v) usando fenolftaleina como indicador. Se diluye a
1 litro con 4cido sulfirico al 1% (v/v). ’

- Pentéxido de Arsénico (Titrisol) Merck (9939), con un contenido en
arsénico de 1.000 g + 0,002 g. Se diluye a 1 litro.

- Acido cacodilico 98 %, Aldrich (27, 183-7). Para preparar la disolucién
madre de 1000 mg/L de As, se disuelven 1,8775 g del producto en
1000 mL de H,SO, al 0,2 % v/v.

- Metilarsinato sédico puro, Carlo Erba (371205). Se prepara la disolucién
patrén de 1000 mg/L de As pesando 3,8943 g del producto y diluyendo
a un litro con H,SO, al 0,2 % v/v.

- Disolucién de HCl (Merck) 0,2 M, 0,5My 1 M.
- Disolucién de NaOH (Merck) 0,5 M.

- Disolucién de KCl (Merck) 0,5 M.

- Acido tricloroacético (TCA) 0,006 M.

- Agua tratada Milli-Q (Millipore-Corporation) a 18 MQ cm!.
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16.2.- METODO
16.2.1.- FUNDAMENTO

El método propuesto por nosotros es intermedio entre el método de
Grabinski (1981), modificado por Aguilar y cols. (1987), y el método de Buratti
y cols. (1984).

Las distintas especies del elemento As(IIl), As(V), MMAA y DMAA se
separan en funcion de sus diferentes afinidades por resinas de cromatografia de
intercambio iénico (IEC). La separacion de las fracciones de arsénico inorgénico,
MMAA y DMAA se realiza a través de una resina catiénica Dowex 50W-X8
- (forma protonada, fuertemente 4cida, con grupos sulfénicos, R-SOy). Posteriormen-
te, las especies inorgdnicas se separan gracias a una resina anionica Dowex 1-X8
fuertemente bdsica (forma CI', cuyo grupo activo es trimetilbenzilamonio).

El esquema general del proceso de separacion es el siguiente:

CAs () ) MMAA | As (IID
AS (V) 7 As lnorg
} —=| CATIONICA ANIONICA
MMAA |
DMAA As (V)
DMAA

Las razones que justifican el diferente comportamiento de las especies con
respecto a las resinas son:

- Las constantes de acidez:

Segin el pH del eluyente en cuestion, las diferentes especies arsenicales se

pueden encontrar en forma neutra (libre) o ionizada (unida a la resina).

A continuacion se exponen las constantes de disociacion de las distintas
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especies de As:
AsO,H _ AsO, + H* pKa= 9,2.
ASO4H3 - AsOH, _ AsOH* _ AsO pKa,=2,25; pKa,= 7,25; pKa,= 12,30.
CH;AsO:H, . CH,AsO,H" | CH;AsO,H*  pKa,=4,26; pKa,= 8,25.
(CH;),AsO,H _ (CH;),AsO,  pKa= 6,25.

- Formacién de aductos:

El 4&cido DMAA, que en medio icido (pH< 6,25) se encuentra como
especie neutra, sin embargo no se recoge en el eluido de la resina cationica. Parece
ser que existen interacciones significativas de esta especie con la matriz orgdnica
de la resina (Nixon y Moyer, 1992), como la formacién de aductos con los grupos
R-SO;, siendo necesario para liberarlo el empleo de una base como eluyente.

- Impedimento estérico:

Cuando el medio tiene un valor de pH inferior a 2,2, tanto las especies
inorganicas, As(IIl) y As(V), como el MMAA se encuentran en su formas neutras,
y por tanto presentes el en eluido. Sin embargo, estas especies no tienen por qué
recogerse todas juntas, sino que pueden separarse por el hecho de que -para la
elucion de MMAA, al ser una molécula de mayor tamafio que los dcidos arseniosos
y arsénico, es necesario un volumen mayor del eluyente. ’

Una vez llevado a cabo el proceso de separacién, el As de cada fraccion
eluida se mide directamente por AAS, tras la reduccion de cada especie a arsina.
El As inorgénico se mide frente a As(Ill) por los motivos expuestos anteriormente.

Diferentes autores miden MMAA y DMAA por AAS tras su reduccion a
As(III), puesto que al igual que ocurre con As(V) las seiiales de absorbancia
obtenidas no son equivalentes (Webb y Carter, 1984).
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Experimentalmente, se determinan las rectas de calibrado de MMAA y
DMAA, a partir de disoluciones patrén de concentraciones comprendidas entre 1-10
pg/L de cada especie (Figura 15), realizdndose las medidas por triplicado.

Se comprueba la linealidad del método para ambas espécies, siendo éste
mas sensible para MMAA que para DMAA.

Por lo tanto, As(V), MMAA y DMAA se medirdn frente a sus patrones
respectivos, pues asf las medidas son mds exactas y precisas, aunque el método sea
mds laborioso. De todas formas, se puede reducir notablemente el tiempo de
analisis ya que no es preciso esperar los 30 minutos necesarios para que se lleve
a cabo la reduccion completa a As(III).

Las curvas de calibrado externo se prepararon diariamente y sus puntos
-correspondian a la media de dos determinaciones.

Absorbancia
N
—

- ¢ - MMAA
—— DMAA

Concentracidn especie arsenicaol (zg/L)

Figura 15.- Rectas de calibrado de MMAA y DMAA.
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16.2.2. PUESTA A PUNTO DEL METODO.
16.2.2.1. PREPARACION DE LAS COLUMNAS.

Se disponen las resinas catiénica y aniénica en distintas columnas de vidrio,
para un mejor manejo de las mismas. Teniendo en cuenta el didmetro interno de
las columnas (1,7 cm) se empaqueta la columna de mayor tamafio con resina
catiénica Dowex 50WX8 hasta unos 9 cm (unos 12 gramos de resina aproximada-
mente) y la columna mds pequefia con resina aniénica Dowex 1X8 hasta unos 3,5

cm (6 gramos de resina aproximadamente).

Por la posible presencia de impurezas y de grupos extrafios en las resinas
comerciales, se lavan abundantemente las mismas con agua desionizada Milli-Q. El
acondicionamiento depende de la naturaleza de la resina. La resina catinica se trata
alternativamente con una disolucién de HCl 0,5 M y de NaOH de la misma
concentracién, a un flujo de 5-10 mL/min. La resina aniénica se acondiciona con
KCl1 0,5 M y é&cido tricloroacético 0,006 M.

Las soluciones utilizadas para el acondicionamiento de las resinas han sido
igualmente empleadas para su regeneracion.

16.2.2.2. OBTENCION DE PERFILES CROMATOGRAFICOS.

Se ha optimizado el proceso de separacién de las especies de arsénico en
funcién de la naturaleza y composicion de los eluyentes, cantidad de resina
empleada, volumen de muestra, y velocidad de flujo de los eluyentes.

- Naturaleza y composicién de los eluyentes
Para la separacién de Arsénico inorganico:

Tras consultar la bibliografia, se evaliia la eficacia de HC1 0,5 M a un flujo
de 2 mL/minuto, como agente eluyente. El reactivo es asequible en cualquier

laboratorio y muy adecuado para la propia regeneracién del sistema.
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Se toman 2 mL de una disolucién patrén de 12 ug/L de As(Ill) y As(V), de
pH comprendido entre 2,5-7,0 y se dejan pasar a través de la resina catiénica. Para
la obtencién del perfil de elucién se pasan 40-50 mL del eluyente, y se van
coleccionando alicuotas de 2 mL del mismo, que posteriormente se miden por AAS,

sistema de hidruros.

Ya que la respuesta de las dos especies inorgdnicas no es equivalente, se
afade 1 mL de KI 10% en los tubos de reaccion de polietileno del sistema de
hidruros, para la reduccién del As(V) a As(III).

En la Figura 16 se registra el perfil cromatogrifico obtenido para las
especies de As(Ill) y As(V). Se puede observar que con 20 mL de HCl 0,5 M, hay
total seguridad de que todo el As inorgénico se ha eluido de la columna.

Las recuperaciones de las dos especies en estas disoluciones patrones de
especies aisladas, y de mezclas sintéticas posteriormente, se calculan por balance
de materia, comparando las absorbancias de las alicuotas con las de disoluciones
patrones (2 mL) en las que se omite el proceso cromatografico.

120
100 VR

80 r 7 As inorgdnico
60

40 r

Absorbeneia (u. arbitrarias)

240 /

Ts) N
9] 3 10 15 20 25 30

Volumen HCI 0,5 M (mL)

Figura 16.- Perfil cromatogrifico para el As inorgdnico (HCL 0,5 M).
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Posteriormente, para comprobar la repetitividad del perfil obtenido, se pasan
por triplicado 2 mL de disolucién patrén de 12 pg/L de las dos especies (48 ng de
As total), y se recogen 22 mL totales de eluyente, comprobindose que la
recuperacion de As inorgdnico oscila entre 97-112 %.

Para la elucién del Acido monometilarsonico:

Se ha estudiado el perfil cromatogrifico con dos posibles eluyentes, HCI 0,5
M y agua Milli-Q. De forma similar al proceso anterior, se toman 2 alicuotas de
2 mL de una disolucién patrén acuosa de 12 pg/L de MMAA (24 ng de As), y se
- pasan por las columnas que contienen resina catiénica. Seguidamente se eluye con
22 ml de HC1 0,5 M (necesarios para la elucién de la fraccion de As inorgénico),
y mads tarde con 30 mL de HCI 0,5 M en una caso y de agua milli-Q en el otro,
a un flujo de 2 mL/minuto.

Se coleccionan alicuotas de 2 mL de cada eluyente a la salida de las
columnas, y se registra la absorbancia de cada una de ellas frente a disoluciones
patrones de MMAA en las que se omite la separacion cromatogréfica.

Al observar los perfiles cromatograficos d¢ MMAA obtenidos con ambos
eluyentes, Figuras 17 y 18, se elige la utilizacién de H,O Milli-Q, puesto que la
sefial producida es mayor, tarda menos en salir dicha especie, y con 24 mL se
obtiene una recuperacion del 95%. Contrastando con esto, el empleo de HCI 0,5
M trae consigo un retraso en el pico, y una disminucién de la recuperacién (84 %).

Acido dimetilarsinico:

Para eluir el DMAA, que se encuentra fuertemente retenido en la resina
catiénica, la mayoria de los estudios consultados emplean NH,OH 1,5 M o al 20
% v/v, que si bien no presenta problemas cuando la medida final se hace por GF-
AAS (Grabinski, 1981), en el caso de la determinacién por HG-AAS
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Figura 17.- Perfil cromatogrifico para el MMAA (HC1 0,5 M). )
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Figura 18.- Perfil cromatogrifico para el MMAA (H,0).
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es necesario calentar la fraccién amoniacal a 90°C para su eliminacion, y la
posterior redisolucion del residuo en tampén acetato pH=4, pu_eS da lugar a
interferencias en el sistema de deteccion por formacién de NH, (Aguilar y cols.
1987; Buratti y cols. 1984).

Se toman diferentes alicuotas de 2 mL de 12 pug/L (24 ng) de DMAA, y tras
haber limpiado la resina con 22 mL de HCL 0,5 M y 24 mL de H,0 Milli-Q se
eluye con 20, 30, 40, 70, y 85 mL de NH,OH al 20 % v/v. Una vez llevada a
sequedad cada muestra eluida, y disuelto el residuo en tampén acetato, se registran
sus absorbancias, a la vez que la absorbancia de una solucién blanco de NH,OH
pasada por la resina y sometida también al proceso de calentamiento.

Para el cdlculo de las recuperaciones, se emplea una recta de calibrado de
diferentes patrones de DMAA en solucion acetato pH = 4. Las recuperaciones

obtenidas con este eluyente fueron:
-20mL: 0 %
-30mL: 0 %
-40mL: 0 %
-70 mL: 71 %
-85 mL: 86 %

Experimentalmente encontramos una serie de inconvenientes en el uso de
NH,OH como eluyente:

- el proceso de llevar a sequedad la fraccién eluida es tedioso, y no
reproducible. Cualquier traza del eluyente, da sefiales anémalas.

- el manejo de disoluciones concentradas de NH,OH (20 % v/v) es
desagradable e incomodo.

Por ello, se sustituyé por NaOH 1 M, eluyente utilizado por Henry y
Thorpe (1980). De forma similar, tomamos 2 mL de patrén de 12 ug/L de DMAA,
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eluimos con HC1 0,5 M (22 mL), H,0 Milli-Q (24 mL) y por dltimo con 90 mL
de NaOH 1 M, recogiendo esta. fracciéon en forma de alicuotas de 5 mL. Se
registraron las sefiales de absorbancia de las diferentes alicuotas, previa neutraliza-
cion de cada una de ellas con 0,5 mL de HCI concentrado, pues es necesario un
medio 4dcido para la formacién de la arsina correspondiente.

En la Figura 19 se registra el perfil cromatografico obtenido para DMAA
utilizando NaOH como eluyente:
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Figura 19.- Perfil cromatogrifico para el DMAA (NaOH 1 M).
Se puede observar que en los primeros 50 mL ain no aparece el compuesto,
pudiendo ser desechado este volumen. Sin embargo se ha producido un aumento en

el pH en la columna (lo cual se observa a simple vista por un cambio de color en
la resina, que pasa de un naranja claro a un naranja més intenso), que permite que
el DMAA se encuentre libre y sea eluido en los 30 mL siguientes.

La recuperacion media de la especiec DMAA obtenida tras andlisis por
quintuplicado de la elucion de una disolucion de 12 pg/L de dicha especie fue del
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92%. El coeficiente de variacion obtenido en estas condiciones fué del 4,2%.

Proponemos por tanto como disolucion eluyente de DMAA, NaOH 1 M, por
motivos de:

- sencillez del método, que supone la eliminacién de la fase de evaporacion.
- aumento de la recuperacion.

- mayor reproducibilidad.

Separacién de As(III) y As(V):

La fraccion de 22 mL de HCI 0,5 M procedente de la resina catiénica que
contiene las especies de As inorganico, As(IIl) y As(V), se pasa por la columna
empaquetada con la resina aniénica Dowex 1X8. Previamente se ajusta el pH de
esta primera fraccion a un valor aproximado de 5,2, valor que se encuentra dentro
del margen de estabilidad de la columna.

Se determina el contenido de arsénico total del eluido obtenido al pasar la
fraccion que contenia el arsénico inorgdnico, comprobadndose, al dar una sefial de
absorbancia totalmente similar al de una disolucién de 12 ug/L. de As(III) sin
especiar por la columna, que el arsénico trivalente no quedaba retenido en la resina,
pasando directamente con la muestra.

Sin embargo, el As(V) queda retenido en la resina siendo necesaria su
elucién con disolventes. Tras probar posibles eluyentes, dcido tricloroacético 0,006
M, &cido tricloroacético 0,2 M, HCl1 0,5 M y HCI 0,2 M, elegimos éste dltimo por
motivos de estabilidad de la resina.

Para la obtencion del perfil de elucién de As(V), se pasan 30-40 mL de HCl
0,2 M a un flujo de 2 mL/minuto, y vamos coleccionando alicuotas de 2 mL del
mismo, que posteriormente medimos segun el procedimiento general por HG-EAA,
registrando la sefial de Absorbancia frente al volumen.
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En la Figura 20 se expone el perfil cromatogrifico obtenido, observandose

claramente la aparicién de un Gnico pico. La especie eluida es As(V), siendo
necesarios 16 mL de HC1 0,2 M para una recuperacion cuantitativa de la misma.
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Figura 20.- Perfil cromatogrifico para el As(V) (HCI 0,2 M).

- Influencia cantidad de resina catiénica empleada

Dado los volimenes elevados de algunos eluyentes (85 mL de NaOH 0,5 M)

decidimos intentar la separacion de las especies de As empleando menor cantidad

de resina, concretamente 6 gramos de resina cationica.

cada

Los perfiles cromatograficos, obtenidos con ésta cantidad de resina, para

especie se recogen en la Figura 21.

Se observa que la disminucién de la cantidad de resina cationica trae consigo

un solapamiento de los picos de As inorgdnico y MMAA.
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Las recuperaciones obtenidas con los voliimenes éptimos de cada eluyente
son:

- As inorganico: 12 mL de HCl 0,5 M, recuperacién 73-85 %.
- MMAA: 14 mL de H;0, recuperacién 66-85 %

- DMAA: 60 mL de NaOH 1 M, recuperacién 71-75 %.

Se produce ademas una disminucién de las recuperaciones de todas la
especies al disminuir la cantidad de resina. En el caso d¢ MMAA como hemos
comentado, la separacién no es completa y pequeiias variaciones en el flujo de
elucién, etc. hacen que el proceso no sea tan reproducible.

- Influencia del volumen de muestra

Para estudiar la influencia del volumen de muestra pasada a través de la
resina catiénica sobre el proceso de separacion, se emplean 50 mL de disoluciones
patrones acuosas que contienen las 4 especies, cuyas concentraciones son de: 0,3,
0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, y 5,0 pg/L.

Las conclusiones son las siguientes:

- El perfil de elucion de As inorganico es dependiente del volumen de
muestra. SOlo se retiene en la resina el 50 %' de las especies, aproximadamente. Al
registrar las absorbancias de los diferentes patrones eluidos, se obtiene la siguiente
curva de calibrado: y= 0,058 + 0,035 x, con un coeficiente de regresién de 0,991.

- Asimismo el perfil de elucion de MMAA es dependiente del volumen de
muestra, pues se observa que de forma aleatoria sale conjuntamente con As
inorganico.

- DMAA al quedar mds fuertemente retenido en la columna, es la especie
menos dependiente del volumen de muestra. Se obtiene la siguiente curva de
calibrado: y= 0,035 + 0,061 x , con un coeficiente de regresiéon de 0,991.
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Adicionalmente, se realizé un ultimo estudio empleando 4 mL de disolucio-
nes acuosas patrones de concentraciones 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, y 6,0 ug/L
de cada especie de As. Se observaron altos rendimientos de As inorganico (incluso
del 150 %) y bajos rendimientos en MMAA debido a problemas de solapamiento
de estas especies.

De hecho, investigamos de nuevo el cromatograma obtenido con 4 mL de
una solucién patrén que contenia sélo As inorganico, y con 4 mL que contenia sélo
la especie MMAA, existiendo en la alicuota de 14-16 mL. solapamiento de ambas
especies.

De nuevo, incluso un aumento tan sélo de 2 mL de muestra, es suficiente
para producir cambios en las eluciones de estas especies, requiriéndose en todo
caso, el empleo de mayor cantidad de resina que permita un proceso separativo mas
lento, maés eficaz.

En la Figura 22 se resumen los perfiles cromatogrificos de las especies
arsenicales separados a través de la resina catiénica, con los eluyentes elegidos.

16.2.3. PROCEDIMIENTO
A la vista de los resultados obtenidos, se propone el siguiente procedimiento:

En el caso de muestras con mayores contenido de As, se pasan por
triplicado 2 mL de muestra (pH 2,5-7,0) a través de la resina catiénica. La columna
se eluye con 22 mL de HCl 0,5 M (Fraccién I: As inorgdnico), seguido de 24 mL
de H,0 Milli-Q (Fraccion II: MMAA). En ambos casos la velocidad de flujo es
de 2 mL/minuto. Posteriormente, se pasan 80 mL de NaOH 1 M, a un flujo de 3-5
mL/minuto, desechdndose los primeros 50 mL y recogiéndose los 30 mL restantes
(Fracci(’)n III: DMAA) (Figura 23).

En el caso de muestras con bajas concentraciones de arsénico total, para la
determinacion de DMAA se someten al proceso de separacién voliimenes superiores
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de muestra, entre 10-25 mL (Figura 24).

Las fracciones recogidas se analizan por EAA sistema de hidruros, frente
a patrones de As(Ill), MMAA y DMAA.

La fraccién I que contiene el As inorginico se utiliza para la separacion de
As(Ill) y As(V) mediante intercambio aniénico fuerte. El As(IIl) no queda retenido
en la resina, y el As(V) se eluye con 16 mL de HC1 0,2 M el As(V) (Figura 25).

Las fracciones eluidas I, II y III se determinan por HG-AAS, cuantificando
frente a disoluciones patrén de As(Ill), MMAA y DMAA.
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FIGURA 22.-  Perfiles cromatograficos de As ixiargénmi;o, MMAA y DMAA |
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16.2.4. CALIBRACION GENERAL DEL METODO

- Linealidad de la respuesta

Para optimizar el procedimiento de calibracién, teniendo en cuenta las etapas
~ de separacién de las cuatro especies por ambas resinas, se preparan por triplicado
disoluciones patrones (pH 4,5-4,7) de As inorganico y MMAA a diferentes
concentraciones: 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 30 ug/L.

Se toman 2 mL de cada una de estas disoluciones a las que se aplica el
procedimiento general de especiacién, de acuerdo con los perfiles cromatogréficos,
y se compara la absorbancia obtenida para cada especie con la de disoluciones en

las que se omite el procedimiento cromatogrifico.

Para la calibracion de la especie DMAA hemos empleado volumenes de 25
mL de disoluciones patrones de concentraciones: 0,6, 1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 90y 12,0
ug/L.

En las Figuras 26, 27 y 28 se exponen los resultados obtenidos, observando-

se -en todos los casos un comportamiento lineal de la absorbancia frente a la

concentracion de cada especie del elemento.

Las ecuaciones de las diferentes rectas de regresion obtenidas a partir de las
disoluciones patrones sin especiar (a), y habiendo sido sometidas al proceso
cromatografico (b) son las siguientes:

As inorganico

-(a@): Y = 0,0038 X + 0,041 r = 0,996

-(b): Y =0,0037 X + 0,037 r =099
MMAA

-@): Y

It

0,0024 X + 0,017 r = 0,995
-(b): Y =0,0020X + 0,022 r =091
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DMAA

-(a): Y

0,0084 X + 0,039 r = 0,998
-(b): Y = 0,0078 X + 0,045 = 0,998

De igual forma, para ver la linealidad del método de separacién de As(III)
y As(V), empleamos disoluciones patrones de ambas especies de concentraciones
entre 2 y 30pg/L en 22 mL de HC1 0,5 M, con un pH ajustado de 5,3-5,5, que
se hacen pasar por la resina aniénica. Se representa la sefial obtenida para cada
~ especie frente a concentracion, haciendo lo mismo a partir de disoluciones patrones
en las que se omite el proceso cromatografico (Figuras 29 y 30)

Se obtienen las siguientes rectas de calibrado:
As (IIT

-(@: Y =0,0019X + 0,041 r = 0,990

-(b): Y =0,0022X + 0,029 r = 0,99
As (V)

-(@a: Y =0,0028X + 0,015 r = 0,99

-(b): Y =0,0023 X + 0,027 r = 0,993

- Validacion de la recuperaciéon del método

Para determinar la recuperacion absoluta de las diferentes especies en el
rango de concentraciones esperado en muestras ambientales, se ha empleado el
método de Peng y cols. (1990). Consiste en calcular el cociente de la pendiente de
la recta de calibrado externo y la correspondiente a los patrones de las diferentes
especies eluidas por el procedimiento descrito.
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De acuerdo con ésto, las recuperaciones globales de cada especie, en el
rango de concentraciones estudiado, son las siguientes:

- As inorganico: 99,5 %
- As (II): 110,0 %

- As (V): 82,5 %

- MMAA: 86,0 %

- DMAA: 92,5 %

En todos los casos las recuperaciones exceden el valor minimo establecido
del 75 % para la validacion de un método.

Podemos observar que los cocientes de ambos gréficos estdn préximos a la
unidad, por lo que no existen diferencias significativas entre ambos tipos de
representaciones y que en posteriores determinaciones, la simple interpolacién en
la calibracién externa convencional puede ser suficiente para obtener estimaciones
exactas y seguras de las especies. )

- Sensibilidad

De acuerdo con la definicion cldsica de sensibilidad, que tiene en cuenta la
pendiente de la recta de regresion, el método global propuesto es mds sensible para
As inorgdnico. Para cada una de las restantes especies, la sensibilidad del método
es similar.

- Limites de deteccién

Los LOD en unidades de concentracion (ug/L) para cada especie son los

siguientes:
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- As inorgdnico: 0,6
- As (IID): 2,1

- As (V): 3,7

- MMAA: 2,0

- DMAA: 0,7

Los limites de deteccién obtenidos para de las cuatro especies son similares
a los reportados por otros autores que emplean técnicas acopladas, mucho mds
rdpidas y precisas, pero menos asequibles y disponibles para un laboratorio medio.

- Precisi6n
La repetitividad se evalda por andlisis por quintuplicado de una muestra real

de agua de la red adicionada con 12 pg/L de cada especie en el mismo dia. La 7
Tabla 22 muestra los resultados obtenidos.

Los coeficientes de variacion oscilan entre 5,2% para MMAA y 13 % para
DMAA.

La reproducibilidad se determin6 por andlisis por quintuplicado de la misma
muestra, adicionada con 12 ug/L de cada especie, pero en tres dias diferentes. Se
observa un ligero aumento de la variabilidad de los resultados, pero los valores de
los coeficientes de variacién nunca sobrepaéaron el limite del 15% considerado

como aceptable.

Dado que para la especie As(V) los diferentes parametros analiticos del
método (recuperacion, limite de deteccidn, precision) son un poco mas bajos que
para As(III) o As inorganico, decidimos calcular los contenidos de esta especie en
las muestras estudiadas, por diferencia entre las concentraciones de As inorganico
y As(III).
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Tabla 22.- Repetitividad y reproducibilidad del método de especiacion (12 pg/L
de cada especie).

ESPECIE REPETITIVIDAD? REPRODUCIBILIDAD®

Abs. media + ds CV (%) Abs. media + ds CV (%)

As inorg. 0,083 + 0,005 6,5 0,090 + 0,006 6,7
As(III) - 0,062 + 0,005 8,0 0,060 + 0,006 10,0
As(V) 0,054 + 0,007 13,0 0,050 + 0,006 - 12,0
- MMAA 0,049 + 0,003 5,2 0,048 + 0,004 85
DMAA 0,054 + 0,006 11,0 - 0,047 + 0,005 | 10,6

* Media de 5 réplicas.
® Media de 5 réplicas.

En los casos en que s6lo se requiere obtener informacion sobre la
concentracién de As inorganico, y especies metiladas, se puede prescindir de la
separacion por resina anionica, acortindose el tiempo de anilisis.
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Resultados

Segtin el procedimiento expuesto en el apartado 15.2.3, se ha determinado
el contenido de As total de muestras reales de agua de consumo, cervezas, vinos,
zumos, leches, caldos y muestras de orina procedentes de sujetos sanos.

Una vez validado el método de especiacion de As, se aplica €l procedimiento
explicado en el apartado 16.2.3 para la determinacién de As inorgdnico, As(III),
As(V), MMAA y DMAA en las muestras anteriormente expuestas, con excepcion
de las muestras de leche, dado su bajo contenido en As total. También se han
especiado muestras de aguas residuales tomadas de la ria de Huelva.

El anilisis estadistico de los datos obtenidos se realizé con un paquete
estadistico CSS Statistica™ de Statsoft™, en ordenador Pentium PCI GMB-P541PS
(75 MH).

Contenido de As total

Para cada conjunto de muestras por separado, se indican los contenidos
encontrados de As total en ug/L. En las Tablas 23, 24, 25 y 26 se muestran los
valores medios y las desviaciones estindar de los resultados obtenidos para las
muestras de agua de consumo tomadas de 3 puntos diferentes de la red de las 4
provincias estudiadas. En la Tabla 27 se presentan los contenidos medios de As
total en aguas minerales. ”

En la Tabla 28 se ofrece el contenido de As (andlisis de la misma muestra
por triplicado), en aguas de pozo, manantial y en 2 muestras de agua de mar. S6lo
se ha tomado una Unica muestra, por localidad o manantial.
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En las Tablas 29, 30, 31 y 32 se exponen los datos obtenidos para el resto
de las muestras. En el caso de los caldos, los contenidos de As se expresan como
pg/g peso himedo de muestra. '

De cada tipo de muestra se calcula, como estadistica basica, la media y la
desviacion estdndar de los valores, la mediana y el rango en el cual oscilan (Tablas
33 y 34).

Contenido de las especies arsenicales

Posteriormente, se indican los resultados obtenidos para cada especie
arsenical (ug/L), por muestra analizada, en aguas no aptas paré el consumo
procedentes de la ria de Huelva (Tablas 35 y 36), en aguas procedentes de un
manantial del Poblado del Pintado (Tabla 37), Zumos (Tablas 38, 39, 40 y 41),
cervezas (Tablas 42 y 43), vinos (Tablas 44, 45, 46), caldos (Tablas 47, 48, 49 y
50) y orina (Tabla 51).

En las mismas se consigna la concentracion total de arsénico calculada por
suma de las concentraciones de las diferentes especies obtenidas por el método
propuesto, As total (suma), y los valores de As total obtenidos por medicion
directa, por el método de adiciones estdndar, As total (directo). 4

De forma paralela a la variable As total, como estadistica bdsica, se calcula
la media, desviacién estindar, mediana y rangos, por tipo de muestra especiada,
para las variables As inorgdnico, As(IIl), As(V), MMAA y DMAA (Tablas 52-71).

(SR C R o JR e IR ol &

Para facilitar la exposicién de estos resultados, se ha calculado el porcentaje
de muestras que presentan unos determinados niveles de las variables considera-
das.
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En el caso de As total, la distribucién de los contenidos en el conjunto de
las muestras de agua procedentes de la red se muestra en la Figura 31, en funcin
de la provincia en concreto en la qﬁe se hayan tomado. No se han considerado las
muestras recolectadas en la provincia de Mélaga por ser un niimero muy reducido.
Al ser las aguas de la red las muestras de menor contenido de As total, los
intervalos de concentraciones considerados han sido: desde no detectado hasta 0,50
pg/L, de 0,51 a 1,00, de 1,01 a 2,00 y de 2,01 a 3,00 ug/L.

La distribucién porcentual de los contenidos de As total se considera también
para el resto de las muestras (Figura 32), siendo los intervalos de concentracion
superiores. No se consideran las muestras de caldo por estar expresados sus

_contenidos en diferentes unidades de magnitud (ug/g). Tampoco se consideran las
aguas residuales ni aguas de manantial por proceder las mismas de un unico sitio
determinado de muestreo; por razones similares no se tienen en cuenta las muestras
de orina, ya que el origen de las mismas también es comiin, sujetos sanos no

expuestos al elemento.

Para las especies arsenicales, se representa la distribucién del porcentaje de
muestras que poseen un contenido dentro de determinados rangos de concentracién
en funcién del tipo de muestra especiada (Figuras 33-39).

A continuacién se observa cual es la distribucion de frecuencias de. las
variables en cada tipo de muestra. Para ello se supuso que la distribucion era
normal, gamma, lognormal, exponencial, etc, y luego se contrastd la bondad del
ajuste de los datos a su distribucion usando el criterio Chi-cuadrado (Akhnazarova
y Kafarov, 1982). ‘

El resultado fué el siguiente:

- Los contenidos de As total en vinos se distribuyen normalmente, en zumos
lo hacen de modo lognormal, en cervezas de forma gamma, y en el resto de las
muestras no se ajustan a ninguna distribucién continua tipica.
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- Los contenidos de As inorgdnico siguen una distribucion normal en €l caso
de las cervezas, lognormal para los zumos, y no se ajusta a ninguna distribucién
continua tipica en el resto de las muestras.

- Los niveles de As(Ill) y As(V) no se ajustan a ningima distribucion
continua tipica en todos los grupos de muestras.

- La distribucién de los contenidos d¢ MMAA en los vinos es normal, en -
las aguas residuales es lognormal, y en el resto de las muestras no se ajusta a
ninguna distribucién continua tipica.

- Por dltimo, los contenidos de DMAA en cervezas se distribuyen de forma
gamma, y para el resto de las muestras no siguen ninguna distribucién continua

tipica.

Por ello, los criterios que se aplican para establecer diferencias entre los
tipos de muestra para una variable se basaron, por cuestiones de uniformidad, en
métodos estadisticos no-paramétricos, como son los ensayos Mann-Whitney y

Kolmogorov-Smirnof.

También se ha considerado la posible influencia de algunos factores sobre
los niveles de las distintas variables, en algunos tipos de muestra. Estos factores
son:

1- Para aguas de la red: provincia de muestreo.
2- Aguas de consumo: fuente (red, manantial, pozo, mineral).
3- Aguas residuales: marea (alta, baja).

4- Zumos: materia prima empleada para su elaboracién (naranja, pifia, pifia

y uva, melocotén y uva).

5- Cervezas: contenido en alcohol (con/sin alcohol).

288



Resultados

6- Vinos: grado de fermentaciéon (mostos, vinos de mayor grado de
fermentacion).

7- Caldos: materia pﬁma empleada (ave, carne, pescado).

Los datos correspondientes a cada variable se agrupan en series: conjuntos
asociados a los niveles de los factores considerados.

Por tanto cuando las variables sigan una distribucién normal (ej: As total
para vinos), se aplica el ensayo t-Student, mientras que en el resto de los casos se
aplican los ensayos antes mencionados no-paramétricos de Mann-Whitney y
Kolmogorov-Smirnof.

Veamos suscintamente el fundamento de estos ensayos no parameétricos:

Los métodos estadisticos no-paramétricos son aquellos que no requieren la
especificacion de una distribucion modelo para la variable en observacion.

La hipétesis nula que se establece es que no hay diferencia significativa en
los contenidos de las variables en dos tipos de muestra (por ejemplo entre cervezas
y vinos), es decir que los valores observados pertenecen a una unica poblacién.

Se estudian dos contrastes no paramétricos para la hipétesis nula de igualdad
de dos poblaciones independientes, expresada ésta, bien mediante las funciones de
distribucién, H;: F(X) = G(X), siendo F y G las funciones de distribucién de la
variable aleatoria en cada una de las poblaciones a comparar, o bien mediante la
igualdad de las medianas poblacionales, H,: m, = m,, siendo m, y m, las medianas
de la variable aleatoria en cada una de las dos poblaciones.

El ensayo de Mann-Whitney requiere que la distribucion F y G sean
continuas, y se basa en la igualdad de las medianas, H,: m, = m,. Asi pues, para
un nivel de significacién fijado, en nuestro caso «=0,05 (5%), la hipétesis nula se
acepta si el nivel de significacién encontrado es mayor de 0,05 (p > 0,05).
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El método de Kolmogorov-Smirnof se aplica para comparar dos tipos de
muestras aleatorias con diferente mimero de datos, y siendo F(x) y G(x) las
funciones de distribucién empiricas. Se basa en que para un nivel de significacién
de 0,05, l1a hipétesis nula, H;: F(X) = G(X), se acepta si el nivel de significacién
es mayor del 5% (o), (p > 0,05).

En general, en estos ensayos no paramétricos, el "poder", definido éste
como la probabilidad de que una hipétesis nula falsa sea rechazada, puede ser
inferior al ensayo paramétrico correspondiente, pero la diferencia s6lo se presenta
en casos muy excepcionales (Miller y Miller, 1995).

Los contrastes de distribucion de contenidos de la variable As total se
realizan primero en un mismo tipo de muestra, segiin los factores anteriormente
mencionados (Tablas 72-75).

Una vez determinada si los datos pertenecen a una misma poblacion, se
determina si existen o no diferencias significativas en los contenidos para muestras
de diferente naturaleza (Tabla 76).

Este mismo proceder se sigue para el resto de las variables: As inorgéanico
(Tabla 77 y 78), As(IIl) (Tablas 79 y 80), As(V) (Tabla 81), MMAA (Tablas 82
y 83) y DMAA (Tabla 84).

Los resultados de estos mismos ensayos no paramétricos, para las muestras
de caldo y aguas residuales, se exponen de forma separada (Tablas 85 y 86).

L

Por ultimo, y teniendo en cuenta la mediana (ug/L) como medida
representativa del contenido de las diferentes especies arsenicales, se calcula cudl
es el porcentaje de contribucién de cada especie (%) al contenido total de As
(Figuras 40-45). Ello nos dd una idea mds clara de la especie predominante, por
tipo de muestra considerada.
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Cilculo de la ingesta diaria

Una vez conocidos los niveles de As total y de cada una de sus especies en
las muestras estudiadas, se calcula la ingesta diaria por persona. Para ello, se ha
hecho uso de los datos de consumo de alimentos y bebidas en Andalucia del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (1990).

Los consumos medios de los grupos de alimentos analizados son los
siguientes:

- Aguas minerales: este grupo comprende las aguas mineralo-medicinales,
aguas minerales naturales, las de manantial y las preparadas. El consumo estimado
en Andalucia es de 6,46 L/afio, mientras que el total nacional es considerablemente
mayor, 20,73 L/afo.

Con respecto al consumo de aguas de la red, muy' difundido en nuestra
comunidad, no aparecen datos, por lo que nosotros hemos considerado un valor de
2 L/dia.

- Leche: el consumo medio por persona en Andalucia es de 90,98 L/afio,
muy similar al establecido para el pais en su totalidad, 99,99 L/afio.

- Bebidas analcohdlicas: incluye los zumos de uva-mosto (zumos y '
néctares procedentes de la uva que no hayan fermentado. No se incluyen en este
apartado los vinos jovenes), y los zumos de otras frutas y hortalizas. Para los
primeros se establece un consumo en Andalucia de 1,40 L/afio, algo superior a los
0,77 L/afo para el total de la nacién. Para los zumos de otras frutas y hortalizas,
en nuestro caso zumos de naranja, pifia, pifia-uva y melocoton-uva, el valor es de
12,81 L/afio para Andalucia y 8,34 L/afio para el pais en su totalidad.

- Cerveza: el consumo por persona establecido para Andalucia es de 21,49
L/afo, el cual es notablemente superior al total nacional, 12,11 L/afio.
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- Vinos: Para los vinos de mesa (vinos de uso comun, principalmente en
la comida; en nuestro caso, vinos blancos de mesa y mostos como ejemplo de vino
jéven), el consumo por persona es de 9,8 L/afio en Andalucia, algo menor que el

de la totalidad del pais, 14,33 L/afio.

Con respecto a los vinos finos, clasificados como parte del grupo de "otros
vinos", el valor es de 1,11 L/afio para nuestra regién, mientras que el total de la
nacion es inferior, 0,62 L/afio.

- Caldos: se incluyen dentro del grupo de alimentos considerado como platos
preparados, en concreto como sopas y cremas preparadas. El consumo medio por
-persona/afio para Andalucia es de 3,02 Kg/afio, valor muy similar al establecido
para el pais, 3,37 kg/afio.

Las Tablas 87 y 88 muestran los valores estimados de la ingesta diaria de
As total y de cada una de sus especies por persona, a partir del consumo de las
muestras analizadas, utilizando para los cdlculos la mediana como la mejor medida
de la tendencia central de los resultados.

La ingesta total de As (directo), a partir del consumo medio de bebidas por
la poblacién andaluza es de 2,9 pg/persona/dia, valor exactamente igual a la ingesta
obtenida a partir de los datos de As total, como la suma de las especies individua-
les.

La ingesta de As inorgédnico, sin tener en cuenta el aporte del consumo de
agua de manantial, es de 0,44 ug/persona/dia. En un caso, hipotético‘ y extremo,
de consumo de agua de manantial (muestras de agua con mayor contenido en As
total, siendo el agua una fuente importante del elemento, por su alto consumo) se
llegaria a una ingesta de As inorgdnico de 31,8 ug/persona/dia.

A la vista de los valores obtenidos, en las Figuras 46 y 47 se representa la
contribucién de cada tipo de muestra (%) a la ingesta calculada de As total y de As

inorgénico, respectivamente.
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Posteriormente y debido a que el consumo de los diferentes grupos de
alimentos y bebidas considerados varia enormemente de forma interindividual, en
un intento de acercarnos a la realidad, consideramos distintos grados de exposicién
en base a la magnitud del consumo. Asi, para cervezas consideramos tres tipos de
consumidores (Repetto, 1995a; Srikanth y cols., 1995):

- aquellos que consumen al menos 0,2 L (1 cafa) al dia. _

- aquellos que toman hasta 0,6 L (3 caifias) al dia. |

- los grandes consumidores, aquellos que consumen al menos
10L/semana.

En los casos de los mostos y vinos de mesa, se considera la posible ingesta
de 2 copas/dia (0,14 L/dia) y 1 L/dfa.

Por altimo, para los vinos finos se toman los valores de consumo de 0,05
L (1 copa)/diay 0,1 L (dos copas)/dia.

Los resultados obtenidos se exponen en las Tablas 89 y 90.

Con estos datos, en el caso de consumidores de cerveza, la ingesta de As
total alcanzaria los 4,01, 7,17 y 14,28 ug/persona/dia, respectivamente; y la ingesta
de ‘As inorganico seria de 0,76, 1,68 y 3,75 ug/persona/dia.

Para consumidores de vinos la ingesta de As total y As inorgénico seria:

- consumidores de mosto: 3,66 6 9,42 ug/persona/dia de As total, y de 0,62
y 2,00 pg/persona/dia de As inorgéanico.

- consumidores de vino blanco de mesa: 3,87 y 11,00 pg/persona/dia de As
total, y 0,50 y 0,93 ug/persona/dia de As inorgénico.

- consumidores de fino: 3,37 y 3,97 ug/persona/dia de As total. La ingesta
de As inorgdnico no se veria modificada.
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Tabla 23.- Contenido de arsénico total en aguas de la red de la provincia de Sevilla

(ug/L).
LOCALIDAD PUNTO RED MEDIA DESVIACION
- ; ; ESTANDAR
'EMASESA 0,72 | 068 | 0,61 0,67 0,06
LOS MOLARES | 048 | 043 | 0,38 0,43 0,05
CARMONA - ND | ND | ND ND -
LEBRIJA 095 | 1,00 | 097 1,00 0,07
AZNALCOLLAR | ND | ND | ND ND -
VILLAVERDE 0,54 | 049 | 0,71 0,58 0,11
DEL RIO |
TOCINA ND | 053 | 0,48 ND -
LORADELRIO | 042 | 051 | 062 | 052 0,10
CONSTANTINA | 049 | 050 | 0,52 0,50 0,01
MARTINDELA | ND | 040 | 0,38 ND | -
JARA |
CASARICHE ND | ND | ND ND -
ECUA 0,50 | 0,45 | 0,43 0,46 0,04
ND: < 0,37.

Nota: A efectos de referencia se dan los limites
establecidos por la Reglamentacién Técnico-Sanitaria
para el Abastecimiento y Control de la Calidad de
Aguas Potables de Consumo Publico (BOE 20 Septiembre
1990).
Nivel Méximo Permitido= 50ug/L.
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Tabla 24.- Contenido de arsénico total en aguas de la red de la provincia de Huelva

(ng/L).

POBLACION PUNTO RED MEDIA | DESVIACION

. ; 3 ESTANDAR

HUELVA CAPITAL | 0,38 ND ND ND -
PUNTA UMBRIA ND ND ND ND -
EL ROMPIDO 0,85 0,78 | 0,86 0,81 0,05
GIBRALEON 0,79 0,74 0,80 0,80 0,03
THARSIS (Dique) 1,09 - - 1,09 -
LA PALMA DEL 1,62 1,86 1,56 1,68 0,16
CONDADO
BOLLULLOS DEL ND ND ND ND -
CONDADO
LOS SILOS 0,81 0,65 | 0,73 0,76 0,08
(LA ZARZA)
CALANAS ND 0,50 0,43 ND -
EL CERRO DEL 1,49 1,27 1,33 1,36 0,12
ANDEVALO
RIO TINTO 0,63 0,65 | 0,61 0,63 0,02
VALDELAMUSA 0,55 | 0,58 | 0,56 0,56 0,01
SAN TELMO 0,72 | 0,85 | 0,75 0,77 0,07
VALDEZUFRE 1,34 | 0,75 1,01 1,03 0,30
LOS MARINES 0,43 | 048 | 048 0,46 0,03
ARACENA 0,40 | 0,45 | 0,42 0,42 0,02
CORTEGANA ND 0,47 | 0,63 ND -
AROCHE 1,13 1,15 | 6,02 2,77 2,82
CUMBRE DE SAN ND | ND | ND ND -
BARTOLOME
LEPE 1,02 1,03 | 0,9 1,00 0,05
ENCINASOLA 049 | 045 | 0,41 0,45 0,03
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Tabla 25.- Contenido de arsénico total en aguas de la red de la provincia de Cadiz

(ng/L).
POBLACION PUNTO RED MEDIA | DESVIACION
) ; ; ESTANDAR
CADIZ CAPITAL 0,99 | 09 | 091 0,95 0,04
JEREZ , ND ND ND ND -
PUERTO DE S* ND ND ND ND -
MARIA
SANLUCAR DE 0,46 | 0,46 | 0,41 0,44 0,03
BARRAMEDA
ARCOS DE LA ND ND ND ND -
FRONTERA
ESPERA 0,59 | 0,60 | 0,58 0,59 0,01
VILLAMARTIN ND ND ND ND -
PUERTO SERRANO - | 0,44 | 0,43 | 0,41 0,43 0,01
ALGODONALES ND ND ND ND -
PRADO DEL REY ND ND ND ND -
EL BOSQUE ND ND ND ND -
GRAZALEMA 0,39 | 0,47 | 0,40 0,42 0,01
UBRIQUE ND ND ND ND -
ALGECIRAS 0,85 | 0,84 | 0,90 0,86 0,03
EL CUERVO 0,70 | 0,68 | 0,67 0,69 0,01
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Tabla 26.- Contenido de arsénico total en aguas de la red de la provincia
de Malaga (ug/L).

PROVINCIA DE PUNTO RED MEDIA DESVIACION
MALAGA ESTANDAR
1 2 3

CORTES DE LA 0,46 0,67 0,60 0,57 0,11

FRONTERA

BENAOJAN ND ND ND ND -

RONDA ND ND ND ND -

MIJAS 0,55 | 055 | 0,51 0,54 0,03

TORREMOLINOS | 0,41 ND 0,57 ND -

Tabla 27.- Contenido de arsénico total en aguas minerales (ug/L).

AGUA MINERAL MUESTRA MEDIA = | DESVIACION

ESTANDAR
1 2 3

LANJARON 1,05 0,95 1,01 1,00 0,05

BEZOYA 0,59 0,50 0,54 0,54 0,05

FONTBELLA ND ND ND ND -

VILADRAU ND ND ND ND -

FONTOIRA 0,45 0,43 0,49 0,46 0,03

AGUA MINERAL | 0,48 - - 0,482 -

MIJAS
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Tabla 28.- Contenido de arsénico total en aguas de pozo y manatial (ug/L).

AGUAS DE POZO Contenido
Pozo Villaverde del Rio (Sevilla) 1,63
Pozo Mairena del Alcor (Sevilla) 0,54
Pozo Utrera (Sevilla) 0,42
Pozo Coria del Rio (Sevilla) 0,76
Tharsis (Pozo) 1,33
Pozo Puerto St? Maria (Cadiz) ND
AGUAS DE MANANTIAL Contenido
Manantial Villaverde del Rio (Sevilla) 0,40
Manantial Carmona (Sevilla) 0,66
Manantial Carmona (Sevilla) 0,82
Manantial San Telmo (Huelva) 0,44
Manantial Grazalema (Cidiz) 0,40
Manantial Mijas (Malaga) 0,51
Manantial Torremolinos (Mailaga) 0,67
Manantial Poblado El Pintado. (Sevilla) 28,00
AGUAS DE MAR Contenido
Sanlicar de Barrameda (Cidiz) 3,60
Torremolinos (Mélaga) 1,08
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Tabla 29.- Contenido de arsénico total en muestras de zumos (ug/L).

MUESTRA MEDIA + DS
1 2 3

ZUMOS NARANJA
Zumo 1 32 4,1 4,8 4,0 + 0.8
Zumo 2 2.4 3,4 4,4 3,4+ 1,0
Zumo 3 8,1 4.8 2,8 53 + 2,7
Zumo 4 3,0 3,6 43 3,6 + 0,7
Zumo 5 4.4 5,9 2,6 43 + 1,7

ZUMOS MELOCOTON UVA
Zumo 1 3,7 6,7 3,9 4,8 + 1,7
Zumo 2 6,9 53 3,6 53+ 1,7
Zumo 3 4,1 8,7 4,0 56 + 2,7
Zumo 4 4,3 4,7 4,1 4,4 +0,3

| ZUMOS PINA

Zumo 1 5.1 - - -

Zumo 2 4,6 - - -

Zumo 3 3,6 - - -

Zumo 4 2,5 - - -

ZUMOS PINA UVA

Zumo 1 11,2 - - -

Zumo 2 2,3 - - -

Zumo 3 11,6 - - -

Zumo 4 4,7 - - -




Tabla 30.- Contenido de arsénico total en muestras cerveza y leche (ug/L).

MUESTRA MEDIA + DS
1 2 3
CERVEZA
Cerveza 1 5.0 972 7,9 7,3 + 2,1
Cerveza 2 5,3 7,4 5,4 6,0 +1,2
Cerveza 3 7,6 4,8 4,9 57+ 1,6
Cerveza 4 2,2 3,6 1,7 2,5+ 1,0
Cerveza 5 8.9 6,9 8,1 8,0+ 1,0
LECHE
Leche 1 ND 3,1 4,5 2,5+23
Leche 2 5.4 ND 1,8 2,4 +2,7
Leche 3 2,5 ND 1.9 1,5+ 1,3
Leche 4 5,7 2,7 2,9 3,8+ 1,7
Leche 5 1,9 3,1 3,0 2,7+£0,7
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Tabla 31.- Contenido de arsénico total en muestras de mostos, vinos blancos de
mesa y finos (ug/L).

MOSTOS  VINOS DE MESA FINOS
1 5,1 8,0 7,1
2 2,4 5,5 11,1
3 6,2 8,6 12,4
4 3,9 8,0 8,6
5 9,4 4,9 10,1
6 10,0 11,2 10,0
7 9,5 14,6 14,4
8 7,2 10,4 5,5
9 - 4,5 12,8
10 - 8,9 2,1

Tabla 32.- Contenido de arsénico total en muestras de caldos (ng/g).

PESCADO CARNE AVE VEGETAL
1 0,140 0,017 0,015 0,074
2 0,084 0,037 0,031 -
3 0,094 0,032 0,034 -
4 - - 0,029 -
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Tabla 33.- Estadistica descriptiva basica de la concentracion de arsénico total en aguas

de consumo (ug/L).

Muestra . n Media + ds Mediana Rahgo
AGUA DE LA RED 53 046 + 0,53 0,44 10,00 - 2,77
Sevilla 12 0,35 +034 0,45 0,00 - 1,00
Huelva 21 0,69 + 0,68 0,63 0,00 - 2,77 -
Cidiz 15 029 + 0,35 0,00 0,00 - 0,95
Malaga 5 0,22 + 0,31 0,00 0,00 - 0,58
AGUA MINERAL 6 0,41 + 0,38 0,47 0,00 - 1,00
AGUA DE 8 3,99 + 9,71 0,59 0,40 - 28,01
MANANTIAL
AGUA DE POZO 6 0,78 + 0,60 0,65 0,00- 1,63
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Tabla 34.- Estadistica descriptiva bdsica de la concentracién de arsénico total (ug/L).

Muestra n Media + ds Mediana Rango
ZUMOS 32 5,63 + 3,23 4,80 0,90 - 15,60
Naranja 15 4,31 + 1,87 4,00 0,90 - 8,10
Melocotén-uva 9 7,79 + 3,75 6,70 4,40 - 15,60
Pifia 4 3,95 + 1,15 4,10 2,50 - 5,10
Pifia-uva 4 7,45 + 4,67 7,95 2,30 - 11,60
LECHE 5 2,58 + 0,89 2,50 1,50 - 3,80
CERVEZA 26 7,82 + 4,91 7,50 1,50 - 28,40
Con alcohol 16 6,56 + 2,71 7,15 1,50 - 12,40 -
Sin alcohol 10 9,84 + 6,88 8,85 4,40 - 28,40
VINOS 28 8,30 + 3,33 8,60 2,10 - 14,60
Mostos 8 6,71 + 2,81 6,70 2,40 - 10,00
Mesa 10 8,46 + 3,10 8,30 4,50 - 14,60
Finos 10 9,41 + 3,71 10,05 2,10 - 14,40
CALDOS® 11 0,053 + 0,039 0,034 0,015 - 0,140
Pescado 3 0,106 + 0,030 0,094 0,084 - 0,140
Carne 0,029 + 0,010 0,032 0,017 - 0,037
Ave 4 0,027 + 0,008 0,030 0,015 - 0,034
" uglg.
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Tabla 35.- Concentraciéon de las especies de arsénico en aguas residuales (marea alta) (ug/L).

MUESTRA As inorg As (III) As (V) MMAA DMAA As total As total

(suma) (directo)
n° 1 99,0 66,5 32,5 5,0 7.5 11,5 106,2
n° 2 71,5 61,7 9,8 19,5 7,5 98,5 113,6
n° 3 96,8 57,2 29,0 30,0 12,5 139,3 124,7
n° 4 55,2 30,0 25,2 30,5 256,0 341,7 335,7
n° 5 92,7 74,0 18,7 42,0 40,2 174,9 217,2
n° 6 94,3 66,3 28,0 110,0 115,6 319,9 294,1
n® 7 50,1 27,2 22,9 4,4 11,9 66,4 62,4
n° 8 54,2 32,7 21,5 14,9 ND 69,1 674
n°9 48,6 36,5 12,1 9,3 6,0 63,9 69,3
n° 10 57,7 33,3 24,4 12,6 9,3 79,6 81,4
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Tabla 36.- Concentracion de las especies de arsénico en aguas residuales (marea baja) (ug/L).

MUESTRA As inorg As (I1II) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)
n°1 329,0 2451 83,9 120,0 154,0 603,0 643,4
n° 2 314,9 209,3 105,6 89,0 212,9 615,9 614,0
n°3 304,5 201,7 102,8 220,3 229,0 753,8 815,9
n° 4 716,2 408,3 307,9 335,0 531,9 1583,1 1827,0
n° s 307,0 125,0 182,0 161,5 34,7 503,2 532,7
n° 6 71,3 31,9 39,4 70,0 75,0 216,3 220,0
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Tabla 37.- Concentracion de las especies de arsénico en aguas de manantial (ng/L)

MUESTRA As inorg As (IID) | As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)
n° 1 16,2 9,1 7,1 5,2 0,7 22,1 24,7
n° 2 13,2 6,8 6,4 7,7 3,2 22,8 249
n° 3 18,2 6;4 11,8 5,6 ND 23,8 23,9
n° 4 15,6 5.4 10,2 9,2 0,7 25,5 25,1
n°s5 14,2 6,7 7.5 7.4 1,3 22,9 24,1
n° 6 15,8 1,7 14,1 4,5 ND 20,3 26,6‘
n°7 30,7 13.6 17.7 6.5 8.7 45.3 37.1
n° 8 12.5 14.5 ND 13.0 11.0 36.6 37.9
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Tabla 38.- Concentracién de las especies de arsénico en zumos de naranja (ug/L).

MUESTRA As inorg As (IIT) As (V) MMAA DMAA As total As total

(suma) (directo)
n° 1 ND ND ND ND ND ND 0,9
n° 2 1,1 ND ND 2,0 ND 3,1 2,7
n° 3 ND ND ND ND 3,4 3,4 2,4
n° 4 ND ND ND 2,0 ND 2,0 3,6
n°® s ND ND ND 3,3 ND 3,3 3,2
n° 6 ND ND ND 2,3 3,6 5.9 5,1
n® 7 2,0 2,1 ND 4,9 ND 6,9 7,3
n° 8 1,1 2,4 ND ND 4,6 5,7 5,9
n°9 2,4 ND ND 3,1 ND 5,5 4,8
n° 10 1,4 ND ND ND 6,1 7,5 8,1
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Tabla 39.- Concentraci(m de las especies de arsénico en zumos de pifia (ug/L). .

MUESTRA As inorg As (III) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)

n° 1 0,8 ND ND 2,0 2,1 4,9 5,1

n®?2 5.3 ND 5,3 ND 0,7 6,2 4,6

n° 3 4,1 ND 4,3 ND ND 4,1 3,6

n° 4 ND ND ND ND 1,5 1,5 2,5

Tabla 40.- Concentracién de las especies de arsénico en zumos de pifia-uva (ug/L).

MUESTRA As inorg As (IIT) As (V) | MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)

n° 1 7,5 ND 7,5 ND 5,1 12,6 11,2

n° 2 ‘2,9 ND ND ND ND 2,9 2,3

n°3 6,0 4,5 ND ND 7,7 13,7 11,6

n° 4 2,0 3,0 ND ND 3,6 5,6 4,7
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Tabla 41.- Concentracién de las especies de arsénico en zumos de melocotén-uva (ng/L).

MUESTRA As inorg As (IID) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)
n° 1 2,0 3.3 ND ND 4,1 6,1 7,0
n° 2 2,2 2,2 ND 3,7 0,8 6,7 8,7
n°3 2,1 3,2 ND 3,3 ND 5.4 6,7
n° 4 5,6 5,0 ND 2,0 6,7 14,4 15,6
n° s 0,9 2,5 ND 2,0 9,5 12,4 12,0
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Tabla 42.- Concentracién de las especies de arsénico en muestras de cerveza con alcohol (ug/L).

MUESTRA As inorg As(III) As(V) MMAA DMAA As Total As Total
(suma) (Directo)
1 ND ND ND 53 1,0 6,3 7,6
2 ND ND ND 2,6 1,3 3,9 3,6
3 1,6 2,1 ND 7,3 ND 8,9 9,2
4 4,3 2,6 ND 4,6 2,9 11,8 12,4
5 ND ND ND 2,7 ND 2,7 1,5
6 2,6 2,6 ND 5.4 ND 8,0 7,9
7 ND ND ND 4,3 5,2 9,5 9,0
8 ND ND ND 5;8 2,6 8,4 7.4
9 ND ND ND 3,7 1,6 53 4,8
10 3,3 4,0 ND 2,0 ND 5,3 5.1
11 2,0 2,1 ND 2,9 1,6 6,5 7,0
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Tabla 43.- Concentracion de las especies de arsénico en muestras de cerveza sin alcohol (ug/L).

MUESTRA As inorg As(III) As(V) MMAA DMAA As total As total

(suma) (directo)
1 5,2 6,5 ND 2,6 19,1 26,1 28,4
2 2,9 2,5 ND ND 0,7 3,6 4.4
3 2,3 3,5 ND 2,0 ND 4,3 4,4
4 4,9 6,5 ND 3,0 1,0 8,9 10,7
5 5,7 6,9 ND 3,0 0,7 9,4 8,6
6 5,6 4,5 ND 3,2 ND 8,8 9,1
7 2,0 3,5 ND 2,4 0,9 5,3 5,8
8 4,9 4,5 ND 2,9 1,0 8,8 9,1
9 3,9 5,5 ND 5,1 ND 9,0 9,5
10 0,6 ND ND 5,5 1,0 7,1 8,4
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Tabla 44.- Concentracién de las especies de arsénico en vinos de mesa blancos (ug/L).

MUESTRA As inorg As (IIN) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (adiciones)
n° 1 1,0 ND ND 6,9 ND 7,9 8,0
n® 2 1,0 ND ND ND 5,7 6,7 5,5
n° 3 ND ND ND ND 8,7 8,7 8,6
n° 4 ND ND ND 8,1 ND 8,1 8,0
n° 5 2,8 3,1 ND 2,0 0,7 5,5 4,9
n° 6 1,8 2,1 ND ND 10,4 12,2 11,2
n° 7 ND ND ND 5,1 8,9 14,0 14,6
n° 8 ND 3,8 ND 2,0 8,6 10,6 10,4
n°9 ND ND ND 2,0 2,6 4,6 4,5
n° 10 1,2 2,1 ND 4,7 2,7 8,6 8,9
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Tabla 45.- Concentracién de las especies de arsénico en vinos finos (ng/L).

MUESTRA As inorg As (I As (V) MMAA DMAA As total As total
| (suma) (adiciones)
n° 1 ND ND ND 7.4 ND 7,4 7.1
n° 2 ND 2,1 ND 9.6 ND 9’;6 11,1
n° 3 ND ND ND 7.1 6,7 13,8 12,4
n° 4 ND 2,1 ‘ND 4,5 3,6 8,1 8,6
n°s5 1,2 3.3 ND 6,7 ND 7,9 10,1
n®6 ND 2,6 ND 4,1 6.4 10,5 10,0
n® 7 ND ND 'ND 4,2 9,0 13,2 14,4
n° 8 ND ND ND 3,6 2,7 6,3 5,5
n®9 ND ND ND ND 15,1 15,1 12,8
n° 10 ND ND ND 2,0 ND 2,0 2,1
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Tabla 46.- Concentracién de las especies de arsénico en mostos de uva (ug/L).

MUESTRA As inorg As (IID) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (adiciones)
n° 1 1,4 ND ND 2,0 1,4 4,8 5,1
n° 2 1,8 ND ND ND 2,2 4,0 2,4
n° 3 2,9 ND ND ND 3,6 6,5 6,2
n° 4 ND ND ND 2,0 2,7 4,7 3,9
n°s 1,0 2,1 ND 2,0 8,3 11,3 9.4
n° 6 ND ND ND 2,5 7,4 9,9 10,0
n° 7 6,7 ND : 6,7 2,0 1,3 10,0 9,5
n° 8 2,9 ND ND 2,5 2,2 7,6 7,2
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Tabla 47.- Concentracién de las especies de arsénico en caldos de pescado (ug/g).

MUESTRA As inorg As (IID As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (adiciones)
n° 1 0,062 0,076 ND ND 10,088 0,150 0,140
n° 2 0,024 0,058 ND ND 0,056 0,080 0,084
n° 3 0,066 0,058 ND ND 0,014 0,080 0,094
Tabla 48.- Concentracién de las especies de arsénico en caldos de carne (ng/g).
MUESTRA As inorg As (II) As (V) MMAA DMAA As total As total
‘ (suma) (adiciones)
n° 1 0,017 0,025 ND ND ND 0,017 0,017
n° 2 0,021 0,019 ND ND 0,013 0,034 0,037
n° 3 0,034 0,041 ND ND ND 0,034 0,032
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Tabla 49.- Concentracién de las especies de arsénico en caldos de ave (ng/g).

MUESTRA As inorg As (IIT) As (V) MMAA DMAA As total As total
| (suma) (adiciones)

n° 1 0,013 0,017 ND ND ND 0,013 0,015

n° 2 0.015 ND ND 0.009 0,010 0,034 0,031

n° 3 0,029 ND ND ND ND 0,029 0,034

N" 4 0,013 0,019 ND 0,020 ND 0,033 0,029

Tabla 50.- Concentracién de las especies de arsénico en caldo de origen vegetal (ug/g).

MUESTRA As inorg As (IID) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (directo)

1 0,020 0,017 ND 0,029 0,017 0,066 0,074
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Tabla 51.- Concentracién de las especies de arsénico en orina (ug/L).

MUESTRA As inorg As (I1IT) As (V) MMAA DMAA As total As total
(suma) (adiciones)
n° 1 ND ND ND ND 4,5 4,5 5.6
n° 2 ND ND ND ND 3,6 3,6 4,7
n°3 ND ND ND ND 2,6 2,6 2,0
n® 4 ND ND ND 2,2 4,5 6,7 8,9
n° 5 ND ND ND ND 2,2 2,2 7,1
n° 6 2,1 ND ND ND 7,2 9,3 7,3
n® 7 ND ND ND 2,0 2,2 4,2 3,9
n° 8 ND ND ND ND 4,2 4,2 6,1
n°9 ND ND ND 5,9 ND 5,9 5,7
n° 10 ND ND ND ND 0,7 0,7 1,0
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Tabla 52.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (xg/L) del total de
las muestras de agua residual (n= 16).

Variable "Media + ds Mediana Rango
As inorg 172,69 + 180,96 93,50 248,60 - 716,20
As (IID) 106,67 + 107,20 64,00 27,20 - 408,30
As(V) 65,36 + 79,74 28,50 9,80 - 307,90
MMAA 79,63 + 92,30 36,25 4,40 - 335,00
DMAA 106,50 + 143,95 37,45 0,00 - 531,90
As total (Suma) 358,76 + 396,40 195,60 63,90 - 1583,10
As total (Directo) 382,81 + 453,72 218,60 62,40 - 1827,00

Tabla 53.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) de las
i muestras de agua residual, marea alta (n= 10).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 72,01 + 21,35 64,60 48,60 - 99,00
As (IIT) 48,54 + 18,14 46,85 27,20 - 74,00
As(V) 22,41 + 7,21 23,65 9,80 - 32,50
MMAA 27,82 + 31,35 17,20 4,40 - 110,00
DMAA 46,65 i 81,16 10,60 0,00 - 256,00
As total (Suma) 146,48 + 103,42 105,00 63,90 - 341,70
As total (Directo) 147,20 + 99,60 109,90 62,40 - 335,70




Tabla 54.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) de las
muestras de agua residual, marea baja (n= 6).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 340,48 + 208,24 310,95 71,30 - 716,20
As (IID) 203,55 + 125,95 205,50 31,90 - 408,30
As(V) 136,93 + 95,64 104,20 39,40 - 307,90
MMAA 165,97 + 98,78 140,75 70,00 - 335,00
DMAA 206,25 + 176,63 183,45 34,70 - 531,90
As total (Suma) 712,55 + 462,81 609,45 216,30 - 1583,10
As total (Directo) 775,50 + 551,06 628,70 220,00 - 1827,00

Tabla 55.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) de las

muestras de agua de manantial (n= 8).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 17,05 + 5,80 15,70 12,50 - 30,70
As (IIT) 8,03 + 4,26 6,75 1,70 - 14,50
As(V) 9,35 + 5,39 8,85 0,00 - 17,70
MMAA 7,39 + 2,73 6,95 4,50 - 13,00
DMAA 3,21 + 4,29 1,00 0,00 - 11,00
As total (Suma) 27,41 + 8,79 23,35 20;30 - 45,30
As total (Directo) 28,04 + 5,90 25,00 23,90 - 37,90
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Tabla 56.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) del total de
las muestras de zumo (n= 23).

Variable "Media + ds Mediana Rango
As inorg 2,19 + 2,25 2,00 0,00 - 7,50
As (II) 1,23 + 1,68 0,00 0,00 - 5,00
As(V) 0,88 + 2,07 0,00 0,00 - 7,50
MMAA 1,33 + 1,56 0,00 0,00 - 4,90
DMAA 2,59 + 2,91 1,50 0,00 - 9,50
As total (Suma) 6,08 + 3,86 5,60 0,00 - 14,40
As total (Directo) 6,07 + 3,71 5,10 0,90 - 15,60

Tabla 57.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/L) de las
muestras de-zumo de naranja (n= 10).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,80 + 0,93 0,55 0,00 - 2,40
As (IIT) 0.45 + 0,95 0,00 0,00 - 2,40
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 1,76 + 1,73 2,00 0,00 - 4,90
DMAA 1,77 + 2,39 0,00 0,00 - 6,10
As total (Suma) 4,33 + 2,36 4,45 0,00 - 7,50
As total (Directo) 4,40 + 2,27 4,20 0,90 - 8,10
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Tabla 58.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) de las
muestras de zumo de piiia y pifia-uva (n= 8).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 3,58 + 2,62 3,50 0,00 - 7,50
Asr(III) 0,94 + 1,78 0,00 0,00 - 4,50
As(V) 2,14 + 3,10 0,00 0,00 - 7,50
MMAA 0,25 + 0,71 0,00 0,00 - 2,00
DMAA 2,59 + 2,72 1,80 0,00 - 7,70
As total (Suma) 6,44 + 4,41 5,25 1,50 - 13,70
As total (Directo) 5,70 + 3,66 4,65 2,30 - 11,60

Tabla 59.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/L) de las
muestras de zumo de melocotén-uva (n= 5).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 2,56 + 1,78 2,10 0,90 - 5,60
As (III) 3,24 + 1,09 3,20 2,20 - 5,00
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 2,20 + 1,45 2,00 0,00 - 3,70
DMAA 4,22 + 3,99 4,10 0,00 - 9,50
As total (Suma) 9,00 + 4,10 6,70 5,40 - 14,40
As total (Directo) 10,00 + 3,77 8,70 6,70 - 15,60
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Tabla 60.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (zg/L) del total de

las muestras de cerveza (n= 21).

Media + ds

Variable Mediana Rango
As inorg 2,47 + 2,09 2,30 0,00 - 5,70
As (IIT) 2,73 + 2,40 2,60 0,00- 6,90
As(V) 0.00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 3,63 + 1,67 3,00 0,00 - 7,30
DMAA 1,93 + 4,13 1,00 0,00 - 19,10
As total (Suma) 7,99 + 4,77 8,00 2,70 - 26,10
As total (Directo) 8,28 + 3,00 7,90 1,50 - 28,40

Tabla 61.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/L) de las

muestras de cerveza con alcohol (n= 11).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 1,25 + 1,59 0,00 0,00 - 4,30
As (IID) 1,22 + 1,48 0,00 0,00 - 4,00
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 4,24 + 1,63 4,30 2,00 - 7,30
DMAA 1,47 + 1,62 1,30 0,00 - 5,20
As total (Suma) 6,96 + 2,65 6,50 2,70 - 11,80
As total (Directo) 7,40 1,50 - 12,40

6,86 + 2,99
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Tabla 62.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ng/L) de las
muestras de cerveza sin alcohol (n= 10).

Variable - Media + ds Mediana Rango
As inorg 3,80 + 1,76 4,40 0,60 - 5,70
As (III) 4,39 + 2,13 4,50 0,00 - 6,90
As(V) 0,00 0,00 - 0,00-0,00
MMAA 2,97 £ 1,53 2,95 0,00 - 5,50
DMAA 2,44 + 5,87 0,80 0,00 - 19,10
As total (Suma) 9,13 + 6,33 8,80 3,60 - 26,10
As total (Directo) 9,84 + 6,88 8,85 4,40 - 28,40
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Tabla 63.- Estadistica descriptiva basica de las especles arsenicales (ug/L) del total de
las muestras de vino (n= 28).

Media + ds

Variable Mediana Rango
As inorg Q_,92 + 1,49 0,00 0,00 -6,70
As (IID) 0,83 + 1,28 0,00 0,00 - 3,80
As(V) 0,24 + 1,27 0,00 0,00 - 6,70
MMAA 3,32 £ 2,77 2,25 0,00 - 9,60
DMAA 4,32 + 4,01 2,70 0,00 - 15,410
As total (Suma) 8,56 + 3,27 8,10 2,00 - 15,10
As total (Directo) 8,30 + 3,33 8,60 2,10 - 14,60

Tabla 64.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (p.g/L) de las
muestras de vino de mesa blanco (n= 10).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,78 + 0,97 0,50 0,00 - 2,80
As (IID) 1,11 £ 1,51 0,00 0,00 - 3,80
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 3,08 £ 2,95 2,00 0,00 - 8,10
DMAA 4,82 + 4,09 4,20 0,00 - 10,4
As total (Suma) 8,69 + 2,91 8,35 4,60 - 14,00
As total (Directo) 8,46 + 3,10 8,30 4,50 - 14,60
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Tabla 65.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (zg/L) de las
muestras de fino (n= 10).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,12 + 0,38 0,00 0,00 - 1,20
As (I1D) 1,01 + 1,34 0,00 0,00 - 3,30
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 4,92 + 2,84 4,35 0,00 - 9,60
DMAA 4,35 + 5,01 3,15 0,00 - 15,10
As total (Suma) 9,39 + 3,94 8,85 2,00 - 15,10
As total (Directo) 9,41 + 3,71 10,05 2,10 - 14,4

Tabla 66.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/L) de las

muestras de mosto de uva (n= 8).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 2,09 + 2,17 1,60 0,00 - 6,70
As (II) 0,26 + 0,74 0,00 0,00 - 2,10
As(V) 0,84 + 2,37 0,00 0,00 - 6,70
MMAA 1,63 + 1,03 2,00 0,00 - 2,50
DMAA 3,64 + 2,71 2,45 1,30 - 8,30
As total (Suma) 7,35 + 2,79 7,05 4,00 - 11,30
As total (Directo) 6,71 + 2,81 6,70 2,40 - 10,00
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Tabla 67.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/g) del total de
las muestras de caldo (n= 11).

~ Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,029 + 0,019 0,021 0,013 - 0,066
As (ITD) 0,030 + 0,025 0,019 - 0,000 - 0:076
As(V) 0,00 0,000 0,000 - 0,000
MMAA 0,005 + 0,101 0,000 0,000 - 0,029
DMAA 0,018 + 0,024 0,010 0,000 - 0,088
As total (Suma) 0,052 + 0,040 0,034 0,013 - 0,150
As total (Directo) 0,053 + 0,039 0,034 0,015 - 0,140

Tabla 68.- Estadisiica descriptiva badsica de las especies arsenicales (ug/g) de las

muestras de caldo de pescado (n= 3).

Variable Media + ds Mediana Rangb
As inorg 0,051 + 0,023 0,062 0,024 - 0,066
As (IID) 0,064 + 0,010 0,058 - 0,058 - 0,076
As(V) 0,000 0,000 0,000 - 0,000
MMAA 0,000 0,000 0,000 - 0,000
DMAA 0,053 + 0,037 0,056 0,014 - 0,088
As total (Suma) 0,103 + 0,040 0,080 0,080 - 0,150
As total (Directo) 0,106 + 0,030 0,094 0,084 - 0,140
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Tabla 69.- Estadistica descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/g) de las

muestras de caldo de carne (n= 3).

As total (Directo)

Variable Media + ds Mediana Rango

~ As inorg 0,024 + 0,009 0,021 0,017 - 0,034
As (III) 0,028 + 0,011 0,025 0,019 - 0,041
As(V) 0,000 0,000 0,000 - 0,000
MMAA 0,000 0,000 0,000 - 0,000
DMAA 0,004 + 0,007 0,000 0,000 - 0,013
As total (Suma) 0,028 + 0,010 0,034 0,017 - 0,034
0,029 + 0,010 0,032 0,017 - 0,037

Tabla 70.- Estadistica descriptiva basica de las especies arsenicales (ug/g) de las

muestras de caldos de ave (n= 4).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,017 + 0,008 0,014 0,013 - 0,029
As (III) 0,009 + 0,010 0,009 0,000 - 0,019
As(V) 0,000 0,000 0,000 - 0,000
MMAA 0,007 + 0,009 0,005 0,00 - 0,020
DMAA 0,003 + 0,005 0,000 0,000 - 0,010
As total (Suma) 0,027 + 0,010 0,031 0,013 - 0,034
As total (Directo) 0,027 + 0,008 0,030 0,015 - 0,034
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Tabla 71.- Estadlstlca descriptiva bdsica de las especies arsenicales (ug/L) de las

muestras de orina (n= 10).

Variable Media + ds Mediana Rango
As inorg 0,21 + 0,66 0,00 0,00 - 2,10
As (IID) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
As(V) 0,00 0,00 0,00 - 0,00
MMAA 1,01 + 1,93 0,00 0,00 - 5,90
DMAA 3,17 + 2,09 3,10 0,00 - 7,20
As total (Suma) 4,39 + 2,45 4,20 0,70 - 9,30
As total (Directo) 5,23 + 2,63 5,65 1,00 - 8,90
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Figura 31.- Distribucion ‘porcentual de las muestras de agua de la
red segun los contenidos de As total.
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ARSENICO TOTAL
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Figura 32.- Distribucion porcentual segun los contenidos de As
total para los diferentes tipos de muestras.
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Figura 33.- Distribucion porcentual de las muestras de aguas
residuales de la ria de Huelva, segin los contenidos de

las especies arsenicales. |
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'ESPECIES ARSENICALES EN A
DE MANANTIAL
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Figura 34.- Distribucién porcentual de las muestras de agua del
manantial del Pintado seguin los contenidos de las
especies arsenicales. |
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ESPECIES ARSENICALES EN ZUMOS
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Figura 35.- Distribucién porcentual de las muestras de zumos
seguin los contenidos de las especies arsenicales.
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ESPECIES ARSENICALES EN CERVEZA
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Figura 36.- Distribucién porcentual de las muestras de cerveza
segun los contenidos de las especies arsenicales.

334



ESPECIES ARSENICALES EN VINOS
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Figura 37.- Distibucién porcentual de las muestras de vino blanco
segln los contenidos de las especies arsenicales.
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ESPECIES ARSENICALES EN CALDOS
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- Figura 38.- Distribucion porcentual de las muestras de pastillas de
caldo segun los contenidos de las especies arsenicales.

336



«n
ad
L
[7:]
[ »)
-
=
=
=

1-3  3-5
[As] especies ug/L

Figura 39.- Distribucion porcentual de las muestras de orina segiin
los contenidos de las especies arsenicales.
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Tabla 72.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de As total en
aguas de la red.

MUESTRA TEST (nivel de significacion)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof
Sevilla Huelva (n=21) 0,125 s
(n=12) Cidiz (n=15) 0,608 n.s
Mailaga (n=5) 0,673 n.s
Huelva Cadiz 0,050 ~ n.s
Milaga 0,111 | ns
Cadiz Milaga 0,760 n.s

Tabla 73.- Ensayos no-paramétricos de distribuciéon de los contenidos de As total en
aguas de consumo de diversos origenes.

MUESTRA TEST (nivel de significacién)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

Red (n=53) Mineral 0,969 n.s
(n=6)
Manantial 0,178 n.s
(n=8)
Pozo 0,243 n.s
(n=6) _

Mineral Manantial 0,366 n.s
Pozo 0,298 n.s

Manantial Pozo : 0,796 n.s
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Tabla 74.- Ensayos no-paramétricos de distribucion de los contenidos de As total en
bebidas alcoholicas.

MUESTRA TEST (nivel de significacion)
t-student  Mann-Whitney  Kolmogorov-Smirnof

Cervezas con Cervezas - 0,092 n.s
alcohol sin alcohol
(n=16) (n=10)
Mostos Finos 0,109 -
(n=8) (n=10)

Mesa 0,234 -

(n=10)
Finos Mesa 0,542 -

Tabla 75.- Ensayos no-pai'amétricos de distribucion de los contenidos de As total en
Zumos.

MUESTRA

TEST (nivel de significacion)

Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

Z. Pifia Z. Pifia-uva 0,386 n.s
(n=4) (n=4)
Z. Pina total Z.. melocoton 0,083 n.s
(n=8) (n=9)

Z. naranja 0,628 n.s

(n=15)
Z. melocotén Z. naranja 0,007 p< 0,05
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Tabla 76.- Ensayos no-paramétricos de distribucion de los contenidos de As total en
muestras de diferente naturaleza.

MI_JESTRA TEST (nivel de significacion)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof
Aguas de Leche (n=5) 0,001 p< 0,001
EI?I_I__S;I;I;O Cerveza total (n=26) 0.000 p< 0,001
" Vinos total (n=28) 0,000 p< 0,001
Zumos Naranja 0,000 p< 0,001 ;
(n=15)
Melocotén 0,000 p< 0,001
(n=9)
Pina total 0,000 p< 0,001
(n=3)
Leche Cerveza total 0.002 p< 0,01
=3) Vinos total 0,002 p< 0,01
Zumos  Naranja 0,050 ) n.s
Melocotén 0,003 p< 0,01
Pina total 0,067 n.s
Cerveza Vinos total 0,209 n.s
total Zumos Naranja 0,001 p< 0,01
Melocotén 0,821 n.s
Pifia total 0,161 n.s
Vinos Zumos Naranja 0,000 p< 0,01
total Melocotén 0.479 n.s
Pifia total 0,080 n.s
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Tabla 77.- Ensayos no-paramétricos de distribucion de los contenidos de As inorgdnico
para los distintos tipos de muestras.

MUESTRA TEST (nivel de significacion)
t-Student Mann-Whitney  Kolmogorov-Smirnof
Cervezas Cervezas 0,002 - -
con alcohol sin alcohol
(n=11) (n=10)
Mostos Finos - 0,013 p< 0,05
(n=8) (n=10)
Mesa - 0,120 n.s
(n=10)
Finos Mesa - 0,131 n.s
Pifia (n=4) Pifia-uva - 0,248 n.s
(n=4)
Pifia total Naranja - 0,021 n.s
(n=8) (n=10)
Melocotén - 0,608 n.s
(n=5)
Naranja Melocotén - 0,043 n.s
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Tabla 78.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de As indrgénico
en muestras de diferente naturaleza.

MUESTRA TEST (nivel de significaciéon)
Mann-Whithey Kolmogorov-Smirnof

Cervezas Vinos Mostos 0,409 ' n.s
con alcohol (n=8)
(n=11) Finos 0,121 n.s
(n=10)
Mesa 0,673 | n.s
(n=10)
Zumos Pina total 0,043 n.s
(n=38)
Naranja 0,647 n.s -
(n=10)
Melocotén 0,141 4 n.s
(n=35)
Cervezas Vinos Mostos 0,076 n.s
sin alcohol . '
(n=10) Finos 0,000 p< 0,001
Mesa 0,001 p< 0,01
Zumos Pina total 0,929 n.s
Naranja 0,001 7 p< 0,05
Melocotén 0,221 n.s
Mostos Zumos Pifia total 0,248 n.s
Naranja 0,168 n.s
Melocoton 0,558 n.s
Finos Zumos Pina total 0,003 p< 0,01
Naranja 0,121 n.s
Melocotén 0,003 p< 0,01
Mesa Zumos Piia total 0,019 p< 0,05
Naranja 0,850 n.s
Melocotén 0.037 n.s
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Tabla 79.- Ensayos ne-paramétricos de distribucion de los contenidos de As(III) para los

distintos tipos de muestra.

MUESTRA TEST (nivel de significacién)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof
Cervezas con Cervezas sin 0,003 p< 0,05
alcohol (n=11) alcohol (n=10)
Mostos (n=8) Finos (n=10) 0,286 n.s
Mesa (n=10) 0,286 n.s
Finos Mesa 0,940 n.s
Pifia (n=4) Pifia-uva (n=4) 0,248 .S
Pifia total (n=8)  Naranja (n=10) 0,722 n.s
Melocotén (n=5) 0,040 n.s
Naranja Melocotén 0,003 p< 0,01
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Tabla 80.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de As(II) en
muestras de diferente naturaleza.

MUESTRA TEST (nivel de significacion)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof
Cervezas Vinos (n=28) 0,473 n.s
con aleohol 1 os  Pifia total 0,680 n.s
(n=11)
(n=38)
Naranja 0,260 n.s
(n=10)
Melocotén 0,027 n.s
(n=5)
Cervezas Vinos 0,000 p< 0,001
in alcohol .
?:]n:lg) © Zumos Pina total 0,008 p< 0,05
Naranja 0,009 p< 0,001
Melocotén 0,126 n.s
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Tabla 81.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de As(V).

MUESTRA TEST (nivel de significacion)

Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

Cervezas con Cervezas sin 1,00 ‘ n.s
alcohol (n=11) alcohol (n=10)
Mostos (n=38) Finos (n=10) 0,657 ‘ n.s
Mesa (n=10) 0,657 n.s
Finos Mesa 1,000 n.s
Pifia (n=4) Pifia-uva (n=4) 0,773 n.s
Pifia total (n=8) Naranja (n=10) 0,183 n.s
Melocotén (n=5) 0,272 i n.s
Naranja Melocotén 1,000 n.s
.~
Cervezas Vinos total 0,832 n.s
total (n=21) (n=28)
Zumos total 0,459 n.s
(n=23)
Vinos total Zumos total 0,570 n.s
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Tabla 82.- Ensayos no-paramétricos de distribucion de los contenidos de MMAA para
los distintos tipos de muestra.

MUESTRA "TEST (nivel de significacion)
t-Student Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof
Cervezas Cervezas - 0,149 n.s
con alcohol sin alcohol
(n=11) (n=10)
Mostos Finos (n=10) 0,007 - -
(n=8) .
Mesa (n=10) 0,204 - -
Finos Mesa 0,172 - -
Pifia (n=4) Pifia-uva - 0,564 n.s
(n=4)
Pifia total Naranja - 0,062 n.s
(n=8) (n=10)
Melocotén - 0,338 n.s
(n=5)
Naranja Melocotén - 0,581 ~ n.s
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Tabla 83.- Ensayos no-paramétricos de distribuciéon de los contenidos de MMAA en
muestras de diferente naturaleza.

MUESTRA TEST (nivel de significacién)

Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

Cervezas Zumos total (n=23) 0,000 p< 0,001
Total (n=21)

Vinos Mostos 0,001 p< 0,01

(n=8)
Finos 0,183 n.s
(n=10)
Mesa 0,272 n.s
(n=10)

Zumos total  Vinos Mostos 0,527 n.s
Finos 0,001 B p< 0,01

Mesa 0,142 n.s
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Tabla 84.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de DMAA en
muestras de diferente naturaleza.

MUESTRA ‘ TEST (nivel de significacion)

Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

Cervezas con Cervezas sin 0,378 n.s
alcohol (n=11) - alcohol (n=10)
Mostos (n=38) Finos (n=10) 0,859 n.s
Mesa (n=10) 0,564 n.s
Finos Mesa 0,678 n.s
Pia (n=4) Pifa-uva (n=4) 0,194 n.s
Pifia total (n=8)  Naranja (n=10) 0,350 . NS
Melocotén (n=5) 0,464 n.s
Naranja Melocoton 0,142 n.s

Cervezas Vinos total (n=28) 0,010 p< 0,01

total (n=21) Zumos total 0,438 n.s
(n=23)

Vinos total Zumos total 0,125 ' n.s
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Tabla 85.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de las diferentes
especies arsenicales en muestras de caldos.

ESPECIE MUESTRA TEST (nivel de significacién)
Mann-Whitney Kolmogorov-
Smirnof
As total C. Pescado C. Ave 0,034 ‘ n.s
(n=3) (n=4) _
| C. Carne 0.050 n.s
(n=3)
C. Ave C.Carne 0,480 - n.s
As inorg C. Pescado C. Ave 0,077 n.s
C. Carne 0,127 n.s
C. Ave C. Came 0,157 n.s
As (IID) C. Pescado C. Ave 0,034 n.s
C. Came 0,050 n.s
C. Ave C. Carne 0,052 n.s
As (V) C. Pescado C. Ave 1,000 n.s
C. Carne 1,000 n.s
C. Ave C. Carne 1,000 n.s
MMAA C. Pescado C. Ave 0,289 n.s
C. Camne 7 1,000 n.s
C. Ave C. Carne 0,289 n.s
DMAA C. Pescado C. Ave 0,339 n.s
C. Carne 0,050 n.s
C. Ave C. Carne 0,723 n.s
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Tabla 86.- Ensayos no-paramétricos de distribucién de los contenidos de las
distintas especies arsenicales en muestras de agua de la ria de Huelva.

Marea alta (n=10), baja (n=6).

ESPECIE TEST (nivel de significacion)
Mann-Whitney Kolmogorov-Smirnof

As Total 0.007 p< 0,05

As inorg 0,007 p< 0,05

As (1) 0,017 p< 0,05

As (V) 0,001 p< 0,01-
MMAA 0,002 p< 0,01
DMAA 0,017 n.s
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AGUA RESIDUAL
MAREA ALTA

Figura 40.- Contribucion (%) de las especies arsenicales al contenido de As total
en aguas residuales.
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Figura 41.- Contribucion (%) de las especies arsenicales al contenido de
As total en zumos.
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Figura 42.- Contribucion (%) de las especies arsenicales al contenido de As total
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Figura 43.- Contribucion (%) de las especies arsenicales al contenido de
As total en vinos.
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Figura 44.- Contribucion (%) de las especies arsenicles al contenido de As
total en caldos.
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Figura 45.- Contibucion (%) de las especies arsenicales al contenido de As
total en muestras de orina.

356



Tabla 87.- Consumo diario de As total y de las especies arsenicales a través de distintas fuentes (ng/persona/dia).

FINOS MOSTOS CALDOS

ESPECIE CERVEZA VINO DE MESA ZUMOS
As inorganico 0,136 0,014 0,000 0,043 0,174 0,070
As(1IT) 0,153 0,000 0,000 0,000 0,158 0,000
As(V) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MMAA 0,177 0,054 0,013 0,054 0,000 10,000
DMAA 0,059 0,113 0,010 0,066 0,083 0,053
As total (suma) 0,472 0,224 0,027 0,189 0,282 0,156
As total(Directo) 0,467 0,224 0,030 0,180 0,282 0,179

Tabla 88.- ConSumo diario de As total a través de distintas fuentes (ug/persona/dia).

ESPECIE

LECHE

AGUA DE LA RED

AGUA MINERAL

AGUA DE MANATIAL

As total

0,623

0,880

0,0003

0,0003
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INGESTA DE As TOTAL
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Figura 46.- Contribucion de cada tipo
de muestra (%) a la ingesta
de As Total.
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Figura 47.- Contribucion de cada tipo

de muestra (%) a la ingesta
de As Inorganico.
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Tabla 89.- Ingesta de As total y de las especies arsenicales a través del consumo de cerveza

(ng/persona/dia).
ESPECIE Consumo de cerveza
0,2 L/dia 0,6 L/dia 1,5 L/dia
(1 caia) (3 canas)
As inorganico 0,46 1,38 3,45
As(1ID) 0,52 1,56 3,90
As(V) - - -
MMAA 0,60 1,80 4,50
DMAA 0,20 0,60 1,50
As total 1,58 4,74 11,85
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Tabla 90.- Ingesta de As total y de las especies arsenicales a través del consumo de vinos blancos (ug/persona/dia).

ESPECIE Mosto Vino de mesa Vino Fino

0,14 L/dia 1 L/dia 0,14 L/dia 1 L/dia 0,05 L/dia 0,1 L/dia

(2 copas) (2 copas) (1 copa) (2 copas)
As inorgéanico 0,22 1,60 0,07 0,50 - -
As(IIT) - - - - - -
As(V) - - - - - -
MMAA 0,28 2,00 0,28 2,00 0,22 0,43
DMAA 0,34 2,45 0,59 4,20 0,16 0,31
As total 0,94 6,70 1,20 8,30 0,50 1,01
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Discusion de los resultados

METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE AS TOTAL

Una vez ajustadas las condiciones del método analitico para la determinacién
de As total en las muestras de agua, el limite de deteccién (0,38 ug/L), la exactitud
(10%) y la precision (coeficiente de variaciéon de 6,2-6,8%) que se obtienen
- cumplen los requisitos necesarios que establece la propuesta de Directiva del
Consejo de la CEE para su aplicacién a aguas de consumo publico (95/C 131/03;
DOCE 30/05/95).

El limite de deteccion obtenido por nosotros, es similar al conseguido por
otros autores que analizaron el contenido de As en aguas de rio utilizando
generacion de hidruros acoplada a AAS mediante un sistema de inyeccion de flujo
(Narasaki 'y lkeda, 1984); asi como el obtenido por Hudnik y Gomiscek (1984), 0,2
pg/L, utilizando AAS con horno de grafito, para el andlisis de aguas minerales.

De la misma forma, el método analitico aplicado a la determinacién de As
total en los restantes grupos de muestras, proporciona un limite de deteccion
satisfactorio (1,5 ug/L).

Respecto a la precisién, los coeficientes de variacion estan dentro de los
intervalos permisibles para los rangos de concentraciéon, y el porcentaje de

recuperacion es alto.

Aplicando el método de determinacién de As total a las muestras elegidas,
se ha pretendido conocer si éstas cumplen lo establecido por la legislacién vigente,
comparar los resultados obtenidos con los encontrados en la bibliografia existente
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Estimacion Toxicologica de As y sus especies

y estimar los niveles de exposicion de la poblacién de nuestra region a traves de
Su Consumo.

PRESENCIA DE AS TOTAL , -
1).- Aguas de consumo:

El valor medio del contenido de As total obtenido para la totalidad de las
aguas de la red, recolectadas fundamentalmente en Andalucia occidental, fué de
0,46 pg/L (Tabla 33). Este nivel es notablemente inferior al maximo admisible en
aguas potables de consumo publico, de 50 ug/L, establecido por la legislacién
vigente (RD 1138/20 septiembre 1990; directiva 80/778/CEE). De igual forma, este
valor es inferior al limite recomendado (10 ug/L) en la propuesta de directiva del
Consejo relativa a la calidad de las aguas destinadas al consumo humano (95/C-
131/03; DOCE 30/05/95). |

Ademas los datos obtenidos son similares a los observados por otros autores
para aguas naturales (lagos y rios) no contaminadas de USA; 1 pg/LL (Mann y
Knobel, 1988) y 0,5 ug/L (Andreade, 1983, 1984); e inferiores a los encontrados
para este tipo de aguas en Europa: 2,5 ug/L (Lenvik y cols., 1978), 3 ug/L
(Quentin y Winkler, 1974), 3,2 ug/L (Freitas y cols., 1988), 3,67 ug/L (Navarro
y cols., 1993), 9,58 ug/L (Stein y cols., 1980)

El rango de concentraciones obtenido con las aguas de la red tomadas de la
provincia de Huelva es mds amplio que para las otras provincias, desde ND a 2,77
pg/L. Como se observa en la Figura 31, el 38% de las muestras tenian < 0,5
ug/L, otro 38% se encontraba en el rango de 0,5-1 pg/L, e incluso un 24% superé
1 ug/L.

Esto contrasta con lo observado en las aguas de Sevilla y Cédiz, para las
que el contenido de As total fué inferior a 0,5 ug/L en el 67% y 73% de las

muestras, respectivamente, no existiendo ademés ninguna muestra por encima de
1 ug/L. '
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Discusion de los resultados

Si se tienen en cuenta las diferentes provincias de muestreo, podemos decir,
tanto si tomamos como pardmetro estadistico el valor medio o 1la mediana de los
resultados, que las muestras de mayor contenido de As son las pertenecientes a la
provincia de Huelva, seguidas en orden decreciente por las de Sevilla, Cidiz y
Milaga, aunque del contraste estadistico se deduce que no existen diferencias

significativas, atendiendo al origen de las muestras (Tabla 72).

Teniendo en cuenta la mediana, como medida mds representativa de la
dispersién de los datos (Tabla 33), se podria establecer el siguiente orden en cuanto
al contenido de As total para los distintos tipos de aguas de consumo analizadas

(mineral, pozo y manantial):
agua de pozo = agua de manantial > agua mineral = agua de la red.

Sin embargo, los ensayos no-paramétricos de distribucion demuestran que

no difieren de forma significativa (Tabla 73).

En cuanto a las aguas de pozo, los niveles recogidos en la literatura varian
de unas zonas a otras, existiendo regiones en las que han sido muy elevados
(incluso de varios miles de ug/l), dando lugar a intoxicaciones crénicas de la
poblacién expuesta (Tabla 9). Los niveles obtenidos por nosotros estin muy por
debajo de las concentraciones observadas en estos casos.

Se han encontrado en la bibliografia estudios referentes al contenido de As
total en aguas minerales, en los que los rangos de concentracién son mucho mas
amplios que el observado por nosotros (0,0-1,0 ug/L): 0,02-55 pg/L para aguas
embotelladas de Slovenia (Hudnik y Gomiscek, 1984); < 0,3-35,1 ug/L para 50
muestras de Alemania, Suecia, Yugoslavia y Francia (Meiner y cols., 1990); 1-190
pg/L, para aguas minerales comercializadas en la CEE, siendo el valor medio de
21 pg/L (Zoeteman y Brinknan, 1976).

2).- Zumos:

En el caso de los zumos, el contenido medio de As total fué¢ de 5,63 ug/L,
nivel que se encuentra por debajo del limite permitido para zumos o jugos por la
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Estimacién Toxicolégica de As y sus especies

Legislacion Alimentaria Espafiola (LAE), de 300 ug/l. El rango de concentraciones
fué de 0,90 a 15,60 ug/L (Tabla 34). |

Si se tienen en cuenta los datos de As total obtenidos, y utilizando la
mediana como medida mas representativa de los mismos, para los diferentes tipos

de zumos se podria establecer el siguiente orden decreciente:
Z. melocotén > Z. pina (pifia y pifia-uva) > Z. naranja.

El estudio estadistico comparativo indica la existencia de diferencias
significativas en cuanto al contenido de As entre los zumos de melocotén y naranja
(Tabla 75).

En cuanto a los zumos de pifia y pifia-uva, observando tanto los valores
medios, las medianas y asi como los rangos, se deduce que los niveles de As total
son superiores para los de pifia-uva. Esto podria explicarse por el uso de pesticidas
arsenicales en el cultivo de la vid. Sin embargo los ensayos estadisticos de

comparacién muestran que las diferencias no son significativas.

Contreras y cols. (1987) estudian el contenido de As en 40 zumos de
manzana usados para la elaboracién de sidra, encontrando igual que en nuestro caso
que no superaban lo establecido por la LAE, ya que siempre era inferior a 50
ug/L. Otros autores también han estudiado el contenido de As total en zumos, pero |
expresan los resultados en pg/Kg, lo cual impide hacer comparaciones (Arnold
1988, Dabeka y Lacroix, 1987).

3).- Leche:

El valor medio de As total encontrado en las muestras de leche estudiadas
es de 2,58 ug/L, siendo el rango de 1,5 a 3,8 ug/L (Tabla 34). La dispersion de
los valores es escasa, y en el 80% de las muestras la concentracion de As oscila

entre 2-5 ug/L (Figura 32).
De la misma forma que para el caso de los zumos, los datos existentes en

la bibliografia acerca de los niveles de As encontrados por otros autores en este tipo
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Discusion de los resultados

de muestra se dan en ug/Kg.
4).- Cerveza:

Con respecto a nuestras muestras de cerveza la concentracion media fué de
7,82 ug/L, y el rango de 1,50-28,40 pg/L (Tabla 34).

Al igual que para los otros grupos de muestras, todas las cervezas estudiadas
poseen un contenido de As total inferior al miximo establecido por la LAE, de
100 pg/l.

Segiin Binns y cols. (1987), el contenido de As total en cervezas es inferior
a 20 pg/L, hecho que se cumple en nuestro caso para todas la muestras con excep-
cién de una cerveza sin alcohol cuyo contenido fué de 28,4 ug/L.

Si se tiene en cuenta la riqueza alcohdlica, las cervezas con alcohol
presentaron una concentracién media de As menor (6,56 ug/L) que las cervezas sin
alcohol (9,84 ug/L), aunque de nuevo, segun el estudio estadistico no existen
diferencias significativas entre ambos grupos con respecto a esta variable (Tabla
74).

5).- Vinos:

En las muestras de vino, el nivel medio de As para la totalidad de ellas fué
de 8,3 pg/L (Tabla 34), valor muy por debajo del maximo establecido por la LAE
(500 pg/L).

Aunque tampoco en este caso existan diferencias significativas en cuanto al
contenido de As total entre los diferentes tipos de vinos (Tabla 74), se puede

establecer el siguiente orden segun la presencia del elemento (ya sea segin tomando
la media o la mediana como pardmetro estadistico):

Finos > vinos de mesa > mostos.

Garrido y cols. (1974) estudian el contenido de As total de mostos y vinos,
obteniendo un rango de concentracién de 0-30 ug/L, algo mas amplio que
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Estimacion Toxicolégica de As y sus especies

el obtenido por nosotros (2,1-14,6 ug/L). Estos autores ademds observan que el
57% de las muestras contienen < 10 ug/L As; en nuestro caso aproximadamente
el 67% de las muestras cumplen esta condicion. ‘

Esto concuerda con el estudio de Hadson (1984), el cual encuentra, para
vinos blancos y tintos no tratados con plaguicidas arsenicales niveles < 10 ug/L,
mientras que para vinos tratados con arseniato de plomo las concentraciones estin
en el rango de 10-300 ug/L.

En nuestro caso, el rango de concentraciéon encontrado para los mostos €s
de 2,4-10,0 ug/L, algo mis estrecho que el publicado por Aguilar y cols.(1988),
de 3,5 a 23,1 ug/L.

6).- Caldos:

Por ultimo, las pastillas de caldo analizadas presentaron un valor medio de
As de 0,053 pg/g.

Para los caldos de pescado el valor medio del contenido de As total fué de
0,106 pg/g, mientras que los de los caldos de carne y ave fueron inferiores, 0,029
y 0,027 ug/g, respectivamente (Tabla 34).

Se podria establecer el siguiente orden segin el contenido de As total

(tomando tanto la media como la mediana como parimetro estadistico):
C. pescado > C. carne = C. ave.

Esto se explica debido a que, como es conocido, el pescado y los moluscos
presentan una gran capacidad de acumular arsénico en sus tejidos ain cuando las
concentraciones del elemento en el agua son bajas (Naqvi y cols., 1990). De hecho,
estos conforman el grupo de alimentos que contribuye principalmente a la ingesta
de arsénico (Ishinishi y cols., 1986; Dabeka y cols., 1993), seguido de las carnes

y aves.

Segtin los ensayos estadisticos de comparacion realizados, tinicamente existen
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Discusién de los resultados

diferencias significativas entre los contenidos de As total de los caldos de pescado
y ave (Tabla 85).

No hemos encontrado en la bibliografia consultada datos sobre el contenido
de As total en este tipo de muestras.

oL

Si se consideran los diferentes grupos de muestras analizadas, (excepto los
caldos), se puede establecer, utilizando los valores de las medianas, el siguiente

orden decreciente de presencia del elemento:

Vinos > cervezas > Z. melocotén > Z. pifia total > Z. naranja > leche >
aguas de consumo.

Este mismo orden decreciente para las muestras estudiadas se establece
atendiendo al valor medio de As total, empleado anteriormente, para poder
comparar los resultados con los encontrados en la bibliografia.

No se tienen en cuenta, en vinos y cervezas las diferentes modalidades por
separado, por no existir diferencias significativas entre éstas.

En cuanto a los resultados obtenidos tras la aplicacidn de los ensayos no-
paramétricos de distribucion, se puede decir que los contenidos de As de las aguas
de consumo estudiadas son significativamente inferiores (p< 0,001) a los
observados para el resto de las muestras. Lo mismo ocurre con las leches, cuyos
contenidos Gnicamente son similares (no hay diferencias significativas) a los de los

zumos de naranja y piia (total de las muestras) (Tabla 76).

Respecto a la presencia del elemento en muestras de cerveza y vinos, s6lo

difiere significativamente de la existente en zumos de naranja.
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Ahora bien, se pueden observar algunas diferencias en la distribucién
porcentual de las muestras que poseen unos determinados niveles de As, en funcién
de la naturaleza de las mismas (Figura 32):

- Asi, en los vinos, la distribucién porcentual de las muestras es la mas
amplia de todas, encontrandose que hasta un 53,5% de las mismas posee niveles

superiores a 8 ug/L.

- En cervezas, un 38,5% de las muestras tienen una concentracion
comprendida en el rango de 5 a 8 ug/L, y un porcentaje igual (38,4%) tiene
- contenidos de mds de 8 ug/L.

- En zumos, aproximadamente el 50% de las muestras totales (48,55%)
posee una concentracién comprendida en el rango de 2-5 pg/L, un 27,3% entre 5-8
pg/L y un 21% de més de 8 pug/L.

METODO ANALITICO DE ESPECIACION

El método de especiacién propuesto proporciona una recuperacion
satisfactoria para las cuatro especies consideradas, superando en cada una de ellas
el valor limite establecido del 75% para la validacién del método.

Los limites de deteccion obtenidos de 0,6, 2,1, 3,7, 2,0 y 0,7 ug/L para As
inorgdnico, As(Ill), As(V), MMAA y DMAA, respectivamente, son inferiores a los
obtenidos por Grabinski y cols. (1981) utilizando cromatografia de intercambio
idnico y posterior determinacién por GF-AAS (10 pug/L, para As inorgénico,
MMAA y DMAA). Mis tarde, Buratti y cols. (1983) aplican un procedimiento
similar logrando limites de deteccién muy inferiores (0,5 pg/L, para As inorgénico,
MMAA y DMAA), que excepto en el caso del MMAA son muy parecidos a los
nuestros.

De igual forma, estos limites de deteccion son similares a los publicados por
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otros autores que emplean técnicas acopladas (Rauret y cols., 1991; Rubio y cols.,

1992, 1993b), mucho mds ridpidas y precisas, pero menos Vasequibles para un
laboratorio medio (Tabla 18). \

Ademds, en cuanto a la precision del método de especiacion, los coeficientes
de variaciéon obtenidos para cada una de las especies son inferiores al mdximo
permisible (15%), lo que confirma la repetitividad y reproducibilidad de la técnica.

En resumen, la calidad de los parimetros analiticos, hace que el método
propuesto pueda aplicarse convenientemente para el andlisis de las cuatro especies
consideradas en los niveles de concentracion usuales en la mayor parte de las
muestras ambientales, biolégicas y de alimentos, de forma que la concentracion de
As total sea igual o superior al LOD de As total, 1,5 pg/L.

Si se comparan los valores de As total como la suma de las concentraciones
de las diferentes especies (As total suma) para cada una de las muestras analizadas,
con los obtenidos por andlisis directo de las mismas, se observa que ambos valores
son muy similares, lo cual evidencia la validez del método para su aplicacion a este
tipo de muestras reales, en las que solo cabe esperar la existencia de estas especies
arsenicales (Tablas 35-51).

PRESENCIA DE LAS ESPECIES ARSENICALES
1).- Aguas:

Una vez puesto a punto y validado el procedimiento de especiacion, lo
aplicamos a aquellas muestras de agua de consumo cuyo contenido de As total fué
superior a 1,5 ug/L. Dentro de estas tltimas estdn las tomadas de un manantial del

poblado del Pintado (Sevilla).

Precisamente, por los bajos contenidos en As total de las aguas de la red,
la mayoria de los autores aplican los métodos de especiacién a aguas medioambien
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tales. Por ello también se han analizado muestras de aguas tomadas de la ria de
Huelva, donde es sabido que diferentes industrias vierten sus residuos.

Efectivamente, en el caso de las aguas de la ria de Huelva, se obtienen
valores muy altos de As (contenido medio de 382,81 pg/L), que unido a los
encontrados de otros elementos (Ni, Cu, Pb, Zn, Cr, Cd, Mn) por otros autores
- (Bello y cols., 1994), indican la alta contaminacién de origen antropogénico de la
que es objeto dicha ria. Anteriormente, Lopez-Artiguez y cols. (1989) encontraron
niveles elevados de diversos elementos (As, Cd, Cu, Zn, Sn, Hg, Pb) en moluscos
de la zona mencionada. Incluso, recientemente (ABC, 9-6-96) la Consejeria de
Medio Ambiente ha obligado a ciertas empresas a reducir en un 89%, antes de final
de afio, sus emisiones contaminantes de As, fluoruros y fosfatos a la ria de Huelva.

Estos niveles son muy superiores a los encontrados en nuestro pais por
Navarro y cols. (1993), en aguas de rio de Motril, drea de gran actividad agricola
con empleo intensivo de plaguicidas arsenicales, en los que la concentracién media
del elemento fué de 3,67 ug/L.

Faust y cols. (1983) encuentran niveles de 2320 a 2780 ug/L en muestras
de agua tomadas en las cercanias de un desagiie de residuos industriales del rio
Maurice (New Jork). La media de los valores para diferentes muestras corriente
abajo fué de 204 pg/L, similar a la encontrada por nosotros.

Teniendo en cuenta los resultados del andlisis estadistico de los datos, las
aguas de marea alta presentan niveles mucho menores del elemento (147,2 + 99,6
pg/L; mediana: 109,9 upg/L), que las de marea baja (775,5 + 551,1 ug/L;
mediana: 628,7 pg/L) (Tablas 53 y 54). De hecho, los ensayos de comparacion no-
paramétricos indican que existen diferencias significativas (p< 0,05) seguin se hayan
tomado con marea alta o baja (p< 0,05).

Se podria establecer el siguiente orden, en cuanto al predominio de las
especies, para el total de las muestras de aguas residuales, tomando la mediana
como medida representativa:

As(Ill) > DMAA = MMAA = As(V).

374



Discusion de los resultados

Si se considera el total de las muestras (Figura 40), se puede deducir que
la especie mas abundante es el As(III), el cual representa el 38,5% del total;

mientras que DMAA, MMAA y As(V) contituyen el 22,5%, 21,8% y 17,1%, res-
pectivamente. Sin embargo, los contrastes estadisticos muestran que sélo existen
diferencias significativas entre los niveles de As(IIl) y As(V) (p< 0,05), ya qu; las
diferencias en los contenidos entre las especies son mayores.

Con respecto a los contenidos de las especies arsenicales en este tipo de
muestras, se observa que (Figura 33): '

- en ninguna muestra el contenido de As(II) fué inferior o igual a 20 ug/L;
el 68,8% de las muestras posee concentraciones en el rango de 20-100 pg/L, un
25,0% entre 100-300 pg/L y un 6,3% entre 300 y 500 pg/L.

- para el As(V), un 18% de las muestras presenté niveles inferiores a 20
pg/L, un 56,3% de 20 a 100 ug/L, un 18,8% de 100-300 pg/L y el 6,3% de 300
a 500 ug/L. '

- en el caso del MMAA, el porcentaje de muestras que tuvo menos de 20
pg/L fué mayor, concretamente un 37,5%; el 31,3% tuvo concentraciones de 20-
100 pg/L, el 25% de 100 a 300 ug/L, y el 6,3% de 300-500 pg/L.

- para el DMAA, el 43,8% de las muestras presenta concentraciones
inferiores a 20 pg/L, un 18,8% de 20-100 pg/L, un 31,3% de 100 a 300 ug/L y
un 6,3 % hasta mayores de 500 ug/L.

Si bien hay un porcentaje de muestras constante (6,3%) con niveles elevados
de cada especie arsenical, se puede deducir que la especie con mayor dispersion de
contenidos es DMAA; es la especie en la que existe un porcentaje superior de
muestras con niveles inferiores a 20 ug/L, y en la que el porcentaje de muestras
con valores comprendidos entre 100-300 ug/L también es mdas alto.

La especie cuyos contenidos oscilan en un rango menos variable, es As(IIl),
ya que en el 94% de las muestras la concentracion oscila entre 20-300 ug/L.
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Al realizar el estudio comparativo entre los contenidos de todas las especies
arsenicales atendiendo a que las muestras estuviesen tomadas en periodo de marea

alta o de marea baja, destaca que en estas tltimas, los niveles son significativa-
mente superiores (Tabla 86).

Ciertamente habria un posible efecto de dilucién de los contenidos de las

aguas cuando la marea es alta. Al bajar la marea la materia en suspensién en las
aguas es mayor, puesto que la columna de agua es menor y mds proxima a los
sedimentos, donde se produce la acumulacién de As. Al subir la marea, la propia
renovacion del agua cercana a los desagiies de las industrias, explicaria el proceso

de dilucion tanto de As total, como de las especies arsenicales.

Con respecto a los niveles encontrados de las diferentes especies, se pueden
establecer los siguientes Ordenes (tomamos la mediana como medida representativa),
con las matizaciones que mds abajo realizamos:

Marea alta: As(IIl) > As(V) > MMAA > DMAA.
Marea baja: As(Ill) = DMAA > MMAA > As(V).

En la marea aita, las especies inorginicas estin en mayor proporcion que las
especies metiladas. Concretamente, el As(II) representa el 45,2% del As total,
mientras que el As(V), MMAA y DMAA son el 22,8%, 16,6% y 10,2 % ,respecti-
vamente (Figura 40). Los ensayos no paramétricos revelan que existen diferencias
significativas entre los contenidos de As(Ill) y el resto de las especies; entre As(V),
MMAA y DMAA no hay diferencias significativas.

Sin embargo, para el grupo de aguas de marea baja, la proporcion de As(IIl)
(32,4%) es muy similar a la de DMAA (28,9%), no existiendo diferencias

significativas entre las especies.

La predominancia de la especie trivalente, mas acentuada en el caso de las
muestras de marea alta, se podria explicar por la fuente de contaminacion,
industrial, y por las condiciones redox del agua.
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La distribucién de las especies también estard en funcién del propio ciclo
biolégico de las especies arsenicales (Figura 2): ya que las reacciones de metilacion
a partir de As inorganico ocurren en los sedimentos; en los casos de marea baja,
donde el agua estd mds tiempo en contacto con los sedimentos, es posible que la
transferencia de las especies dimetiladas y metiladas a la columna de agua, sea
mayor.

Todo esto, concuerda con lo observado por Faust y cols. (1987) en el rio
Maurice, donde las fluctuaciones en los contenidos de las distintas especies varid
segun la época del afio, siendo el As(II) la especie predominante durante los
periodos de verano y otofio (época en las que fueron recogidas nuestras muestras).
- Segiin dichos autores, As(V) fué la especie mayoritaria en invierno y primavera,
mientras que MMAA y DMAA no mostraron comportamientos caracteristicos. Esto
ultimo, concuerda también con nuestros resultados, ya que estas ultimas especies
no siguen un perfil de distribucion particular, en funcién de la época de muestreo .
4 de la marea.

_ Del anilisis realizado sobre las aguas del manantial del Poblado del Pintado
se deduce el siguiente orden en cuanto al predominio de las especies:

As(V) > MMAA = As(Ill) > DMAA.

Como se observa en la Figura 34, las formas inorganicas predominan sobre
las metiladas:

Un 37,5% de las muestras presentan concentraciones de As inorganico
comprendidas entre los 10-15 ug/L, un 50% entre 15 y 20 pg/L, y un 12,5% mas
de 20 ug/L.

En concreto, el 12,5% de las muestras tiene menbs de 5 ug/L de As(lll),
un 62,5% estd entre 5-10 pg/L y un 25% entre 10-15 pg/L; para el As(V) la
proporcién de muestras con concentraciones inferiores a 5 pg/L es la misma que
para el As(Ill), un 37,5% esta entre 5-10 ug/L, otro 37,5% entre 10-15 pg/L y un
12% entre 15-20 pg/L (Figura 34). Existe por tanto, una mayor variabilidad en los
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contenidos de la especie As(V); la especie con menor variabilidad seria DMAA.

Respecto a las especies metiladas, un 12,5% de las muestras tienen concen-
traciones de MMAA inferiores a 5 ug/L, un 75% de 5-10 pg/L y un 12,5% de 10-
15 ug/L.

Por ultimo, el 75% de la muestras posee concentracidhes de DMAA
inferiores a 5 pg/L, y el resto de las muestras se reparten equitativamente entre los
rangos de 5-10 y 10-15 ug/L.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo publicado por Cullen y Reimer
(1989). Segln estos autores, en aguas naturales, las formas metiladas se encuentran
generalmente en concentraciones inferiores a las inorgédnicas, siendo generalmente
arseniato la especie predominante, en equilibrio con la forma reducida, arsenito; de
forma que el hecho de que As(V) esté en mayor concentracién que As(II) en este
tipo de aguas, quiere decir que se trata de aguas oxigenadas. -

Segin estos autores, aunque en aguas no contaminadas la especie predomi-
nante sea As(V) (como arseniato), se han encontrado cantidades significativas, del
orden del 10%, de As(III), como arsenito. En aguas subterrdneas, el porcentaje de
As(IIl) oscila entre 26-50% (WHO, 1981). En nuestro caso, el porcentaje de As(III)
encontrado fué del 28%, algo superior al correspondiente a aguas naturales mas
superficiales, y similar al rango mas bajo estipulado para aguas subterrineas.

2).- Zumos:

Para los zumos, se podria establecer el siguiente orden en cuanto a la
presencia de las especies arsenicales (Tabla 56):

DMAA > MMAA= As(lll)= As(V)= no detectable.

Esto hace que al representarse los % de contribuciéon de las especies
arsenicales (As trivalente, pentavalente, MMAA y DMAA) al contenido de As total,
la especie mayoritaria sea el DMAA (Figura 41). '
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Dado que en este caso, las medianas de tres especies son iguales a cero, €s
mejor comparar los niveles de As inorganico y las especies metiladas, por lo que:
As inorganico = DMAA > MMAA

Ademads, si tenemos en cuenta la media aritmética, en orden decreciente de

- contenido, se establece que:

DMAA = As inorganico > MMAA, lo que es totalmente similar a lo expuesto an-

teriormente,

Es decir, realmente, las especies inorgénicas, sin especificar el estado de
oxidacion, estdn aproximadamente en la misma proporcion que el DMAA.

Si se observa la Figura 35, el 60,9% de las muestras presentan niveles
inferiores a 2 pg/L de As(IIl) (por debajo del limite de deteccién para la especie);
un 87,0% tiene menos de 4 ug/L de As(V); y para el MMAA un 76,9% de las
muestras presenta niveles inferiores o iguales a 2 pg/L (limite de deteccion de la
especie). Si atendemos a As inorganico, la distribucién porcentual de las muestras
en los distintos rangos es similar a la de la especie DMAA, siendo éstas las
especies con mayor variabilidad de contenidos en las muestras estudiadas.

Respecto a los distintos grupos de zumos, en este tipo de muestras, hacemos
la salvedad de tener en cuenta otros pardmetros estadisticos o considerar el As -
inorgénico, porque el hecho de que DMAA contribuya al 100% del contenido de
As total no se cumple si tenemos en cuenta la materia prima de la muestra (Figura
41). Asi, en orden decreciente de contenidos, se observa (Tablas 57, 58, 59):

- En los zumeos de naranja la especie predominante es MMAA:
MMAA > As inorgidnico > DMAA = no detectado.
- En zumos de pifia DMAA es la especie predominante:

DMAA > As{Il) = As(V) = MMAA= no detectado.
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Si se tienen en cuenta los niveles de las formas inorganicas:
As inorganico > DMAA > MMAA= no detectado.

- En los zumos de melocoton-uva, DMAA es la especie predominante:
DMAA > As(Il) > MMAA > As(V)=no detectado. -
DMAA > As inorgdnico = MMAA.

Por tanto, como resumen, en los zumos las especies predominantes son
DMAA y MMAA, frente a As(III) y As(V). Ahora bien, ya que a veces es sOlo
interesante distinguir entre As inorgdnico y especies metiladas, sobre todo desde un

punto de vista toxicoldgico, la fraccién de As inorgdnico es aproximadamente
similar a la contribucién de las especies organicas.

No hemos encontrado trabajos similares en la bibliografia, por lo que no
hemos podido comparar nuestros resultados con los de otros autores.

Los ensayos no-paramétricos de comparacion (Tablas 81, 82 y 84), muestran
cémo no existen diferencias significativas en cuanto a los contenidos de As(V),
MMAA y DMAA entre los diferentes tipos de zumos. Sin embargo, los zumos de
naranja son los que tienen menos As inorgénico, existiendo diferencias estadistica-
mente significativas con el resto de los zumos. De igual forma, los zumos de W
melocot6n son los que poseen mayor concentracién de As(III) (Tablas 79).

3).- Cervezas:

Si se considera el total de las muestras de cerveza analizadas, se encuentra
que las especies metiladas, sobre todo MMAA, son predominantes sobre las

inorgdnicas. Se podria decir que siguen el orden (Tabla 60):
MMAA > As(Ill) > DMAA > As(V)= no detectable.

De hecho, puede observarse como para las especies MMAA y As(IlI), un
porcentaje relativamente alto de las muestras (85,7% y 66,7 %, respectivamente)
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tiene concentraciones superiores a 2 pg/L; mientras que para el As(V) no existe
ninguna muestra con estos niveles, y para el DMAA sé6lo un 19,1% lo posee
(Figura 36).

La contribucion de la especie MMAA al contenido de As total es del 45,5%
y €l 15,1% corresponde a DMAA; es decir, aproximadamente el 60% del As esta
en forma metilada, menos téxica. El 39,4 % esta como As(III) y la forma pentava-
lente es practicamente inexistente (Figura 42).

Si hacemos distincién en funcién de la riqueza alcohdlica, en las cervezas
con alcohol se cumple el hecho de que las especies metiladas sean mds abundantes

~que las inorgdnicas:
MMAA > DMAA > As(Ill) = As(V)= no-detectable.

El predominio de MMAA y DMAA es absoluto, con una contribucion del
100%, correspondiendo el 76,8% a la forma MMAA (Figura 42). )

En las cervezas sin alcohol se ve como la proporcion de As inorgénico es
similar a la de las especies metiladas. Incluso, de acuerdo con las medianas, la
presencia en orden decreciente de las especies es:

As(IIl) > MMAA > DMAA > As(V)= no detectable.

De hecho, la contribucion de las cuatro especies al contenido de As total
para este tipo de muestras es: un 54,5% para el As(IIl), un 35,8% para el MMAA,
un 9,7% para DMAA y un % insignificante para As(V).

No pudiendo comparar con otros estudios bibliograficos sobre la presencia
de las distintas formas del elemento en muestras de cervezas, lo mas llamativo es
un predominio de las especie metiladas, sobre las formas inorganicas, no
detectandose practicamente As(V) en la mayoria de las muestras.

~La contribucion de las especies metiladas, fundamentalmente de MMAA, es
mds significativa en el caso de muestras con mayor graduacién alcohdlica; la
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presencia de As(III) es mds significativa en las cervezas de menor contenido
alcohdlico. ' ‘

Se demuestra que los niveles de As inorgdnico y As(III) difieren significati-
vamente (p<0,002 y p<0,005, respectivamente) respecto al factor grado alcohdlico
(Tablas 77 y 79), no existiendo diferencias significativas para el resto de las
especies (Tablas 81, 82, 84). |

Estas diferencias de contenido de las especies arsenicales, podria deberse al
diferente procedimiento usado para la elaboracién de estos tipos de cerveza.

Los procedimientos principalmente usados para la produccion de cerveza sin
alcohol son dos (Russel y Stewart, 1995). Uno de ellos consiste en la manipulacién
del proceso de fermentacion, y el otro en la separacién del alcohol después de la
fermentacién.

En el primer caso, se puede actuar de varias formas: (1) empleo de mosto
de cerveza de baja densidad, (2) interrupciéon de la fermentacién, (3) procesos de
inmovilizacién de la levadura, (4) reduccioén de la produccion de alcohol por empleo
de levaduras especiales con capacidad de fermentacién restringida.

En el segundo tipo de procedimiento, los métodos de separacién de alcohol
empleados son: (1) evaporacién, (2) empleo de membranas (didlisis, Osmosis -
reversa), (3) adsorcion, (4) extraccion con fluidos supercriticos. '

Nuestros resultados se podrian explicar en cuanto a los procedimientos del
primer tipo, en los que por ejemplo se empleen levaduras especiales o se
interrumpa la fermentacion, de forma que la metilacién de As inorginico (como
mecanismo de proteccién de las levaduras), se interrumpa o se dé en menor grado;
asi los niveles de las formas inorgdnicas se mantienen y son superiorés en ¢l caso
de las cervezas con menor graduacién alcohdlica.
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4).- Vines:

En los vines blancos (mostos, finos y de mesa), vemos que las especies
predominantes son las metiladas, MMAA y DMAA. Se podria establecer el
siguiente orden teniendo en cuenta las proporciones de las especies arsenicales
(Tabla 63):

DMAA = MMAA > As(Il) = As(V) = no detectado.

Al representar los porcentajes de distribucién de las muestras seguin el
contenido de cada una de las especies se observa que, para As(IIl) y As(V) un

porcentaje elevado de las muestras (67,9% y 96,4%, respectivamente), posee
concentraciones no detectables (< 1ug/L). Sin embargo, el numero de muestras que
poseen estos niveles de las especies metiladas, es mucho menor (21,4% y 25,0%,
respectivamente); se observé ademds, para ambas especies, una distribucién de las
muestras homogénea en los restantes rangos de concentracioén considerados (Figura -
37).

Respecto a la contribucién de las especies al contenido de As total en este
tipo de muestras, tenemos que DMAA representa un 54,4%, MMAA un 45,5%,
mientras que las especies inorgédnicas lo hacen de forma insignificante (Figura 43).

Si se hace distincién en cuanto al grado de fermentaciéon de las muestras
analizadas, los vinos mas fermentados presentan un predominio de las especies
metiladas, mientras que el contenido de las formas inorgénicas es muy pequefio. Se
podrian establecer los siguientes O6rdenes (Tablas 64 y 65):

Vinos de mesa: DMAA> MMAA > As(Ill) = As(V)= no detectado.
Vinos finos: MMAA = DMAA > As(IIl) = As(V)= no detectado.

En los vinos de mesa, el 67,7% del contenido de As total se debe a la
forma dimetilada y el 32,3% restante a MMAA; sin embargo en el caso de los
finos, MMAA predomina ligeramente sobre DMAA (58% y 42% del total,
respectivamente).
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En las muestras de mosto (vino joven), la predominancia de las especies es

similar a la observada para el total de las muestras (Tabla 66):
DMAA = MMAA > As(Ill) = As(V)= no detectado.

Al representar los porcentajes de contribucion de cada una de las especies
arsenicales al contenido de As total, el 55,1% corresponde a DMAA y el 44,9%
restante a MMAA.

Por tanto, DMAA predomina sobre el resto de las especies, mds en los
vinos de mesa que en los vinos jovenes, mientras que MMAA es la especie

predominante en vinos finos.

Sin embargo, a diferencia de los vinos fermentados, para los mostos la
fraccién de As inorganico, como conjunto de As(III) y As(V), es considerable ya
que incluso contribuyen con un 26% al contenido de As total; por tanto, se podria
establecer el siguiente orden:

DMAA = MMAA = As inorganico.

Por tanto, en los mostos, la concentraciéon de As inorgdnico es mayor que
para los vinos de méyor contenido alcohélico. Esto coincide con el trabajo de
Aguilar y cols. (1987), donde se encuentra que durante el proceso de fermentacion
el As inorgdnico es metilado por las levaduras, como un mecanismo de destoxica-
cion, para originar MMAA y DMAA, siendo éstas las especies mds abundantes en
los vinos fermentados; y segin nuestros resultados los niveles de compuestos
metilados, DMAA y MMAA, se corresponden, en éste orden, a graduacion

alcohdlica creciente,
5).- Caldos:

Para el total de las muestras analizadas, puede establecerse el siguiente orden
segin la abundancia de las especies arsenicales (Tabla 67):

As(IlI) > DMAA > MMAA = As(V)= no detectable.
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El 45,5% de las muestras tuvo concentraciones de As(IIl) en el rango 0,010-
0,030 ug/g, e incluso un 18,2% entre 0,050-0,070 p.g/g; para DMAA el 54,5% de
las muestras present6 concentraciones inferiores a 0,010 pg/g y el 27,3% entre
0,010-0,030 pg/g. Sin embargo, para As(V) y MMAA, el 100% y 81,8%, respecti-
vamente, de las muestras, tuvo concentraciones inferiores a 0,010 ug/g (Figura 38).
Por tanto, la especie con mayor variabilidad fué As(III). |

Cua_ndo se representa la contribucion de las especies arsenicales al contenido
de As total, se observa cémo el As(IIl) respresenta el 65,5% y el DMAA el
34,5%. '

Si hacemos distincién, en funcién de la naturaleza de la materia prima a
partir de la cual se han elaborado:

- Para los caldos de pescado se obtiene (Tabla 68):
DMAA = As(Ill) > MMAA = As(V)= no detectable.

De hecho DMAA y As(IIl) representan el 50,9% y 49,1%, respectivamente,
del contenido de As total.

- En el caso de los caldos de carne (Tabla 69):

As(Ill) > DMAA = MMAA = As(V)= no detectable.
El As(IIl) representa el 100% del contenido de As total (Figura 44)
- Para los caldos de ave el orden seria (Tabla 70):

As(IIl) > MMAA > As(V) = DMAA= no detectable.

De nuevo, el As(Il) es la especie predominante, representando un 64,3 %
del contenido de As total; pero le sigue el MMAA que constiuye el 37,7% del
total.

Por tanto, la especie predominante para este tipo de muestras es As(IIl),
siendo la especie que contribuye de forma absoluta al contenido de As total en los
caldos de carne; en caldos de pescado, As(IIl) y DMAA, participan de forma
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equitativa del contenido de As total, y sélo en los caldos de ave el porcentaje de
MMAA es significativo.

(SR o o JE e QR o JR ¢

Como resumen, podemos indicar que existe una variabilidad en el
predominio de las especies, segin la muestra estudiada:

La espécie As(IIl) predomina sobre el resto de las especies en : muestras de

aguas residuales, aguas de manantial y caldos. MMAA es la especie mayoritaria en

el conjunto de las muestras de cerveza. DMAA predomina en las muestras de zumo

(total); y en vinos hay un ligero predominio del DMAA sobre MMAA, siendo éstas
las especies mayoritarias.

VARIABILIDAD DE LA PRESENCIA DE LAS ESPECIES ARSENICALES EN
FUNCION DEL TIPO DE MUESTRA

Una vez vistos los contenidos y la distribucién de cada una de las especies
dentro de cada tipo de muestra, es interesante interrelacionar estos datos entre
muestras de diferente naturaleza, a través de los resultados obtenidos en los
contrastes de distribucién de concentraciones por especie arsenical.

El criterio seguido para elaborar esta secuencia de muestras por especie, €s
tener en cuenta las medianas y s6lo hacer mencién de la influencia de algin factor

por tipo de muestra (ejemplo: graduacién alcohdlica) cuando existan diferencias
significativas demostradas en los contrastes no-paramétricos (Tablas 77-84).

Teniendo en cuenta los niveles de cada una de las especies, y haciendo la
salvedad de considerar los datos de muestras de agua procedentes del manantial del
poblado del Pintado, con un contenido de As superior al observado para otras aguas
de consumo (como son aguas de la red o pozo), la presencia en orden decreciente
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para cada especie en las muestras estudiadas, es la siguiente:

,

As inorgénico:

Aguas de manantial (Pintado) > Cerveza sin alcohol = Zumos de pifia = Z. de

melocotén = Mostos = Z. de naranja = Vinos de mesa = C. con alcohol =
Finos.

As(ID:

A. manantial (Pintado) > C. sin alcohol = Z. de melocotén > Z. naranja = Z.
pifia = C. con alcohol = Vinos. ‘

As(V):

A. manantial (Pintado)> Zumos = Vinos = Cerveza= no detectado.

MMAA:

A. manantial (Pintado) = Finos =~ Cervezas =~ V. mesa = mostos = Zumos.
DMAA:

Vinos = Zumos = Cervezas = A. manantial (Pintado).

De forma general, se podria decir que el As inorgdnico, concretamente
As(III), especie mds toxica, es mas abundante en las aguas y muestras con menor
contenido alcohdlico. MMAA se encuentra en mayor proporcion en bebidas con
mayor grado de fermentacién como son, vinos y cervezas con mayor contenido al-
cohélico; y la presencia de DMAA no parece ligada al grado de fermentacion o

grado alcohélico de las muestras.

El As(V) es la especie menos detectada en todos los tipos de muestras, sélo
en aguas de manantial su presencia es mds notable.
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INGESTA DE As Y SUS ESPECIES

Debido a que los alimentos y bebidas son la principal fuente de exposicién
a arsénico, el conocimiento del grado de exposicion humana a través de éstos se
considera una parte integral de los programas supranacionales de salud (FAO/WHO,
1989).

Existen datos epidemioldgicos que claramente evidencian que la ingestién de
As inorganico estd ligada al cincer de piel, asi como podria también estarlo a otros
canceres internos fatales, como son el cancer de pulmén, de vejiga, rifidn e higado
(Bates y cols., 1992; Chiouh y cols., 1995).

Por ello, en 1983, el Comité de Expertos FAO/WHO sobre Aditivos
Alimentarios establecié una ingesta diaria tolerable (TDI) de As de 50 ug/Kg peso

corporal/dia. Posteriormente, en 1989, se especificé que la ingesta de As inorganico
no debe sobrepasar los 2 ug de arsénico inorgdnico/Kg peso corporal/dia. Ello-
equivale, asumiendo un peso corporal de 60 Kg (Repetto y cols., 1995b), a una
ingesta de 3000 pg/persona/dia de As total y de 120 upg/persona/dia de As
inorgdnico. : '

El metabolismo de As inorgénico, por el cual éste es metilado, se considera
un proceso de destoxicacién que puede saturarse. Por encima de este nivel de
saturacion, el aumento de la ingesta de As inorgdnico puede llevar a grandes

incrementos de las dosis de As inorgdnico que llegan a los tejidos diana.

De hecho, la ingesta de 200-250 pg/dia, parece que es suficiente para llegar 7
a la saturacion del proceso. Solo por encima de estos niveles se ha producido
cancer de piel y otros efectos toxicos, y por tanto podria considerarse como un
umbral; sin embargo al no ser la capacidad de metilacion homogénea dentro de la
poblacién, se puede considerar que existe un grupo, que por diversos factores
genéticos o dietéticos, puede tener un alto riesgo por debajo de 200 pg/dia (North,
1992).
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Por encima de estos niveles, el arsénico inorginico excretado en orina se
incrementa marcadamente, y por encima de 100 pg/dia puede detectarse en sangre.
Diversos estudios se han centrado en la determinacién de arsénico, sin

especificar su forma quimica, en dieta total y alimentos.

Asi, la ingesta media diaria estimada de As total en el Reino Unido es de
89 ug/dia (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, 1982). Para la poblacién
canadiense, este valor es de 38,1 pug/dia, variando entre 14,9 ug/dia en el caso de
nifios (1-4 anos) y 59,2 pg/dia para adultos (20-39 afios) (Dabeka y cols. 1993).

Ingestas mds elevadas se observan en la poblacién japonesa (Ikebe, 1992),
con medias incluso de 345,0 pg/dia, hecho quizds motivado por un mayor consumo
de pescado.

En cuanto a la ingesta de As inorgdnico, Hughes y cols. (1994) estiman para
la poblacién de Canad4, que es de 0,2-0,8 pg/Kg peso corporal/dia, siendo el grado
de exposicion mayor en el caso de los nifios. En concreto, encuentra que la ingesta
de As inorgénico en nifios de 0,5 a 4 afios es de 7,8-9,1 pg/dia, y para adultos de
14 pg/dia). La ingesta de As inorganico a través del agua de bebida (tomando como
valor medio 5 pg/L) fué de 3,9 pg/persona/dia para nifios de 0,5 a 4 afios y de 7
pg/dia para los adultos, 1o que representa aproximadamente un 50% del total.

Una vez conocidos los datos de los contenidos de As y sus especies, se
calculé la ingesta diaria por persona a partir del consumo de las muestras
analizadas.

Ya que el unico dato de ingesta estimado en la poblacién espaifiola
encontrado en la bibliografia es de 19,0 ug/persona/dia (Moreiras y Cuadrado,
1992), podemos decir que, suponiendo estable dicha ingesta, el consumo del tipo
de muestras estudiadas por nosotros apuntaria al 15% del total de As.

La ingesta de arsénico total a partir de los datos de As total obtenidos por
andlisis directo de las muestras, y de los consumos medios de los grupos de
alimentos y bebidas en nuestra comunidad proporcionados por el Ministerio de
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Agricultura, Pesca y Alimentacion (1990), fué de 2,9 ug/persona/dia, valor que estd
muy por debajo de la TDI dada por el Comité FAO/WHO.

Los grandes bebedores de cerveza (10L/semana), el consumo de las muestras
estudiadas supone el 73% de la ingesta total de 19 ug/persona/dia establecida por
Moreiras y Cuadrado (1992), y para bebedores fuertes de mosto y vinos de mesa
blanco (1L/dia), la ingesta de As supondria el 50% y 58% de la ingesta de As
persona/dia. Por tanto, es légico pensar que en estos casos € incluso en consumido-
res medios de cerveza (3 caias/dia) la ingesta de As total se eleve y sea superior
al altimo valor publicado en la bibliografia, para nuestra poblacioén, lo cual deberia
ser objeto de estudios posteriores.

Se podria decir que la contribucién de cada uno de los tipos de muestra
analizados a la ingesta de As total sigue el siguiente orden (Tablas 87 y 88):

Agua de la red > Leche > Cerveza > Caldos > Vinos de mesa > Mostos =
Zumos > Vinos finos > Agua mineral = Agua de manantial.

El agua de la red y la leche son las bebidas que contribuyen en mayor
proporcién a la ingesta total del elemento, con un 30,7% y un 21,7 %, respectiva-
mente. Les sigue la cerveza, que supone un 16,3% del total, los caldos con un
9,8% y los vinos de mesa, mostos, zumos y finos, que suponen el 7,8%, 6,3%,
6,2%, 1,1%, respectivamente. La contribucién de las aguas minerales y de
manantial es insignificante (Figura 46). '

Ahora bien, ya que en aios pasados hemos sufrido una intensa sequia en
nuestra comunidad, en la que la poblacion sustituyd el agua de la red por agua
mineral, y suponiendo entonces un consumo medio de 2L/dia por persona de agua
mineral, la contribucion de este tipo de muestra a la ingesta de As total aumentaria
de forma considerable, hasta suponer un 37,3%.

De igual forma, la ingesta estimada de As inorgdnico a través de las
muestras analizadas, de 0,44 ug/persona/dia, esti muy por debajo de la TDI
establecida por el Comité de Expertos FAO/WHO sobre Aditivos Alimentarios en
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1989, de 120 ug de arsénico inorganico/persona/dia.

Esta ingesta de As inorgdnico, por consumo de las muestras analizadas es
tan baja, porque no hemos podido especiar las aguas de la red y las aguas
minerales, y al no tener datos de As inorgdnico no se ha computado el aporte
proporcionado por la ingesta del agua de bebida; es predecible que la exposicion
de nuestra poblacion a As inorganico seria mas elevada, ya que Hughes y cols.
(1994), consideran que el agua de bebida puede representar aproximadamente el
50% del aporte de As inorganico total.

De hecho, en un caso hipotético y extremo, de consumo de agua del manan-
tial del Pintado (muestras de agua con mayor contenido de As total) se llegaria a
una ingesta de As inorgdnico de 31,8 ug/persona/dia, que aunque es aGn muy
inferior a la TDI de As inorgdnico, supera con creces los 7 pg/persona adulta/dia -
dados para la poblacion canadiense. Ello concuerda con los datos registrados por
Hughes y cols. (1994), que ya admite que la ingestién de agua de bebida de algunas
fuentes puede incrementar de forma extraordinaria la cantidad. total de As
inorganico ingerido para todos los grupos de edades.

Igualmente, en los casos de los consumidores habituales de grandes
cantidades de cerveza, mosto y vino de mesa, aunque la ingesta de As inorgénico,'
se elevaria a 3,75, 2,00 y 0,93 ug/persona/dia, respectivamente, serian inferiores
a la TDI establecida, pero supondria ya un porcentaje apreciable de la ingesta de
As inorganico estimado para otras poblaciones.

Para el As inorganico, se podria establecer el siguiente orden en cuanto a
la contribucién de cada uno de los tipos de muestra- analizados a la ingesta de esta -
especie (Tablas 89 y 90):

Caldos > Cervezas > Zumos > Mostos > Vinos de mesa > Finos.

De hecho, los caldos y las cervezas contribuyen a la ingesta total de As
inorganico en un 39,8% y 31,1%, respectivamente. Les siguen los zumos, mostos
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y vinos de mesa, que constituyen el 16,0%, 9,8% y 3,2%, rgspectivamente. La
contribucién de los vinos finos es.insignificante (Figura 47).

No incluimos la ingesta de cada especie, procedente del consumo de aguas
del manantial del Pintado, porque sus concentraciones pueden considerarse como
excepcionales. )

Se podrian ordenar los diferentes grupos de muestras analizadas, en funcién
de su aporte a la ingesta de cada una de las especies arsenicales:

As(III): Caldos = Cerveza > V. de mesa = V. finos = Mostos = Zumos.
MMAA: Cerveza > V. de mesa = Mostos > V. finos > Caldos = Zumos.
DMAA: V. de Mesa > Caldos > Mostos > Cervezas = Zumos > V. finos.

La ingesta de As(V), es insignificante a partir de la mayoria de las muestras
estudiadas. "

T o0

Como resumen, en la Figura 48, se expone cémo en funcién del tipo de

muestra, varian los contenidos y la exposicion a las diferentes especies arsenicales

y a As total.

o o o
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As total: Vinos = Cervezas = Z. melocotén = Z. piiia
=~ Z. naranja > Leche > aguas de consumo

As inorg: C. sin alcohol = Z. pifia = Z. melocotén
=~ Mostos = Z. naranja = V. mesa
= C. alcohol = vinos.

As(II): C. sin alcohol = Z. melocotén >
Z. naranja = Z. pina = C. con alcohol
= Vinos.

As(V): Zumos > Vinos = Cerveza

MMAA: Finos = Cerveza = V. mesa = mostos =
Zumos.

DMAA: Vinos = Zumos = Cervezas.

INGESTA

As total: Agua red > Leche > Cerveza >Caldos > V. mesa >
Mostos = Zumos > V. finos > Agua mineral = Agua
manantial.

As inorg: Caldos > Cervezas > Zumos>mostos > V. mesa >

Finos.

As(III): Caldos = Cerveza > V. mesa = Finos = mostos =
Zumos.

MMAA: Cerveza > V. mesa > Mostos > Finos > Caldos =
Zumos.

DMAA: V. mesa > Caldos > Mostos > Cervezas =~ Zumos >
Finos.

Figura 48.- Contenidos e ingesta de As total y de las diferentes especies arsenicales en funcién del tipo de

muestra.
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PRESENCIA DE LAS ESPECIES ARSENICALES EN MUESTRAS DE ORINA

Con el anilisis de las muestras de orina de sujetos no expuestos ocupacional-
mente, hemos querido conocer los niveles del elemento excretados por esta via,
tanto de As total como de cada una de las especies, para compararlos con las

previsibles ingestas, antes calculadas.

El contenido medio de As total en estas muestras fué de 5,23 ug/L, y
encontrdndose todos los valores en el rango de 1,0-8,9 ug/L (Tabla 71). Este valor
medio, asi como el obtenido para cada una de las muestras de forma individual,
estd por debajo de 10 ug/L, y por tanto, segin Goyer (1996) corresponde a un
nivel de exposicién normal (no ocupacional).

El rango de concentracion obtenido en nuestro caso es algo mis amplio que
el registrado por el Servicio de Informacién del Instituto Nacional de Toxicologia
para personas no expuestas, 2-5 ug/L; y mds estrecho que el publicado por Alessio
y cols. (1992), de 2,3-31,1 ug/L.

En cuanto a la presencia de las especies arsenicales, se podria establecer el
siguiente orden (teniendo en cuenta las medianas)(Tabla 71):

DMAA > MMAA = As(V) = As(Ill)= no detectable.

De hecho, para las especies As(III), As(V) y MMAA el 100%, 100% y
70%, respectivamente , de las muestras tiene concentraciones no detectables
(inferiores a 1 pg/L). Sin embargo, para DMAA sélo el 20% de las muestras
presenta estos niveles, e incluso un 30% estd en el rango 1-3 ug/L, un 40% de 3-5
pg/L y un 10% tuvo mads de 5 pg/L.

Por tanto, la presencia media (%) de las especies arsenicales en sujetos no
expuestos son: 0% As(V), 0% As(Ill), 30% MMAA y 90% DMAA. En compara-
cién con grupos expuestos, y de acuerdo con Farmer y Johnson (1990), las especies
metiladas, tanto MMAA como DMAA, estin presentes en mayor nuimero de
muestras de orina en sujetos no expuestos, no budiéndose detectar As(II) ni As(V),
pricticamente, en orina.

394



Discusion de los resultados

Luego, las especies metiladas, en concreto DMAA, representan €l mayor
porcentaje del contenido de As total (100%) (Figura 45). Si los porcentajes de
contribucién de cada especie se calculan teniendo en cuanta la media arimética de
los valores obtenidos, el MMAA contribuiria con un 24,2% y DMAA con un
75,8%.

Con respecto a los estudios existentes de especiacion en este tipo de muestra
bioldgica, se observa que los niveles medios obtenidos por nosotros para cada una
de las especies fueron inferiores a los encontrados por Smith y cols. para sujetos
no expuestos (1977). De la misma forma, los rangos de concentracién de cada
especie, fueron algo mds estrechos que los obtenidos por Foa y cols. (1984), para
sujetos sanos (ver tabla 12, capitulo 5).

En resumen, se podria decir que los niveles de As total y sus especies
encontrados en individuos sanos no expuestos, concuerdan e incluso son inferiores
a los encontrados en la bibliografia.
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Conclusiones

PRIMERA.- El método analitico empleado para la determinancion del contenido
de arsénico total en muestras de aguas, cumple los requisitos establecidos en la
propuesta de Directiva del Consejo de la CEE (95/C 131/03; DOCE 30/05/95). De
igual forma, los pardmetros analiticos obtenidos para el método de anilisis del resto
de las muestras, son satisfactorios.

SEGUNDA.- Se ha desarrollado un método analitico de especiacion de arsénico
fiable, sensible y reproducible que permite la diferenciacién y cuantificacion de las
especies As(II), As(V), MMAA y DMAA, asi como de la fraccién de arsénico
inorganico. '

Se ha comprobado que el método es lineal dentro de los intervalos de
concentracion estudiados (0,6-30,0 pug/L), las recuperaciones medias para las
diferentes especies son cuantitativas (superiores al 80 %), la precisién del método
para cada especie es satisfactoria (coeficientes de variacién: 5,2-13,0%) y los
limites de deteccién obtenidos (0,6-3,7 ug/L) hacen que el procedimiento sea
aplicable en la determinacion de las cuatro especies arsenicales a los niveles de
concentracién usuales en muestras ambientales, bioldgicas y alimentos.

TERCERA.- En el momento en que se realizé el estudio, las aguas de la red de
las provincias de Sevilla, Hueiva, Cidiz y Malaga, se ajustaron a los requisitos
legales vigentes en cuanto a los contenidos de arsénico, asi como a lo estipulado
en la propuesta de Directiva del Consejo de la CEE (1995). Los niveles de arsénico
encontrados, algo superiores en la provincia de Huelva, fueron similares para las
diferentes provincias andaluzas estudiadas, y andlogos a los observados para aguas
naturales no contaminadas. '

Los contenidos de As encontrados para los otros tipos de aguas de consumo
analizadas (mineral, pozo y manantial) fueron muy inferiores a los maximos estable-
cidos por la legislacién vigente, y similares a los de las aguas de la red (< 1pg/L).
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CUARTA.- Los contenidos medios de arsénico total encontrados para el resto de
las bebidas analizadas (zumos, leche, cerveza, vinos, caldos) fueron inferiores a los
niveles maximos permitidos por la Legislacion Alimentaria Espaiiola, en los casos
establecidos.

En funciéon de la presencia del elemento, vinos y cervezas fueron las
muestras de mayor contenido, y las aguas de consumo las que menores concentra-
ciones presentaron. En el caso de los caldos, los niveles de As fueron superibres
en los de pescado, lo quese debe a la capacidad de peces y moluscos de acumular
arsénico en sus tejidos aunque las concentraciones del elemento en el agua sean
~ bajas. S

QUINTA.- Los niveles de arsénico total observados en las aguas de la ria de
Huelva son muy elevados, lo que indica que efectivamente existe una alta
contaminacién de origen antropogénico. Se observa una influencia del estado de la
marea sobre el contenido de As total, siendo los niveles mucho mayores cuando la
marea es baja.

SEXTA.- En las aguas de la ria de Huelva la especie arsenical més abundante es
As(IIl), siendo mas pronunciado este predominio cuando la marea estd alta; cuando
la marea baja, las especies metiladas formadas en los sedimentos (sobre todo
DMAA), probablemente son transferidas mds ficilmente al agua, siendo en estos
casos similares las proporciones de As(IIl) y DMAA.

En las aguas de manantial que se han podido especiar (manantial del
Poblado del Pintado, Sevilla), las especies inorganicas son mas abundantes que las
metiladas. En concreto, As(V) es la especie inorgdnica que mds contribuye al
contenido de As total, lo cual denota que se trata de aguas oxigenadas.
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SEPTIMA.- Existe variabilidad en el predominio de las especies en cada tipo de.
muestra estudiada: la especie As(IIl) predomina sobre el resto de las especies en
muestras de caldos. MMAA es-la especie mayoritaria en el conjunto de las
muestras de cerveza, existiendo diferencias en la contribucién de cada especie en
funcién del contenido alcohdlico. DMAA predomina en las muestras de zumo
(total). En vinos blancos las especies predominantes son las metiladas, MMAA y
DMAA, observiandose que el grado de fermentacién o contenido alcohélico es un
factor inﬂuyent_e en la distribucion de las especies arsenicales. i

OCTAVA.- Al interrelacionar los resultados obtenidos en la especiacién entre
muestras de diferente naturaleza se manifiesta que el As inorgénico, concretamente
As(Il), es mids abundante en las aguas y muestras con menor contenido alcohélico.
MMAA se encuentra en mayor prdporci()n en bebidas con mayof grado de
fermentacién o contenido alcohélico, mientras que la presencia d¢ DMAA no parece
ligada a este factor. El As(V) es la especie menos detectada en todos los tipos de
muestras, y s6lo en aguas de manantial su presencia es mas notable.

NOVENA.- La exposicién de la poblacién andaluza a As total y As inorginico a
través del consumo de las bebidas analizadas, es muy inferior a la Ingesta Diaria
Tolerable (TDI) dada por el Comité mixto FAO/OMS para el elemento y para As
inorganico, ain cuando se tratase de bebedores de grandes cantidades de cerveza
o vino. De conformidad con lo anteriormente expuesto, estimamos que la situacién
de exposicién de nuestra poblacién a arsénico y a sus especies inorgénicas a través
del consumo de agua y bebidas es baja, existiendo variabilidad en la exposicion en
funcioén del tipo de muestra.

DECIMA.- Los niveles de arsénico total y de sus especies encontrados en muestras
de orina de sujetos sanos NO e€Xpuestos, concuerdan e incluso son inferiores a los
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registrados en la bibliografia. Las especies metiladas, en especial DMAA son
mayoritarias, mientras que la presencia de las especies inorginicas es minima.

Estos resultados son concordantes con los valores estimados de las ingestas
de arsénico total e inorgdnico calculadas en nuestro estudio.
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