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Resumen

El arsénico es un elemento natural ampliamente distribuido en la corteza terrestre. Es una de
las diez sustancias que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera mas
preocupantes para la salud publica, y la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el
Cancer (IARC) lo ha clasificado como un carcinégeno humano probado (Grupo 1) debido a
la alta toxicidad de sus especies inorganicas. Las especies solubles de arsénico inorganico
presentan los estados de oxidacién +111'y +V, siendo que la especie +111 es mas tdxica que
la +V. El principal riesgo de exposicion ambiental al arsénico a nivel global proviene del
consumo de agua subterranea con niveles elevados de este elemento, ya sea de origen
geogénico o natural, lo cual ha sido ampliamente estudiado a nivel internacional dentro del

marco multidisciplinario de la Geologia Médica.

En Uruguay, la investigacion oficial y las preocupaciones sobre los niveles de arsénico en el
agua subterrnea destinada al consumo humano son relativamente recientes, surgieron
cuando los valores limite para el agua potable fueron ajustados por normativas nacionales
en 2010 a 20 ug L' y se intento alinearlos con la recomendacion de la OMS de menos de
10 ng L'. Sin embargo, en las zonas rurales donde la red oficial de suministro de agua no

llega, su consumo ocurre a traves de pozos privados que carecen de control de potabilidad.

Esta tesis se estructura de la siguiente manera: desarrollo de métodos analiticos, monitoreo

ambiental, evaluacion de riesgos y estudios poblacionales.

Desarrollo de Métodos Analiticos: Se exploro el desarrollo y la validacidén de metodologias
analiticas para la determinacion de arsénico en agua y su aplicacién a muestras de pozos de
diversos origenes utilizadas para el suministro humano. También se desarrollaron
metodologias para la separacion y determinacidn de especies de arsénico inorganico en esta
matriz, lo que permitid caracterizar las especies predominantes en el agua subterranea y
proporcionar informacidn sobre su potencial toxicidad. Ademas, se desarrollaron y validaron
métodos para la determinacion de especies toxicoldgicamente relevantes en orina para
identificar el mejor biomarcador de exposicion al arsénico inorgénico en poblaciones

presuntamente expuestas.



Monitoreo Ambiental: Estas nuevas metodologias analiticas permitieron el monitoreo de
agua subterranea en diversas regiones rurales del pais que no estan cubiertas por los controles
oficiales de agua potable. Se estudiaron, entre otras, las regiones de San Pedro (Colonia) y

San Antonio (Canelones).

Los resultados del monitoreo ambiental indicaron que, en San Antonio, Canelones, mas del
60% de las muestras superaron el nivel de arsénico de 20 pg L' establecido por la normativa
nacional, mientras que, en San Pedro, Colonia, mas del 65% de las muestras superaron los

niveles recomendados por la OMS.

Evaluacion de Riesgos: Junto con los datos obtenidos del monitoreo ambiental, se evalu6
la magnitud potencial de los riesgos para la salud relacionados con la exposicion al arsénico
a traveés del agua en las muestras estudiadas, utilizando herramientas estandar recomendadas
por la OMS y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA). La
evaluacion de riesgos indicé que los niveles de arsénico en la mayoria de las muestras

estudiadas no eran seguros para las personas que consumen el agua durante toda su vida.

Estudios Poblacionales: Se selecciond el area rural de San Antonio, Canelones, Uruguay,
para realizar una encuesta de consumo, monitoreo del agua consumida y evaluacién de la
exposicion a través del biomonitoreo utilizando su biomarcador especifico para arsénico

inorganico (especies toxicoldgicamente relevantes en orina).

La evaluacion de la exposicion en la poblacion seleccionada de San Antonio revel6 que el
95% consume agua de sus pozos y muestra niveles cuantificables del biomarcador especifico
para arsénico inorganico, lo que indica una clara exposicion de la comunidad a este elemento
toxico. Este trabajo dio inicio a un estudio mas profundo en la region, junto con profesionales
médicos locales y asociaciones civiles, con el objetivo de promover la comunicacion de

riesgos y el empoderamiento comunitario en la busqueda de soluciones.

Los resultados globales de esta investigacion subrayan la importancia de establecer sistemas
de vigilancia y control para las poblaciones expuestas a niveles de arsénico a través del agua
subterranea, con el fin de comprender, evaluar y sensibilizar sobre este problema,

asegurando que sea reconocido por las autoridades sanitarias y ambientales.



En resumen, nuestras evaluaciones son inéditas en Uruguay, y este estudio establece las
bases para evaluar méas a fondo los riesgos de exposicion al arsénico en las poblaciones que
consumen agua subterranea de sus propios pozos, tomando las precauciones necesarias para

prevenir los riesgos para la salud asociados con éste.

Palabras claves: arsénico, agua subterranea, evaluacion de riesgo, poblacion rural
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Abstract

Arsenic is a naturally occurring element widely distributed in the Earth's crust. It is one of
the ten substances considered most concerned for public health by the World Health
Organization (WHO), and the International Agency for Research on Cancer (IARC) has
classified it as a proven human carcinogen (Group 1) due to the high toxicity of its inorganic
species. Soluble inorganic arsenic species exhibit oxidation states of +111 and +V, with the
+I11 species being several times more toxic than the +V species. The primary risk of
environmental exposure to arsenic globally arises from the consumption of groundwater with
elevated levels of this element, whether of geogenic or natural origin, which has been
extensively studied internationally within the multidisciplinary framework of Medical

Geology.

In Uruguay, official research and concerns regarding arsenic levels in groundwater intended
for human consumption are relatively recent, arising when the drinking water limit values
were adjusted in 2010 to 20 pug L' and aimed to align with the WHO recommendation of
less than 10 pg L™'. However, in rural areas where the official water supply network does

not reach, its consumption occurs through private wells that lack potability control.

This thesis is structured as follows: development of analytical methods, environmental

monitoring, risk assessment, and population studies.

Development of Analytical Methods: We explored the development and validation of
analytical methodologies for arsenic determination in water and their application to well
samples of various origins used for human supply. Methodologies for the separation and
determination of inorganic arsenic species in this matrix were also developed, allowing for
the characterization of predominant species in groundwater and providing information on
their potential toxicity. Additionally, methods were developed and validated for determining
toxicologically relevant species in urine to identify the best biomarker for exposure to

inorganic arsenic in allegedly exposed populations.



Environmental Monitoring: These new analytical methodologies enabled groundwater
monitoring in different rural regions of the country not covered by official drinking water
controls. Notably, the regions of San Pedro (Colonia) and San Antonio (Canelones) were

studied among others.

Environmental monitoring results indicated that in San Antonio, Canelones, over 60% of
samples exceeded the arsenic level of 20 pg L' established by national regulations, while in

San Pedro, Colonia, over 65% of samples exceeded levels recommended by WHO.

Risk Assessment: Alongside data collected from environmental monitoring, the potential
magnitude of health risks related to arsenic exposure through water in the studied samples
was evaluated using standard tools recommended by WHO and the United States
Environmental Protection Agency (USEPA). The risk assessment indicated that the arsenic
levels in most of the samples studied were unsafe for individuals consuming the water

throughout their lives.

Population Studies: The rural area of San Antonio, Canelones, Uruguay, was selected for a
consumption survey, monitoring of consumed water, and exposure assessment through
biomonitoring using its specific biomarker for inorganic arsenic (toxicologically relevant

species in urine).

The exposure assessment in the selected population of San Antonio revealed that 95%
consume water from their wells and show quantifiable levels of the specific biomarker for
inorganic As, indicating clear exposure of the community to this toxic element. This work
initiated a deeper study in the region, alongside local medical professionals and civil
associations, aimed at promoting risk communication and community empowerment in

seeking solutions.

The overall results of this research underscore the importance of establishing surveillance
and control systems for populations exposed to arsenic levels through groundwater to
understand, evaluate, and raise awareness about this issue, ensuring it is recognized by health

and environmental authorities.



In summary, our described evaluations in Uruguay are unprecedented, and this study sets the
baselines for further assessing exposure risks to arsenic in populations consuming

groundwater from their own wells while taking necessary precautions to prevent health risks

associated with it.

Key words: Arsenic, groundwater, health risk, rural population.
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Capitulo 1.  Introduccién

En este capitulo se presenta de manera clara y concisa, las bases del contenido de la tesis.
Comenzaremos con una introduccion a las generalidades del tema, abordando la presencia
del arsénico en el medio ambiente, la toxicidad y su metabolismo en el cuerpo humano.
Luego, nos enfocaremos en el arsénico presente en el agua subterranea y la exposicion
humana a través de su consumo, revisando antecedentes de la problemaética a nivel mundial,

regional y nacional.

Se discutira la evaluacion del riesgo para la salud por exposicion a contaminantes quimicos,
con énfasis en el arsénico. Para finalizar, se detallaran los aspectos mas relevantes de las
determinaciones analiticas, revisando brevemente cada una de las fases del proceso analitico
y poniendo especial atencion en la toma de muestras, asi como en las técnicas y metodologias

de analisis utilizadas en esta investigacion.

1.1. Generalidades

El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre; esta presente en el
agua, el aire y el suelo, en un amplio rango de concentraciones (ATSDR, 2016) donde se
puede encontrar en distintos estados de oxidacion (-Il1, 0, 111, V) y en formas inorganicas u
organicas con diferentes grados de toxicidad humana. Las especies solubles de arsénico
presentan los estados de oxidacion +I11 'y +V. En un medio fuertemente reductor puede
existir As(-111) y As(0); en medios moderadamente reductores y anaerobios predomina la
forma trivalente, y en medios oxidativos y aerobios predomina la especie pentavalente (Hug
S. J. et al., 2020). Por lo tanto, el estado de oxidacion del arsénico y su movilidad estan
controlados fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox, Eh) y el pH (Lu
& Zhu, 2011). El arseniato (As(V)) es la especie arsenical méas difundida en el medio
ambiente, y la mayoritaria en aguas subterraneas y suelos, mientras que el arsenito (As(l11))
es la forma inorganica reducida y esta presente en forma minoritaria. Por su parte, la
arsenobetaina es una especie organica presente en los sistemas bioldgicos marinos y se

considera de bajo riesgo toxico.
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La contaminacién natural de las aguas subterraneas se produce por la liberacién de arsénico
en sedimentos y acuiferos provenientes de minerales, como la arsenopirita (FeAsS) y otros
minerales y compuestos de origen volcanico, a través de los procesos de interaccion natural
agua-roca (Litter et al., 2019), asi como por la elevada concentracion de solidos en solucion
presente en los acuiferos (Mafiay et al., 2013).Cuando los minerales de sulfuro se meteorizan
en condiciones oxidativas, el arsénico se oxida a arsenito y finalmente a arseniato que se
transporta a través de rios (Hug S. J. et al, 2020). Ademas, la actividad humana como la
mineria, los procesos industriales, la fundicidon de metales, la produccién de pesticidas y de
preservantes de madera aportan una contaminacion adicional, de origen antropogénico, en

suelos y acuiferos (Litter et al., 2019).

Debido a la elevada toxicidad en sus especies inorganicas, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) considera el arsénico dentro de las diez sustancias quimicas mas preocupantes
para la salud (OMS, 2022), la Agencia para las sustancias toxicas y el registro de
enfermedades (ATSDR, por su sigla en inglés: Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) lo ubica en primer lugar de la lista de sustancias peligrosas prioritarias (ATSDR,
2022) y la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, por su sigla
en inglés: International Agency of Research in Cancer) lo clasifica dentro del Grupo 1, con
suficiente evidencia de su carcinogenicidad en humanos (IARC, 2024). Tomando en
consideracion lo dicho anteriormente, asi como los niveles de cuantificacion de las técnicas
analiticas disponibles y las mejores tecnologias de abatimiento también disponibles
actualmente, la OMS recomienda como valor guia provisional de calidad de agua de bebida:
10 pg LT (OMS, 2022).

La forma quimica en la que se encuentre el arsénico puede determinar su toxicidad, la que

se define como una caracteristica intrinseca por la que se produce un efecto adverso.

Se conoce que los compuestos trivalentes de arsénico inorganico son los mas toxicos,
seguidos por los compuestos pentavalentes inorganicos. El arsenito es considerado varias
veces mas toxico que el arseniato (Castro de Esparza, 2006; WHO, 201; Ramirez, 2013;
Mafay, 2013). El orden de toxicidad puede verse de manera decreciente en la Figura 1.1. La

magnitud de los efectos toxicos producidos por el arsénico inorganico depende de una serie
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de factores, incluyendo su estado de oxidacion, su estado fisico, la velocidad de absorcion

en las células o la velocidad de eliminacion.

AsH, arsina (gas)

As(111) arsenito

As(V) arseniato

Acido Monometilarsénico
(MMA)

Acido Dimetilarsinico
(DMA)

Arsenocolina (AsC)

Arsenobetaina (AsB)

Figura 1.1. Orden de toxicidad de las diferentes especies de arsénico (Mafay , 2013).

Las especies arseniato y arsenito se consideran carcinogénicas, mientras que se demostro
que la arsenobetaina (AsB) y arsenocolina (AsC) son poco toxicas o practicamente inocuas.
Por lo tanto, el rango de toxicidad es amplio y, como tanto la toxicidad como la
biodisponibilidad del arsénico dependen de la o las especies vinculadas, resulta conveniente
la determinacién cuantitativa de cada una de sus especies si se desea evaluar el grado de

riesgo a traves de los marcadores de exposicion.

En el caso de las especies de arsénico inorganico, el arsenito inhibe un gran nimero de vias
enziméticas celulares implicadas en la produccién de energia, mientras que el arsénico
pentavalente, menos toxico, interfiere con el metabolismo del fosfato, las fosfoproteinasy la
formacién de trifosfato de adenosina (ATP) (Marlborough & Wilson, 2015).
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El arsénico inorganico puede ser absorbido facilmente en el tracto gastrointestinal, hasta
aproximadamente el 95% de la dosis ingerida (USEPA, 2004; ATSDR, 2009). Se transfiere
a la sangre y posteriormente se alojara en el higado, rifiones, pulmones (Castro de Esparza,
2006; ATSDR, 2007). EI metabolismo del arsénico se caracteriza por dos tipos de
reacciones: reduccion de arseniato a arsenito y reacciones de metilacion oxidativa, en las
cuales el arsenito experimenta una metilacion secuencial, que da lugar a productos
monometilados (MMA\), dimetilados (DMA) y trimetilados (TMA). La oxidacién de As(111)
a As(V) y la metilacion se da por la transferencia del catiéon metilo (CHs") desde la S-
adenosilmetionina que utiliza glutation como cofactor esencial (ATSDR, 2007; Ramirez,
2013). Dicha metilacion facilita la excrecion del organismo del arsénico inorganico. Se
estima que la vida media del arsénico inorganico es de seis horas y sus metabolitos metilados
presentan una vida media de mas de siete horas. Los porcentajes de excrecion renal son para
el DMA de 50 a 70%, para el MMA de 15 a 20% y alrededor del 20% se excreta sin metilar
(Ramirez, 2013).

En la exposicion crénica al arsénico inorganico por la ingesta de agua contaminada, los
primeros sintomas aparecen en la piel, siendo los mas frecuentes el cambio de pigmentacion

y las callosidades y durezas en manos y pies conocidas como hiperqueratosis.

Existen numerosos estudios que demuestran que la exposicion a largo plazo al arsénico a
través del agua de consumo Yy los alimentos se puede relacionar con un mayor riesgo de
cancer de piel, pulmones, vejiga, rifiones, higado y canceres del tracto gastrointestinal
(WHO, 2018; Spratlen et al., 2017; Mafay, 2013). Una exposicion crénica a arsénico
también se ha asociado con enfermedades cardiovasculares y diabetes (Mafiay et al., 2019;,
Wade et al., 2015).

Todas estas manifestaciones clinicas asociadas a la exposicién crénica al arsénico a través
del agua configuran una entidad nosolégica que se ha dado en Ilamar hidroarsenicismo
crénico regional endémico (HACRE) (Litter et al., 2019).

Por lo antes expuesto, para conocer la exposicion real de la poblacién al contaminante, se
utiliza la medicion de la concentracién de arsénico inorganico (As(lll) y As(V)) mas sus

metabolitos (MMA y DMA) en orina, lo que representa el mejor biomarcador de exposicion.
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La suma de arsénico inorganico mas sus metabolitos metilados se conoce como especies de

arsenico toxicoldgicamente relevantes en orina.

La problematica de la presencia de arsénico en el agua subterranea se aborda desde la
Geologia Médica. Esta es una disciplina emergente, que involucra el aporte de las diferentes

areas de las Geociencias con las Biociencias (Davies et al., 2015).

Segun la International Medical Geology Association (IMGA) “La Geologia Médica se
define como la ciencia que estudia la relacion entre los factores geoldgicos y los problemas
de salud en humanos, animales y plantas. Este campo de estudio es complejo y requiere un
enfoque multidisciplinario que involucra una amplia variedad de especialistas, desde

geologos, geoquimicos y médicos hasta veterinarios y bidlogos” (IMGA, 2024).

1.2.  Arsénico en el agua subterranea

Segun Collazo & Montafio (2012) en el Manual del Agua Subterranea del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca, se define agua subterranea como el agua que circula y se
aloja en el subsuelo, formando acuiferos. Estos acuiferos se generan principalmente por la
infiltracion del agua de lluvia. Son las formaciones geoldgicas que almacenan y transportan
agua subterranea, la cual puede ser extraida a través de pozos. Existen diferentes tipos de
pozos, que se clasifican en pozos verticales, brocales y semisurgentes, como se ilustra en la

Figura 1.2.

36



¢ Pozo excavado

Pozo perforado

Manantial

Figura 1.2 Obras de captacion, pozos brocales o excavados, pozo perforados o semisurgentes y manantiales.
Imagen extraida del Manual de agua subterranea del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (Collazo
& Montafio, 2012)

La diferencia entre los pozos brocales y los pozos semisurgentes radica en su profundidad y
estructura de construccion. Los pozos brocales son menos profundos, mientras que los pozos
semisurgentes son mas profundos, llegando a veces a acuiferos confinados, lo que implica
que estan rodeados por capas de materiales que limitan la movilidad del agua y la protegen

de contaminaciones superficiales.

Alo largo del trabajo de investigacion se tomaran muestras de agua subterranea de diferentes

tipos de pozo.
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Tal como fue descrito, el arsénico inorganico en agua subterrdnea se puede encontrar
mayoritariamente en los estados de oxidacion Il y V y, de manera minoritaria 0 menos
frecuente, en los estados 0 y -11l. El estado de oxidacion y su movilidad dependen de las
condiciones redox (potencial redox, Eh) y el pH (Lu & Zhu, 2011). El arsénico inorganico
se encuentra principalmente, formando oxoaniones derivados del acido arsenioso, (HzAsOs),

y el &cido arsénico, (HzAsOa).

El pH del agua subterranea suele estar entre 6,5y 8,5 (Smedley & Kinniburgh, 2015) por lo
que si observamos el diagrama de Pourbaix en la Figura 1.3 podemos ver que, en el rango
de pH habitual de las aguas subterraneas, el acido arsénico se encuentra mono o di protonado
(con una o dos cargas negativas) y el acido arsenioso se encuentra como tal, dependiendo

del potencial de las aguas.

0.5 1

Eh, volts
o
()

0.5 1

Figura 1.3 Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico a 25°C y 1 bar de presion. Extraido
de Lu & Zhu, 2011

Por lo anterior, el As(V) es la especie arsenical mas difundida en el medio ambiente, y la
mayoritaria en aguas subterraneas y suelos, mientras que el As(l11) es la forma inorganica

reducida y esta presente en forma minoritaria.
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La presencia de niveles de arsénico en el agua es un tema prioritario de preocupacion
ambiental, como se dijo anteriormente, ya que limita el uso del recurso de agua potable y
otros propdsitos, e impide el crecimiento socioeconémico, la sostenibilidad del uso racional
de los suelos y el desarrollo sostenible de la agricultura (Litter, Farias, & Armienta, 2009).
Ademas, por la preocupacion antedicha sobre la incidencia en la salud humana y animal, y
las repercusiones patoldgicas que estan asociadas al consumo de arsénico, se requiere el
desarrollo de diversas metodologias analiticas capaces de estudiar al arsénico en sus
diferentes formas y concentraciones. Asimismo, existe la necesidad del analisis y
especiacion de arsénico en orina, como biomarcador de exposicion al arsénico inorganico,

dada su toxicidad.

Los niveles altos de concentraciones de arsénico en el agua subterranea utilizadas para
consumo pueden suponer un riesgo para la salud y limitar la reserva de agua apta para uso
(Giménez-Forcada & Ordoriez, 2019) porque compromete la calidad del recurso, limitando

su utilizacion como agua de consumo.

1.2.1. Antecedentes en el mundo

La presencia de arsénico en el agua subterranea de consumo humano es una preocupacion a
nivel mundial. En 2018 Ahmad et al. publicaban que existen mas de 200 millones de
personas en todo el mundo expuestas a altas concentraciones de arsénico principalmente de
origen natural, mientras que en 2024 Mukherjee et al. informan que hay entre 300 y 500
millones de personas expuestas al arsénico presente naturalmente en el agua subterranea
(Mukherjee et al., 2024). Este problema afecta, a personas de todas las edades, en paises de
bajos y altos ingresos, pero con mayor impacto en las regiones mas pobres. Las principales
regiones afectadas por la contaminacion por arsénico en el agua subterranea incluyen paises
de Asia, como Bangladesh, India, Chinay Mongolia, asi como de América, Argentina, Chile,
México y Estados Unidos. Los niveles de arsénico en estas areas varian considerablemente.
Por ejemplo, en Bangladesh e India se han registrado concentraciones que oscilan desde
0,5 pg Lt hasta 3200 pg L™ (Smedley & Kinniburgh, 2015). La mayor intoxicacion masiva
de la poblacion ocurrié en Bangladesh durante la década de 1990, cuando alrededor de 100
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millones de personas se vieron afectadas por consumir agua subterranea contaminada con

arsenico de origen geogeénico (Garcia, 2012; Hug, et al., 2020).

En paises como México y Estados Unidos también se han reportado niveles de arsénico en
el agua subterranea superiores a 10 pg L™ (Litter et al., 2020) lo que afecta a mas de 2,5
millones de personas en México y a 30 millones en Estados Unidos, quienes consumen esas
aguas (Polya & Middleton, 2017).

1.2.2. Antecedentes en la region

En América Latina, el problema afecta al menos a 14 paises, incluyendo a Uruguay. Se
estima que alrededor de 14 millones de personas estan expuestas a niveles de arsénico
superiores a 10 pg Lt (Litter et al., 2019), el valor maximo recomendado por la OMS. El
principal pais afectado es Argentina, donde hace mas de 100 afios se documentaban los
primeros casos de HACRE reportados en Cordoba (Garcia, 2012). En este pais, se estima
que al menos 4 millones de personas beben en forma permanente agua con niveles de

arsénico por encima de 50 pg L™, poniendo en riesgo su salud.

1.2.3. Antecedentes en Uruguay

Si nos centramos en Uruguay, los primeros hallazgos de arsénico en agua subterranea los
describen Manganelli et al. (2007) en los diferentes acuiferos de la zona suroeste de nuestro
pais, Chuy, Raigon y Mercedes. El valor medio para Chuy fue de 20,6 pug L™, para Raigon
en sus dos localidades de estudio fue de 16,9 y 9,6 pug Ly para el acuifero Mercedes, que
también se estudio en dos localidades, las medias fueron de 34,9 vy
19,9 pg L. Posteriormente en el afio 2013 el trabajo de Maifiay et al. (2013) enfocado en la
Geologia Médica, muestra especificamente que la media del resultado de arsénico en 32
muestras de agua de perforaciones en el acuifero Raigon en el departamento de San José fue
de 14,0 ug L™ Existen trabajos de otros investigadores que también dan cuenta de
perforaciones en diferentes puntos del pais con niveles de arsénico superiores a los
recomendados por la OMS (Machado, Buhl & Mafay, 2019; Pamoukaghlian et al., 2023;
Alvareda et al., 2023; Buhl et al., 2023). En la actualidad, segin informacion brindada por
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OSE, Obras Sanitarias del Estado, en Uruguay existen 163 pozos de abastecimiento de OSE
que presentan niveles de arsénico superiores a 10 pg L™ (Cabrera, 2021; Wu, et al., 2021),
destacandose la gran cantidad de localidades afectadas en los departamentos de Colonia y

Canelones.

En Uruguay, desde 2011, estd vigente la norma UNIT-ISO 833:2010, que establece los
requisitos para considerar el agua como potable (Decreto 110/011, 2011). En cuanto a los
requisitos referentes al arsénico, el limite maximo permitido fue reducido de 0,05 mg Lt a
0,02 mg L (20 ug L), y se establece un valor objetivo de 10 pg L, tal como el valor guia
provisional recomendado por la OMS desde la segunda edicion de Guidelines for drinking-
water quality (WHO, 1993). Este valor se mantiene hasta la actualidad (WHO, 2017; OMS,
2022).

Desde 2010, OSE ha notificado problematicas con el agua suministrada en algunas
localidades donde superan el valor de 20 pug L. Si bien OSE abastece al 99 % de la
poblacion nucleada (OSE, AGUA - Abastecimiento, 2024) ya sea con agua superficial o
subterranea y mantiene todos los controles necesarios para abastecer de agua potable a la
poblacion, existe una parte de la misma, que no accede al suministro de agua estatal,
poblacion rural dispersa, y se abastece de sus propios pozos. En estos pozos privados no se
lleva a cabo un monitoreo sistematico, ni un control de la potabilidad del agua. Cuando se
realizan analisis, suelen ser a iniciativa del propietario y generalmente se limitan a controles
microbioldgicos y de algunos pardmetros fisicos, sin incluir la evaluacion de los niveles de
arsénico. Como resultado, se desconoce la concentracidn de arsénico presente en el agua que

consumen las personas que dependen de estos pozos para su abastecimiento.

En esta tesis, se plantea mostrar niveles que aparecen en aguas subterraneas utilizada para
consumo humano en localidades rurales que utilizan aguas de sus propios pozos que no estan
sometidas a control, dado que estan fuera del suministro estatal de agua. Asimismo, se busca
evidenciar el uso extendido del agua subterranea en estas comunidades y, a partir del
consumo Y los niveles de arsénico, resaltar los riesgos para la salud de la poblacién que la
utiliza. Con este fin, planteamos realizar una evaluacion del riesgo a la salud por exposicion
al arsénico a través del consumo de agua subterranea, que no tienen antecedentes en

Uruguay, constituyendo asi un trabajo inédito en nuestro pais.
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La evaluacion del riesgo para la salud por exposicion a sustancias quimicas es un proceso

disefiado para identificar y cuantificar los riesgos que estas sustancias pueden representar

para la salud humana. En el siguiente apartado, se ofrecera una vision general de este

proceso.

1.3. Evaluacién de riesgos a la salud por exposicion a arsénico a traves

del consumo de agua

La evaluacion de riesgos a la salud como se dijo anteriormente es un proceso dentro de otro

proceso mayor que es el analisis de riesgo a la salud, que incluye también el manejo y la

comunicacion de riesgos (Figura 1.4).

Iniciacion del proceso

Identificacion del peligro

Evaluacion
de la
toxicidad

Evaluacion
de la
exposicion

Caracterizacion
delriesgo

Manejo
de
riesgos

Comunicacion
de
riesgos

Susana I. Garcia

Figura 1.4 Proceso de andlisis de riesgo con la evaluacién de riesgos detallado en etapas. Extraido

de Garcia, 2012

Segun las pautas fijadas por organismos internacionales, la evaluacion de riesgos para la

salud humana por exposicion a contaminantes quimicos requiere de la identificacion,
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recopilacién e integracion de informacion relativa a los peligros que supone para la salud el
contaminante, la exposicion humana al mismo y las relaciones entre exposicion, dosis y
efectos adversos (OMS, 2021).

Segun una publicacion de la OMS (2021) la evaluacion de los riesgos surge a partir de
estudios realizados en el area ambiental, para comparar problemas ambientales que plantean
distintos tipos y grados de riesgos para la salud. La misma describe los posibles efectos
adversos en base a la evaluacidon de los resultados de investigaciones epidemioldgicas,
clinicas, toxicologicas y ambientales. La extrapolacion de estos resultados permite predecir
el tipo y la magnitud de los efectos en la salud bajo determinadas condiciones de exposicion,
asi como la evaluacion del nimero y caracteristicas de las personas potencialmente
expuestas a diferentes niveles y duraciones. Finalmente, permite la integracion de los
resultados en una estimacion de la probabilidad de ocurrencia de efectos adversos sobre una
poblacion determinada. La evaluacion de riesgo también incluye una caracterizacion de las

incertidumbres inherentes al proceso de inferencia de los riesgos.

Estas etapas del proceso (Figura 1.4) se pueden adaptar y aplicar al analisis de riesgos

sanitarios y comprenden cuatro elementos basicos:

e Identificacion del peligro: identifica todas aquellas situaciones capaces de generar
efectos adversos en la salud en un escenario concreto de exposicion. Asimismo,
define los tipos de efectos en la salud que pueden producirse, basandose en datos

toxicoldgicos obtenidos en estudios epidemioldgicos o de laboratorio.

e Evaluacion de la relacion dosis-respuesta: relaciona la probabilidad de cierto efecto

en la salud con la dosis de contaminante o la magnitud de la exposicion.

e Evaluacion de la exposicién: combina datos sobre la distribucién y las

concentraciones de la contaminacion en el medio a los efectos de estimar la cantidad
de contaminantes a los que estdn expuestos los seres humanos. Para medir la

magnitud de ciertas exposiciones, se utilizan biomarcadores.
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La evaluacion de la exposicién se utiliza para determinar si las personas estan en contacto
con una sustancia quimica potencialmente peligrosay, de ser asi, cuanto, por qué via, a través
de qué medios y durante cuanto tiempo. Debido a que la descripcion del peligro y la
descripcion del riesgo dependen de la via (oral, inhalacion o dérmica) y la duracion de la
exposicion (a corto, medio o largo plazo), el conocimiento de como y cuando las personas
pueden estar expuestas es relevante para la determinacion de un valor de referencia u

orientativo adecuado.

e Caracterizacion del riesgo: combina las evaluaciones de la exposiciony de la relacion

dosis-respuesta para calcular el riesgo sanitario estimado, como el nimero previsible

de personas que contraeran cierta enfermedad en una poblacion determinada.

Este proceso es fundamental para la regulacion y gestion de sustancias quimicas en diversos

contextos, incluyendo el agua potable, alimentos y productos industriales.

En el marco de la herramienta de evaluacion de riesgos de la OMS (OMS, 2017; OMS, 2021)
y considerando los antecedentes de exposicién al arsénico en la poblacion de diversas
localidades, se propone un enfoque para analizar el impacto del arsénico como contaminante
en el agua de consumo. En particular, se profundiza en un trabajo centrado en la evaluacion
del riesgo, que incluye una evaluacion detallada de la exposicion. Este proceso implica la
determinacion del biomarcador de exposicion al arsénico inorganico presente en el agua

subterranea, las especies de arsénico toxicoldgicamente relevantes en orina.

De acuerdo a lo anterior, es muy importante contar con estudios técnico-cientificos de
evaluacién de riesgos a la salud por consumo de agua con niveles de arsénico en bajas
concentraciones. Asimismo, conocer los niveles basales de arsénico en orina en la poblacion
afectada, es fundamental para poder correlacionar con la exposicién a través del consumo de

agua.

Para llevar a cabo un estudio de evaluacion de riesgos, es fundamental contar con
metodologias analiticas que permitan determinar el contaminante tanto en el ambiente como

en las muestras biolégicas. En el siguiente apartado, nos centraremos en las determinaciones
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analiticas, comenzando con la fase preanalitica, que incluye la toma de muestras, y

continuaremos con la fase analitica, donde abordaremos la determinacién del contaminante.

1.4. Determinaciones analiticas

En los procesos analiticos tenemos tres grandes etapas, la fase preanalitica, la analitica y la
postanalitica. Cada uno de estos pasos es fundamental para asegurar que los resultados del
andlisis sean precisos y confiables.

Para realizar una correcta determinacién de arsénico total, asi como de sus especies de
arsénico en agua u orina es de suma importancia definir las condiciones para la toma de
muestra y su conservacion, asi como el método que se va a utilizar (Litter, Farias &
Armienta, 2009).

1.4.1. Fase preanalitica

La fase preanalitica es la etapa del proceso analitico que incluye todas las actividades
realizadas antes de que se lleve a cabo el andlisis propiamente dicho. Esta fase es crucial, ya

que puede influir significativamente en la calidad y precision de los resultados.

Incluye varias etapas, como la seleccion de la muestra, la toma de muestra, la manipulacion,
el transporte y el almacenamiento, hasta llegar al analisis incluyendo la verificacion de la
cadena de custodia en las diferentes etapas. Por lo tanto, es esencial definir claramente el
proceso de toma de muestra para asegurarnos de que los resultados obtenidos sean adecuados

para nuestro proposito.

Las metodologias de recoleccion, preservacion y acondicionamiento de muestras para
analisis en el laboratorio tienen gran importancia, debido a que se debe asegurar la integridad

de la muestra para que represente lo que realmente se quiere evaluar.

La composicién de las muestras puede cambiar debido a procesos quimicos, fisicos o

bioldgicos. La concentracion y estabilidad de los analitos se pueden ver alteradas por
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distintos procesos como son la volatilizacion, difusion, precipitacion, hidrolisis, oxidacion y
por efectos fotoquimicos o microbiologicos. Por lo tanto, es necesario demostrar la que el

método de preservacion elegido es adecuado para conservar los analitos en estudio.

1.4.1.1. Toma de muestras de agua

Para realizar una correcta toma de muestra de agua para posterior andlisis de arsénico total
y de sus especies, en la bibliografia se recomienda la utilizacion de preservantes, ademas del

acondicionamiento y el transporte.

Los acidos han sido los més utilizados en la historia como preservantes. McCleskey,
Nordstrom, & Maest (2004) y Silva & Ciminelli (2009) mencionan entre ellos, HCI, HNO3
y, ademas, la posibilidad de almacenar las muestras a temperatura ambiente y refrigeradas.
En cambio, Sigrist (2009), en su tesis de doctorado, evalu6 las concentraciones de acidos y
la posibilidad de la no utilizacion de preservantes, dado que el HNOs tiene capacidades
oxidantes y puede promover la interconversion de las especies de arsénico inorganico en
agua. Los experimentos de preservacion de arsenicales inorganicos muestran que las
velocidades de interconversion As(l11)/As(V) en agua de alta pureza son muy lentas. Sigrist
(2009) concluye que la ausencia de compuestos oxidantes o reductores en estas soluciones
permite que, alin a temperatura ambiente, la distribucion de las especies no muestre cambios
significativos al menos por el término de dos o tres semanas para concentraciones de As(l11)

y As(V) de hasta 50 pg L™, sin adicion de reactivos y expuestas a la luz.

La refrigeracion a temperaturas de 4-5 °C extiende los periodos de conservacion de las
soluciones puras de As(I11) /As(V) debido a la disminucion de las cinéticas de reaccion y la
inhibicion del crecimiento microbiano. Asimismo, Sigrist (2009) demuestra que la
refrigeracion redujo el pasaje de As(lll) a As(V), mostrando que la estabilidad de la
interconversion paso de 7 dias a temperatura ambiente a 30 dias en refrigerador y sin cambios

significativos en la concentracidn de arsénico total.

Ademas, se considera importante tomar las muestras de modo que no exista camara de aire
en el recipiente, ya que el ambiente oxidante del aire podria favorecer la oxidacion de
As(111) a As(V) (Sigrist, 2009).
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En nuestro caso se opto por el no agregado de preservantes, llenado del recipiente hasta el
borde y la refrigeracion de la muestra. La estabilidad de la misma, ya sea para la
determinacion de arsénico total o para la determinacion de As(l11) y A(V) se evalué como
trabajo de esta Tesis y sera descrita en el Capitulo 3. En consecuencia, se elabord un plan

para la toma de muestras de agua que se describe en el Apéndice 1.

1.4.1.2. Toma de muestras de orina

La orina es la muestra de eleccion para realizar la evaluacion de la exposicion al arsénico
inorganico (Hays et al., 2018). Los niveles de arsénico en orina reflejan exposiciones
recientes y estan altamente correlacionados con la ingesta de arsenico proveniente de fuentes
de agua potable y de la dieta (CDC, 2019). La concentracion de los contaminantes varia
segun el momento de recoleccion de la muestra, por lo que en algunas circunstancias se
define cuando es el mejor momento del dia para realizar la recoleccion (ACGIH, 2024). A
veces, las muestras se toman de manera aislada y sin un horario definido, lo que hace esencial
conocer los niveles de creatinina en las muestras de orina. Esto es importante para determinar
si la muestra es adecuada para realizar la evaluacién, ya que la creatinina sirve como un
indicador de la dilucion de la orina 'y ayuda a interpretar los resultados de manera mas precisa
(CDC, 2019; ACGIH, 2024). La ACGIH (por sus siglas en ingles American Conference of
Governmental Industrial Hygienists) define que una muestra de orina puede no ser adecuada
por estar muy concentrada o diluida por lo que utiliza criterios de la OMS donde establece
que el nivel de creatinina en la orina debe estar entre 0,3y 3,0 g L. La variacion diaria del
arsenico en orina corregido por creatinina es relativamente pequefia cuando la ingesta es

constante.

Para la exposicién ambiental y dietaria de poblacion general, ocupacionalmente no expuesta,
no se ha establecido un nivel especifico de especies de arsénico toxicolégicamente relevantes
en orina como referencia. Reportes de la ATSDR (2007) muestran que se puede encontrar
un nivel de arsénico total (incluye a la arsenobetaina) de hasta 100 ug L. Por otro lado, los
Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, su sigla en inglés: Centers for
Disease Control and Prevention) en el National Report on Human Exposure to

Environmental Chemicals (CDC, 2019) reportan valores medidos en la poblacién de Estados
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Unidos, donde la media de las especies toxicologicamente relevantes corregida por

creatinina en orina es 6,31 pg g creatinina™.

Al igual que en el agua, se estudié la estabilidad de la orina para la determinacion de especies
de arsenico toxicoldgicamente relevantes, que se describe en el Capitulo 3. Como resultado
de este andlisis, se formuld un plan de muestreo para la orina que se presenta en el

Apéndice 4.

1.4.2. Fase analitica

La fase analitica se centra en la aplicacion de métodos y técnicas para obtener informacion
del analito en estudio en la muestra. La misma es crucial para asegurar que los resultados

obtenidos sean confiables y Utiles para tomar decisiones basadas en evidencia.

En esta fase, se evaltan las técnicas y métodos analiticos a utilizar, para luego proceder con

el andlisis.

1.4.2.1. Determinaciones analiticas

Para la determinacion del arsénico, existen varias técnicas; dentro de ellas, las
espectrométricas son muy relevantes y ampliamente utilizadas, como, la espectrometria de
absorcion atomica con atomizacion electrotérmica (ETAAS), la espectrometria dptica de
emisién con acoplamiento inductivo (ICP-OES), la espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS), fluorescencia atomica (AFS) y la espectrometria de
absorcion atomica (AAS) (Ungureanu et al., 2015).

Cuando las técnicas permiten la introduccion de muestras mediante la generacion de especies
volatiles, como en el caso particular del arsénico con la formacién de hidruros (HG), la
sensibilidad puede aumentar entre 10 y 100 veces en comparacion con una determinacién
convencional (Yu et al., 2020). En la generacion de hidruros, el arsénico forma hidruros
covalentes volatiles por reaccion con un reductor, generalmente, tetrahidroborato de sodio
en solucidn &cida, y su generacion como gas (arsinas) permite que sean transferidos al sitio
donde seran atomizados (RSA-CONICET, 2018).
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Dédina & Tsalev (1995) mencionan en su libro que, antes de la formacion de arsina, se lleva
a cabo una prerreduccion del arsénico presente en la muestra. Este paso es crucial, ya que
transformar el arsénico en su forma mas adecuada, arsénico trivalente (As Ill) para la
generacion de hidruros. Los procedimientos mas comunmente utilizados para esta
prerreduccion incluyen el uso de yoduros (KI o Nal), cloruro de estafio (SnCl.) (Welz y
Sperling, 1999) y L-cisteina. El yoduro facilita la conversion del arsénico a su forma de
arsina, y su uso es comun debido a su efectividad y disponibilidad. La L-cisteina es un
aminoacido que se emplea como un agente reductor alternativo que, ademas de su eficacia,
puede ofrecer ventajas en términos de menor toxicidad y mayor biocompatibilidad en

comparacion con otros reductores quimicos.

La eleccién del agente reductor puede influir en la eficiencia de la generacion de arsina y,
por ende, en la sensibilidad y precision del analisis de arsénico. Estos procedimientos de
prerreduccion son esenciales para asegurar que el arsénico presente en las muestras se
convierta de manera efectiva en la forma gaseosa que se detectara en las etapas posteriores
del andlisis.

El mecanismo propuesto de formacion de hidruros es descrito también por Dédina & Tsalev
(1995), quienes proponen que la reduccion del analito con tetrahidro borato de sodio
(NaBHj4) ocurre en medio acido (BH4/ usualmente HCI). El NaBH,4 actia como un agente
reductor muy potente, descomponiéndose en medio acido para liberar hidrégeno atdmico de

acuerdo con la siguiente reaccion:

BH4 + 3H,0 + H* — H3BO3 + 8H

El hidrégeno atomico es el responsable de reducir al arsénico trivalente para formar arsina.

La reaccidn que describe esta transformacion es la siguiente:

As®** + 6 H* — AsHz + 3 H*

La arsina es un hidruro volétil y esta volatilidad facilita la separacion del arsénico del resto
de la matriz. Posteriormente a la formacion del hidruro, ocurre la etapa de atomizacion, en

la que la arsina es descompuesta térmicamente en un atomizador, como un horno de grafito,
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una llama o un plasma. Durante este proceso, la arsina se descompone liberando d&tomos
individuales de arsenico. Estos atomos son posteriormente detectados mediante técnicas
analiticas como la espectrometria de absorcién atémica, la espectrometria de emision

atdmica o la espectrometria de masas.

En particular, para el trabajo con orina donde se debe determinar las especies
toxicologicamente relevantes (As Il + As V + DMA + MMA), la espectrometria atdbmica
con generacion de hidruros es la técnica de eleccidn, ya que estas cuatro especies forman
hidruros, mientras que las especies organicas provenientes de alimentos, como por ejemplo

la arsenobetaina, no forman hidruros (Brima, Jenkis & Haris, 2006).

Cuando en la determinacion analitica se necesita identificar y/o cuantificar las especies de
una sustancia, se debe realizar lo que se conoce como especiacion analitica. En la siguiente

subseccidén entraremos en detalles sobre la misma.

1.4.2.2. Especiacion analitica

La especiacion es definida por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC
de su sigla en inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry), como la
distribucion de las especies quimicas de un elemento en un sistema especifico, entendiendo
por especies quimicas a las formas especificas de un elemento quimico. Las diferentes
formas pueden ser: composicion isotopica, estado de oxidacion y/o formacidn de complejos
o estructuras moleculares. La especiacion analitica es la separacion, identificacion y/o
determinacion de las concentraciones de una o mas especies o formas individuales de un
elemento quimico que constituyen la concentracion total del mismo en esa matriz
(Templeton et al., 2000).

Aunque la determinacidn de la concentracion total de elementos a nivel de trazas es todavia
importante, el conocimiento de la especiacion brinda informacion relevante en estudios de
bioaccesibilidad, biodisponibilidad, toxicidad, movilidad y bioacumulacidn (Lai et al., 2004;
Litter, Farias & Armienta, 2009). Como hemos mencionado anteriormente, el conocimiento

del estado redox de las especies de arsénico permite interpretar cuestiones relacionadas con
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su toxicidad, movilidad, transformaciones geoquimicas y eficiencia de los procesos

tecnologicos utilizados para su remocion (Sigrist, 2009).

Para poder realizar la determinacion de las especies de arsénico en agua, las técnicas antes
mencionadas pueden acoplarse con técnicas cromatogréaficas, de esta forma se logra la
separacion previa de las especies teniendo en cuenta la diferencia de pKa de las mismas y

por lo tanto su diferente grado de ionizacién a determinado pH.

La mayoria de las metodologias para el analisis de especies de arsénico se fundamentan en
una separacion previa de las diferentes especies, combinada con un sistema de deteccion
capaz de alcanzar bajos limites de cuantificacion. Frecuentemente, estas metodologias
utilizan dos técnicas analiticas acopladas, lo que da la posibilidad de identificar y de

cuantificar cada especie por separado.

El acoplamiento o hibridacion instrumental es “la combinacion a través de una interfase de
dos técnicas analiticas independientes, que genera una informacion Unica e integral de la
composicion de la muestra y se caracteriza por ser mas completa que la informacion

alcanzada independientemente por cada técnica” (Varcércel & Gomez Hens, 2003).

Para la especiacion de arsénico se considera la técnica de referencia o “gold technique” a la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria atdbmica (con o sin generacién de hidruros)
con deteccion de masas (HPLC-ICP-MS; HPLC-HG-ICP-MS; Terlecka, 2005; Ardini, Dan
& Grott, 2020). Existen a la fecha, numerosas estrategias para la especiacion de arsenico,
muchas de las cuales se han desarrollado alternativamente, debido a los altos costos tanto

del equipamiento como operativos de las técnicas ICP-MS.

Las técnicas acopladas pueden clasificarse como: en linea (on-line) o fuera de linea (off-
line).

En el caso de una metodologia on-line, la salida de una técnica analitica se acopla
directamente a la entrada de otra, permitiendo un flujo continuo de anlisis. Un ejemplo

tipico es la salida del HPLC, que esta conectada directamente a la entrada del detector del
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ICP-MS, lo que permite la separacion de las especies de arsénico y su deteccién en tiempo

real sin interrupciones.

Por otro lado, en las metodologias off-line, uno o varios pasos del proceso analitico pueden
diferirse en el tiempo. Por ejemplo, se puede realizar una separacion previa mediante
extraccion en fase sélida (SPE), que es una técnica efectiva para separar analitos de una
muestra antes de su analisis en otro equipo, como un espectrometro de absorcion atémica.

Este tipo de analisis no ocurre de manera continua.

El desarrollo de las metodologias se detallara en el Capitulo 3, donde se vera como se
procede a determinar el arsénico total y sus especies y, ademas, las especies de arsénico

toxicoldgicamente relevantes como biomarcador de exposicion.

Para garantizar la calidad de un resultado analitico y confirmar que un método es adecuado
para su propdsito, se lleva a cabo la validacion de la metodologia analitica, por lo que, en la

siguiente subseccion se daran los principales lineamientos de validacion.

1.4.2.3. Validacion

Para asegurar que las metodologias analiticas utilizadas son adecuadas para el fin propuesto
se realiza la validacién analitica, la que es definida por diferentes guias o normas de la

siguiente forma:

e “Confirmacion mediante el examen y la aparicion de evidencias objetivas de que se
han cumplido los requisitos particulares para una utilizacién especifica prevista”.

ISO 9001.

e “Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido
los requisitos para una utilizaciéon o aplicacion especifica prevista”. OUA -

Organismo Uruguayo de Acreditacion.

e “Validar un método es el proceso para definir un requisito analitico, y la

confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
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requeridas. Inherente a esto estd la necesidad de evaluar el desempefio del método”

(Magnusson & Ornemark, 2014).

Las caracteristicas de desempefio evaluadas habitualmente durante la validacion de una
metodologia analitica se incluyen a continuacion con una breve definicion de las mismas.
En este caso, las definiciones se basan en la “La Adecuacion al Uso de los Métodos
Analiticos. Una Guia de Laboratorio para Validacion de Métodos y Temas” — “Guia
Eurachem” (Magnusson & Ornemark, 2014).

Caracteristicas de desempefio:

e Selectividad
La selectividad es la capacidad de un método para distinguir el analito de interés de
otras sustancias presentes en la muestra. Un metodo selectivo proporciona resultados
precisos y especificos, minimizando la interferencia de compuestos que podrian

afectar la cuantificacién del analito.

e Limite de Deteccion (LOD)
El limite de deteccion es la concentracion mas baja de un analito que puede ser

detectada, pero no necesariamente cuantificada, en un analisis.

e Limite de Cuantificacion (LOQ)
El limite de cuantificacion es la menor concentracion de un analito que puede ser
cuantificada con la precision y veracidad deseada. Es fundamental para garantizar
que las mediciones estén dentro de un rango donde los resultados son fiables y

pueden ser reportados.

e Intervalo de Trabajo
El intervalo de trabajo es el rango de concentraciones en el cual el método puede ser
utilizado con la precision y veracidad deseada. Este intervalo debe ser definido
durante la validacién del método y es crucial para garantizar que se obtengan

resultados fiables dentro de este rango.
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e Sensibilidad Analitica
La sensibilidad analitica es la capacidad del metodo para producir un cambio
significativo en la sefial analitica en respuesta a un cambio en la concentracion del
analito. Una mayor sensibilidad permite detectar y cuantificar analitos en

concentraciones mas bajas.

e Veracidad
La veracidad es la cercania del resultado analitico al valor verdadero del analito. Se

evalla mediante el sesgo y la recuperacion:

o Sesgo:
La diferencia sistematica entre el valor promedio del resultado obtenido y el

valor verdadero.

o Recuperacion:
La capacidad del método para recuperar el analito cuando se afiade a una
muestra en una concentracion conocida o cuando se trabaja con un material

de referencia certificado.

e Precision
La precision se refiere a la consistencia de los resultados obtenidos por el método y

se evalla en términos de:

o Repetibilidad:
La variabilidad de los resultados obtenidos cuando se analizan mdultiples

réplicas de la misma muestra bajo las mismas condiciones.

o Precision Intermedia:
La variabilidad de los resultados obtenidos en condiciones diferentes, como

diferentes dias o diferentes operadores.

o Reproducibilidad:
La variabilidad de los resultados obtenidos en laboratorios diferentes,

utilizando la misma técnica y condiciones de analisis.
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e Robustez

La robustez es la capacidad de un método para permanecer inalterado ante pequefias
variaciones en las condiciones del procedimiento analitico, como cambios en la
temperatura, pH o tipo de reactivos. Un método robusto proporciona resultados fiables

incluso cuando se producen variaciones menores en las condiciones experimentales.

Existen otras guias de validacion que se adecuan mas al trabajo con muestras bioldgicas
como el caso de la Guia Forense (Standard Practices for Method Validation in Forensic
Toxicology) (SWGTOX, 2013) y que, si bien varios de los arametros de desempefio que
recomiendan son los mismos, existen otros que son mas adecuados para el trabajo con este

tipo de muestras.

Esta Guia define a la validacion como “el proceso mediante el cual se llevan a cabo un
conjunto de experimentos que permiten estimar de manera confiable la eficacia y la
fiabilidad de un método analitico o de una modificacion a un método previamente validado.
El objetivo de la validacion es establecer evidencia objetiva que demuestre que un método
es capaz de operar exitosamente en el nivel de su uso previsto, asi como identificar las
limitaciones del método bajo condiciones normales de operacion. Aunque se reconoce que
el rendimiento del método puede variar durante el analisis diario de muestras de casos reales,
los parametros de validacion evaluados sirven como estimaciones del verdadero desempefio

del método™.

Los parametros de desempefio que aparecen en esta Guia junto con una breve definicion son

los siguientes:

e Sesgo (Bias):
Grado de concordancia entre la media de los resultados de mediciones de un analito
y el valor verdadero (o aceptado) del mismo. Se reporta como una diferencia
porcentual. Los términos precision o veracidad también pueden usarse para describir

el sesgo.

e Modelo de Calibracion (Calibration Model):
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Modelo matematico que demuestra la relacion entre la concentracion de un analito y

la respuesta correspondiente del instrumento.

Carryover:
Aparicion de sefial de analito en muestras subsiguientes tras el analisis de una

muestra positiva.

Estudios de Interferencias (Interference Studies):
Evaluacion de componentes de la matriz, otros farmacos y metabolitos, estandar
interno, impurezas, que pueden afectar la capacidad para detectar, identificar o

cuantificar un analito objetivo.

Limite de Deteccion (Limit of Detection):
Estimacién de la concentracion mas baja de un analito en una muestra que puede
diferenciarse de manera confiable de una matriz en blanco e identificarse mediante

el método analitico.

Limite de Cuantificacion (Limit of Quantitation):
Estimacion de la concentracion mas baja de un analito en una muestra que puede

medirse de manera confiable con sesgo y precision aceptables.

Precision (Precision):
Medida de la cercania de los resultados obtenidos de multiples muestreos de una

misma muestra homogénea; se expresa numéricamente como imprecision.

Integridad de Dilucién (Dilution Integrity):
Aseguramiento de que el sesgo y la precision no se ven significativamente afectados

cuando se diluye una muestra.

Estabilidad (Stability):
Capacidad de un analito para resistir la transformacion quimica en una matriz bajo

condiciones especificas durante periodos de tiempo establecidos.
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La Guia Forense incluye ciertos parametros de desempefio que son particularmente
relevantes para el analisis de muestras bioldgicas y que no se encuentran explicitamente en
las recomendaciones de EURACHEM. Estos parametros son esenciales para abordar las
peculiaridades inherentes a las matrices biologicas y asegurar la fiabilidad de los resultados
analiticos en el contexto forense. Entre ellos se encuentran: integridad de dilucion y
estabilidad.

Estos parametros reflejan un enfoque mas especifico y adaptado a las caracteristicas de las
muestras bioldgicas en el contexto forense, destacando la necesidad de considerar factores
adicionales que pueden influir en el rendimiento del método analitico en comparacion con

las guias mas generales como EURACHEM.

Cada una de las metodologias desarrolladas en este trabajo fue validada siguiendo las guias

antes mencionadas.

1.4.3. Fase postanalitica

La fase postanalitica es la etapa final del proceso analitico, que se lleva a cabo después de
obtener los resultados. En esta fase, se analizan los datos, se almacenan adecuadamente, se
elaboran informes y, finalmente, se comunican los hallazgos a las partes interesadas. Esta
etapa es crucial para garantizar que los resultados sean comprensibles y (tiles para la toma

de decisiones.
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Capitulo 2.  Justificacion y Objetivos

En el presente apartado se describe la justificacién que da lugar a los objetivos del trabajo
de investigacién que se centran en generar los primeros antecedentes en Uruguay de
evaluacion de riesgos por la presencia de arsénico en agua subterranea para consumo

humanao.

2.1. Justificacion

En Uruguay, el 5 % de la poblacion reside en areas rurales. A excepcién de Montevideo, el
resto de los departamentos del pais cuenta con un porcentaje mayor de personas viviendo en
el area rural, entre 8 y 15 % (INE, 2011). Como se menciond en el capitulo anterior, OSE
proporciona agua al 99 % de la poblacién concentrada (OSE, 2022), pero parte de la
poblacion rural no recibe suministro estatal y consume agua sin los controles adecuados de
potabilidad. Debido a esta forma de consumo y a antecedentes globales, regionales y
nacionales sobre niveles de arsénico que superan lo recomendado por la OMS (OMS, 2018),
es fundamental evaluar los niveles de arsénico en el agua extraida de pozos privados
utilizados como fuente de agua para el consumo por la poblacién rural dispersa. Es
importante también obtener datos sobre la concentracion de arsénico y sus especies en el
agua subterranea, ya que esto no solo proporciona informacién sobre la quimica del agua y
su toxicidad, debido a los diferentes niveles de toxicidad exhibidos por las distintas especies
presentes, sino también sus diferentes respuestas a los métodos de remediacion (Litter,
Farias, & Armienta, 2009). Para ello, es necesario contar con metodologias que permitan

determinar el arsénico y sus especies en matrices acuosas a niveles de trazas.

Tras conocer los niveles de arsénico en el agua, es esencial llevar a cabo una evaluacion de
riesgo para la salud relacionada con la exposicion crénica de la poblacion debido al consumo
de este recurso. Es fundamental identificar los riesgos para la salud, y este trabajo tiene como

objetivo establecer un vinculo claro entre las fuentes de contaminacion, los niveles de
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exposicion y los posibles efectos en la salud. Este estudio, inédito en Uruguay, proporcionara
informacion valiosa sobre la presencia de arsénico en el agua y su impacto en la salud
publica, lo que facilitard el desarrollo de estrategias efectivas de gestion y politicas

orientadas a mitigar este riesgo.

Esta Tesis se plantea como desafio analitico desarrollar metodologias que permitan
determinar los niveles de arsénico presentes en las aguas subterraneas, asi como sus distintas
especies, asegurando que sean compatibles con los limites recomendados por la OMS.
Asimismo, realizar una evaluacion de riesgo a la salud por exposicion al contaminante en
estudio en la poblacion expuesta ambientalmente con el fin de conocer los primeros datos

de la comunidad.

En resumen, las preguntas de investigacion plantean: ¢ Cuales son los niveles de arsénico en
pozos privados de comunidades rurales dispersas? ¢Existen riesgos para la salud asociado a
los niveles de arsénico presentes en el agua subterrdnea consumida por la poblacién

involucrada?

Para ello se describen a continuacion los objetivos generales y los especificos juntos a las

estrategias para llevarlos a cabo.

2.2. Objetivos generales

2.2.1. Desarrollar y validar las metodologias analiticas para la separacién y
determinacion de especies de arsénico en agua subterrdnea y especies de
arsénico toxicolégicamente relevantes en orina.

2.2.2. Aplicar los métodos desarrollados en aguas subterraneas provenientes de
pozos de diferente origen utilizados para el abastecimiento humano para
conocer los niveles de arsénico presentes.

2.2.3. Evaluar la magnitud de los riesgos potenciales para la salud humana
relacionados a la exposicion al arsénico a traves del agua en zonas estudiadas.

2.2.4. Realizar un estudio descriptivo sobre la exposicién al arsénico a través del

agua subterranea en una poblacion seleccionada.
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2.3.

Objetivos especificos

2.3.1. Aplicar las metodologias desarrolladas y validadas para cuantificar arsénico
total, separar y cuantificar especies de arsénico inorganico en agua, ademas de
cuantificar especies toxicologicamente relevantes en orina en los laboratorios
de Facultad de Quimica.

2.3.2. Muestrear agua de pozos particulares y realizar su posterior analisis para
determinar arsénico total y conocer la predominancia de especies de arsénico
inorganico con diferente toxicidad en muestras de agua de los mismos.

2.3.3. ldentificar las zonas rurales donde el agua subterranea utilizada para consumo
puedan presentar niveles de arsénico superiores a la normativa internacional
(>10 pg L) (OMS, 2018). Realizar una evaluacion de riesgos de salud por
exposicién a arsénico a través del agua en funcion de los niveles hallados.

2.3.4. Seleccionar una zona con niveles de arsénico no aceptables para realizar un
estudio poblacional. Esto implica:

2.3.4.1. Elaborar un plan de muestreo y disefiar una encuesta

2.3.4.2.  Muestrear agua y orina

2.3.4.3. Realziar la encuesta (Relevar la informacion de usos del agua y
habitos alimenticios a través de una encuesta orientada).

2.3.4.4.  Georreferenciar.

2.3.4.5. Georreferenciar.

2.3.4.6. Analizar y caracterizar las muestras.

2.3.4.7. Realizar el tratamiento y evaluacion de los resultados.

2.3.4.8. Entregar los resultados a la poblacion involucrada.

2.3.5. Realizar una evaluacion fisico-quimica de las aguas de los pozos
muestreados. Medir in situ parametros como pH, potencial de 6xido-reduccion,
conductividad eléctrica, resistividad, salinidad y soélidos disueltos. En el

laboratorio determinar cationes y aniones mayoritarios, manganeso y fluor.

Las estrategias planteadas para llevar adelante los objetivos se definen a continuacion.
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2.4. Estrategias

En primer lugar, se realizaron las etapas de laboratorio para el desarrollo y validacion de las

metodologias analiticas para la determinacion de especies de arsénico en agua y en orina.

Para ello se estudiaron las variables de influencia en la determinacién, de forma de optimizar
las condiciones experimentales. Luego se procedio a la validacion evaluando las principales
cifras de mérito que caracterizan un método analitico (linealidad, precision, rango de trabajo,
limites de deteccién y cuantificacion y veracidad). La validacién se realizé de acuerdo a la
Guia de Validacion Eurachem (Magnusson & Ornemark, 2014) para las muestras de agua y
a la guia Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology para las muestras
de orina (ANSI/ASB, 2019; SWGTOX, 2013).

La determinacion de arsénico total en agua se realizd en primera instancia utilizando
muestras acidificadas y en una segunda etapa utilizando muestras que no presentaban ningun
conservante, mediante HG-FAAS y HG-MP-AES.

Para estas determinaciones se requiere una prerreduccion de todo el arsénico presente en la
muestra a la especie As(l1l), lo que se realiza con un tratamiento con Nal en medio &cido.
En el caso de las orinas se derivatiza el arsénico toxicologicamente relevante con L-cisteina

(Buhl. V, 2015) para la posterior formacion de arsina.

Para la determinacion de las especies de arsenico inorganico As(l11) y As(V) se acopl6 una
técnica separativa al sistema de deteccion (HPLC-HG-MP-AES y SPE HG-MP-AES); de
esta forma se pudo determinar las especies individuales en la misma muestra. Para la
evaluacién de la confiabilidad de los resultados obtenidos a partir de los métodos
desarrollados, se participd de ensayos interlaboratorios de arsénico en agua y especies

toxicoldgicamente relevantes en orina.

Durante el desarrollo y la validacion de las metodologias se evaluaron diferentes muestras
de agua subterranea proveniente de Treintay Tres y Canelones. Luego de tener validadas las
metodologias para uso de rutina, se muestrearon y analizaron muestras de varias localidades

rurales de nuestro pais. Se obtuvieron muestras de localidades como San Pedro, San Antonio,
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Kiyu, Punta Espinillo, entre otras. Se determinaron los niveles de arsénico total y, en algunos

casos, de las especies en el agua de los pozos particulares de las zonas antes mencionadas.

Los resultados obtenidos, nos permitieron identificar zonas donde los niveles de arsénico en

agua subterranea utilizada para consumo supera el valor de 10 pg L™, valor recomendado

por la OMS (OMS, 2022). Dados estos hallazgos, se pudo realizar una evaluacion de riesgos

a la salud por exposicién a arsénico a traves del consumo de las aguas subterraneas y se

eligieron las localidades de San Pedro y San Antonio. En esta ultima localidad se realiz6 un

estudio exploratorio donde se evalud la exposicion a través del biomonitoreo del arsénico.

A los efectos practicos, el desarrollo de esta Tesis se organiza en capitulos, donde cada uno

sirve _como base para el siguiente y se establecen capitulos gue representan los estudios

especificos. En la Figura 2.1 se puede ver la esquematizacion de los mismos.

'

Capitulo 1

"

eIntroduccion

Capitulo 2

"

*Objetivos

Capitulo 3

"

*Metodologias analiticas

Capitulo 4

"

eAndlisis de muestras de agua de pozo: determinacién de arsénico total y sus
especies inorganicas

Capitulo 5

"

eResultados de la evaluacién de riesgo a la salud por exposicidn a arsénico a
través del consumo de agua

Capitulo 6

"

eEvaluacién de exposicion al arsénico a través del consumo de agua de pozos
privados. Estudio descriptivo en la zona rural de San Antonio - Canelones

Capitulo 7

"

eConsideraciones finales

Figura 2.1 Estructura de los capitulos.
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Capitulo 3.  Metodologias analiticas

En este capitulo, se detallan los insumos, el equipamiento y las metodologias necesarios para
el desarrollo y validacién de las metodologias para la determinacion de arsénico y sus
especies inorganicas en agua, las especies de arsénico toxicoldgicamente relevantes en orina
y el resultado de las validaciones correspondientes al primer objetivo general. Ademas, se
muestra el resultado de la validacién de las medidas de cationes mayoritarios en el agua de

pozo empleada para estudios puntuales de la Tesis.

3.1. Reactivos, materiales y equipos

En este apartado se describe los reactivos, materiales y equipos utilizados para realizar las
diferentes etapas de la investigacién. Pueden verse cada uno de estos en las siguientes

Secciones.

3.1.1. Reactivos y materiales

* Estandar de As(V), >99,0 % Supelco, Sigma Aldrich. (Merck, Darmstadt -
Alemania).

* Oxido arsenioso (As;03): pureza >99%; Sigma-Aldrich; (Merck, Darmstadt -
Alemania).

*  Estandar multielemento para determinacion Ca, K, Mg, Mn, 1000 mg L ~%; ICP Multi
element standard solution IV (Merck KgaA, Frankfurt — Alemania).

*  Acido clorhidrico ultratrazas (HCI) 37 % (Merck, Darmstadt - Alemania).

* loduro de sodio (Nal) (Carlo Erba, Val de Reuil - Francia)

* Hidréxido de sodio (NaOH) (J.T. Baker, Fisher Scientific, MA - EEUU).

*  Tetrahidroborato de sodio (NaBHa4) 99,2% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO - EEUU).

* Fosfato de amonio (NH4H2PO4) 99,5%, (Carlo Erba, Sabadell - Esparia)

* Soluciones calibradoras: Solucion estandar Conductividad (1413 pS cm™, 12,88
mS cm™); solucién estandar pH (4,01, 7,00; 10,01); estandar ORP. (Oakton
environmental express, Carolina del Norte — EEUU)
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* Cloruro de sodio (NaCl); 98% (Dorwil, Argentina). Se prepara una solucion para
calibrar el medidor de salinidad y como estandar para la determinacion de sodio.

* Material de referencia certificado para agua, LATU (Laboratorio Tecnoldgico del
Uruguay). LATU 001 para desarrollo y validacion y LATU 002 para control interno
durante las corridas analisis de rutina.

*  Muestras para evaluacidn externa de la calidad en agua, RLAU (Red de Laboratorios
Ambientales del Uruguay) también fueron utilizadas durante la validacion.

*  Muestras para evaluacion externa de la calidad en orina, G-EQUAS (Por sus siglas
en inglés, The German External Quality Assessment Scheme) (G-EQUAS, 2024).

El material utilizado fue de Unico uso o se descontaminé previamente con HNOz 10 % V/y,

El agua ultrapura (ASTM Tipo I, 18,2 MQcm de resistividad) fue obtenida de un sistema de
purificacion de agua Millipore™ DirectQ3 UV (Milli-Q «, Millipore, Bedford, MA, EUA).

Para las determinaciones que involucraban cuantificacion de arsenico, se prepard la
disolucion stock estandar de As(I11) 1000 mg L™ disolviendo una cantidad apropiada de
As;03 en 3 mL de hidroxido sodico 2 mol L? y se diluyd con agua ultrapura hasta un
volumen de 10 mL. Esta disolucion se preparaba mensualmente y se mantenia refrigerada a
18 °C. Las soluciones de As(V) se preparaban cada dia de trabajo a partir de las soluciones

estandares.

Las disoluciones acuosas de L-cisteina (> 97%, Sigma - Aldrich) al 2 % ™/, en HCI al 0,24

mol L se prepararon de manera diaria.

El NaBH4 (99%, Sigma — Aldrich) se preparé al 2 % ™/y en solucién de hidréxido de sodio

al 0,5 % M/, antes de su uso.

En el caso de los analisis de los cationes mayoritarios se prepard la solucion stock de estandar
multielemento de 100 mg L y, a partir de alli se prepararon soluciones estandares
intermedias de acuerdo a las concentraciones de las curvas de calibracion de potasio,

magnesio, calcio y manganeso.

64



Se utiliz6 NaCl previamente secado para preparar el calibrador para salinidad

(3000 mg L) y la solucion patron de 1000 mg L™ para la determinacion de sodio en agua.

3.1.2. Equipos

3.1.2.1. Espectrometro de absorcion atomica Varian Spectra AA 55B con modulo
comercial para la inyeccion en flujo para generacion de hidruros Varian VGA77 (Figura
3.1).

Figura 3.1 Espectrometro de absorcién atémica acoplado al generador de hidruros.
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3.1.2.2. Espectrometro de emision atomica con plasma inducido por microondas (MP-
AES), modelo 4210 Agilent Technologies (Figura 3.2). Para la generacion del plasma cuenta
con una antorcha estandar y un generador de nitrégeno en linea modelo 4107 que toma aire
del ambiente por medio de un compresor modelo KK70 TA-200K. EI MP-AES esta
equipado con un muestreador automatico modelo SPS 4 Agilent Technologies (Figura 3.2),

el cual solo se utilizé para la determinacion de potasio, magnesio, calcio y manganeso.

" ] R

Muestreador

automatico

Generador de N2

Figura 3.2 Espectrometro de emision atomica con plasma inducido por microondas con camara
multimodo que permite la generacion de especies volatiles - Agilent 4210. A la derecha de la
figura se observa el muestreador automatico utilizado solamente para la determinacion de Ca, K,
Mgy Mn
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3.1.2.3. Cromatdgrafo liquido de alta performance Shimadzu (Figura 3.3). EI mismo
cuenta con varios médulos independientes interconectados: bomba (Modelo LC —20AT),
desgaseador (Modelo DGU — 20A 5), Autosampler (SIL — 20A HT), horno de Columna
(CTO - 10AS VP).

Figura 3.3 Cromatografo liquido Shimadzu.

Este cromatdgrafo no esta equipado con un detector, ya que fue adquirido para el desarrollo
de metodologias acopladas. En este caso, se acopl6é al HG-MP-AES para la determinacién

de las especies inorgénicas de arsénico presentes en las muestras de agua subterraneas.
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3.1.24. Bomba de vacio Neuberger KNF Laboport de dos etapas con un caudal de

10 L minty un vacio de 29,7 inHg con camara de vacio Visiprep™ SPE.

i 1 \

Figura 3.4 Camara de vacio Visiprep™ SPE conectada a una bomba de vacio Neuberger KNF
Laboport
Se utilizaron cartuchos aniénicos Strata® SAX (55 pm, 70 A), 500 mg de 6 mL de relleno a
base de silice. Estos cartuchos contienen un sorbente con un grupo amina cuaternaria, que
luego de ser activado permanece cargado positivamente, proporcionando un fuerte
mecanismo de retencion de intercambio anidnico.
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3.1.25. Fotometro de Ilama Sherwood modelo 360 para determinacion de sodio. El

mismo cuenta con un Fotodetector término generico.

Figura 3.5 Fotémetro de Ilama Sherwood modelo 360.

Se utilizaron otros equipos menores como:

3.1.2.6. Centrifuga Sigma Modelo 2-4, Alemania.

3.1.2.7. Estufa DAIHAN Scientific.

3.1.2.8. pH metro de mesada Thermo Scientific, Orion VersaStart Pro.

3.1.2.9. Medidor portatil para pH, conductividad, resistividad, salinidad, potencial

redox, y sélidos disueltos. Oakton ENVIRONMENTAL EXPRESS PC 260 (EEUU).

3.2. Metodologias analiticas

Como se menciono anteriormente, a lo largo de la Tesis se optimizaron y validaron diferentes
metodologias que resultaron herramientas indispensables al momento de conocer los niveles

de arsénico en agua y de evaluar la exposicion al arsénico inorgéanico.

69



Las metodologias utilizadas para las diferentes determinaciones analiticas realizadas durante

el desarrollo de la investigacion se describen a continuacion. Estas metodologias incluyen:
Para agua:

e Determinacion de los niveles de arsénico total mediante HG-FAAS y HG-MP-AES.

e Identificacion y cuantificacion de las especies de arsénico inorganico, As(lll) y
As(V) mediante HPLC-HG-MP-AES y SPE HG-MP-AES.

o Determinacion de potasio, magnesio, calcio y manganeso mediante MP-AES.

« Determinacion de sodio mediante fotometro de Ilama.
Para orina:
e Anélisis de las especies toxicologicamente relevantes de arsénico.

En algun caso se trabajé con dos metodologias diferentes para la misma determinacion, y se
presenta la comparacion de ambas, lo que permitié seleccionar la metodologia méas adecuada

para la aplicacion especifica para la cual fue utilizada.

Para demostrar si las caracteristicas de desempefio de cada metodologia desarrollada son
adecuadas para el uso propuesto, se llevo a cabo la validacion siguiendo las pautas
establecidas en la Guia Eurachem “La adecuacion al uso de los métodos analiticos”,

publicada en 2014 (Magnusson & Ornemark, 2014).

Las caracteristicas de desempefio evaluadas fueron precision (repetibilidad y precision
intermedia), veracidad (recuperacion), limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)
y rango de trabajo. La forma de evaluar cada uno de estos parametros esta definida en la guia
antes mencionada. Durante el desarrollo y la validacion se utilizaron muestras certificadas
de agua suministradas por el LATU para las determinaciones en agua, mientras que, para las
determinaciones en orina, se utilizaron muestras del programa G-EQUAS.

Dado que hay varias metodologias puestas a punto y validadas, a modo de agilizar la lectura

en este capitulo se describen los métodos junto con los resultados obtenidos.
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3.2.1. Metodologias de determinacion de arsénico total en agua*

Existen varias formas para realizar la determinacion de arsénico total, siendo las técnicas
espectrométricas las mas utilizadas. Es importante destacar que, si estas técnicas permiten el
sistema de introduccion de muestras con HG, la sensibilidad se ve aumentada entre 10 y 100
veces con respecto a una determinacion convencional (Yu et al.,2020). Esto se debe a que el
arsenico forma hidruros covalentes volatiles por reaccion con el tetrahidroborato de sodio en
solucién acida, y su generacion como gas arsina, permite que sean transferidos al sitio donde

serg atomizado.

Para la generacién del compuesto volatil, se realiza una prerreduccion a As(l11)y la posterior
liberacion del compuesto volatil de la disolucion de la muestra finalizando con la
transferencia a la fase gaseosa; el transporte del compuesto liberado se realiza mediante un
flujo de gas portador hacia un atomizador/detector. En nuestro caso el prerreductor utilizado

es el Kl y la reaccion con el arsénico presente en el agua se describe en la Ecuacion 1.
Ecuacion 1
H3AsO, + 31~ +2H,0% & H3AsO; + I3 + 3H,0

Existe controversia en el mecanismo de accion de la arsina; algunos autores proponen su
formacién a partir del hidrégeno naciente y otros hablan de reacciones de sustitucion. En
este caso hay mecanismos de formacion de especies intermedias bastante complejos hasta

llegar a la formacion del hidruro.

El mecanismo que propone Dédina & Tsalev (1995) se explica en la Ecuacion 2 y la

Ecuacién 3.

L El desarrollo y la validacion de dichas metodologias se enmarcaron en el proyecto de Iniciacién a la
investigacion de CSIC. CSIC-INI 2017 - 177
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Ecuacién 2

BH; + 3H,0 + H* > HyBO; + 8H*

Ecuacién 3

As3t + 6H* —» AsH; + 3H*

El mecanismo propuesto ocurre en medio acido; el tetrahidroborato reacciona en medio
acido y se genera hidrégeno. Dicho hidrdégeno reacciona con el arsénico para formar el
hidruro volatil, en este caso arsina. Posteriormente el transporte de la arsina se realiza

mediante un flujo de gas portador hacia un atomizador/detector.

En este trabajo, las técnicas utilizadas son HG-FAAS y HG-MP-AES; en el caso de la
espectrometria de absorcion atémica, los hidruros generados se transfieren a una celda de
cuarzo, donde se produce la disociacion y atomizacién de los mismos, mientras que en la
emision atémica el aerosol se introduce en el centro del plasma caliente, donde se seca, se

descompone y luego se atomiza.

3.2.1.1. Determinacion de arsénico mediante HG-FAAS 2

Para iniciar esta subseccion se presentan inicialmente en la Tabla 3.1 las condiciones

instrumentales del equipo utilizado.

2 Trabajo presentado en formato poster en el 5° Congreso Uruguayo de Quimica Analitica. 2018
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Tabla 3.1 Condiciones instrumentales del HG-FAAS

HG-FAAS

- Lampara de Catodo hueco de As, A: 193,7 nm
- Ancho de rendija: 0,5 nm

- Gas portador: N2

- Correccion de Fondo: Lampara de Deuterio

- Combustible: Llama Aire-acetileno

La determinacion de arsénico total en agua de consumo se realizd mediante HG-FAAS,
tomando como referencia el método APHA 3114 Arsenic and selenium by hydride
generation atomic absorption spectrometry (Rice et al., 2012). Esta metodologia es
adecuada para la determinacion conjunta de las especies inorganicas mayoritarias que se

encuentran en aguas subterraneas que son arsenito (As(l11)) y arseniato (As(V)).

Como se menciono anteriormente, la determinacion mediante HG-FAAS requiere un
pretratamiento inicial de muestra, una prerreduccion, de forma de que todo el arsénico
inorganico presente se reduzca a As(l11). El equipo utilizado, Varian (Agilent Technologies,
2016) cuenta con un sistema comercial en flujo acoplado por el cual se introduce la muestra
al sistema de deteccion. En este sistema en flujo se produce una nueva reduccion, en este
caso de la especie de As(I11) al hidruro volatil correspondiente, arsina, con el agente reductor
tetrahidroborato de sodio (Figura 3.6).
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Espectrometro
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Figura 3.6 Esquema del accesorio VGA 77. Adaptado de Guia de uso VGA 77— © Agilent
Technologies, Inc., (Agilent Technologies, 2016)
Dadas las diferentes variables que se dan en el proceso de generacion de hidruros, para que
éste sea cuantitativo, es necesario optimizar la concentracion del prerreductor, el pH del

medio y la concentracion de tetrahidroborato de sodio.

La metodologia APHA 3114 (Rice et al., 2012) plantea una prerreduccion con Kl 20 % ™/y
y con HCI 12 mol L y la generacion de hidruros con HCI 4,8 mol L™ y NaBH4 0,6 % ™/,
en NaOH 0,5 % ™/v. Con el objetivo de disminuir el consumo de reactivos, la metodologia
fue optimizada realizando previamente un disefio experimental multivariado central
compuesto para la prerreduccion. EI mismo se estudio para dos variables (concentracion de
Kl y de HCI) en tres niveles y permitié optimizar el pretratamiento que requieren las
muestras de agua subterraneas o superficiales. Las variables estudiadas fueron las
concentraciones de los reactivos para el pretratamiento en batch: HCI (12, 6 y 3 mol L) y
KI (5, 10 y 20 % ™/\). Para cada experimento, utilizando las dos variables con una
combinacién diferente de los niveles, se tomd como respuesta la pendiente de la curva de
calibracion (sensibilidad del método en un rango lineal de hasta 10,0 ug L) y el porcentaje
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de recuperacion obtenido a partir de muestras fortificadas a dos niveles de concentracion
(30y6,0ugL™?).

Para la cuantificacion de arsénico total se realizaron curvas de calibracion a partir de un
estdndar comercial de As(V) y se prepararon cuatro patrones de calibracion de
concentraciones: 3,0; 6,0; 9,0; y 12,0 ug L. Cada uno de los patrones de calibracion fue

tratado de igual manera que las muestras y blancos.
Los resultados obtenidos a partir del disefio experimental se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Disefio multivariado de tipo central compuesto de 2 variables a 3 niveles

) Conc. HCI Conc. KI Pendiente de la curva de Calibracion
Experimento
(mol LY (% m/v) (UA/ (ug L)

1 12 20 0,0143
2 12 5 0,0143
3 6 10 0,0164
4 3 20 0,0181
5 3 10 0,0170

A partir de las pendientes obtenidas se genera una superficie de respuesta como se muestra
en la Figura 3.7, donde se puede observar que los resultados son ser satisfactorios (mayor
pendiente) utilizando HCI 6 mol L™ y KI 10 % /).
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Representacién 3D de optimizacion de As total en agua
Pendientes (prediccion) = -0,001-0,0002*x+0,0028*y+6 13E-5"1*x-5, 9002E-5"x*y-8 4203E-5%y*y

sajuatpIEd

I - 0,02
Bl < 0,02
I = 0,018
I =< 0,016
[1<0,014
I = 0,012

Figura 3.7 Superficie de respuesta 3D para el disefio experimental realizado

Como resultado de la optimizacion del pretratamiento, las concentraciones de los reactivos
necesarios se redujeron a la mitad.

La metodologia optimizada se esquematiza brevemente en la Figura 3.8.

Prereduccién a As (III) Reduccion en linea

+ 800 pL Nal 10 % =/;,

+800 pL. HCl 6 mol L-! NaBH, 0,6 % ®/y;
en NaOH 0.5 % o/,
8 mLde agua 30 minutos HCI 4,8 mol L-!

medidas 40-45-50 s
HG-ASS

Figura 3.8 Protocolo de andlisis para determinacién de arsénico total en agua mediante HG-FAAS

Para demostrar si las caracteristicas de desempefio de la metodologia desarrollada son
adecuadas para el uso propuesto, se realizd la validacién basada en la Guia Eurachem
(Morilla & y colaboradores, 2016). Las caracteristicas de desempefio evaluadas fueron

precision (repetibilidad), veracidad (recuperacion), LOD, LOQ y rango de trabajo. Durante
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el desarrollo y la validacion se utilizaron muestras certificadas de agua suministradas por el
LATU.

A continuacion, se muestran las cifras de mérito obtenidas al validar la metodologia con los
parametros optimizados. Para cada cifra de mérito se define un criterio de aceptacion segun

las necesidades de nuestro analisis.

Las cifras de mérito obtenidas durante la validacion fueron adecuadas para su uso en relacion
con los criterios asignados para nuestro propésito (Tabla 3.3). Los criterios de aceptacion
para esta metodologia se basaron en la capacidad de detectar y cuantificar arsénico en agua
teniendo en cuenta los niveles que sugiere la OMS de 10 pg L (OMS, 2022).

Tabla 3.3 Cifras de mérito para la determinacion de arsénico total (HG-FAAS)

Cifras de mérito Criterio de Resultado
aceptacion

Linealidad (R?) >0,990 >0,995

LOD® (ug L) n=6 <1,0 0,5

LOQ® (ug L) n=6 <20 1,5

Rango de trabajo (ug L) 1,5-20 15-12

Repetibilidad (RSD, %) n=10 <10 <5,0

Precision Intermedia (RSD, %) n=10 <10 <5,0

Veracidad (muestras fortificadas a dos niveles, %)  75-125 93-108

n=10

@ Calculado segin Guia Eurachem, LOD = 3*s (s: desviacion estandar de los blancos).

®Calculado segin Guia Eurachem, LOQ =10%*s (s: desviacion estandar de los blancos).

En el caso del rango de trabajo, no se cumpli6 con el criterio establecido ya que a partir de
12 pg L comienza a perderse el rango lineal. Para poder cuantificar muestras que superen
el valor de 12 pg L se procede a la dilucion de las mismas. En nuestro caso durante el

desarrollo se utilizé el material de referencia certificado del LATU (LATU 001) que tenia
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un valor declarado de arsénico de 22,2 pug Ly el mismo se analiz6 10 veces con una dilucion
al cuarto. Los porcentajes de recuperacion estuvieron entre 76 % y 124 % con un promedio

entre todas las determinaciones de 97 %.

3.2.1.2. Determinacion de arsénico mediante HG-MP-AES

La determinacién de arsénico mediante HG-MP-AES requiere también un pretratamiento
inicial de muestra de forma de que todo el arsénico presente se reduzca a As(l1l). El equipo
utilizado cuenta con una antorcha estandar y una camara de nebulizacion multimodo (MSIS)

que permite la generacion de hidruros, como se muestra en la Figura 3.9.

A través de la bomba peristaltica se introduce la muestra con HCI y el agente reductor que
van a la cdmara multimodo. Alli se produce el hidruro volatil, que es arrastrado por el gas
portador (N2, Caudal; 0,55 L min™) hasta el plasma de nitrégeno. En el plasma generado por
microondas, el gas arsina es descompuesto, liberando 4&tomos de arsénico. Estos &tomos son
excitados por la energia térmica del plasma y, cuando regresan a su estado fundamental,
emiten radiacion (se selecciona 2=193.7 nm). La emision de luz caracteristica del arsénico
es detectada por el espectrometro, que mide la intensidad de la radiacion emitida y es

procesada por el software del equipo.

En este caso, la velocidad de la bomba para introducir las muestras y el agente reductor es

de 30 rpm.
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Bomba Peristaltica Hidruro

gaseoso
Reductor gl ¢ =
NaBH, 2,0 % m/v l]'
NaOH 0,5 % m/v
L
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)
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Descarte Flujo de gas nebulizador N,

Figura 3.9 Sistema en flujo de introduccion de la muestra mediante generacién de hidruros.
Adaptado de Nota de aplicacion MSIS — © Agilent Technologies, Inc., (Amorin, 2016)
Se optimizé y validé un método para la determinacion de arsénico total en agua adaptado
del método de normalizado APHA 3114 (Rice et al., 2012). En este desarrollo se disminuy6
la cantidad de muestra y utilizacidn de reactivos respecto al método oficial (HG-FAAS), y
se mantuvo la misma proporcion entre los reactivos obtenida como resultado en el disefio
experimental para HG-FAAS. Este método utiliza HCIl y Nal para la etapa de prerreduccion.
Posteriormente la muestra se mezcla en linea con el agente reductor del sistema (NaBH4 de
2%™/y en NaOH 0,5% ™/\) para formar la arsina y determinar el contenido de arsénico total

previamente reducido a As(l11). El protocolo se describe en la Figura 3.10.

Antes de las mediciones, la posicion de visualizacion y el flujo del nebulizador fueron
optimizados con una solucién de As(V) de concentracion de 50 pg L—1 tratada igual que las
muestras. La optimizacién fue realizada por el software del instrumento. Para la
cuantificacion se realizan curvas de calibracion a partir de un estandar comercial de As(V)

y se preparan cada uno de los patrones de calibracién de igual manera que las muestras y los
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blancos. Los puntos de la curva son 0,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 y 150,0 pug L™
Las medidas se realizan por triplicado a una longitud de onda de 193,7 nm luego de 10 s de

estabilizacion.

Prereduccion a As (III) Reduccion en linea [
yr |
L — ) o i
= 7 Z T o

[N

+ 300 pL Nal 10 % =%,
+300 uL HCI 12 mol L! NaBH, 2,0 % =/y,
en NaOH 0,5 % =/,

3 mLdeagua 30 minutos

Figura 3.10 Protocolo de andlisis para determinacion de arsénico total en agua mediante
HG-MP-AES
Se realiz6 la validacion de la metodologia siguiendo los mismos criterios planteados para el
desarrollo mediante HG-FAAS, teniendo como referencia, para evaluar la metodologia, el
valor maximo recomendado por la OMS, obteniendo cifras de mérito adecuadas para nuestro

propdsito, las cuales se detallan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Cifras de mérito para la determinacion de arsénico total (HG-MP-AES)

Cifras de mérito Criterio de Resultado
aceptacion

Linealidad (R?) > 0,990 > 0,996

LOD® (ug LY n=10 <10 0,8

LOQ® (ug L) n=10 <3,0 2,5

Rango de trabajo (ug L) 2,5 - 250 2,5 - 250

Repetibilidad (RSD, %) n=10 <10 <50

Veracidad (muestras fortificadas a dos niveles, %)  75-125 95-110

n=10

@ Calculado seglin Guia Eurachem, LOD = 3*s (s: desviacion estandar de los blancos).

®)Calculado seglin Guia Eurachem, LOQ =10*s (s: desviacion estandar de los blancos).

80



Estos resultados se consideraron adecuados al uso para los criterios planteados y permiten
utilizar esta metodologia para conocer los niveles de arsénico en las aguas subterraneas de

nuestro pais.

Se estudio la estabilidad del arsénico en las muestras de agua siguiendo las pautas de la Guia
“Standard Practices for Method Validation” (ANSI/ASB, 2019). La misma implica la
resistencia del arsénico al cambio quimico que se puede dar en la muestra de agua
almacenada en heladera entre 2 a 8 °C durante 15 dias. Para ello se fortifico una muestra de
agua subterranea que contiene niveles no detectables de arsénico, por triplicado, en dos
niveles de 40y 60 pg L. Las muestras fueron evaluadas al momento de ser fortificadas (dia
0), una segunda vez a los siete dias y una tercera vez a los 15 dias.

Los resultados obtenidos se describen en la Tabla 3.5, donde se observa el promedio de los
resultados para cada dia. Dado que los coeficientes de variacion en todos los casos fueron
menores a los obtenidos de la validacion y la veracidad sigue estando en torno al 100 % se
puede decir que el valor de arsénico en la muestra de agua subterranea permanece establece
en un periodo de 15 dias, tiempo en el cual debera ser ejecutado el analisis. No se evalud la
estabilidad en un periodo de tiempo mayor ya que se considerd adecuado un plazo de 15 dias

posteriores al muestreo, para la determinacion analitica de arsénico en este tipo de muestras.

Tabla 3.5 Resultado del estudio de estabilidad de las muestras de agua para la determinacion de

arsénico total.

Conc. Concentracion (ug L) + RSD (%) / %recuperacion (%)
Estudiada
1 Dia 0 Dia 7 Dia 15
(ug L7)
40 42,6 +0,3/106,6 42,7 +0,1/106,8 41,0 +0,3/102,4
60 63,3 £ 0,2/105,5 64,9 £ 0,9/108,2 62,1 +0,9/103,5
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Luego de la validacion se estudiaron 4 muestras de agua de pozos de zonas rurales de
Canelones. En este caso las muestras se tomaron sin acidificar, ya que se iba a realizar
también la especiacion analitica. El protocolo de toma de muestra se describe en el
Apéndice 1. Los resultados de la concentracion de arsénico total de las muestras se describen
en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6 Resultados de arsénico total determinados mediante HG-MP-AES

Muestra [As](pg L)
1 18,0+£0,9
2 16,9+0,8
3 7904
4 15,0+£0,8

De las muestras estudiadas, solamente una presentd un valor que se acepta segin OMS
(2022), mientras que todas son aceptables segun el VMP que define lanorma UNIT 833:2008
(UNIT 833:2008, 2010).

A modo de discusion se retoman algunos resultados de las metodologias desarrolladas para
la determinacidn de la concentracidn de arsénico total en agua y se describen en la siguiente

subseccion.

3.2.1.3. Comparacion de las dos metodologias para determinacion de arsénico

total en agua

Si se comparan las cifras de mérito de ambos métodos (ver Tabla 3.7) podemos observar que
los valores de precision y veracidad son semejantes. Cuando se estudiaron los limites de
deteccion, ambos se adaptaron a nuestras necesidades para poder distinguir si la
concentracion de arsénico en las aguas estd por debajo de las recomendaciones
internacionales, pero el método por HG-FAAS mostro ser mejor. Sin embargo, este metodo
presenta un rango lineal pequefio, lo que implica tener que diluir las muestras con las cuales

se trabaja. Esto es una desventaja analitica ya que implica un paso adicional y puede llevar
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a cometer mas errores al momento del analisis. En el caso del método HG-MP-AES tenemos
un rango de trabajo que permite cuantificar las muestras sin necesidad de diluirlas. Ademas,

en esta metodologia el volumen de muestra utilizado es menor que para HG-FAAS.

Por ultimo, pero no menos importante, el MP-AES es un equipamiento que funciona con
nitrogeno, que extrae del aire, por lo que no requiere gases inflamables, ni la utilizacién de

cilindros contenedores, lo que lo hace mas econémico y seguro para los usuarios.

Por todo esto, la metodologia utilizada para la determinacion de arsénico en las muestras de

agua que se tomaron a lo largo de esta Tesis fue HG-MP-AES.

Tabla 3.7 Tabla comparativa entre HG-FAAS y HG-MP-AES

HG-FAAS HG-MP-AES
Rango de trabajo (ug L™) 1,5-12,0 2,5-250
LD (ug LY 0,5 0,8
LQ (ug LY 1,5 2,5
Precision intermedia (%) <50 <8,0
Veracidad (%) 93-108 95-110
Volumen minimo de 8 3
muestra (mL)
Gas utilizado para Acetileno/aire para la llama  nitrégeno para el plasma

atomizacion
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3.2.2. Metodologias para la determinacion de especies de arsénico inorganico

en agua®

La especiacion analitica es la separacién, identificacion y/o determinacion de las
concentraciones de una o mas especies o formas individuales de un elemento quimico, que

constituyen la concentracion total del mismo en esa matriz (Templeton et al, 2000).

En el andlisis de especiacion de arsénico se busca determinar las diferentes formas en las
que este elemento se encuentra en una muestra. Como estrategia analitica, las técnicas
espectrométricas pueden acoplarse con técnicas cromatogréficas. De esta forma, se logra la
separacion previa de las especies teniendo en cuenta la diferencia de pKa de las mismas y
por lo tanto su diferente grado de ionizacién a determinado pH (RSA-CONICET, 2018).

Como es sabido, el arsénico inorganico en agua subterrdnea se puede encontrar
mayoritariamente en los estados de oxidacion 111 'y V y ademas, el estado de oxidacion y la
movilidad dependen del pH y del potencial redox. Principalmente el arsénico inorganico
forma oxoaniones derivados del acido arsenioso, HzAsOs, y el acido arsénico, H3AsOs
(Figura 3.11). El pH del agua subterranea suele estar entre 6,5y 8,5, por lo que, observando
el diagrama de Pourbaix en la Figura 3.12, se puede ver que, en el rango de pH habitual de
las aguas subterraneas, el acido arsénico o arseniato de hidrégeno puede estar con una o dos
cargas negativas (mono y dihidrogeno arseniato) y el acido arsenioso se encuentra como tal

dependiendo del potencial de las aguas.

3 Trabajo en el marco de la beca de Maestria de ANII. ANII - POS_NAC 2019 1 158255
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Figura 3.11 Diagramas de especies de As V y As Il en funcidn del pH. Extraido de Lu & Zhu, 2011
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Figura 3.12 Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico a 25°C y 1 bar de presion.
Adaptado de (Lillo, 2008)




Existen numerosas metodologias reportadas para la especiacién de arsénico que se basan en
esta diferencia de cargas para lograr la separacion de ambas especies, las cuales utilizan la
cromatografia y, la extraccion en fase solida, entre otras técnicas separativas. Algunas de
ellas emplean un pH fijado con un buffer adecuado, como en el caso de HPLC con columna
de intercambio anidénico, donde frecuentemente se utiliza un buffer de fosfato a pH 5,6-5,8
para optimizar la separacion de las especies de arsénico (Machado, Buihl & Mafay, 2019;
Sigrist, 2009). Otras metodologias reportadas trabajan al pH natural de las muestras de aguas
subterraneas, y separan al As(lll) del As(V) in situ mediante cartuchos o resinas de
intercambio i6nico que se llevan al lugar del muestreo, eliminando asi el riesgo de

interconversion entre especies (He et al., 2023).

Con algunas técnicas analiticas acopladas es posible separar y determinar todas las especies
de arsénico, como es el caso del HPLC-ICP-MS. Sin embargo, hay situaciones en las que
una especie de arsénico no se puede determinar directamente o es dificil de lograr limites de
cuantificacion apropiados para concentraciones muy bajas. En esos casos, se puede recurrir
al calculo para determinar la concentracion de la especie de interés. Este enfoque hace uso
del balance de masa ya que la concentracion total de un elemento en una muestra dada es
igual a la suma de las concentraciones de cada una de las especies de ese mismo elemento
(Templeton et al, 2000). Entonces, determinando la concentracion de arsénico total y la
concentracion de As(V) o As(l11), es posible determinar la concentracién de la otra especie
calculando la diferencia entre la concentracion total y la de la especie determinada
analiticamente. Por ejemplo, Sounderajan, Udas & Venkataramani (2007) y Khaligh et al.
(2015), determinan la concentracién de As(I11) por célculo, restando a la concentracion total
de arsénico (AsT) la concentracion de As(V): AsT — As(V) = As(l1). En otros casos, como
Khansili (2023) y Sigrist (2009), se desarrolla una metodologia para determinar arsenito, por
lo que la especie que se determina mediante calculo en este caso es As(V), de esta forma:
AsT - As(l11) = As(V).

En las subsecciones siguientes se discuten las dos técnicas acopladas que se utilizaron para

poder lograr la especiacion analitica del arsénico inorganico en agua.
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3.2.2.1. Determinacion de especies de arsénico inorganico en agua mediante
sistemas acoplados (HPLC-HG-MP-AES)

A los efectos de separar y cuantificar las especies inorganicas se utiliz6 un inyector y una
bomba de HPLC acoplado a la tecnica ya trabajada de HG-MP-AES. Mediante HPLC se
logra la separacion de las especies, las cuales posteriormente se cuantifican mediante
HG-MP-AES.

Las condiciones instrumentales del HPLC se detallan en el Tabla 3.8.

Tabla 3.8 Condiciones instrumentales del HPLC

HPLC

- Columna de intercambio anionico, Hamilton PRP-X100 - PSDVB/Trimetilamonio
* dimensiones: 250 x 4,6 mm

* tamafio de particula: 10 um

- Fase mavil: buffer fosfato pH: 5,8

- Flujo: 1,5 mL min*

- Volumen de inyeccion: 500 pL

Para poder acoplar ambos sistemas se utilizé un conector de 3 vias (Figura 3.13). En una de
las entradas se conecta la salida del HPLC por donde eluye la muestra luego de atravesar la
columna cromatografica. En la otra entrada se conecta el tubo con HCI que pasa primero por
la bomba peristaltica de MP-AES. La tercera entrada va a la camara multimodo donde llega
también el NaBH4 que permite la formacion de la arsina. Todo el sistema acoplado se
observa en la Figura 3.14.

Para la separacion cromatografica, se utilizé una columna de intercambio aniénico con una
fase movil de fosfato de amonio 29 mmol L™ de pH 5,8 (Lindberg et al., 2007; Marschner,
Musil, & Dedina, 2016; Machado, Bihl, & Marfiay, 2019) acoplada a HG-MP-AES como

sistema de deteccion, en las mismas condiciones antes optimizadas para la metodologia de
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determinacion de arsénico total. Con este sistema se logro identificar y cuantificar las

especies inorganicas de arsénico 11y V en disoluciones estandar.

Entrada a la camara
multimodo

Entrada de HC1

Entrada desde la
columna
cromatografica

Figura 3.13 Conector de tres vias para acople entre HPLC y HG-MP-AES

o e

MIP OES
| Angilent4100

sistema de
introduccionde
muestras
multimodo

Acople sistema
de separacion
con sistema de

deteccién

Sistemas de
bombeo
| Shimadzu LC-20

Columnade
Intercambio
anidnico

Figura 3.14 Sistema acoplado HPLC HG-MP-AES
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Para la cuantificacion se realizan curvas de calibracion a partir de un estandar comercial de
As(V) y una sal de As(l11) donde se tratan cada uno de los patrones de calibracion de igual

manera que las muestras y blancos; dichas medidas fueron realizadas a 193,7 nm.

Para el tratamiento de los datos crudos extraidos del software MP EXPERT se utilizo el
programa PEAK Simple de acceso libre. Este es un software utilizado para el control y el
analisis de datos en cromatografia de gases y cromatografia liquida, desarrollado por SRI
Instruments. Con este software se pueden integrar los picos correspondientes a la fraccion
de As(Il) y fraccion de As(V) en los tiempos 2,3 min y 11,7 min respectivamente. Un

ejemplo de cromatograma obtenido se puede observar en la Figura 3.15.
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Figura 3.15 Cromatograma correspondiente a la separacion de As(I11) y As(V)

La determinacion fue validada segun la Guia Eurachem (Magnusson & Ornemark, 2014;
Morilla & y colaboradores, 2016), y se evaluaron linealidad, rango de trabajo, LOD y LOQ,
precision y veracidad para ambas especies simultaneamente. Los resultados de la validacion

y la forma de evaluar cada cifra de mérito se detallan en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Cifras de mérito de la especiacion de arsénico en agua (HPLC-HG-MP-AES)

Cifras de mérito HPLC - HG -MP-AES As(Ill)  As(V)
Linealidad (R?) Hasta 500 ug L™ >0,996 >0,994
Limite de deteccion® (ug L) n=10 8 15
Limite de cuantificacion® (ug L) n=10 26 49
Precision % (RSD) (muestras adicionadas n=10) 7,6 9,7
Veracidad: % recuperacion (muestras adicionadas, n=10) 85-115  95-105
Veracidad: % recuperacion (Ensayos interlaboratorios RLAU, - 101
n=10)

@ Calculado segin Guia Eurachem, LOD (limite de deteccion) = 3*s (s: desviacion

estandar de los blancos).

®)Calculado segin Guia Eurachem, LOQ (limite de cuantificacion) =10*s (s: desviacion

estandar de blancos).

La muestra de ensayo de aptitud, provista por la RLAU, se encuentra conservada en medio

acido, por lo que solo esta presente el As(V).

Los pardmetros de validacion obtenidos muestran que la metodologia podria ser adecuada
para la separacion y determinacion de especies de arsénico en aguas subterraneas, aunque
los limites de deteccién y cuantificacion resultaron ser elevados en comparacion con los
niveles tipicos de arsénico en las aguas de nuestro pais (Falchi et al, 2018; Cabrera, 2021).
Esta metodologia no seria aplicable a aguas con concentraciones dentro de los limites
establecidos por la normativa de agua potable vigente (< 20 pg L™). Sin embargo, en
Uruguay, se han documentado niveles de arsénico que exceden los limites establecidos, lo
que sugiere que esta metodologia podria ser Gtil para diferenciar especies de arsénico y
evaluar el riesgo en areas con niveles elevados (Manganelli et al., 2007; Mafay et al., 2013;
Machado, Buhl, & Mafiay, 2019; Falchi et al, 2018; Pizzorno et al., 2021; Bihl et al., 2023).
Ademas, podria ser relevante su aplicacion en otras regiones geograficas con problematicas
similares, por ejemplo, Argentina y México, donde se han llegado a encontrar muestras de
agua con valores del orden de los 1000 pg L™ (Litter, 2018; Litter et al., 2019).
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Una vez realizada la validacion, se analizaron 4 muestras de agua subterranea de la zona sur
del pais. Dado que estas muestras contenian niveles cuantificables de arsénico total, pero no
para el anlisis de especiacion, se procedid a realizar adiciones exactamente conocidas sobre
las muestras de las distintas especies de arsénico de forma de evaluar su desempefio. Las
recuperaciones fueron adecuadas para las fortificaciones de las dos especies (entre 85y 115
%).

Para poder cumplir con uno de nuestros objetivos se continud trabajando con otras técnicas
separativas para lograr la especiacion analitica de As(l11) y As(V), lo que se describe en la

siguiente subseccion.

3.2.2.2. Determinacion de especies de arsénico inorganico en agua mediante
sistemas acoplados off line (SPE/HG-MP-AES)*

Con el proposito poder realizar el analisis de especiacion de arsénico en agua en bajas
concentraciones, se procedid al desarrollo y la validacién de una metodologia con una
separacion previa de las especies inorganicas de arsénico utilizando la técnica de SPE con

cartuchos de intercambio anionico.

El cartucho de intercambio anionico SAX presenta como sorbente un grupo amina
cuaternaria, el cual, al activarse permanece cargado positivamente, lo que proporciona un

fuerte mecanismo de retencién de intercambio anidnico.

Al eluir la muestra a través del cartucho, el As(l11), generalmente sin protonar al pH habitual
de las aguas, se recoge directamente, mientras que el As(V) queda retenido en la fase solida,
dado que normalmente es anionico a dichos valores de pH. Posteriormente, el As(V) se eluye
con una solucién de HCI de concentracion 1 mol L™, y luego se procede a la determinacion

de las fracciones separadas mediante HG-MP-AES.

4 Trabajo presentado en el XI Congreso Argentino de Quimica Analitica. 2021
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Para la cuantificacion se realizan curvas de calibracién a partir de un estandar comercial de
As(V) y una sal de As(l11) donde se tratan cada uno de los patrones de calibracion de igual

manera que las muestras y blancos; dichas medidas fueron realizadas a 193,7 nm

Para optimizar esta metodologia, se llevaron a cabo dos enfoques para la construccion de la
curva de calibracién utilizada en la cuantificacion de las especies de arsénico: uno de ellos
fue utilizar patrones y eluirlos de la misma forma que las muestras a través de los cartuchos
SAX 'y el otro fue realizar la curva de calibracion utilizando el protocolo estandar para la

determinacion de arsénico total mediante HG-MP-AES.

Se evaluaron muestras utilizando ambas curvas y se obtuvieron resultados semejantes, por
lo que se concluyo que se obtienen resultados adecuados realizando la curva de calibracién

estandar con As(V) sin eluir a través de los cartuchos.

Al igual que con la metodologia anterior, también se realizé la validacion de la misma segun
la Guia Eurachem estudiando las cifras de mérito para ambos analitos. En Tabla 3.10 se
describen los resultados obtenidos para la validacion de la metodologia SPE/HG-MP-AES.
Esta metodologia permite realizar la especiacion analitica en los rangos de concentracion de

arsenico observados en las aguas uruguayas.
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Tabla 3.10 Cifras de mérito de la especiacion de arsénico en agua (SPE/ HG-MP-AES)

Cifras de mérito SPE / HG-MP-AES As(111) As(V)
Linealidad (R?) Hasta 150 ug L™ > 0,996
Limite de deteccion® (pg L) n=10 1,5 0,8
Limite de cuantificacion® (pg L) n=10 48 2,6
Precision % (RSD) (muestras adicidénadas, n=10) 6,2 4,3
Veracidad: % (muestras adicionadas, n=10) 83-105 85-110

@calculado segun Guia Eurachem. LOD (limite de deteccion) = 3*s (s: desviacion estandar

de los blancos).

®Calculado seglin Guia Eurachem. LOQ (limite de cuantificacion) =10*s (s: desviacion

estandar de los blancos).

Los valores resultantes de la validacién indican que la metodologia es aplicable a los niveles
de arsénico habituales de nuestro pais, por lo que se selecciona este método para realizar la

especiacion analitica de las muestras que se estudiaran durante la Tesis.

En la Figura 3.16 se esquematiza el protocolo de laboratorio para la determinacion de
especies de arsénico en agua. Luego de separar las especies, éstas se determinan mediante la

metodologia definida para determinacion de arsénico total por HG-MP-AES.
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Figura 3.16 Protocolo de andlisis para determinacién de As(l11) y As(V) en agua mediante
SPE/HG-MP-AES
Dado que las aguas subterrdneas analizadas, generalmente contienen niveles bajos de
As(111), se trabaja determinando arsénico total en una alicuota de la muestra mediante HG-
MP-AES, y en otra alicuota se realiza la determinacion de As(V) por la metodologia
SPE/HG-MP-AES y mediante resta de ambos resultados se obtiene el valor de As(l11).

Es relevante sefialar que, segun lo descrito por Sigrist en su Tesis doctoral de 2009, existen
posibles interferencias al trabajar con muestras de agua subterranea utilizando cartuchos de
intercambio anidnico. Estas interferencias pueden incluir la retencién de otros aniones en el
cartucho, lo que podria llevar a su saturacién y, en consecuencia, afectar la efectividad de la
separacion de las especies de arsénico (Sigrist et al., 2014; Sigrist, 2009). Para evaluar estas
posibles interferencias se probd el rendimiento del cartucho utilizando aniones que aparecen
habitualmente en la matriz agua subterranea. Para ello, a una muestra de agua fortificada con
20 ug L™t de As(111) y 20 pg L™ de As(V) se le adicionaron cantidades conocidas de fluoruro,
sulfato, nitrato y cloruro. Las concentraciones fueron 1, 450, 150 y 800 mg L

respectivamente. Estos valores son los valores extremos encontrados en muestras de agua
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subterranea. El agua asi preparada se analiz6 por triplicado para evaluar si se afectaba la
eficiencia del intercambio anidnico en los cartuchos. Los valores de % de recuperacion para
As(111) estuvieron entre 100,0-103,8%y para As(V) entre 102,4-103,3. De esta forma, se
concluye que la separacion en fase sélida no se veria afectada por la presencia de otros
aniones comunes en el agua subterranea, lo que demuestra que el uso de cartuchos de
intercambio anidnico es adecuado para la determinacidn de especies de arsenico en este tipo

de muestras.

Asimismo, se estudié cémo afectan las variaciones de pH al momento de realizar la
separacion en fase solida. Para llevar a cabo este estudio, se fortificd por triplicado una
muestra de agua subterrdnea que contenia niveles de arsénico no detectables con una
concentracion de As(l11) de 20 pg L™ y una concentracion de As(V) de 20 pg L™, dando un
valor de fortificacion de arsénico total de 40 pug L. La muestra que inicialmente se
encontraba a un pH de 7,538, se acidificd con HCI diluido para obtener un pH entre 5,5y
6,5 y para obtener un pH de 8,5 se utilizd6 una solucion de NHs3 diluida. De este modo, se

evalud la influencia del pH en el rango de pH habitual de las aguas subterraneas.

Los valores de concentracion medidos para arsénico total, y para cada una de las especies se
muestra en la Figura 3.17. Vale destacar que también se grafica la sumatoria de especies para

poder comparar con el valor total de arsénico.
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Figura 3.17 Valores promedio de concentracion de arsénico total y especies de arsénico medidas a
diferentes pH
En la Figura 3.17 se muestra que hay una leve variacion de las concentraciones medidas a

cada pH pero estas diferencias representan un sesgo menor al evaluado en el método.

Por lo tanto, las muestras estudiadas a diferentes pH se consideran sin afectaciones, segun
lo definido por ANSI/ASB (2019), ya que las medidas promedio obtenidas se encuentran
dentro del rango de recuperacion de 83-105 % para As(l11) y de 85-110% para As(V). Estos
resultados son comparables a los reportados por O"Reilly et al. (2010), quienes luego de
evaluar si los cambios de pH afectaban a la separacion en fase solida, concluyen que en el

rango de pH entre 5,5y 8,5, la especiacion analitica no se ve afectada.
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Tabla 3.11 Concentracion promedio evaluada para cada analito segln valor de pH de la muestra

Analito Conc. Concentracion (ug L) + RSD (%)/veracidad (Yorecuperacion)

evaluado Estudiada

(ug L'l) pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5
As(I11) 20 18,5+1,0/90,0, 21,7+2,1/105,6 17,9+3,4/87,1 20,9+1,0/102
As(V) 20 20,3+1,4/101,1 21,5+2,3/107,6 20,1+1,3/100,7 21,9+1,9/109,6
As(I11) +
40 38,9+0,9/93,8 43,3+2,2/106,6 38,1+0,9/93,8 42,8+2,2/106,6
As(V)
As total 40 40,741,4100,2 43,1+2,3/106,0 41,0+2,0/100,9 43,5+0,6/107,2

Luego de tener la metodologia validada para su uso de rutina, se procedio a la evaluacion de
la estabilidad de las especies (As(I11) y As(V)) cuando las muestras de agua son almacenadas
sin camara de aire a una temperatura entre 2 y 8 °C. Evaluar la estabilidad implica verificar

gue no haya interconversion entre las especies.

Para determinar si los analitos son estables se fortificd una muestra de agua subterranea que
contenia un nivel no detectable de arsénico por triplicado, en dos niveles de concentracién
de As(lll) y As(V), 20 y 30 pg L para cada especie. Los triplicados de muestra fueron
evaluados al momento de ser fortificados (dia 0), una segunda vez a los siete dias y una

tercera vez a los 15 dias.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.12. En la misma se puede ver el promedio

de concentraciones de As(l11), As(V) y la sumatoria de ambos.
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Tabla 3.12 Resultados del estudio de la estabilidad de las especies, As(l11) y As(V), almacenados

durante 15 dias sin cdmara de aire y en heladera

Conc. Estudiada

Concentracion (ug L) + RSD (%)/veracidad

(Yorecuperacion)

(Mg L)
Dia 0 Dia 7 Dia 15
As(111) 20 20,4+ 2,3/98,9 19,5+1,5/94,5 17,9+3,4/87,1
As(111) 30 30,8+1,9/100,7 31,1+4,3/101,6 27,7+2,2/90,5
As(V) 20 19,9+0,5/99,7 21,04£2,5/105,0 20,1+1,3/100,7
As(V) 30 30,0+1,9/99,9 30,7+1,6/102,5 31,0+2,7/103,3
As(Il) + As(V) 40 40,3+1,4/99,3 40,5+2,0/99,7 38,1+0,9/93,8
As(ll) + As(V) 60 60,8+1,2/99,8 61,8+2,8/101,5 58,7+2,4/96.4

Los resultados de estabilidad muestran que hay una pequefia tendencia a disminuir el nivel
de As(I11) desde el dia 0 al dia 15, pero el valor hallado en cada uno de los dias estudiados

se encuentra dentro de la recuperacion evaluada para la veracidad del método.

Para continuar estudiando las capacidades de la metodologia, y con el fin de hacer a esta
metodologia méas econdmica y amigable con el ambiente, se evalud la posibilidad de
reutilizar los cartuchos una segunda vez. Se fortificé una muestra de agua subterranea por
triplicado con una concentracion de As(lll) y As(V) de 30 pg L™ cada una. Los valores
obtenidos de recuperacion se encontraron entre 91 y 98 % para As(l11) y 96 y 106 % para
As(V). Estos valores se encuentran dentro del % de recuperacion esperado para el método,
por lo que se concluye que los cartuchos pueden ser reutilizados una segunda vez. Para el

segundo uso, los cartuchos deben volverse a tratar con metanol y agua.

A modo de discusion se retoman algunos resultados de las metodologias de determinacion

de especies de arsénico en agua y se describen en la siguiente subseccion.
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3.2.2.3. Comparacion de las dos metodologias para determinacion de especies

inorganicas de arsénico en agua®

Las dos metodologias evaluadas son adecuadas para la realizacion de la especiacion
analitica. Sin embargo, en el caso de la metodologia acoplada HPLC-MP-AES, los limites
de deteccion y cuantificacion evaluados no se adecuan a los niveles de arsénico hallados en
la mayoria de las aguas subterraneas del Uruguay (BUhl et al., 2023; Mafay et al., 2019;
Machado, Bihl, & Mariay, 2019).

Tabla 3.13 Comparacion de metodologias de especiacion de arsénico en agua

HPLC-HG-MP-AES SPE/HG-MP-AES

As(Ill)  As(V) As(111) As(V)
Rango de trabajo (ug L) Hasta 500 Hasta 150
LOD (ug L) 8 15 15 0.8
LOQ (ug L) 26 49 4,8 2,6
Precision intermedia (%) 7,6 9,7 6,2 4,3
Veracidad (%) 85-115 95-105 83-105 85-110
Frecuencia analitica 4 muestrasen 1 h 12 muestrasen 1 h

Segun los autores Mohammed & Miah (2021), el método SPE es una técnica de separacion
muy eficiente para la especiacidn de arsénico, no solo en matrices ambientales sino también
en muestras bioldgicas. Otros autores, como Sigrist (2009) sostienen la eficiencia de la
separacion con SPE en la recuperacion aceptable, la capacidad de preconcentracion, el bajo
costo y la facilidad de combinarse con los sistemas de deteccidn de arsénico mas utilizados.

En nuestro caso, dada sus caracteristicas de desempefio, en especial los limites de deteccién
y cuantificacion y su bajo costo, es la metodologia elegida para la especiacion de arsénico

inorganico en agua subterranea.

® Trabajo presentado en forma oral en el 7° Congreso Uruguayo de Quimica Analitica. Montevideo 2022
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A continuacion, se cambiard de matriz de analisis y se describird la metodologia de

determinacion de arsénico en orina.

3.2.3. Metodologia para la determinacion de biomarcadores de arsénico en

orina®’

El biomonitoreo de exposicidn al arsénico a través de consumo de agua implica conocer los
niveles de las especies toxicoldgicamente relevantes de arsénico en orina, que representa el
biomarcador de eleccion para la exposicion al arsénico inorganico, siendo éste el mas toxico.
Es importante destacar que la determinacion de arsénico total en orina no es adecuada para
evaluar la exposicion al arsénico inorganico, ya que en este caso se estaria evaluando la

exposicién tanto a arsénico inorganico como a arsénico organico.

Una estrategia utilizada para evitar que una muestra de orina contenga arsénico organico
proveniente de la dieta, implica solicitar que no se consuman alimentos como pescados o
mariscos, los cuales pueden contener arsénico organico, en los dias previos a la toma de
muestra. Sin embargo, esta estrategia presenta el inconveniente de la falta de adherencia a la
solicitud por parte de los individuos. Para superar este inconveniente, se ha desarrollado una
metodologia capaz de evaluar solamente las especies toxicologicamente relevantes,
permitiendo asi determinar el biomarcador de exposicion al arsénico inorgénico. Esta
posibilidad se da por el tratamiento previo de la muestra con L-cisteina. Cuando se trata una
muestra de orina con L-cisteina, solamente las especies inorganicas y sus metabolitos
(As(I11), As(V), MMA y DMA) pueden formar compuestos tioderivados capaces de formar
el hidruro volétil en medio &cido al reducirlo posteriormente con NaBH4 (Carrero et al, 2001;
Le, Cullen, & Reimer, 1994; Guo, Baasner, & Tsalev, 1997; Navoni, Olivera, & Villaamil,
2009; Biihl et al., 2015). Los compuestos tioderivados tienen todos al arsenico en su estado

de oxidacion 11, por lo que existe una reduccion de las especies que contienen As(V);

& Trabajo en el marco de la beca de Maestria de ANII. ANII - POS_NAC 2019 1 158255

" Trabajo presentado en forma oral en el Congreso Regional Latinoamericano182 de Toxicologfa Forense. 2023
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posteriormente los compuestos tioderivados reaccionan con NaBH4 para producir las

correspondientes arsinas (Le, Cullen, & Reimer, 1994).

En la Figura 3.18 se esquematiza el mecanismo propuesto para la formacion de los
compuestos tioderivados a partir de las especies toxicoldgicamente relevantes y la formacion
de su correspondiente hidruro volatil, donde Le (1993) destaca que presentan una
equivalente velocidad de formacion de los hidruros.

As(OH), As(SR), AsH,
AsO(OH);  RSH  As(SR), NaBH, = aqH,
CH,AsO(OH), CH,As(SR), CH;AsH,
(CH5),AsO(OH) (CH5),As(SR) (CH,),AsH
(CH;);AsCH,COOH -

Figura 3.18 Mecanismo propuesto para la formacion de hidruros para las especies de arsénico
presentes en orina utilizando L-cisteina donde R: —-CH,C(NH2)COOH. Adaptado de Le (1993).
Este mecanismo permite la cuantificacion precisa de la cantidad total de las cuatro especies
toxicoldgicamente relevantes (As(ll) + As(V) + MMA + DMA). La arsenobetaina
((CH3)3AsCH2COOQOH), que puede llevar a una sobreestimacion de la exposicion a arsénico

indrganico (iAs) como se explicé anteriormente, no se cuantifica ya que no forma hidruros.

La optimizacién y la validacion de esta metodologia se encuentran en el siguiente apartado.

3.2.3.1. Determinacion de especies de arsénico toxicologicamente relevantes en

orina®

Se optimizé una metodologia que permite cuantificar las especies toxicolégicamente

relevantes como indicador de exposicién al arsénico mediante HG-MP-AES.

8 Trabajo publicado en Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy (Pizzorno et al., 2023)
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En la etapa de prerreduccion, la muestra de orina fue diluida al medio con una disolucion de
L-cisteina 2 %™/, en HCI 0,24 mol L™ para reducir todo el arsénico alli presente a As(I11) y
también obtener el medio acido necesario para la posterior generacion de la arsina. Para la

generacion del compuesto volatil se utilizd6 NaBHa4 2 % ™/, en NaOH 0,5 % "/y.

Para cuantificar el arsénico se realiz6 una curva de calibracion en matriz con estandares de
As(V) hasta 250 pg Ly se prepard de igual manera que a las muestras y blancos. El efecto
matriz se estudid mediante la comparacion entre las curvas de los patrones de As(V)
preparados en un pool de orinas (conjunto de orinas provenientes de adultos voluntarios,
sanos, no expuestos laboralmente al arsénico) y en agua. Se realiz6 la prueba t de Student y
se verifico que la pendiente de la curva de calibracion en agua difiere significativamente de
la pendiente obtenida para la curva de calibracion en orina.

El resultado para el test t fue de 2,776. Este valor es menor a 45,1, que es el valor t (0,05,3).
Por lo tanto, el método propuesto se desarroll6 utilizando una calibracion emparejada por

matrices.

Al igual que las mediciones de arsénico en agua, antes del andlisis la posicion de
visualizacion y el flujo del nebulizador fueron optimizados con el software comercial del
instrumento, utilizando una muestra de orina adicionada con 50 pg L™ de estandar de
As(V).

En la Figura 3.19 se esquematiza el protocolo de analisis para la determinacidn de especies

de arsénico toxicoldgicamente relevantes en orina mediante HG-MP-AES.

Prerreduccién Reduccién en linea
+ 300 pL L-Cisteina 2,0 % =/y NaBH, 2.0 % =/,
+ 300 u. HC1 12 mol L en NaOH 0.5 % =/,
3 mL de orina 30 minutos

Figura 3.19 Protocolo de anlisis para determinacion de especies de arsénico toxicoldgicamente relevantes
en orina mediante HG-MP-AES
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Para conocer si la determinacion era apta para el fin propuesto, se realizo la validacion
estudiando diferentes cifras de mérito, como linealidad precision, veracidad, LOD y LOQ.
Para la validacion y también durante el desarrollo se utilizaron muestras de ensayos
interlaboratorios del programa aleman G-EQUAS en las mismas condiciones instrumentales

que las detalladas en el apartado de condiciones instrumentales.

Como resultado de la primera etapa se obtuvo una metodologia capaz de determinar especies
toxicoldgicamente relevantes hasta una concentracion de 250 pg L, valor que se puede

alcanzar tanto en una intoxicacion aguda como cronica.
Los parametros estudiados para la validacion se observan en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14 Cifras de mérito para la determinacion de arsénico en orina (HG-MP-AES)

Cifras de mérito Criterio Resultado
Asignado

Linealidad (R?) > 0,990 > 0,994

Limite de deteccion® (ug L) n=10 <35 1,2

Limite de cuantificacion® (ug L) n=10 <70 53

Rango de trabajo (ug L) Hasta 50 5,3a250

Precision: RSD % (muestras adicionadas, n=10) <10 <8

Veracidad: % recuperacion (muestras adicionadas, 70-130 80-120

n=10)

@ Calculado seglin Guia Eurachem, LOD = 3*s (s: desviacion estandar de los blancos).

®Calculado segin Guia Eurachem. LOQ =10%*s (s: desviacion estandar de los blancos).

Los resultados de la participacion periddica en el esquema de control externo de la calidad
G-EQUAS se muestran en la Tabla 3.15, donde puede verse que los valores siempre
estuvieron dentro del rango de aceptacién. Esto demuestra el buen desempefio de la

metodologia
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Tabla 3.15 Resultados de la prueba de aptitud G-EQUAS (control de orina 2A/2B).

Rondas Concentracion (ug L)

G-EQUAS Rango de Resultado  Rango de Resultado
tolerancia 2A 2A tolerancia 2B 2B

63 17+£51 12.5 157 £ 27.3 140

64 29+8.1 21.4 76 +16.8 92

66 34+6.6 34.4 139+ 195 144

71 14,0+ 4,5 11,9 52,2+11,0 66

En resumen, se logro desarrollar una herramienta analitica de relevancia que podra ser
aplicada al biomonitoreo de poblacién ambientalmente expuesta, asi como a los trabajadores

expuestos.

Se realiz6 una comparacion con otra metodologia de determinacién de especies
toxicol6gicamente relevantes en orina, que utiliza espectrometria de absorcion atdmica. Se
contaba con una metodologia disponible antes validada para la evaluacion de rutina de
arsenico en orina en CEQUIMTOX por HG-FAAS (Bihl et al., 2015), por lo que se utilizo
la misma como método de referencia para la validacion de la propuesta a desarrollar,
mediante esta técnica alternativa HG-MP-AES. Para ello se analizaron muestras de orina de
trabajadores expuestos a arsénico, previamente medidas mediante HG-FAAS. Los
resultados de las muestras determinados con ambas metodologias se compararon
estadisticamente mediante un test de hipotesis conjunto de la pendiente y la ordenada en el
origen para la recta de regresion. Se considera que los resultados obtenidos por ambos
métodos son iguales si la recta de regresion tiene pendiente (b) 1y ordenada en el origen (a)
0. Se realizd el test HO: a = 0; b = 1; HA: no HO. HO puede ser aceptada si el valor

experimental del estadistico es Fexp < F(1-0,2, n-2).

La comparacién entre HG-MP-AES y el método utilizado en el analisis de rutina (HG-
FAAS), mostr6 una buena concordancia para 30 muestras de orina de trabajadores
expuestos. Se obtuvo una correlacion adecuada (R? = 0,9653) con una pendiente (0,9951) y

una interseccion (0,0616) como se ve en la Figura 3.20.
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Para confirmar estadisticamente los valores se realizo el test de hipotesis conjunto de la
pendiente y la ordenada en el origen para la recta de regresion. El valor experimental del
estadistico Fexp fue 0,89 siendo menor que el valor de tabla (3,385; Foos:2:28). Con este
resultado se aceptd la hipotesis nula, lo que demuestra que la pendiente no difiere
significativamente de 1y que la ordenada en el origen no difiere significativamente del valor
0.

o —+

35
30
25

20

15
y =0.9951x — 0.0616
R2 =0.9653

HG-MP-AES (ug L)

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40
HG-AAS (ug L)

Figura 3.20 Comparacion de los resultados obtenidos de As orina de trabajadores expuestos
mediante HG-FAAS y HG-MP-AES
La validacion del método se realiz6, ademas, de acuerdo con las Practicas estandar del Grupo
de Trabajo Cientifico de Toxicologia Forense (SWGTOX por sus siglas en inglés Scientific
Working Group for Forensic Toxicology) para la validacién de métodos principalmente en
toxicologia forense (ANSI/ASB, 2019). Esta guia cuenta con parametros de desempefio y
criterios de aceptacion mas adecuados para muestras bioldgicas. En esta oportunidad,
ademas de trabajar parametros evaluados anteriormente como precision y veracidad se

estudio la estabilidad de congelado y descongelado de la muestra.

Los resultados de la validacion también fueron adecuados a nuestro proposito de
biomonitoreo de personas expuestas ambientalmente al arsénico. En la Tabla 3.16 se

muestran los resultados para limite de deteccidn y cuantificacion y la exactitud del ensayo.
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Tabla 3.16 Resultado de las cifras de mérito seglin Practicas estandar del Grupo de Trabajo
Cientifico de Toxicologia Forense (SWGTOX)

Cifras de mérito Resultados

LOD (ug L) 177

LOQ (ug LY 5,37

Conc. estudiada (ug L) 10 (n=15) 35 (n=15) 100 (n=15)
Criterio asignado precision <20 <20 <20
(%)

Precision Intra-ensayo (%) 6,17 3,19 1,81
Precision Inter-ensayo (%) 15,2 6,78 8,96
Criterio asignado veracidad <10 <10 <10
(%)

% R. (%) 94,6 97 97

La estabilidad de las muestras se estudio para diferentes circuntancias: estabilidad a corto
plazo, estabilidad luego de preparada la muestra, luego de tres ciclos de congelado y
descongelado en freezer y estabilidad a largo plazo. Las caracteristicas estudiadas y los

resultados se describen en la Tabla 3.17.

Tabla 3.17 Estudio de estabilidad de la muestra

Concentracion (ug L) + RSD (ug L) / veracidad (% R)

conc. Estabilidad Estabilidad

Estudiada Estabilidad a postprOCESO |ueg0 de tres Estabilidad a
(gL corto plazo (22 °Cl6 h ciclos de largo plazo
Mg L ,
(22 °C/6 h) después de la congelado y (-20 °C/15 dfas)
preparacion) descongelado

35 319+2,7/91,3 36,9+8,8/103,3 37,0+1,9/1056 36,5+ 2,0/104,2
100 97,4+0,1/97,4 82,2 +5,3/82,2 101,4 +6,0/101,4 103,5+1,4/103,5
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Los resultados muestran que las concentraciones de especies de arsenico toxicologicamente
relevantes en orina fueron estables a temperatura ambiente durante 6 h y que la muestra
cumplid los criterios de SWGTOX para la estabilidad de guardado estudiada para 15 dias.
Asimismo, se demostrd que las muestras pre reducidas con L-cisteina podian ser analizadas

a las 6 h de preparadas.

En la siguiente y Gltima seccién se muestra la metodologia de determinacion de K, Mg, Ca

y Mn.

3.2.4. Metodologias para determinacion de potasio, magnesio, calcio y

manganeso en agua mediante MP-AES

Para poder estudiar otras caracteristicas del agua que pudieran vincularse a la presencia de
arsenico en las aguas subterraneas, se validé la determinacion directa de los metales K, Mg,
Ca 'y Mn mediante MP-AES.

Para estas determinaciones también fue utilizado el equipo MP-AES con el muestreador
automatico. La introduccion de la muestra se realiza mediante un nebulizador concentrico
OneNeb con una camara cicldnica de vidrio de doble paso, como se muestra en la Figura
3.21.
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Figura 3.21 Camara cicldnica de doble paso con nebulizador OneNeb

Debido a los rangos de trabajo del equipo y a las concentraciones de los analitos en las
muestras de agua subterranea, las determinaciones no pudieron hacerse de manera
simultdnea, por lo que se determind cada analito por separado. Las condiciones

instrumentales se detallan en la Tabla 3.18.

Tabla 3.18 Condiciones instrumentales para la medida de K, Mg, Ca'y Mn.

Condiciones instrumentales

Velocidad de la bomba (rpm) 15
Tiempo de lectura (s) 3
Tiempo de estabilizacion (s) 15

Tiempo de salida del automuestrador con 70

bomba rapida (s)
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Para cada elemento estudiado se trabajo con diferentes longitudes de onda, que fueron
seleccionadas segun la sugerencia del software MP Expert, priorizando la sensibilidad y la

ausencia de interferencias. Las longitudes de trabajo se describen en la Tabla 3.19.

Tabla 3.19 Longitudes de onda especificas de cada elemento determinado

A K (nm) A Mg (nm) A Ca (nm) A Mn (nm)

766,491 285,213 393,366 403,076

Para la validacion se determinaron las siguientes cifras de mérito: linealidad, rango de

trabajo, LOD y LOQ, precision y veracidad.

A continuacion, pueden verse los procedimientos y los resultados de la validacion.

3.2.4.1. Determinacion de potasio, magnesio, calcio y manganeso en agua
mediante MP-AES

Para la determinacion de K, Mg, Ca y Mn la muestra se introduce directamente a la cAmara
ciclonica de doble paso mediante el muestreador automatico. Previo a cada analisis se
establecio la posicion de visualizacion y el flujo del nebulizador automaticamente con el
programa MP EXPERT.

Para realizar las curvas de calibracion se utiliza un estandar multielemento, pero dado el
diferente rango lineal de cada elemento, se realizan diferentes diluciones de este estandar
para obtener las diferentes curvas de calibracion.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.20, donde se puede ver que los mismos son
adecuados para nuestro proposito.
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Tabla 3.20 Cifras de mérito para la determinacion de potasio en agua por MP-AES

Cifras de mérito Resultado K Resultado Resultado Resultado
Mg Ca Mn

Linealidad (R?) >0,998 >0,991 >0,994 >0,996

LOD® (mgL?Y)n=10 0,02 0,02 0,01 0,01

LOQ® (mg L) n=10 0,08 0,08 0,04 0,04

Rango de trabajo 0,08-5,0 0,08-10,0 0,04-10,0 0,04-2,0

(mg L™)

Repetibilidad (RSD, %) 14 1,5 0,5 1,4

n=10

Veracidad (muestras 97,4-103 110-114 102-103 91,7-95,7

certificadas LATU, %

de recuperacion) n=10

@ Calculado segiin Guia Eurachem, LOD = 3*s (s: desviacion estandar de los blancos).

®)Calculado segin Guia Eurachem, LOQ =10%*s (s: desviacion estandar de los blancos).

Los resultados de los pardmetros estudiados muestran que la metodologia es apta para la

evaluacién de potasio y manganeso en aguas subterraneas.

Los resultados de la validacion para el magnesio fueron adecuados para el fin propuesto
exceptuando que el rango de trabajo hallado fue menor que el necesario ya que la condicién
de linealidad no se cumple hasta 20 mg L™, que es el valor maximo esperado en las muestras
de agua. Por esta razén las muestras de agua subterranea son medidas con una dilucién a la

mitad para poder cuantificar el magnesio.

Al igual que el magnesio, el calcio no logré llegar a tener un rango lineal adecuado para
poder cuantificar los niveles de calcio en agua subterranea ya que la linealidad se cumplio

hasta 10 y las muestras debieron ser diluidas 1/14 para poder cuantificarlo.
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3.3. Conclusiones parciales sobre el desarrollo y la validacion de

metodologias analiticas

e Quedaron disponibles para el trabajo de laboratorio las metodologias para las
siguientes determinaciones:
o Determinacién de arsénico total en agua
» Mediante HG-FAAS
» Mediante HG-MP-AES
o Determinacion de especies de arsénico en agua mediante SPE/HG-MP-AES
o Determinacién de especies de arsénico toxicolégicamente relevantes en orina
mediante HG-MP-AES
o Determinacion de potasio, magnesio, calcio y manganeso en agua mediante
MP-AES
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Capitulo 4.  Analisis de muestras de agua de pozo: determinacién

de arsénico total y sus especies inorganicas®

En este capitulo, se llevard adelante el segundo objetivo general de la Tesis, en el que se
describen los resultados de aplicar las metodologias analiticas desarrolladas anteriormente
(Capitulo 3) en diferentes muestras de pozos de agua subterranea utilizados para
abastecimiento humano. Conocer los niveles de arsénico total en agua y las concentraciones
de las especies inorganicas en diferentes zonas de nuestro pais permite realizar un monitoreo

ambiental del agua.

Las muestras obtenidas para el analisis se consiguieron a través de diferentes marcos de

investigacion asociados, que fueron llevados a cabo en el transcurso de esta Tesis.

Se tomaron muestras de agua de pozos utilizados para consumo humano en los
departamentos de Treinta y Tres, Canelones, Colonia, Florida, Durazno, Montevideo, San

José y Rivera. Las localidades muestreadas se pueden observar en el mapa de la Figura 4.1.

® Trabajo presentado como expositor en el 11 Simposio de arsénico en agua subterranea. 2022
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Figura 4.1 Zonas muestreadas en Uruguay para analisis de arsénico total y sus especies
inorganicas - Realizado con Google Earth

Para mejor organizacion de la informacion y a modo de facilitar la lectura, en la Tabla 4.1
se muestra de qué departamento son originarias las muestras, a través de qué proyectos o
vinculos de investigacion fueron obtenidas y quién realizé la toma de muestra. Ademas, se
describe el nimero de muestras y quéporcentaje del total de las muestras presentaron valores
de arsénico total que superaron los 20 pg L™, valor maximo permitidodefinido por la
normativa nacional UNIT 833/2010 (UNIT 833:2008, 2010).
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Tabla 4.1 Datos de obtencion y resultados de las muestras estudiadas

% de
) Responsable  N° de pozos
Origen Proyecto pozos > 20
del muestreo* muestreados
ug L™
Treinta y Proyecto CSIC Paulina 49 0
Tres INI Pizzorno y
Lucia Falchi
Trabajo en
conjunto  con
Arrocera 33
Canelones  Beca de Paulina 37 62
maestria (PP) Pizzorno y
ANII- participantes
POS_NAC_20
19 1 158255
Colonia Proyecto “Mas Paulina 38 26

agua para el
desarrollo”
rural” con
CASSPE

Pizzorno y
Virginia

Strambini
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% de
) Responsable  N° de pozos
Origen Proyecto pozos > 20
del muestreo* muestreados

ug L™
San José Proyecto PAIE Estudiantes 10 10
2020 N° 5.
Proyecto
CTAgua-
Efice-Udelar
Montevideo Tesis de Grado Tesista 22 27
F. Cien
Florida y UTEC-Udelar Docente 15 20
Durazno asociado
UTEC-
Durazno
Rivera Tesis de Grado Tesista 14 0
F. Cien

* El muestreo se realizé segun las pautas establecidas segun el Apéndice 1.

Como describe la Tabla 4.1, y se refirié anteriormente, muchas de las muestras fueron

obtenidas en trabajos de colaboracion y con vinculos con el medio.

En la toma de muestra se siguié el protocolo de muestreo, definido en el marco de esta Tesis,

que se muestra en el Apendice 1. Este protocolo esta basado en las recomendaciones dadas
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por las investigadoras Litter, Armienta & Farias en el libro Iberoarsen (2009) y los estudios
realizado por Sigrist (2009) y con base en el estudio de estabilidad realizado en esta

investigacion.

Las muestras fueron analizadas en un periodo no mayor a 15 dias posteriores a la realizacion
del muestreo, con el fin de cuantificar el arsénico total y sus especies inorganicas. Los
valores obtenidos de las especies de arsénico permitieron conocer la situacion en varias
localidades de Uruguay, mientras que los valores de arsénico total fueron insumos para
realizar una evaluacion de riesgos a la salud por exposicién a arsénico a través del agua. Los

resultados de esta evaluacion se describen en el Capitulo 5.

En los siguientes apartados, agrupados por departamento, se describe como se realizé el plan
de muestreo y los resultados del analisis de las muestras de agua. La determinacion de
arsénico total se realiz6 mediante el procedimiento descripto en 3.2.1.2 (HG-MP-AES),
mientras que la especiacidn analitica de las especies inorganicas se describe en el 3.2.2.2
(SPE/HG-MP-AES).

4.1 Treintay Tres®

El trabajo en el departamento de Treinta y Tres surge a través del vinculo de algunas
investigadoras y una empresa arrocera de dicho departamento. Como es conocido, este
departamento se caracteriza por su produccion de arroz, un cultivo que requiere un uso
intensivo de agua. Las determinaciones de arsénico en este caso se realizaron con el método
3.2.1.1 (HG-FAAS).

4.1.1 Muestreo

Se tomaron muestras de agua superficial y subterranea en el predio de la arrocera. El
muestreo realizado fue no probabilistico por conveniencia. Las muestras de agua superficial

se obtuvieron en diferentes puntos dentro de la arrocera, incluyendo agua de la Laguna Merin

10 E| trabajo realizado fue publicado la Revista del Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (Falchi et al, 2018).
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y de los canales que abastecen las plantaciones. Ademas, se recolectaron muestras de agua
subterranea de cuatro pozos que abastecen tanto a la planta industrial como al pequefio
poblado de trabajadores, asi como de un quinto pozo en la escuela cercana a la arrocera.
Estas muestras provienen del acuifero Chuy. En total, se recolectaron 42 muestras, las cuales

fueron sometidas a analisis para la determinacion de arsénico total.

4.1.2 Resultados y discusion de las determinaciones analiticas

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados obtenidos en las muestras estudiadas en la zona
arrocera evaluados segun la metodologia descripta en el Capitulo 3. Los mismos se agrupan
en aguas superficiales y aguas subterraneas. A modo de agilizar la lectura, para las aguas

subterraneas se agrupan los datos obtenidos por cada uno de los cuatro pozos de la arrocera.

Tabla 4.2. Concentracion promedio de arsénico en aguas superficiales y aguas subterraneas de las

diferentes muestras tomadas en Treinta y Tres

Concentracion promedio de arsénicoen  Concentracion promedio de arsénico en

aguas superficiales pg L aguas subterraneas pg L

Lagunas Canales Pozo escuela Pozos arrocera
(n=6) (n=16) (n=2) (n=18)

<15 <15 5,6 6,5

Min/Max Min/Max Min/Max Min/Max
<0,5/2,2 <0,5/24 4,7/16,4 <1,5/10,3

Podemos ver que, tanto para las aguas superficiales como para las subterraneas se
cumplieron con las especificaciones de la norma nacional UNIT 833:2008 (UNIT 833:2008,
2010), la cual fija un VMP de arsénico total 20 pg L para agua potable y también con el
valor méaximo recomendado por la OMS para arsénico total de 10 ug L™ con excepcion de

una muestra que presentd una concentracion de 10,3 ug L™,

Esto es de gran relevancia, ya que las aguas subterraneas de pozo son las que abastecen a la

poblacion de la zona, y no se observaron anomalias significativas en la concentracion de
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arsenico en las aguas que consumen. Al comparar los resultados entre las aguas superficiales
y subterraneas se observaron diferencias entre las concentraciones encontradas. Las muestras
provenientes de aguas superficiales en su mayoria poseen concentraciones bajas, menores al
LOQ (1,5 pg L), mientras que las subterrdneas presentan casi en su totalidad

concentraciones de arsénico mayores a 5,0 ug L™

Los niveles de arsénico en agua superficial por debajo de los valores de arsénico en agua
subterranea se acompasan con la literatura, demostrando que la presencia de este
contaminante se da de manera natural. Como describe Lillo (2008), si no hay aporte de la
contaminacion antrépica el nivel de arsénico en lagos y rios se encuentra en torno a
0,8 ug L.

Los valores relativamente bajos hallados en las aguas subterraneas son comparables a los

reportados por OSE en el departamento (Cabrera, 2021).

4.2 Canelones!!

Canelones es un departamento que se destaca por albergar la mayor poblacion rural del pais.
Segun el Censo Nacional de 2011, los habitantes rurales superan las 48 mil personas, lo que

representa casi un 10% de la poblacion total del departamento (IC, 2011).

Se decidié trabajar en este departamento debido a los antecedentes recabados respecto a
niveles elevados de arsénico en el agua subterranea de esta area, segin datos proporcionados
por OSE (Cabrera, 2021). Ademas, la suscrita autora de esta Tesis ha residido en la zona

rural del departamento desde su nacimiento, lo que motivo ain mas la eleccién de Canelones.

4.2.1 Muestreo

En el departamento de Canelones se tomaron muestras de pozos privados que los residentes

utilizan para consumo humano. El muestreo se llevé a cabo en la zona de Canel6n Chico, un

1 Trabajo presentado en forma de poster en el XXII Congreso Argentino de Toxicologia. 2021

118



paraje rural donde algunos sectores cuentan con acceso a agua de OSE, mientras que otros
dependen todavia de pozos surgentes o brocales para el consumo de agua. Ademas, se
tomaron muestras en la zona rural del municipio de San Antonio, donde la Unica fuente de

agua es el agua subterranea.

Caneldn Chico es una extensa zona rural situada en el suroeste del departamento, mientras

gue San Antonio se ubica en el centro oeste del mismo.

Entre las dos localidades se tomaron 37 muestras de agua subterranea y la ubicacion de los
pozos puede verse en la Figura 4.2. Las muestras fueron tomadas por conveniencia y, en
algunos casos, fueron proporcionadas por los propios duefios del predio donde se encontraba
el pozo. Para la toma de las muestras se siguid el protocolo de muestreo descripto en
elApéndice 1. Se extrajeron muestras tanto de la canilla en el pozo como de la canilla
posterior al almacenamiento del agua. En este muestreo no se registré la profundidad de los
pozos por lo que no se pudo conocer con certeza a qué acuifero pertenecen estas aguas. Se
recolectaron las muestras en un periodo de dos meses aproximadamente. Los puntosl, 2y 3,
marcados en rojo en la Figura 4.2 son lugares ya muestreados en los que se volvio a tomar

muestra unos meses mas adelante.
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Figura 4.2 Localizacion geogréfica de las muestras de agua subterranea tomadas en las
localidades de Canel6n Chico y San Antonio (Canelones). Realizado en Google Earth.
Las muestras obtenidas fueron sometidas al andlisis de arsénico total y a la especiacion

analitica.

4.2.2 Resultados y discusion de las determinaciones analiticas

Las muestras de agua se analizaron mediante las metodologias descriptas en el Capitulo 3

en los dos periodos de muestreo que se mencionaron.

Los valores obtenidos para la determinacion de arsénico total de las muestras se presentan
en la Figura 4.3. Se puede observar en el grafico que sélo cinco de las muestras analizadas
(13,5 %) son aptas para consumo humano segun las recomendaciones de la OMS. Ademas,
se encontrd que el 62,2 % de las muestras superan el VMP establecido por la normativa
nacional, de 20 pg L™ (UNIT 833:2008, 2010), lo que confirma que en Canelones existen
zonas con problemas de contaminacion por arsénico en las aguas subterraneas,

presuntamente de origen geogénico. Estos niveles de arsénico en el agua subterranea resaltan
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la importancia de llevar a cabo una evaluacion de riesgos para la salud de la poblacion que

consume esta agua, que se describe en el siguiente capitulo (Capitulo 5).
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Figura 4.3 Resultados del andlisis de muestras de agua subterranea en Canelones en 2021
mediante HG-MP-AES
Las muestras tomadas en dos ocasiones del mismo pozo mostraron resultados variables. Por
un lado, la muestra M04 presentd un valor inicial de 68,3 ug L™ y en una segunda etapa
(muestra 1 en rojo, M33 en el grafico) el valor fue de 56,7 pug L, siendo bastante similares
ambos valores. Sin embargo, en el caso de la muestra M16, dio 24,1 pg L™ en su primer
muestreo y 14,1 en el segundo (muestra 2 en rojo, M34), teniendo en el segundo caso una
marcada disminucion con respecto al primer muestreo. Dado que las primeras muestras
fueron tomadas en verano y las segundas en invierno, los diferentes valores para arsénico en
aguas de un mismo pozo podrian explicarse por una variacion estacional. En esta ocasion no
se consideraron las condiciones climaticas asociadas, cuya variable también podria incidir
en la variabilidad de la concentracion de arsénico en el agua subterranea. Es importante
indicar que en el segundo muestreo la M16 paso a tener valores aceptables para la Normativa

Uruguaya. Por Gltimo, la muestra M08 presenté un valor de 41,4 pg L™ en el primer muestreo
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y en el segundo muestreo el valor fue de 53,1 pg L™(M22). En este caso ambas muestras
fueron tomadas en verano, periodo en que las lluvias son mas escasas. Esto nos muestra que
la tendencia de las muestras se mantiene pero que existen variaciones en los resultados, por
lo tanto, se podria decir que hay un dinamismo en las concentraciones de arsénico en el agua

subterranea de algunos pozos.

La especiacion analitica del arsénico se pudo realizar en 21 de las 37 muestras de Canelones,
ya que algunas no cumplian con los requerimientos adecuados para esta determinacion
debido a la presencia de cAmara de aire en el recipiente. Las 21 muestras se sometieron al
analisis seguin la metodologia 3.2.2.2. En la Tabla 4.3 puede verse los resultados de As(V) y
As(111).

Tabla 4.3 Resultado de la especiacion analitica en las muestras de Canelones del 2021

Muestra Resultado As total Resultado As(V) Resultado As(l11)

(Mg L) (Mg L) (ug LY
M1 21,0 £1,0 21,5+0,9 ND
M2 19,8+ 1,0 22,0£0,9 ND
M3 10105 8,8+ 0,4 ND
M4 68,3 + 3,4 66,9 2,9 ND
M5 251+13 22,7£1,0 2,4£0,1
M6 40,3+2,0 34915 54£0,3
M7 21411 189+0,8 2,5£0,2
M8 41,4+2,1 33,9+15 75£0,5
M9 23,1£12 17,9+08 52+0,3
MI0 26313 23,6 1,0 2,7£0,2
M1l 35718 34,815 ND
M12 20,210 153+0,7 49%03
M13 12,606 10,9£0,5 ND
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Muestra Resultado As total

Resultado As(V) Resultado As(111)

(Mg L) (Mg L) (ug LY
M14 17,7409 14,106 3,602
M15 26,713 20909 5,8+0,4
M16 24112 17,4+ 0,7 6,704
M17  151%08 8,2+0,4 6,9+ 0,4
M18  145%07 9,4+04 51+0,3
M19  19,0£1,0 14206 48+0,3
M20 32716 258+1,1 6,9+0,4
M2l  675%34 638+2,7 37402

En la mayoria de los casos, se observa que las muestras presentan como especie mayoriataria
al As(V), en un nivel mayor al 80%. La presencia mayoritaria de As(V)es consistente con la
bibliografia que muestra que las condiciones oxidativas del agua subterranea en paises como
Chile y Argentina favorecen que mayoritariamente haya arsenico en estado de oxidacion +5
(Lillo, 2008; Bundschuh et al., 2008 y RSA-CONICET, 2018). Ademas, trabajos anteriores
realizados en nuestro pais también muestran la misma tendencia (Machado, Biihl, & Mafiay,
2019).

4.3 Colonia

Colonia es uno de los departamentos de Uruguay con mayor cantidad de localidades
afectadas por la presencia de arsénico en las aguas subterraneas (Cabrera, 2021). En este
departamento se trabajé en las localidades de San Pedro y Piedras de los Indios, situadas en
torno a las cuencas de arroyo San Pedro y arroyo de la Caballada. Dichas localidades son
contiguas entre si y se encuentran a una distancia de aproximadamente 15 a 20 km de Colonia

del Sacramento.
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4.3.1 Muestreo

Como se mencion6 anteriormente, la campafia de muestreo se realizo en las localidades de
San Pedro y Piedras de los Indios ubicados al suroeste de Colonia, como muestra la Figura
4.4. En este caso se muestrearon aguas de pozos destinadas al uso humano y de uso
agropecuario. La posibilidad de trabajar alli se dio mediante el contacto con el Ing. Agr.
Pedro Sorhouet de la Cooperativa de San Pedro (CASSPE), quien llevaba adelante el
proyecto “Mas agua para el desarrollo rural” del Ministerio de Agricultura y Pesca (MGAP)
(MGAP, 2019), orientado a mejorar el suministro y aprovechamiento del agua en esa region.
Como parte de las actividades finales de dicho proyecto, se consider6 necesario hacer una
evaluacion de la calidad del agua de los pozos de los vecinos beneficiarios del mismo. Con
este proposito, se realiz6 un trabajo en conjunto con investigadores de la Facultad de
Ciencias y la Facultad de Quimica, en el cual la autora de esta Tesis se encargd de la toma
de muestras, la determinacion de alcalinidad y la cuantificacion de arsénico total y sus

especies.

Google Earth

Figura 4.4 Zona de muestreo del departamento de Colonia
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En la Figura 4.5 se observan claramente los puntos muestreados, que cubren una zona de
trabajo aproximada de 150 km?, en la cual se tomaron un total de 38 muestras. Dichas
muestras fueron tomadas segln el protocolo de muestreo descrito en el Apéndice 1. Esta
etapa de muestreo se realiz6 durante dos dias consecutivos, tras lo cual se procedié al andlisis

de las muestras.

v

CASP04

Figura 4.5 Localizacion geogréafica de las muestras de agua subterranea tomada en el
departamento de Colonia.
Ademas del muestreo, en los casos en que el agua era utilizada como agua de abastecimiento
para el hogar, se realizd una encuesta que permitio saber si el agua era consumida por los
participantes y de qué manera. La descripcion de esta encuesta se encuentra en el Apéndice
2. Esto permiti6 evaluar si las personas estaban expuestas al arsénico a través del agua y

realizar una evaluacion de riesgo, cuyos datos se presentan en el siguiente capitulo.
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4.3.2 Resultados y discusion de las determinaciones analiticas

Las muestras se analizaron mediante las metodologias descriptas en la subseccion 3.2.1.2.
Los valores de arsenico total en las muestras obtenidas en Colonia se muestran en la Figura
4.6. Estos valores superan en general el recomendado por la OMS. Ademas, los niveles de
arsénico encontrados en algunas aguas son mayores al valor permitido en Uruguay de 20 ug
L1,
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Figura 4.6 Resultados del analisis de muestras de agua subterranea en Colonia mediante HG-MP-
AES

La mayor parte de las muestras estudiadas (65%) presentan valores entre 10y 20 ug L de
arsénico, valores que son aceptables para la normativa nacional, pero son mayores que los
recomendados por la OMS. En el proximo capitulo de evaluacion de riesgo (Capitulo 5), se
mostrard que esos niveles podrian representar un problema para la salud si las personas
consumen estas aguas durante toda su vida. Segun las recomendaciones de la OMS, solo 4
de las 38 muestras de agua serian aptas para el consumo en cuanto a estos niveles de As
determinados.

126



En estas muestras de Colonia, el valor mas alto de arsénico fue de 39,2 ug L™, lo que nos
indica que, aunque los niveles de arsénico no son extremadamente altos en comparacion con
otros paises por ejemplo para India (Shaji et al., 2021) y para Argentina (Litter et al., 2019),
siguen siendo valores que superan lo recomendado. Esto pone de manifiesto nuevamente la
necesidad de llevar a cabo una evaluacion de riesgos para la salud de las personas expuestas

qgue consumen esa agua.

Las muestras que superaron 10 pg L™ de arsénico fueron sometidas a la especiacion analitica

y los resultados se muestran en la Tabla 4.4

Tabla 4.4 Resultado de la especiacion analitica en las muestras de Colonia

Muestra  Resultados As Resultado Resultado
Total (ug L™) As(V) (ug L") As(lll) (ug L)

CACO00 17,2+0,9 140+0,6 3,2+0,2
CACO01 23,1+172 18,6 +0,8 47+0,3
CACO02 20,7+1,0 17,4+ 0,7 3,3£0,2
CACO03 11,4+0,6 94+04 ND
CAC04 29,7+15 242 +1 55+0,3
CACO06 142+ 0,7 12,4+0,5 ND
CACO7 18,3+ 0,9 14+ 0,6 4303
CACO08 125+0,6 10,7+£0,5 ND
CACO09 15,0+0,8 119+0,5 31+0,2
CASPO0 144 x0,7 11,3+0,5 3,1+0,2
CASP01 16,2%0,8 151+0,6 ND
CASP02 11,3+0,6 8,3+04 3,0+£0,2
CASP03 220+1,1 176+0,8 44+0,3
CASP04 341zx17 29,8+1,3 4303
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Muestra  Resultados As Resultado Resultado
Total (ug L™) As(V) (mg L™ As(I) (ug L™)
CASP05 9,2+0,5
CASPO7 159+0,8 12,9+ 0,6 3,0+£0,2
CASP09 13,9+0,7 10,7+0,5 3,2+0,2
CASP10 229+11 18,6 +0,8 44+0,3
CASP11 158+0,8 135+0,6 ND
CASP12 9,5%05 8,15+0,4 ND
CASP13 223+11 18,3+0,8 40+0,2
CASP14  13,7+0,7 11,4+05 ND
CASP15 12,2+0,6 102+0,4 ND
CASP16 18,7+0,9 16,5+0,7 ND
CASP17 6,1+0,30
CASP18 18,6+0,9 148+0,6 3,8+0,2
CASP19 236+1,2 20,0+0,9 3,6+0,2
CASP20 17,8+0)9 149+0,6 2,9+0,2
CASP21 210+11 189+0,8 ND
CASP22 139+0,7 93+04 46+0,3
CASP23 10,8+0,5 84+04 24+0,1
CASP24  16,7+0,8 14,7+0,6 ND
CASP25 11,2+0,6 85+04 2,1+0,2
CRSJ02 39,2+20 337+14 56+0,3
CRSJ03 26+0,1
CRSJ04 13,4 £ 0,7 104+04 3,0+£0,2
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Muestra Resultados As Resultado Resultado

Total (ug L™) As(V) (ug L) As(Il) (g L™)
CRSJ0O5 19,5+ 1,0 16,1+ 0,7 34+0,2
CRSJ06  18,8+0,9 16,8+0,7 ND

En Colonia, los resultados de la especiacion analitica del arsénico indicaron, al igual que en
las aguas de los departamentos anteriores, que la mayor proporcion se encontraba en forma
de arsénico V. La observacién de los diagramas de potencial sugiere que la predominancia
de esta especie se alinea con los valores de pH y Eh encontrados en las muestras de agua.
Los valores de pH, evaluados por otra estudiante que participd en el proyecto, oscilaron entre
un minimo de 6,91 y un maximo de 7,40, mientras que el potencial redox se situé entre 140,3
mV'y 224,6 mV (Strambini, 2023).

4.4 Florida, Durazno, Montevideo, San José y Rivera

Las muestras obtenidas en estos departamentos provienen de otros proyectos de
investigacion donde el aporte de la autora de esta Tesis se centrd en la cuantificacion del
arsenico y sus especies. En este caso no se tuvo acceso a los datos de georreferenciacion de
los pozos muestreados. De los departamentos de Florida y Durazno se analizaron 16
muestras de las localidades de Sarandi Grande y Carlos Reyles, de Montevideo se analizaron
24 muestras de agua de la localidad de Punta Espinillo, de San José 12 muestras del balneario
Kiyl y del departamento del Rivera se analizaron 13 muestras de agua. En total, se

analizaron 65 muestras.

4.4.1 Resultados y discusion de las determinaciones analiticas

Las muestras se analizaron mediante las metodologias descriptas en la seccion 3.2.1.2.
Aunque los muestreos se realizaron en diferentes momentos, los resultados se agruparon

para facilitar la organizacion de la informacidn. Los resultados se muestran a continuacion.

129



35

® 323

30
—
' Q 27 @ 271
4 95 & 19253 ® 265
3
(2]
< 20 ~1:0-9— =50 PABP g 3202
- 90 Bag 53, ' 195

17,8 80901833

2 %l5. © 1a8 169 .°1é,’{'4° 9 165% % 161
= 14,6 “?3,%@13,7 14,6 00141'89 13,3
€ 10 L @ 110 106 @ 106
(@] ,
@)

5

€3S 25 GIIIIIIIIIIISSD5
0
A M IOMN O A MWUOMNOTAMMWMNO AdMWOMNOOD cdMWOMMNSNOAMWUMNS~SO dMm
S =2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2=2
Kiyu Punta Espinillo Carlos Reyles y Sarandi Rivera

Grande
Muestras y origen

OMS e UNIT 833:2008 @ Concentracion As

Figura 4.7 Resultados del anélisis de muestras de agua subterranea diferentes localidades de San
José, Montevideo, Florida, Durazno y Rivera mediante HG-MP-AES

Si analizamos el grafico se puede ver que los resultados graficados para las muestras
estudiadas en Rivera sefialan todas un valor de 2,5 pg L™, Esto es debido a que las muestras
presentaron valores no cuantificables, pero para cuestiones practicas se les asigno el valor
del LOQ de la metodologia trabajada. En el resto de los departamentos se ve que, al igual
que en el caso de Colonia, las muestras presentan en su gran mayoria valores de arsénico
entre 10y 20 ug L.

En algunas de estas muestras se realizd la especiacion de arsénico inorganico, cuyos
resultados se presentan a continuacion en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Tabla de resultados de especiacion analitica en las muestras de Florida, Montevideo y

San Joseé
Procedencia Nombre Resultados As  Resultado As(V) Resultado As(111)
Total (ugL™) (ugL™) (ug L™
Kiyu M1 1961 17 +£0,7 2,6 £0,2
M2 189+0,9 16,9+ 0,7 ND
M3 19,0+0,9 16,5+ 0,7 25+0,2
M4 199+1,0 176 +£0,8 ND
M5 11,7+0,6 10,304 ND
M6 16,7+ 0,8 149+0,6 ND
M7 155+0,8 13,1+0,6 ND
M8 18,6 +0,9 16,8 0,7 ND
M9 18,6 +£0,9 2,6 £0,1 16,0+1,0
Carlos Reylesy  M34 17,8+0,9 17,2+0,7 ND
Sarandi Grande 135 323+16 308413 ND
M37 16,5+ 0,8 16,9+ 0,7 ND
M42 17,4+0,9 16,9+ 0,7 ND
M43 27,1+14 256+1,1 ND
M44 140x0,7 12,8+ 0,6 ND
M45 125+0,6 11,6 +£0,5 ND
M46 16,1+ 0,8 151+0,6 ND
M48 265+1,3 243+10 ND
M49 13,3+0,7 124+0,5 ND
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En este grupo de muestras, s6lo una tuvo como especie mayoritaria al As(I1l). Para esta
muestra en particular no se nos proporcionaron otros parametros relevantes, y Gnicamente

se sabe que fue tomada durante la construccion del pozo.

4.5 Conclusiones parciales sobre las determinaciones analiticas de las

muestras de agua subterraneas

e Se pudo determinar el nivel de arsénico en aguas subterranea de diferentes lugares
del pais, constatandose la presencia de este contaminante en valores que superan las

recomendaciones de la OMS en un 80 % de las muestras estudiadas.

e El conocer las especies de arsénico en las muestras de agua permite caracterizar las
aguas subterraneas con respecto a su toxicidad. Asimismo, este conocimiento es
importante para implementar procesos de remediacion eficaces. En condiciones de
pH ambiental, como se menciono anteriormente, el As(V) se encuentra como anion,
mientras que el As(l11) se presenta en su forma neutra (Figura 3.12). Esta diferencia
dificulta la eliminacién del As(l11) mediante técnicas como la adsorcién o la 6smosis

inversa (Biswas et al., 2014), donde solo el 70% del arsénico I11 puede ser removido.

e Los resultados parciales presentados en este capitulo muestran la necesidad de
monitorear de manera continua la calidad del agua subterranea, dados los niveles de
arsenico encontrados. Estos niveles, en algunos casos, varian segun la época del afio,
lo que ameritaria un estudio méas profundo al respecto que incluya, por ejemplo,
variaciones estacionales y clima asociado. Se encontré que hay poblaciones, como
en el caso de Colonia, que consumen las aguas de sus pozos, y que la mayoria de las
muestras contienen arsénico V en su forma mayoritaria, aunque algunas también
presentan arsénico Il1. Por lo tanto, el conocer las especies de arsénico es importante
desde el punto de vista de la toxicidad de las aguas y para posibles procesos de

remediacion.
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Capitulo 5.  Evaluacion de riesgos a la salud por exposicion a

arsenico inorganico a través del consumo de agua subterranea

En este capitulo se describe la metodologia para realizar la evaluacién de riesgos a la salud
por exposicion al arsénico. Asimismo, se detallaran los resultados del andlisis de los niveles

de arsénico en las aguas de pozo y su relacién con los riesgos a la salud.

El método de evaluacion de riesgos a la salud por exposicion a sustancias quimicas es una
herramienta para la toma de decisiones, la cual estima el nivel potencial de riesgos por el
contacto con una sustancia quimica presente en el ambiente. El resultado del analisis de
riesgos puede indicar una situacion potencialmente problematica o no, segun las condiciones
analizadas, y que requeriria un analisis posterior de mayor profundidad para establecer
efectivamente la gravedad de la situacion (SESA, 2016; USEPA, 2022). Consiste en un
proceso de cuatro etapas como se muestran en Figura 5.1.

Evaluacion de riesgos

Identificacion del Caracterizacion
peligro del peligro

¢ ;Cudles la identidad * Evaluacién de dosis-
del producto quimico respuesta
de interés? * ;Cuales son los
problemas de salud en
diferentes
exposiciones?

Caracterizacion del
riesgo

Evaluacién de la *;Cual es elriesgo a
exposicién problemas de salud en las

« ;A qué cantidad del poblaciones expuestas?
contaminante estan
expuestas las personas
durante un tiempo
especifico?
*;Cuantas personas

estan expuestas?

Figura 5.1 Etapas de la evaluacidn de riesgo a la salud. Adaptado de USEPA, 2022.

En el siguiente apartado se describe la metodologia para realizar la evaluacién de riesgos a

la salud por exposicion al arsénico.
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5.1. Metodologia para la evaluacion de riesgos a la salud por exposicién

a arsénico a traves del consumo de agua

Realizar una evaluacion de riesgos a la salud por exposicion a sustancias quimicas comienza
con la formulacién del problema para posteriormente realizar las cuatro etapas que la
componen, como se describe en “Herramienta de evaluacion de riesgos para la salud humana
de la OMS: peligros quimicos” (OMS, 2017, OMS, 2021):

e identificacion del peligro,
e caracterizacion de la dosis — respuesta,
e evaluacion de la exposicion

e y por ultimo la caracterizacion del riesgo.

En este caso el problema es la presencia de arsénico geogénico en las aguas subterraneas que

son utilizadas como agua de bebida por la poblacion rural.

5.1.1. Identificacion del peligro

Si se habla particularmente de cada una de las etapas, la identificacion del peligro implica,
identificar la o las sustancias capaces de generar efectos adversos a la salud en un escenario
concreto de exposicion y caracterizar la naturaleza de los peligros (OMS, 2017). También,
en esta etapa, se debe evaluar la fuente, la ruta por la que se da la exposicién y la poblacion

que esta afectada.

Los productos quimicos se caracterizan segun sus peligros para la salud humana, en
sustancias con efectos neuroldgicos, reproductores, respiratorios, cardiovasculares u
cancerigenos, entre otros (SESA, 2016; OMS, 2017).

En este trabajo, esta etapa presentd una parte previa al desarrollo de la investigacion que
consistio en una basqueda bibliografica. Alli se encontré que regiones cercanas al pais
(Bundschuh et al, 2008) y algunas zonas en nuestro pais, como describen Mafay et al.
(2013), Machado et al., (2019) y Manganelli et al., (2007) presentan la problematica del

arsenico geogénico en el ambiente (OMS, 2022). Luego al ir desarrollando los objetivos, se
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confirmé mediante el andlisis quimico de agua subterraneas la presencia de arsénico
(USEPA, 1989). Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA
por sus siglas en inglés Environmental Protection Agency) la mejor manera de realizar la
identificacién del peligro es el muestreo ambiental y el analisis quimico posterior (USEPA,
1989). Los valores del monitoreo ambiental de arsénico en agua se describieron

anteriormente en el Capitulo 4, agrupados por departamento en estudio.

Por ultimo, como parte de la primera etapa y luego de identificar al arsénico como la
sustancia de interés, debemos mencionar los peligros inherentes al mismo. Como se
menciond en la introduccién, el arsénico es clasificado en el Grupo 1 como comprobado
cancerigeno para humanos segin la IARC (IARC, 2024). Ademés, presenta efectos

dermatoldgicos, neuroldgicos, cardiovasculares entre muchos otros (OMS, 2022).

Al pasar a las siguientes etapas en la evaluacion de riesgos, es importante aclarar que la etapa
de caracterizacion de la dosis — respuesta y la etapa de evaluacion de la exposicion pueden
realizarse de manera simultanea o en un orden indistinto. Por un orden en la escritura, a

continuacion, se explica la caracterizacion de la relacion dosis — respuesta.

5.1.2. Caracterizacion de la relacién dosis — respuesta

La etapa de caracterizacion de la relacion dosis — respuesta o caracterizacion del peligro
implica la basqueda de informacion sobre los umbrales de exposicion en humanos o indices
toxicoldgicos que se corresponden a las posibles vias de exposicion segun el toxico vy el
medio donde se encuentre (OMS, 2017; SESA, 2016).

En el proceso practico de evaluacion de riesgos, esta etapa, involucra la identificacion de
valores orientativos y/o valores de referencia de la sustancia quimica que estd en
investigacion, segun la via y la duracion de la exposicién. Como se mencion6 anteriormente,
en este caso, la sustancia quimica es el arsénico que estd en el agua subterranea, siendo su
principal via de exposicion la oral y la poblacién general que habita en el medio rural y
presuntamente expuesta es la que se veria afectada de manera crénica. Es muy importante

mencionar que los valores orientativos ser&n diferentes si estamos considerando efectos
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cancerigenos o0 no cancerigenos. Esto se debe a que la relacion dosis-respuesta va a ser

diferente si estamos frente a uno u otro efecto como muestra la Figura 5.2.

Efecto cancer

Efecto no cancer

Respuesta

UMBRAL CERO

NOAEL LOAEL

UMBRAL # CERO Log Dosis/Concentracién

Figura 5.2 Relacion dosis-respuesta para sustancias con efecto cancer y sustancias con efecto no

cancer. Extraido de la Guia Metodoldgica de Evaluacion de riesgo en Salud (SESA, 2016)
Las sustancias con efecto cancerigeno no presentan un nivel umbral; esto quiere decir que
no hay una concentracion debajo de la cual no se presenten efectos (USEPA, 1989; SESA,
2016). A diferencia de lo anterior, los efectos no cancerigenos presentan un valor umbral
que suele caracterizarse a través de la expresion de nivel sin efecto adverso observado
(NOAEL por su sigla en inglés No observed adverse effect level) o, cuando no se conoce por
el nivel mas bajo con un efecto observable (LOAEL por su sigla en inglés Lowest observed
adverse effect level) (USEPA, 1989).

Para los efectos cancerigenos, el factor de pendiente o potencia carcinogénica (SF por sus
siglas en inglés Slope Factor) y la determinacion del peso de la evidencia que lo acompafia
son los datos de toxicidad mas cominmente utilizados para evaluar los riesgos potenciales
de cancer en humanos, mientras que para los efectos no cancerigenos se utiliza la dosis de
referencia (RfD por sus siglas en inglés Reference Dose). Es importante mencionar que la

RfD se calcula teniendo en cuenta la incertidumbre que resulta de la calidad de los datos de
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los estudios cientificos y de la extrapolacion de los datos experimentales a los seres humanos,

debido a la variabilidad interespecie e interindividual.

Los valores de SF y RfD se muestran en la en la Tabla 5.1, donde ademas se puede observar
el NOAEL y LOAEL (IRIS, 1998; USEPA & IRIS, 2002) asi como el factor de
incertidumbre que son utilizados para el calculo del RfD.

Tabla 5.1 Evaluacion de efectos cancer y no cancer. Adaptado de (USEPA & IRIS, 2002)

Via de exposicion

Efecto Critico

Umbral experimental
(mg/L/dia)

Factor de Incertidumbre

RfD
(mg/L/dia)

Factor de pendiente oral
(SF) (mg/kg/dia -1)

Oral
Hiperpigmentacion, queratosis y
complicaciones cardiovasculares

NOAEL: 0,0008
LOAEL: 0,17

3

0,0003*

Oral

Cancer de piel

1,5%*

* La confianza en el estudio elegido para estimar la RfD se considera media.

** E| factor de pendiente es el resultado de la aplicacion de un procedimiento de

extrapolacién de dosis bajas.

Estos valores orientativos sobre los principales efectos de la exposicion al arsénico por via

oral seran utilizados posteriormente para la caracterizacion de los riesgos a la salud.
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5.1.3. Evaluacion de la exposicion

En la evaluacion de la exposicion se busca determinar como una poblacién entra en contacto
con las sustancias quimicas potencialmente peligrosas y establecer la frecuencia con la que
se produce dicho contacto, para estimar la dosis. En otras palabras, se busca conocer la fuente
del toxico, por qué via ingresa al ser humano, en qué medio se encuentra en el ambiente,
durante cuanto tiempo se da la exposicion y qué poblacion es la afectada y a qué dosis

estimada.

En nuestro caso se detalla en la Tabla 5.2 cada uno de los aspectos estudiados.

Tabla 5.2 Aspectos estudiados en la evaluacion de la exposicién

Aspecto Descripcion

Fuente del toxico Aguas subterraneas (arsenico inorganico)

Via de ingreso Ingestion

Medio en el que se encuentra en el Agua subterranea

ambiente

Duracion de la exposicién Ingestion cronica (a largo plazo)

Poblacion afectada Poblacién rural que consume agua
subterranea

Absorcion gastrointestinal 95 % de absorcion gastrointestinal

Absorcion dérmica 0,5 % de absorcion dérmica

En el caso del arsénico presente en las aguas subterrdneas de manera natural, que
mayoritariamente se encuentra como arsénico inorganico, su principal via de ingreso al
organismo es la ingestion, con una absorcion de un 95 % a nivel gastro intestinal (USEPA,
2004). A nivel dérmico, la absorcion es tan baja (0,5%) (USEPA, 2004) que no se

considerara para la caracterizacion de la exposicion.

En esta investigacion, la poblacidn afectada es la poblacidn que vive en el medio rural y cuya

Unica fuente de agua es el agua subterranea.
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En este escenario, para realizar la cuantificacién de la exposicion que se da por la ingesta, es
importante conocer la concentracion del contaminante en el agua de consumo, la tasa de

ingesta y el periodo de exposicion.

Para poder realizar la cuantificacion de la exposicion, primero debemos calcular la dosis de
exposicion estimada o la dosis diaria promedio (ADD, por su sigla en inglés Average Daily

Dose). La formula para calcularla se describe en la siguiente ecuacion:

CxIRxED xEF

ADD (mg/kg/dia) = BW x AT

Donde:

e C corresponde a la concentracion de arsénico en el agua subterranea expresada en
mg L.

¢ IR (Intake Rate) corresponde a la tasa de contacto y se estima que un adulto consume
2 L al dia como se describe en las guia de la OMS de calidad de agua (WHO, 2017)
y los documentos de Office water policy of EPA (USEPA, 2011).

e ED (Exposure Duration) es la duracion de la exposicion expresada en afios.

e EF (Exposure Factor) la frecuencia de exposicion expresadas en dias al afio
respectivamente.

e BW (Body Weight) es la masa corporal expresada en kg. Se establece en 70 kg para
adultos blancos segun diferentes autores (USEPA, 1989; SESA, 2016; OMS, 2017).

e AT (Average Time) es el tiempo promedio o el periodo durante el cual se promedia

la exposicion expresada en dias.

Cuando no hay datos conocidos, ED y EF se estiman. Para adultos, la ED se estima utilizando
la expectativa de vida. En el caso de Uruguay, la expectativa de vida en 2019 es de 77,9
afios, tanto para hombres como para mujeres (MIDES, 2019). Cuando la caracterizacion de
riesgos se hace para bebés y nifios, se separan en franjas etarias de 2 y 16 afos
respectivamente, y ese es el valor que se estima para la EF. Ademas, es importante indicar
que, en caso de bebés y nifios, la tasa de contacto también cambiay esde 0,89 Ly 1,25 L

respectivamente, valores estimados segun los datos de “Child-Specific Exposure Factors
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Handbook” (USEPA, 2008) donde se recomienda el valor de ingesta diaria de agua por dia

para jovenes y nifos.

Es de suma importancia mencionar que los valores de AT se calculan en forma diferente si
se esta frente a la caracterizacion de riesgos a la salud de efectos cancerigenos y efectos no
cancerigenos. Como el arsénico inorganico es una sustancia cancerigena (IARC, 2024), se
debe realizar la caracterizacion para efectos cancerigenos y también para sus otros efectos
como dafios dermatolégicos y problemas cardiovasculares. Si se evalGan efectos
cancerigenos, el AT equivale a la expectativa de vida multiplicada por 365 dias, dado que el
efecto cancer puede desarrollarse durante toda la vida. No obstante, si se evaltan efectos no
cancerigenos, como los problemas dermatoldgicos, el AT es ED*365 dias. Toda esta

informacién se detalla mas claramente en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3 Paradmetros utilizados para estimar la ingesta media diaria de arsénico y los riesgos
para la salud asociados en poblaciones adultas y pediatricas (USEPA, 1989, 2008 & 2011)

Unidad Nifios Adultos
Parametros 2-16 >17
<2 afios N .
afios afios
Concentracion de arsénico en
mg L*
agua
Tasa de consumo de agua ]
IR ) L dia™ 0,89 1,25 2,0
subterranea
ED Duracion de la exposicion afio 2 16 77,9
EF Frecuencia de exposicion dias/afio 365 365 365
BW Masa corporal Kg 10 30 70
Vida media
Efecto carcinogénico dias 28434 28434 28434
77,9*365
AT
Vida media
Efecto no Carcinogénico dias 730 5840 28434
ED*365
Factor de ajuste dependiente de
ADAF - 10 3 1

la edad

En algunos casos, datos como IR, ED y BW se recaban en encuestas orientadas realizadas a
las personas a las cuales se les muestrearon sus pozos utilizados para consumo y los calculos

se realizan en base a esas respuestas especificas.

Al realizar esta evaluacion de la exposicion, se pueden considerar varios escenarios y

seleccionar el méas adecuado en funcion de la poblacion en estudio. A veces, el calculo de
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ADD se realiza para diferentes franjas etarias, ya que toda la poblacion es la afectada; otras

veces se enfoca solo en adultos, porgue en ellos se centrd la investigacion.

Luego de calculada la ADD se pasa a la etapa de caracterizacion de riesgos, que cuando se
realiza de manera cuantitativa permite determinar numericamente la probabilidad de que se

produzca un efecto adverso en una poblacion expuesta.

5.1.4. Caracterizacion de riesgos

La caracterizacion de riesgos es una combinacion de la informacion cuantitativa de la
exposicion con informacion recabada en la etapa de evaluacion de la dosis respuesta. Con el

valor de la dosis diaria promedio (ADD), se puede realizar la caracterizacion de los riesgos.

5.1.4.1. Efectos cancerigenos

En el caso de los carcindgenos, los riesgos se estiman como la probabilidad incremental de
que una persona desarrolle cancer a lo largo de su vida debido a la exposicion al arsénico.

El célculo se realiza segun la siguiente ecuacion:
CR = ADD x SF
Donde:

e CR representa el riesgo de cancer (cancer risk, por sus siglas en inglés).
e SF convierte las ingestas diarias estimadas promediadas a lo largo de toda una vida

de exposicidn, en el riesgo incremental de que un individuo desarrolle cancer.

La exposicidn a sustancias cancerigenas en etapas tempranas de la vida aumenta el riesgo de
cancer (USEPA, 2011). Por este motivo, se recomienda que se calculen SF especificos para
cada etapa de la vida. En los casos en que los estudios cientificos no permitan estimar este
factor para cada grupo etario, ya que suelen estar basados solamente en adultos, se utiliza un
factor de ajuste dependiente de la edad, conocido como ADAF (Age Dependent Adjustment

Factor). EI ADAF se describe para tres periodos de la vida, con valores asociados al aumento
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del riesgo en cada franja etaria, como se muestra en la Tabla 5.3, segun lo que se describe
en USEPA (2011). Por lo tanto, la formula de calculo de riesgos considerando las diferentes

franjas etarias se describe a continuacion:
CR = ADD x SF x ADAF

Para obtener el riesgo total, acumulado a lo largo de la vida, es necesario sumar los riesgos
correspondientes a los tres periodos etarios. El riesgo se calcula para el periodo de tiempo
que el investigador considere necesario evaluar, como se muestra en el trabajo de Abd Wahil,
(2020).

Se considera un nivel de riesgo aceptable cuando los valores estan por debajo de una
probabilidad de un caso entre un millon (1x10%). Segun Asante-Duah (2017) es necesario
tomar medidas con los valores mayores a 1x10* (SESA, 2016), por lo que valores entre 10°
4y 107 se pueden considerar aceptables. Son las sociedades las que definen cudl es el riesgo
aceptable para cada determinante evaluado. Para la OMS, el rango entre 1 en 10.000y 1 en
1.000.000) se considera manejable, pero la decision de tomar medidas dependera de factores
especificos, como la poblacion expuesta o la posibilidad de reducir la exposicion. Cuando el
riesgo es mayor a 1 en 10,000 (1 x 10), es decir, que mas de una persona en 10.000 podria
desarrollar cancer debido a la exposicion a arsénico, la OMS recomienda implementar
medidas de control o mitigacion. Un riesgo mayor a 1 X 10~* implica un nivel inaceptable de
exposicion y las autoridades sanitarias recomiendan actuar para reducirlo (Asante-Duah,
2017; SESA, 2016).

5.14.2. Efectos no cancerigenos

En el caso de los efectos no cancerigenos, el calculo de riesgo se realiza con la formula:

__ADD

HQ =275

donde HQ (Hazard Quotient) es el coeficiente de peligro
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En este caso, se estima, como se describié anteriormente, tomando como referencia la
evaluacion de riesgos no cancerigenos, especificamente los dafios dermatoldgicos que

pueden resultar de la exposicion oral al arsénico a través del consumo de agua contaminada

La evaluacion de riesgos para la salud se utiliza para determinar, en este caso, si la exposicion
al arsénico, en cualquier dosis, puede provocar un aumento en la incidencia de efectos

adversos en la salud humana de una poblacién cronicamente expuesta.

5.2.  Resultados y discusion de la evaluacion de riesgos a la salud por

exposicidn a arsénico a traves del consumo de agua

A continuacidn, se presentan los resultados de la evaluacion de riesgos para las poblaciones

agrupadas, al igual que en el Capitulo 4, segun las zonas de estudio.

Los resultados que se muestran son especificamente de la evaluacion de la exposicion y de
la caracterizacion de los riesgos. La identificacion y caracterizacion del peligro quedaron
descriptas en la metodologia y se mantiene igual en todos los casos, siendo el problema

central la presencia de arsénico en el agua subterranea utilizada para consumo humano.

5.2.1. Canelones!?

La evaluacion de riesgos se realiza en este caso estimando la duracion de la exposicion segun
diferentes franjas etarias. Se utilizaron duraciones de exposicion (ED) de 2, 16 y 77,9 afios,
siendo el valor de 77,9 afios basado en la expectativa de vida promedio en Uruguay para
hombres y mujeres en 2019 (MIDES, 2019). Los valores de los parametros para el calculo
de riesgo de cancer (CR) y del coeficiente de peligro (HQ) se encuentran detallados en la
Tabla 5.3.

12 Trabajo presentado como seminario en el Webinars Series of The International Medical Geology
Association. 2021
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El CR para los adultos se calcul6 como la sumatoria de los CR para cada franja etaria. Los

resultados se grafican en la Figura 5.3. Como se explico al comienzo del capitulo, el cancer

es un efecto que puede manifestarse a lo largo de toda la vida; es decir que, aunque una

persona se exponga en una etapa temprana de su vida, el riesgo persiste durante toda su

existencia.
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Figura 5.3 Valores de CR segun las diferentes franjas etarias para los niveles de arsénico en

muestras de agua subterranea extraidas en Canelones en el 2021

Los resultados de los célculos para el CR muestran que, para ninguna de las franjas etarias,

los niveles de arsénico presentes en las muestras de agua estudiadas en Canelones tienen un

valor que pueda considerarse aceptable para las personas que consumen esas aguas.

Se destaca que el CR para adultos es mayor que para los otros grupos etarios, como es

esperable dado que suma los CR para cada una de las etapas de la vida.
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En suma, ninguno de los niveles de arsénico en las diferentes aguas analizadas lleva a un
valor de CR que pueda considerarse aceptable para las personas que puedan consumir esa
agua durante toda su vida. Se resalta que, si bien las muestras de agua M3, M35 y M36
presentan un valor de arsénico por debajo de lo recomendado por la OMS, el resultado
obtenido al realizar la caracterizacion de riesgo nos revela que tampoco es aceptable
consumir esas aguas. Esto puede atrubuirse a que el valor de 10 pg L™ de laOMS es un valor
provisional; no se define teniendo en cuenta solamente cuestiones de salud, sino que también
considera tanto las capacidades analiticas para su cuantificacibn como las posibilidades
tecnoldgicas de remocion de arsénico (WHO, 2017). El valor que deberia recomendar la
OMS estrictamente segln criterios de salud deberia ser menor a 10 pug L lo que, al menos
a la fecha, sobrepasaria las capacidades analiticas de muchos paises, asi como las

capacidades tecnoldgicas de removerlo de las aguas.

Los efectos a la salud de los seres humanos debido a la exposicion a muy bajas dosis de
arsénico en el agua consumida contintan en estudio, pero ya existen indicios de efectos
adversos a la salud por debajo de 10 pug L™ (Ahmad & Bhattacharya, 2019). Paises como
Holanda buscan definir un nivel maximo permitido de 1 pg L™ debido a que han demostrado
que los costos en salud son mayores que los costos de tratamiento del agua (Ahmad et al ,
2020).

La EPA define también el nivel de 10 ug L™ como un valor provisional, siendo su objetivo

reducir el arsénico en agua de consumo a 0 g L™ (USEPA, 2007).

En cuanto a los efectos no cancerigenos, estos se evallan, como se menciond anteriormente,
estimando los valores de coeficiente de peligro (HQ). Los valores de HQ obtenidos para los
niveles de arsénico en las aguas subterraneas de las muestras de Canelones calculados para

cada grupo etario, bebes, nifios, y adultos se muestran en la Figura 5.4.
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Figura 5.4 Valores de HQ segn las diferentes franjas etarias para los niveles de arsénico en
muestras de agua subterranea extraidas en Canelones en el 2021.
Al observar los resultados de HQ en adultos se destaca que solo seis muestras (M3, M24,
M29, M32, M35, M36) presentan niveles de arsénico que permiten un consumo
sanitariamente aceptable durante toda la vida, ya que estan dentro de limites de HQ de bajo
riesgo para efectos dermatologicos y cardiovasculares. Todas las otras muestras, mostraron
riesgo en diferente proporcion para personas que se expongan a esas concentraciones de

arsénico a través del agua durante toda su vida.

Al evaluar las mismas muestras, M3, M24, M29, M32, M35, M36, pero para el grupo de
nifos y adolescentes, solo una muestra devuelve un valor aceptable para el grupo de
adolescentes y ninguna muestra para los bebés. Esto se puede explicar dado que cuanto mas
pequerios son los nifios el consumo de agua es mayor con relacion a su masa corporal; segun
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés, European
Food Safety Autorithy) los bebés consumen entre 10 y 15% de su peso corporal en forma de
agua, en comparacion con el 2 al 4% en los adultos (EFSA, 2010). La EPA en el Child-

Specific Exposure Factors Handbook estima que la media de ingestion de agua en bebés de
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1 a 3 afios es de 119 mL/kg/dia, mientras que para jévenes del8 a 21 afios de 13 mL/kg/dia
(USEPA, 2008). En consecuencia, en los primeros afos de vida, hay una mayor exposicion
al téxico cuando este estéa presente en el agua, lo que explica por qué es mayor el riesgo a la

salud en los grupos mas jovenes.

5.2.2. Colonial?

La evaluacidn de riesgos se puede plantear en diferentes momentos y circunstancias. Para el
caso de Colonia se mostraran los resultados de la caracterizacion de riesgo solo para la
poblacion adulta.

Al igual que para Canelones, si utilizamos los valores descritos en la Tabla 5.3, los niveles
de arsénico presente en las muestras de agua estudiadas en Colonia tampoco son aceptables
para que los adultos las consuman durante toda su vida, si se evallan los efectos
cancerigenos. Los valores de CR se encontraron entre un valor minimo de 1,1 E® para la
muestra CRSJO3 y un valor maximo para la muestra CRSJ 02 de 1,7 E"%. Los resultados

completos pueden verse en la Figura 5.5.

13 Trabajo presentado como oral en el The First International Student Conference on Medical Geology and

Environmental Health: Latin America. 2021
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Figura 5.5 Valor de CR para adultos para los niveles de arsénico en muestras de agua subterranea extraidas
en Colonia.

Asimismo, se evaluaron los riesgos de problemas no cancerigenos, el resultado del mismo
puede verse en la Figura 5.6. Se llegd a la conclusién de que solo cuatro pozos presentan

niveles de arsénico con valores aceptables antes los riesgos dermatoldgicos.
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Figura 5.6 Valor de HQ para adultos para los niveles de arsénico en muestras de agua subterranea extraidas

en Colonia
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Resultados de la encuesta en Colonia

Como fue mencionado en el Capitulo 4, al momento de realizar la campafia de muestreo se
realiz6 una pequefia encuesta orientada a las personas que abastecian el hogar con el agua
subterranea con el fin de recabar informacidn sobre los usos del agua. Se recolectaron datos
personales y de consumo de 21 personas. Entre los resultados extraidos de la encuesta, se
destaca el tiempo de residencia en el lugar, el tiempo de uso del agua de pozo para consumo
y el consumo del agua ya sea como agua de bebida o en infusiones. Se les llama infusiones
a bebidas como mate, té y café. En la Figura 5.7 se muestra los tiempos de residencia de las
personas encuestadas. En el mismo se agrupa el porcentaje de personas segun las diferentes

franjas de afios de residencia.

E<10afios ®Entre 10y 25 afios ®Entre 25y 50 afios EEntre 50y 75 afios ®

Figura 5.7 Porcentaje de participantes agrupados segun el tiempo de residencia en el lugar donde
se realizd la toma de muestra de agua

En la Figura 5.8 se observa cdmo son los distintos usos del agua por parte de los encuestados.
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Figura 5.8 Consumo y usos del agua de pozos privados

Se observa que un altisimo porcentaje de los encuestados utiliza el agua subterranea para
consumo personal. Aunque muchos indicaron consumir menos de 2 L de agua como bebida,

el 95% de los consumidores de mate lo preparaba con agua subterranea.

5.3. Devolucién de resultados a la comunidad

Al finalizar el trabajo, se realizo la entrega de informes a cada uno de los participantes y
también se realizé una actividad de cierre donde se comunicaron los resultados a la
comunidad de San Pedro. Ademas, en otras oportunidades se realizaron conversatorios con
la comunidad que ha mostrado interés en el cuidado y la seguridad del agua subterranea, no
solo que consumen, sino que también utilizan para sus actividades laborales (Figura 5.9 y
Figura 5.10). Asimismo, se particip6 de una entrevista radial con el fin de promover el
control para conocer la potabilidad del agua y entender por qué el arsénico esta alli y qué

riesgos implica a la salud.
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Figura 5.10 Imagenes tomada de las diferentes instancias de intercambio con la comunidad de San
Pedro — Colonia.
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5.4

Conclusiones parciales de la evaluacion de riesgos a la salud

Con los datos obtenidos de concentracion de arsénico en el ambiente,
especificamente en el agua subterranea, se pudo realizar una caracterizacion de los
riesgos para las personas que consumen dicha agua.

A pesar de que los niveles de arsénico en el agua subterranea no superan ampliamente
la normativa nacional (UNIT 833:2008, 2010) se pudo estimar que si la personas
consumen el agua subterranea por largos periodos presentan riesgos a la salud
asociados a la exposicion al arsénico. Estos riesgos pueden ser con efectos
cancerigenos y/o problemas dermatoldgicos.

Los resultados de la evaluacion de riesgo por exposicion al arsénico en las muestras
de agua subterranea de Canelones y Colonia permiten realizar una comparacién entre
ambos departamentos, en funcion del CR (riesgo de cancer) y del HQ (coeficiente de
peligro no cancerigeno).

En el caso de Canelones, el CR mostro6 valores superiores a los niveles considerados
aceptables para todas las franjas etarias. Ninguna muestra de agua subterranea
analizada en Canelones se considero6 aceptable en términos de riesgo de cancer para
la poblacion expuesta durante toda su vida en ninguna franja etaria.

Por otro lado, en Colonia, también se encontraron riesgos significativos de cancer
asociados a la exposicion al arsénico en los calculos tedricos para todas las muestras.
Respecto a los efectos no cancerigenos, en ambos departamentos se observo que el
HQ tedrico superaba el valor de 1 para la mayoria de los participantes, lo que muestra
un riesgo significativo de efectos adversos no cancerigenos, como problemas
dermatolégicos o cardiovasculares. En Canelones, la evaluacion mostro que
practicamente todos los participantes superaban este umbral en el célculo tedrico,
mientras que, en Colonia, el HQ mostré que el 28 % de los participantes se
encontraba en una situacion mas aceptable cuando se utilizaban datos reales de la
encuesta.

Realizar una encuesta en la poblacion tiene la ventaja de lograr una vision mas

ajustada del impacto de la exposicidn al arsénico en la poblacion estudiada.
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Capitulo 6.  Evaluacion de exposicion al arsénico a través del
consumo de agua de pozos privados. Estudio descriptivo en la zona

rural de San Antonio - Canelones

Este capitulo presenta la metodologia de trabajo y los resultados obtenidos para el dltimo
objetivo general planteado en esta tesis, que consiste en implementar un estudio de
evaluacion de riesgos asociados a la presencia de arsénico en las aguas subterraneas de
consumo humano, enfocado en la evaluacion de la exposicién al arsénico de la poblacién
consumidora. Previamente se definié la zona de trabajo la cual fue una zona rural del

Municipio de San Antonio, Canelones.

El trabajo que se presenta a continuacion fue previamente aprobado por el Comité de Etica

de Facultad de Quimica en el afio 2021 (Anexo 1).

6.1. Objetivos asociados

Los objetivos planteados para esta fase de la Tesis implican:

e evaluar los niveles de arsénico en el agua consumida en hogares del area rural de San
Antonio,

e conocer los niveles de especies toxicoldgicamente relevantes en orina de los adultos
que consumen esas aguas.

e vincular los niveles de arsénico en orina con los niveles de exposicion ambiental de
arsénico en agua, asi como otras posibles fuentes,

e relevar la informacion de usos del agua y habitos alimenticios a través de una
encuesta orientada.

e realizar la evaluacion fisico-quimica de las aguas de los pozos muestreados; medir
in situ parametros como pH, potencial de 6xido-reduccion, conductividad eléctrica,
resistividad, salinidad y solidos disueltos y, en el laboratorio, realizar el analisis de

cationes y aniones mayores, manganeso Yy fldor.
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La investigacion en esta etapa de la Tesis busca ahondar en la evaluacion de riesgos a la
salud, pero especificamente en su tercera etpa, que es la evaluacion de la exposicion al
arsénico. Mediante la encuesta orientada se conocio el uso del agua subterranea, sobre todo
si las personas la consumen para saber de qué manera la poblacion se expone al arsénico y
con qué frecuencia. También se sabré si existen otras posibles fuentes dado que se preguntara
sobre el consumo de alimentos. Ademas, se conocera el nivel de arsénico en agua subterranea
utilizada por la poblacion en estudio, lo que permitira evaluar los niveles del toxico en el
medio (monitoreo ambiental). Asimismo, a través de la determinacion de los niveles de
arsénico toxicoldgicamente relevante en orina, indicado como el mejor biomarcador de
exposicion para el arsénico inorganico; cuyo resultado refleja exposiciones recientes y que
estd moderada a altamente correlacionados con la ingesta de arsénico del agua potable. Por
lo antes mencionado, la determinacion urinaria implica conocer y confirmar si

fehacientemente la persona esta expuesta (monitoreo bioldgico).

Por su parte, la evaluacion de los pardmetros fisico-quimicos y de los pardmetros inorganicos
contribuird a un mayor conocimiento para la clasificacion y la calidad las aguas subterraneas
en la zona de estudio, aunque el enfoque principal estard orientado hacia el arsénico y su

especiacion analitica.

6.2. Metodologia

Se seleccionoé el area de San Antonio, dada nuestra historia de trabajo alli (Pizzorno et
al.,2021) y la informacién de datos brindados por OSE que se refleja en el articulo
periodistico de Cabrera (2021).

A los participantes se les explicé el propoésito de la investigacion, se les entregd una hoja
informativa y si aceptaban participar, firmaban un consentimiento informado para la
recoleccion de muestras de agua y orina como se describe en el Apéndice 7. También se
realizd una encuesta orientada con el fin de cumplir los objetivos planteados para el estudio

poblacional.
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6.2.1. Muestreo

En esta seccion se describe la seleccidn de la poblacién de estudio y el plan de muestreo para

agua de pozo y de orina.

6.2.1.1 Seleccion de la poblacion a estudiar

El municipio de San Antonio se ubica en lamicrorregion 2 en el departamento de Canelones,
que aparece con color verde en la Figura 6.1. Presenta una superficie de 168,6 km? (IC,
2011).

Figura 6.1 Microrregiones con los municipios del Departamento de Canelones. Extraido de IC,
2010
Segun los datos del Censo 2011, el municipio cuenta con una poblacion de 3283 habitantes,
de los cuales el 50,3 % vive en el area rural. La tasa de actividad es del 62,2 % y la tasa de
desempleo es del 3,1 %. La proporcién de personas en el municipio con al menos una
necesidad bésica insatisfecha es del 35,6 %, valor superior al promedio nacional (IC, 2011).
Se destaca de la poblacién de este municipio que mas del 66 % de los habitantes han residido

en el municipio durante toda su vida.
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Cuando se indagd sobre la cantidad de pozos de abastecimiento de agua en San Antonio, se
encontré que sélo hay un pozo registrado en el Municipio de San Antonio, segin datos
recabados en el Visualizador de mapas del Ministerio de Ambiente (Ministerio de Ambiente,
2022), como se observa en la Figura 6.2. Ademas, en dicha figura, se pueden ver los limites
del departamento y los municipales, junto con la localizacion de los pozos registrados en

todo el departamento de Canelones.

®Capas  ?Leyendas
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Figura 6.2 Pozos de agua registrados en el Departamento de Canelones. Imagen extraida del
Visualizador de mapa del Ministerio del Ambiente (Ministerio de Ambiente, 2022).
Como se muestra en la Figura 6.2, los pozos se sefializan con la imagen de una perforacion
y hacen referencia a pozos para la extraccion de agua; estos datos fueron actualizados por

Gltima vez en el afio 2022 (Observatorio Ambiental Nacional, 2022).

Al no disponer de suficiente informacion sobre los pozos existentes en la localidad de San
Antonio, se decidi6 utilizar la herramienta Google Earth Pro para identificar construcciones

mediante inspeccion visual de los mapas, que podrian corresponder a viviendas con pozos
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de extraccion de agua. Dado que la superficie del municipio es muy extensa, y con la
finalidad de hacer mas accesible el muestreo, se decidié no trabajar en toda el area rural del
municipio, sino que se traz6 una circunferencia con un radio de 5 km en torno al pueblo,
tomando como centro de la circunferencia la plaza principal de San Antonio. Se excluyd el
centro poblado porque no consume agua de perforaciones propias, sino que cuentan con agua
suministrada por OSE. Es importante mencionar que, ademas, hay zonas del municipio
alejadas del centro poblado que no se vinculan con el pueblo de San Antonio 0 no se

identifican con éste dado que presentan otros pueblos mas cercanos.

En esta &rea delimitada, se identificaron en forma primaria construcciones que podian
corresponder a una vivienda, asumiendo que cada vivienda podria tener al menos un pozo
de extraccién de agua. Se identificaron 312 construcciones y a cada una se le asign6 un
numero- Esto se puede observar en la Figura 6.3, donde se ve lo que es cada elemento de la
poblacion en estudio. En color azul se muestra el limite del municipio; la circunferencia de
color rojo corresponde al area de estudio y cada punto rojo es donde se visualizé una

construccion que podia tener un pozo de extraccion de agua.
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Figura 6.3 Area de estudio en el municipio de San Antonio. Realizado en Google Earth Pro.

Luego de este minucioso trabajo se procedid a realizar el muestreo. En este contexto, el
muestreo se define como la técnica empleada para recoger una muestra representativa de una
poblacion seglin un método estadistico seleccionado como describe Alvarez Céceres (2007),
en Estadistica Aplicada a las Ciencias de la Salud. EI muestreo tiene la ventaja de ser mas
rapido, menos costoso y otorga viabilidad y mayor validez al estudio (Gémez & Sciuto,
2004).

En una primera instancia de muestreo, se formaron unidades muestrales, que son colecciones
de elementos no solapados de la poblacién, con varios elementos en ellas, lo que Gomez &
Sciuto  (2004) definen como ‘“conglomerados”. Inicialmente, se seleccionaron
conglomerados por su forma geométrica, hexagonos y diamantes para formar las diferentes

grillas, los cuales se muestran en la Figura 6.4. Alli se puede observar que hay figuras que
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tienen un solo elemento lo que lleva a perder aleatoriedad en una segunda etapa, en la

seleccion de la muestra dentro de cada conglomerado.

Hexégono de “diametro” 1.9 km. Nyeyspon0s = 31 Diamante de “diametro” 2.5km. Ny, .....=33

Figura 6.4 Grillas de muestreo segun diferentes formas geométricas. Realizadas en Qgis.

Por lo antes mencionado, para armar los conglomerados se utilizo el método Ilamado k-
means que se basa en armar grupos que sean lo mas cercanos posibles, con puntos proximos
sin una forma predeterminada (He & Zhang, 2018), a diferencia de las grillas geométricas.
Esto evita la formacion de conglomerados con un solo elemento. Segun Pineda, (1994) la
representatividad de la muestra depende tanto del tamafio muestral, como del sistema de

muestreo utilizado. En esta Tesis, el muestreo realizado fue probabilistico en dos etapas:

e en la primera se formaron treinta conglomerados, de acuerdo con la cantidad de
muestras que se definieron como posibles de evaluar;

e en una segunda etapa se realizd6 un muestreo aleatorio en cada uno de los
conglomerados, donde se eligieron un primer elemento, un primer suplente y un

segundo suplente.

En la Figura 6.5 se observan los elementos pintados de igual color cuando pertenecen al
mismo conglomerado (imagen a), y en la imagen b los conglomerados con la seleccion
para ser muestreados. Los puntos rojos corresponden a los elementos seleccionados, los
puntos en naranja a los primeros suplentes, y los puntos en verde a los segundos

suplentes.
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Figura 6.5 Muestreo en dos etapas: a) elementos conglomerados; b) elementos conglomerados
mas los seleccionados aleatoriamente para muestrear. Realizado en Qgis.

En el Apéndice 3 se muestra detalladamente el Plan de muestreo, que incluye la definicion
de los lugares de toma de muestra y sus suplentes, qué hacer cuando no se consume el agua
de pozo o el agua que consume es de OSE o embotellada. Ademas, describe las muestras a

tomar en cada lugar de estudio. En la siguiente subseccion se presenta un resumen

esquematico.

6.2.1.2 Recoleccién de muestras y datos

En la Figura 6.6 se muestra el esquema de trabajo que se llevo adelante para obtener las

muestras de agua y orina y los datos recogidos a través de la encuesta a los participantes.
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Figura 6.6 Esquema de trabajo para recolectar muestras de agua y orina y datos de los posibles
participantes
Al acudir al lugar seleccionado, se le explic a la persona o las personas presentes en qué
consistia el proyecto de investigacion, se le entreg6 una hoja informativa (Apéndice 6) y si
estaban de acuerdo en participar se les pedia que firmaran un consentimiento informado

(Apendice 7). Luego se tomaron las muestras de agua y de orina.

En la Figura 6.7 se esquematiza la muestra y los datos a tomar durante el trabajo de campo.
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 Agua directa del pozo
«Permite conocer el estado del acuifero
VIS ieeely *Agua de la canilla de la cocina
agua +Permite conocer la muestra que consumen las personas

+Se toman datos de coordenadas para conocer la ubicaciony poder posteriormente
realizar mapas de riesgo con los niveles de arsénico

~
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VIESiZanl  <Paradeterminar especies toxicologicamente relevantes y creatinina
orina J
~
+Se realiz6 una encuesta orientada para conocer el uso del agua, el tipo pozo que la
Encuesta provee, habitos alimenticios, entre otros
Orientada )

Figura 6.7 Descripcion de las muestras y datos a tomar

La toma de las muestras de agua sigui6 el protocolo descripto en el Apéndice 1y las muestras

de orina siguieron el protocolo del Apéndice 4.

La encuesta realizada a la poblacion se muestra en el Apéndice 8.

6.2.2. Determinaciones analiticas en aguay orina

En esta seccion se detalla mediante qué analisis fueron determinados los diferentes
parametros en el agua y en la orina. En algunos casos, se midieron parametros en campo y
otros, en el laboratorio. Asimismo, algunos analisis fueron realizados con metodologias
desarrolladas y validadas en esta Tesis, mientras que otros se llevaron a cabo utilizando
metodologias de rutina del Area de Toxicologia o del Area de Quimica Analitica de la
Facultad de Quimica. Finalmente, también se incluyeron anlisis realizados por otros
investigadores con el objetivo de conocer las caracteristicas del agua consumida por la

poblacion en estudio. La Figura 6.8 presenta las determinaciones analiticas realizadas.
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opH
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ICS Dionex 5000+ de Thermo Scientific

Figura 6.8 Determinaciones analiticas realizadas en las muestras obtenidas en San Antonio

6.2.3. Tratamiento de datos

Se correlacionaron los datos obtenidos a través de la encuesta con los niveles de arsénico en
orina, expresados en pg/g de creatinina. Asimismo, tomando los datos de consumo de agua,
de tiempo de uso del pozo y el valor de arsénico en agua se calculd el indice de exposicion
segun lo descripto en el Kit de herramientas de la OMS para la evaluacién de riesgos que
afectan a la salud humana: peligros quimicos (OMS, 2021). Este indice de exposicion se
correlacion6 con los niveles de arsénico toxicolégicamente relevantes en la orina de cada
participante. La poblacion muestral fue de 47 personas y dado que las variables estudiadas
no presentan una distribucion normal, se utiliz6 la prueba de coeficiente de correlacién de
Spearman. El coeficiente de Spearman (p) €s no paramétrico y se utiliza cuando no se
alcanzan algunos supuestos de la estadistica paramétrica como la normalidad o
homocedasticidad.

Un valor de p igual a 1 significa que existe una correlacion positiva perfecta, mientras que
si un valor de p es igual a -1 hay una correlacion negativa perfecta (Martinez et al., 2009).
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El valor de p (p-value) determina si la correlacion entre las variables es significativa, en

comparacion con el nivel de significacion, usualmente 0,05 (Molina Arias, 2017).

Los estadisticos anteriores, el coeficiente p y el valor p (<0,05) fueron evaluados utilizando

el programa Anaconda 3 con el lenguaje Python 3.

6.2.4. Evaluacion de riesgos a la salud por exposicion al arsénico a través del

consumo de agua subterranea

Con los datos obtenidos del monitoreo ambiental del agua, se realiz6 la evaluacion de riesgos
para la salud segun la metodologia que se describe en el apartado 5.1, utilizando, ademas,

los datos de la encuesta.

6.3. Resultados y discusion

En este apartado se presentan los principales resultados obtenidos en el estudio realizado en

el area rural en torno a la ciudad de San Antonio.

6.3.1. Muestreo

El trabajo de campo se realizo en un periodo de 6 meses aproximadamente, en el que se
muestrearon 33 de los elementos que aparecen descriptos en la Figura 6.5 b. Los sitios
muestreados se pueden ver en la Figura 6.9. Es importante mencionar que, en algunos casos,
se muestrearon otros sitios que no eran el elemento seleccionado o sus suplentes debido a
que algunos lugares estaban sin agua o sin habitantes. Esta falta de agua se debio al hecho
de que el pais estaba atravesando una de las sequias mas importantes de su historia
(INUMET, 2024). Ademés, en un namero reducido de casos, las personas no quisieron

participar del estudio.
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Figura 6.9 Lugares muestreados. Realizado en Google Earth.

En todos los conglomerados con excepcion del 23 se pudo contar con participantes. En el
caso particular de este conglomerado, no fue posible contar con participantes debido a que
estaba compuesto por solo cuatro elementos: dos de ellos eran galpones, uno era un lugar
deshabitado y en el otro residia una persona, pero la vivienda no disponia de agua. Debido a
estas limitaciones, se decidio realizar el muestreo en el conglomerado vecino, C11. Cabe
destacar que esta situacion era previsible dado el método de seleccion de los elementos en
los conglomerados, el cual contemplaba la posibilidad de encontrar unidades no aptas para

el muestreo por diversas razones.
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Figura 6.10 Esquema de los lugares visitados y las muestras tomadas

En la Figura 6.10 se esquematizan los sitios que se pudieron muestrear y las muestras que

fueron recolectadas. En total, se obtuvieron 48 muestras de agua. De éstas, 24 corresponden

a muestras obtenidas de una canilla cercana al pozo y 24 de la canilla de la cocina. En 15

lugares se obtuvieron las dos muestras, mientras que, en las 18 muestras restantes, 9 fueron

solo de la cocina 'y 9 solo del pozo.
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Figura 6.11 Muestras de agua en el laboratorio obtenidas luego de dos dias de muestreo

Como se mostro en la Figura 6.10 en los sitios antes muestreados se recolectaron 47 muestras
de orina de participantes adultos para la determinacion de las especies de arsénico
toxicol6gicamente relevantes en orina. A continuacion, se detallan los resultados de las
determinaciones analiticas realizadas a las muestras recolectadas de agua y de orina.

6.3.2. Determinaciones analiticas

En este apartado se muestran los principales resultados de los analisis realizados sobre las
muestras obtenidas. En la mayoria de los casos los analisis fueron realizados por la autora
de esta Tesis. En el caso especifico de los aniones, los analisis fueron realizados por
investigadoras del Area Quimica Analitica (Area Quimica Analitica, 2018).

6.3.2.1. Resultados de las especies de arsénico toxicolégicamente relevantes en

orina

A las orinas proporcionadas por los participantes se le determinaron las especies de arsénico
toxicoldgicamente relevantes, biomarcador de exposicién al arsénico inorganico (Hays et al.

2018), como se ha mencionado anteriormente. Ademas, a esas muestras de orina se les
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determind el nivel de creatinina para decidir si se trataba de una muestra adecuada, segun
los criterios de la ACGIH (ACGIH, 2024) y para ajustar las concentraciones segin la
dilucion de la orina debida a la ingesta de liquidos (ATSDR, 2009).

En la Tabla 6.1, se presentan los valores maximos y minimos para el arsénico
toxicoldgicamente relevante en orina, expresados en pug L™ y pg g de creatinina?, y la
creatinina para todas las muestras recolectadas. Ademas, se da el valor de la mediana de los

datos como medida de la tendencia central de distribucién no normal de valores.

Tabla 6.1 Resultados de las medidas de especies toxicoldgicamente relevantes y creatinina en las

muestras de orina

Arsénico en orina Creatinina Arsénico en orina
(Mg L) (gL (Mg g crea™)

Min 1,1 0,3 0,8

Max 70,5 39 96,5

Mediana 18,8 1,8 11,2

Dada la importancia de estos resultados, a continuacion, en la Figura 6.12, se presenta la
concentracion de arsénico toxicoldgicamente relevante en pg L para cada uno de los

participantes.
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Figura 6.12 Resultados de arsénico toxicoldgicamente relevante en orina expresados en
Mg L*
En la determinacion de arsénico en orina encontramos que las muestras correspondientes a
los participantes 1 y 38 presentaron valores menores al limite de deteccion de la metodologia
analitica. Para poder incluir estos datos en los andlisis estadisticos, se utilizé el limite de
deteccion dividido la raiz cuadrada de dos segun las indicaciones del CDC de Estados Unidos
(CDC, 2024). Asimismo, la muestra 44 present6 un valor menor al limite de cuantificacion.
Para incluir este dato dentro de los calculos estadisticos se opto por informar el valor tal cual

como fue obtenido, conociendo que éste presenta una mayor incertidumbre asociada.

En el siguiente grafico, Figura 6.13, se muestran los valores de creatinina determinados en
la orina de los participantes. Valores mayores a 0,3 y menores 3,0 pug L se consideran
aceptables (ACGIH, 2024).
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Aquellos valores que estan por fuera del rango aceptable no son considerados para la

evaluacion final de datos y en la Figura 6.14 no se representan.
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Figura 6.15 Mapeo de los niveles de arsénico en la orina pug g creatinina. Realizado en Qllys

Es de destacar la cuantificacion de este elemento en la orina, su aparicion en la misma nos
da indicio de la exposicion actual a este toxico. Si evaluamos otros estudios en la region nos
encontramos con una amplia distribucion de los valores. Un trabajo publicado por Navoni et
al. (2014) muestra niveles de arsénico en orina muy variables desde 11 hasta 5085 pg g de
creatinina™l. Estos valores pertenecen a un estudio en la region centro-norte de Argentina,
abarcando unas 19 localidades, que tienen niveles también variables de arsénico en el agua
subterrdnea consumida por la poblacién (entre no detectable y 2055 pg L) en una poblacion

de 661 participantes de todas las edades.

En 2005 (Caceres et al, 2005), un trabajo de investigacion en Chile evalto el nivel de
arsenico total en orina en las regiones de Antofagasta, Santiago y Temuco, con la
participacion de 756 personas, entre ancianos, adultos y jovenes. Los resultados de arsénico
varian entre grupos, pero los niveles mas altos se encontraron en Antofagasta en el grupo de

adultos con un rango de 6 a 567 pg g de creatinina™, y el rango mas bajo de 5,5 a 76 ug g de
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creatinina en los jovenes de Temuco. En dicha investigacion no solo se evalud el aporte del
agua, sino que se evaluaron otras posibles fuentes. En el caso de Antofagasta los valores de
arsénico urinario se relacionaron positivamente en jovenes y adultos y negativamente en los
ancianos con el nivel de arsénico en agua. Para Santiago y Temuco no encontraron
asociacion, pero hay que resaltar que en este caso son niveles de arsénico total, que incluyen
por lo tanto arsenobetaina. Por su parte, en Estados Unidos, se puede extraer de la National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) del CDC (National Center for Health
Statistics, 2024) valores de especies toxicolégicamente relevante de arsénico en orina. En
esta oportunidad nos fijamos en el valor corregido por creatinina entre los afios 2011 a 2018
y en ese caso los valores medios estuvieron entre 4,74 y 6,63 pg g de creatinina™ en la

poblacion de todos los rangos etarios (CDC, 2019).

En Uruguay no hay reportes de valores de poblacion adulta expuesta ambientalmente. Se
conocen niveles de arsénico en orina, pero unicamente de la poblacion trabajadora expuesta
al arsénico presente en el impregnante de madera CCA (mezcla cobre, cromo y arsénico)
(Buhl, et al. 2018), a la que se le realizan controles periodicos de acuerdo a las normativas
vigentes (MSP, 2009).

6.3.2.2. Resultados de arsénico total y sus especies en agua

Los resultados de las concentraciones de arsénico total determinados en las muestras de

agua muestreadas en la localidad de San Antonio se observan en la Figura 6.16

173



40,0

35,3 357 35,6
33,8
35,0 326 e e @325 *
° °
30,0 28,2
259 25,4 25%5,7 24§5,7 o 2&5
2 25,0 23,4 225 e 9 o9 o o
2 21,29 a 21,8
2 ° ° 19,7
g 20,0 17,3 16.7 'J_/,4
S 15,3 149 15300 ° o 156 ° 15,8
£ 150 1349134 g o® K 131 @
(6]
e LR 10,2 ®
(@)
O 100 8.5 °
°
50
0,0
N OO NOMOMWMOOTO ATAMOOM~MNNOANMNMNOASEMOANNNOSONNDNSL NN O
)OO0 O A HHLO ™ A = N A A O N~ '\HNH OLOH
283" g 2 ] ] B8R 7S
o™ , N~ <t
ndmero de muestra ©
@ Astotal OMS e JN|T 833

Figura 6.16 Resultados del analisis de muestras de agua subterranea en Canelones en 2023
mediante HG-MP-AES
En este estudio, al igual que en el analisis descrito en el Capitulo 4, los valores de arsénico
en el agua subterranea superaron los niveles aceptables recomendados por la OMS (OMS,
2022). De las muestras recolectadas, se encontrd que s6lo una muestra cumplié con el valor
recomendado por la OMS, y solo el 45 % de las muestras cumple con la normativa
establecida en Uruguay. A modo de resumen, el 55 % de las muestras estudiadas en San
Antonio presentaron valores no permitidos en nuestra normativa y el 97% de las muestras
no son aceptables para la salud de las personas que la consumen segin las pautas

internacionales.

Existe una muy amplia bibliografia respecto a la presencia de arsenico geogénico en las
aguas subterraneas de paises de todo el mundo. En el libro Essentials of Medical Geology,
tanto en su primera edicién en 2005 como en la edicién revisada en 2013 (Smedley &

Kinniburgh, 2015) ya se ve en el mapa de ocurrencia del arsénico en el agua subterranea la

174



gran cantidad de paises afectados con niveles mayores a 50 pg L. Bangladesh, India,
Argentina y Chile, entre muchos otros paises se encuentran afectados por esta problematica.
En todos los casos los niveles de arsénico en el agua han sido muy variables. En particular,
en la region, desde hace varios afios ya se describen valores que superan lo recomendado por
la OMS (Bundschuh et al., 2008; Navoni et al., 2012; Bundschuh et al., 2014; Litter et al.,
2019; Pincetti-Zuniga et al.,2022). En varios de estos trabajos y dependiendo de las areas de
estudio, se ven valores cercanos a los 50 ug L™ pero hay trabajos que muestran que se ha
llegado a concentraciones de arsénico de hasta 5000 pg L. Cémo se vid en este capitulo y
en el Capitulo 4, los valores hallados en Uruguay varian desde valores no detectables hasta
un maximo de 100 ug L, (Machado, Biihl, & Mafiay, 2019) aunque un trabajo report6 un

valor excepcional para nuestro pais de 120 ug L.

Con los valores obtenidos de arsénico total se realiz6 un mapa de riesgo debido a los niveles
de arsénico en el agua subterranea para la zona de estudio, el cual se observa en la Figura
6.17. La intensidad en el color rojo indica mayor nivel de arsénico en el agua subterranea.
Este mapa permite identificar zonas de mayor y menor riesgo frente al peligro dado por la

presencia de arsénico en el agua de consumo.
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Figura 6.17 Mapa de riesgo debido a los niveles de arsénico presentes en el agua subterranea. (a
mas intensidad del color rojo mayor nivel de arsénico en el agua). Realizado en Qllys

Como otra parte de la investigacion, en 15 de los elementos estudiados se pudo obtener tanto
una muestra de agua directa del pozo como una muestra de agua de la canilla de la cocina.
En estos casos, los resultados de arsénico total no presentaron diferencias importantes entre
si, mostrando que el contenido de arsénico no cambia, no presenta variaciones ni tiene otras

fuentes. Esto se muestra en la Figura 6.18.
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Figura 6.18 Concentracion de arsénico medida en las muestras de agua extraida de la canilla de
la cocina (A) y de agua extraidas directa del pozo (C)
En el proceso de andlisis, ademas, las muestras de agua extraidas fueron sometidas a
especiacion analitica del arsénico segun el protocolo que se describe en 3.2.2.1. En aquellos
casos en los que se obtuvieron dos muestras de una misma vivienda (una del pozo y otra de
la canilla de la cocina), se realiz0 la especiacion en ambas para detectar posibles diferencias.
Las diferencias podrian deberse, por ejemplo, al almacenamiento del agua en tanques o en
su circulacion a través de tuberias, lo que podria alterar las condiciones fisico-quimicas del

agua, lo que a su vez podria influir en las especies de arsénico presentes.

En la Figura 6.19 se presentan los resultados del analisis de arsénico y sus especies en las
diferentes muestras analizadas.
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Figura 6.19 Resultado de la especiacion analitica realizada en las muestras de agua

Al estudiar los resultados obtenidos al realizar la especiacidn analitica se puede ver que, en
la mayoria de las muestras estudiadas, la especie predominante es el As(V), con 26 de las 33
muestras analizadas con una mayor concentracion de esta especie. Este resultado era
esperable por los valores de potencial redox y pH encontrados en las aguas (Tabla 6.2). No
obstante, en 5 muestras se detecté un mayor porcentaje de As(l11) y en 2 muestras, ambas

especies se presentaron en proporciones aproximadamente iguales.

Como se mencioné en el Capitulo 4, estos valores de potenciales y pH, sumado a que el
As(V) sea la especie predominante, es acorde con investigaciones anteriores realizadas en
paises como Argentina y Chile (Bundschuh et al, 2008; RSA-CONICET, 2018).

Para ampliar la informacion se realizo también la especiacion analitica en las muestras de
agua extraidas directamente del pozo y en las muestras de agua extraidas de la canilla de la
cocina. Al evaluar los datos, se encuentra que en 3 muestras de las 15 analizadas presentan
valores diferentes, en 2 de ellas el agua de la canilla de la cocina presenta mas As(l11) y en

el otro caso presenta mas As(V) que lo que presentaba su respectiva agua de pozo.
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En el caso de la muestra donde se encontré mas As(V) en la cocina, es posible que el contacto
del agua con el oxigeno del aire durante el almacenamiento en el tanque o en el trayecto del
pozo a la cocina haya provocado una oxidacion del As(I11) a As(V). Sin embargo, en el caso
de la mayor presencia de As(ll1), no se poseen datos adicionales sobre las condiciones del
agua (como pH o Eh) para poder dar una explicacién a este hallazgo, aunque seria esperable
la existencia de condiciones de potencial y pH favorables a la existencia de esta especie

reducida.

Por su parte, Sigrist et al. (2014) encontraron en muestras de agua de Santa Fe, Argentina,
valores que van de 25,8 a 400,4 ug L donde los valores de As(l11) fueron no detectables o

no cuantificables, por lo que el arsénico alli presente estaba en estado de oxidacion + 5.

6.3.2.3. Resultados de los parametros fisico-quimicos

En la Tabla 6.2, se muestran los resultados de los pardmetros medidos en campo, mostrando
el valor minimo, el maximo y el promedio o la mediana de cada uno. En la mayoria de los
casos la distribucion de los datos no sigue una distribucion normal (segun la prueba de
Shapiro-Wilk) por lo que se optd por calcular la mediana como medida representativa de la
tendencia central. Se debe mencionar que estos parametros solo se midieron en las muestras
de agua extraidas directamente del pozo, o en el agua de la canilla de la cocina, cuando no

se podia obtener esa muestra.
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Tabla 6.2 Resumen de resultados de parametros medidos en campo y VMP de la Norma UNIT 833

Solidos
Conductividad Totales Resistividad  Salinidad
pH Eh (mV)
(Scm?) disueltos (Qcm™) (ppt)
(mgL?)
Minimo 7,22 147,5 753 377 271 0,1
Maximo 8,32 861,4 2420 1210 >1000 1,9
Promedio 7,57 327,9 1404 701 771 0,7
Mediana 7,56 318,6 1319 658 753 0,7
UNIT833 6,5-8,5 N/A 2000 1000 N/A N/A

Los valores obtenidos de pH, conductividad y sélidos totales disueltos en las muestras de
agua de pozo estuvieron dentro de los valores maximos permitidos definidos en la norma
UNIT 833:2008, a excepcidn de una sola muestra que alcanzé un valor de conductividad y

de solidos totales disueltos de 2420 puS cm 'y 1210 mg L™ respectivamente.

Los valores de pH y potencial redox muestran que el medio es oxidativo, lo que concuerda
con los hallazgos de que la especie de arsénico predominante en las aguas analizadas fue el
As(V). Como ya se ha dicho, el arsénico en las aguas se encuentra formando oxoaniones y
la concentracion de estas especies dependeran de las condiciones redox, el pH y la actividad
bioldgica (Litter, 2018).

Se evaluaron otros pardmetros quimicos en el agua con el fin del conocer las caracteristicas
del agua subterranea que es utilizada para beber en San Antonio. En las Tabla 6.3 y en la
Tabla 6.4 se puede ver el valor minimo (Min) y m&ximo (Max) de cada pardmetro y la
mediana ya que, a excepcion del fluoruro, no presentan una distribucion normal (segun
Shapiro-Wilk). Asimismo, se muestran los valores maximos permitidos (VMP) segun la
norma UNIT 833:2008 para poder comparar los resultados obtenidos con esos valores de

referencia.
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Tabla 6.3 Medida de parametros quimicos del agua en el laboratorio

Ca Mg Dureza K Na Mn
(mgL?') (mgL?') CaCOs  (mgL') (mgL™") (mgL™)
(mg LY
Min 16 7 103 0,4 125 0,02
Max 166 44 507 8,6 603 0,10
Mediana 57 18 237 3,3 249 0,04
VMP (UNIT
833, 2010) N/A N/A 500 N/A 200 0,10

Tabla 6.4 Medida de parametros quimicos del agua en el laboratorio(continuacion)

F (mgL?) Cl(mg L% SO4% (mg LY) NOz (mg L)

Min 0,1 10 13 5
Max 1,0 784 449 133
Mediana 0,5 103 90 16
VMP (UNIT

833, 2010) 1,5 250 400 50

Si analizamos los parametros que aparecen en las Tabla 6.3 y la Tabla 6.4 respecto a lo que
indica la norma (UNIT 833:2008, 2010), los valores de flior y manganeso estuvieron por
debajo de los valores maximos permitidos, mientras que algunos parametros como la dureza,
cloruro, sulfato y nitrato superaron los limites permitidos en algunas muestras. En el caso
del sodio, en 23 muestras se encontraron valores que superan el maximo permitido por la
norma. Esto podria deberse a un origen geogénico, aungue se necesitan otro tipo de estudios

en el area para conocer el origen del sodio en estas muestras.
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6.3.3. Encuesta

Se realizd la encuesta a los 47 participantes del estudio. En la Tabla 6.5 se presenta la
informacion mas relevante recabada. En el caso de que la respuesta sea cuantitativa se
encuentra el valor minimo, el maximo y la mediana de dichas medidas, mientras que si es

cualitativa se registra el % de participantes que optd por cada opcion.

Tabla 6.5 Datos obtenidos a partir de la encuesta

Datos generales

Total de 47

participantes

Sexo (% de Femenino Masculino
participantes) 62 38
Ocupacion Jubilado/a Trabajador/a Amo/ade  Veterinario/a Otros
(% de participantes) Rural casa

11 21 4 2 9
Datos personales

Min Max Mediana

Edad (afios) 22 85 56
Peso corporal (Kg) 38 120 79
Tiempo de residencia 0,1 78 34
(afos)
Tiempo de uso del pozo 0,1 78 18
(afos)
indice de exposicion 0,0 2,4 0,7

durante su residencia *
(ng/L/dia)

Consumo de agua

182



Volumen de agua que bebe (*) (L)

Volumen de agua que bebe en infusiones (**) (L)

Volumen de agua ingerido total (*+**) (L)

Tipo de agua que bebe (% de participantes)

Tipo de agua que prepara infusiones (% de

participantes que consume infusiones) (N: 40)

Tipo de agua que utiliza para cocinar (% de

participantes)

Alimentacion

Carne roja (% de participantes)

Pollo (% de participantes)

Pescado (% de participantes)

Si
96

De 7 a5 veces a

la semana

o1
83

De 5a 4 veces a

la semana

Min

0,3

0,4
Pozo
78

95

98

De4d4a3
veces a
la

Semana

33

30
menos
veces a
la

Semana

87

Max Mediana

5,0 1,5
4,0 1,2
6,1 3,0

Embotellada OSE

17 4
2 3
2 -
No
4
Menos 3
veces a la
semana
16
17
No sabe
5
40
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Todas las Cada 15 Algunavez

semanas dias al afio

33 33 33
Mariscos (% de participantes) 2 (en alguna ocasion) 98
Cereales (% de participantes) 98 2

De7a5vecesa Ded4a3 Menos3

la semana vecesa  vecesala
la semana
semana
6 47 47
Habitos
Si No
Fumador (% de participantes) 19 81
Exfumador (% de participantes no fumadores) 2 98
(N:38)
Consume bebidas alcohdlicas 45 (algunas 55
ocasiones)

* Valor calculado a partir de los datos de la encuesta. El indice de exposicion, [E =

CxIRxED

o oar € define como la concentracién de arsénico por el volumen de agua ingerida

sobre el peso corporal por el tiempo promedio definido (OMS, 2021). Parael ED y el AT se

utilizo el tiempo que los participantes respondieron que hace que utilizan el agua del pozo.

De los datos se desprende informacion muy importante, como la alta ingesta de agua, con
una mediana superior a los 2 L, el elevado consumo de agua de pozo ya sea para cocinar,
beber o preparar infusiones como mate, té y café y el tiempo de residencia de los
participantes en el lugar. EI volumen de agua e infusiones ingerido fue informado por cada

participante; en algunos casos, se informaba cantidad de vasos o termos de mate. Para pasar
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a volumenes dichas respuesta se establecié que un vaso de agua equivale a 200 mL y un

termoallL.

Es importante mencionar que un consumo de agua (como sumatoria de agua e infusiones)
por encima de los 5 L diarios es excesivo, pero hay que remarcar que no es inusual durante
el trabajo fisico intenso, especialmente en dias muy calurosos, donde la sudoracion excesiva
puede llevar a una pérdida significativa de liquidos. En estas condiciones, el cuerpo necesita

reponer el agua perdida para mantener el equilibrio hidrico y evitar la deshidratacion.

La informacion de consumo de agua y tiempo de residencia es relevante al momento de hacer
la evaluacion de riesgos donde, en primer lugar, se ve la exposicion prolongada en la mayoria
de los participantes y, segundo, que la ingesta supera los 2 L por lo que al momento de

realizar una caracterizacion de riesgos, estos seran mayores que el calculado teéricamente.

6.3.4. Tratamiento de datos

En la Tabla 6.6 se muestran el resultado del analisis de correlacién entre el nivel de arsénico

urinario (As (ug g crea™)) con las variables estudiadas.

Tabla 6.6 Coeficientes de correlacion de Spearman entre As-U ug g creay algunas de las

variables estudiadas

X Y p p-valor

As (ug g crea®)  Tiempo de residencia (afios) -0,24423 0,114487
As (ug g creal)  Tiempo de uso del pozo (afios) 0,058249 0,714057
As (ug g crea)  Indice de exposicion 0,467048  0,002379
As (ug g crea™)  Concentracion de arsénico en agua 0,325545 0,037802
As (ug g creal)  Tipo de agua bebe: OSE -0,24027 0,120674
As (ug g creal)  Tipo de agua bebe: embotellada -0,34192 0,024824
As (ug g creal)  Tipo de agua bebe: pozo 0,434719 0,003579

As (ug g creal)  Tipo de agua que utiliza para cocinar: Pozo  0,248682 0,107826
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As (ug g crea™)
As (ug g crea™)
As (ug g crea™)
As (ug g crea™)
As (ug g crea™)
As (ug g crea™)
As (ug g crea™)

As (ug g crea™)

As (ug g crea™)

As (ug g crea™)

As (ug g crea™)

Agua de pozo ingerida en el dia (L)
Consumo de carnes rojas

Consumo de aves

Consumo de pescado

Consumo de cereales

Fumador_si

Ex-fumador (més de 1 afio) si

¢ Consume bebidas alcoholicas durante las

comidas o en su tiempo libre?_no

¢ Consume bebidas alcohdlicas durante las

comidas o en su tiempo libre?_si
HQ datos

CR datos

0,376484
0,088988
-0,14447
0,079772
0,106786
-0,12039
-0,01243

-0,10189

0,101887

0,458342

0,371242

0,012834
0,570396
0,355326
0,611103
0,495517
0,441888
0,936924

0,515609

0,515609

0,002581

0,016862

La informacion que se describe en la tabla anterior muestra que el nivel de arsénico urinario

se correlaciona de forma positiva y estadisticamente significativa con el indice de exposicion

(p= 0,467 y p-valor = 0,00238) lo cual muestra una correlaciébn moderada con la exposicion

al arsénico a través del consumo de agua contaminada. Asimismo, existe correlacion positiva

con el tipo de agua (pozo) (p = 0,4347 y p-valor = 0,00358) y con la cantidad de agua de

pozo ingerida (p = 0,376 y p-valor = 0,01283), lo que puede confirmar que la exposicion al

arsénico se produce por el consumo de agua de pozo contaminada.

En la Figura 6.19 se observa la correlacion entre del indice de exposicion y el arsénico en la

orina.
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y =10,379x + 5,6186

As en orina (ug g crea-1)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
indice de exposicion (ug/L/dia)

Figura 6.20 Gréfico de dispersion del indice de exposicion y la concentracion de arsenico en orina

6.3.5. Evaluacidn de los riesgos a la salud por exposicién al arsénico a traves del
consumo de agua subterranea

En esta oportunidad la evaluacién de riesgos se realizd con los datos recabados de la
encuesta. De alli se estimo el promedio de consumo de agua y de peso corporal. Se hizo
primero una estimacion de los riesgos sélo para adultos segun la metodologia descrita.
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Figura 6.21 Resultados de la CR realizada para adultos con los niveles de arsénico presente en el
agua para cada pozo.

En la Figura 6.21 puede verse que ningun nivel de arsénico en el agua muestra un valor de
CR aceptable para las personas que consumen esa agua durante toda su vida. Llama la
atencion que el pozo 138 presenta un valor de arsénico aceptable para la OMS, pero el
resultado obtenido al realizar la caracterizacion de riesgos muestra que la situacion en las
condiciones establecidas no es aceptable. Como se explicé anteriormente (5.2.1) esto se debe
a que no hay una concentracién de arsénico en agua que se considere segura y libre de riesgos
y 10 pg L es un valor provisional de la OMS que se define por las capacidades analiticas
para su cuantificacion y las posibilidades tecnoldgicas de remocién de arsénico (UNIT
833:2008, 2010).

En esta oportunidad se calcul6 el riesgo de cancer con los datos promedio de la encuesta. En
la Figura 6.22 se observa el resultado del CR al momento que se realizd la encuesta a los

participantes.

Se calculo el CR utilizando los datos de los niveles de arsénico en cada pozo. Se llamo CR
tedrico al resultado de la caracterizacion de riesgos realizada con los datos de IR y BW
recomendados por la literatura (2L y 70 kg respectivamente). Por otro lado, se realiz6 el
calculo de lo que se llam6 CR datos, utilizando los datos de IR y BW obtenidos en la
encuesta. Para el IR se utilizo el promedio del volumen de agua subterranea consumida por
todos los participantes, ya sea como agua de bebida o como infusiones. En el caso del BW

se utilizé la masa corporal promedio de los participantes.
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Figura 6.22 Resultados de la CR realizada para adultos con los niveles de arsénico presente en el
agua (CR adultos) y CR realizado con los datos promedio de la encuesta (CR adultos datos).
Al analizar los resultados, se observa que los CR teoricos son superados por los CR datos.
Esto puede deberse principalmente a que la gente consume mas de 2 L de agua al dia, por lo
que la exposicién es mayor a la estimada.

De acuerdo con nuestros resultados, en el afio 2023, el 68 % de los participantes del estudio
se encontraban en una situacion no aceptable con respecto a los efectos cancerigenos, al

consumir agua subterranea con arsenico.

Si se evalla los riesgos de efectos no cancerigenos (HQ), para manifestaciones
dermatologicas y efectos cardiovasculares las tendencias se mantienen. EI HQ tedrico es

aceptable para aquellas personas que no consumen el agua de sus pozos.
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Figura 6.23 Valores de HQ por participante calculado tedricamente y con los datos recabados
seglin encuesta orientada para los niveles de arsénico en muestras de agua subterranea extraidas
en Canelones en el 2023
Vemos nuevamente que los participantes presentan un HQ calculado con los datos obtenidos
en la encuesta mayor que el HQ teorico y esto se debe fundamentalmente a que el consumo
de agua es mayor a 2L por dia. El 81% de las muestras de agua, dado su nivel de arsénico,

puede presentar riesgos de efectos no cancerigenos a personas que la consuman.

Los resultados permitieron demostrar que el realizar la evaluacion de riesgo utilizando los
datos obtenidos de la encuesta es una aproximacion mas real de la situacion, pero implica un
costo operativo mas amplio que una evaluacion de riesgo clésica. En este caso, lo que se
evidencio fue que a pesar de gque teéricamente hay riesgo dados los niveles de arsénico
presentes en el agua, de acuerdo con el estilo de vida que presentan los participantes de esta
investigacion, el riesgo denota un incremento. Como se concluye en el trabajo de Othax et
al. (2019), el valor tedrico de consumo de agua puede, dependiendo del caso, subestimar o
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sobrestimar el riesgo de exposicion al arsénico a través del consumo de agua lo que esta

acorde con nuestros hallazgos.

En suma, los participantes en su gran mayoria consumen el agua subterranea y ademas se
caracterizan por presentar un alto tiempo de residencia en la zonay en particular en el mismo

lugar de donde se tomaron las muestras del pozo.

6.4. Devolucion de resultados a la comunidad*

La devolucién de los resultados del proyecto de investigacion de esta Tesis se realizé a través
de un taller financiado por la Comision Sectorial de Extension y Actividades en el Medio
(CSEAM), dirigido, no solo a los participantes sino a toda la comunidad. La convocatorioa

se realizo a traves de la difusion de la imagen que se puede observar en la Figura 6.24.

El taller se llevo a cabo de manera iterdiciplinaria con profesionales de la salud, médicos,
quimicos y gedlogos. Ademas, se conto con la participacion de estudiantes y docentes de las
Facultades de Quimica y Medicina, de asociaciones de la zona y de autoridades
departamentales vinculadas con el medio ambiente y la ruralidad.

14 En el marco del proyecto aprobado por la Comision Sectorial de Relacionamiento con el Medio. 12
convocatoria 2024

191



Los invitamos a participar del conversatorio:

Entre .

Vecinss y hgusi

lo que debemos conocer del agua subterranea
de nuestros pozos rurales

28 de noviembre 19:00Rs
Caif y Club de Ninos San Antonio

Invitan

;
pieiend

Figura 6.24 Imagen de la convocatoria a la comunidad de San Antonio.
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6.5.

Conclusiones parciales del estudio poblacional

Este estudio realizado en la zona rural de San Antonio, Canelones, permitio caracterizar y

evaluar los niveles de exposicion al arsénico en la poblacién a través del consumo de agua

de pozos privados. A partir de los anélisis fisico-quimicos y la especiacion analitica de las

muestras de agua, asi como de las determinaciones de arsénico en orina de los participantes,

se obtuvieron las siguientes conclusiones preliminares:

En el 55% de las muestras de agua subterranea analizadas, los niveles de arsénico
exceden los limites establecidos por la normativa uruguaya (UNIT 833:2008),
mientras que el 97% de las muestras superan los valores recomendados por la OMS
para el consumo humano aceptable. Estos hallazgos indican que existe un problema
en la calidad del agua subterranea de la zona, lo que conlleva un riesgo potencial para
la salud de los habitantes que consumen dicha agua.

La especiacion analitica del arsénico en las muestras de agua reveld que la especie
predominante es el As(V), lo que concuerda con los valores de pH y potencial redox
medidos en las muestras, que indican condiciones oxidantes en las aguas
subterraneas.

En los casos en que se tomaron muestras tanto del pozo como de la canilla de la
cocina, no se observaron diferencias significativas en la concentracién de arsénico
total. Sin embargo, se detectaron variaciones en la proporcion de especies de arsénico
en tres de las viviendas, lo que indica que el agua almacenada o canalizada podria
experimentar transformaciones quimicas que modifiquen la especiacion del arsénico.
Al realizar la caracterizacion de riesgos, se concluyé que ninguna de las
concentraciones de arsénico encontradas en las aguas subterraneas es aceptable para
que estas aguas se consuman de forma prolongada segun los valores de referencia de
la OMS. De acuerdo con los calculos del CR, el 68% de los participantes esta en
riesgo de desarrollar efectos adversos de largo plazo, mientras que un 81% presenta
riesgo de efectos no cancerigenos, como manifestaciones dermatologicas y

cardiovasculares debido a la ingesta de agua contaminada.
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e La informacidn obtenida de la encuesta revela que la mayoria de los participantes
consumen mas de 2 litros de agua al dia, ya sea en forma directa o en infusiones
(mate, té, café), lo que incrementa considerablemente la exposicion al arsénico. El
tiempo de residencia prolongado en la zona (mediana de 34 afios) y el uso continuo
del agua subterranea refuerzan el potencial impacto de la exposicion crénica a este
contaminante.

e Los resultados obtenidos del analisis de las especies toxicolégicamente relevantes de
arsenico en orina muestran que la mayoria de los participantes presentan niveles
significativos en orina y la correlacion positiva observada entre el arsénico en orina
y el indice de exposicion calculado (p = 0,467, p < 0,01) confirma que el agua

subterranea es una fuente relevante de exposicion al arsénico para esta poblacion.

En este capitulo, el estudio realizado en San Antonio pone de manifiesto la necesidad urgente
de implementar estrategias para reducir la exposicion al arsenico a través del agua de
consumo de esta poblacion afectada. En primer lugar, se realiz6 la comunicacion de riesgo,
mediante un conversatorio, donde no solo se invitd a los participantes, sino que ademas la
comunidad entera y algunas de las autoridades locales. Dicho conversatorio fue
coorganizado junto a médicos y estudiantes de la Facultad de Quimica y Medicina. Otras
medidas mas importantes, deberian incluir la provision de fuentes alternativas de agua, la
utilizacion de plantas de abatimiento o la expansion de la cobertura de agua potable
suministrada por OSE a esta zona rural de San Antonio, de modo que sus habitantes puedan

acceder a un suministro de agua aceptable sanitariamente y de calidad.
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Capitulo 7.  Conclusiones y perspectivas a futuro

En este capitulo se sintetizan las conclusiones extraidas de cada uno de los capitulos
anteriores, considerando estas reflexiones como resultados del trabajo de investigacion y
como base para trabajos venideros, asi como las perspectivas a futuro. Se ha considerado
importante establecer las fortalezas y debilidades de estos estudios, pero, sobre todo, destacar
el aporte al pais de los primeros antecedentes de estudios que se presentan el abordaje de

esta Tesis.

La combinacion de los estudios presentados y ligados entre si sientan las bases para continuar
investigando esta problematica ambiental en Uruguay y que no ha sido considerada como

una prioridad de la Salud Publica hasta el momento

7.1. Conclusiones

De las conclusiones parciales establecidas en cada capitulo podemos destacar globalmente

que los objetivos generales propuestos originalmente, fueron completamente logrados.

En el estudio del Capitulo 3, se obtuvieron metodologias validadas y disponibles para otros
estudios ya que son capaces de determinar arsenico total y sus especies en agua, y verificar
si los niveles cumplen con el valor de la OMS. También se obtuvo una la metodologia de
determinacidn de arsénico en orina que es apta para realizar el biomonitoreo por exposicion

al contaminante en estudio.

Las metodologias, ademas de ser (tiles para el trabajo de estas Tesis podran ser utilizadas

en otras investigaciones y para servicios de asesoramientos a terceros

Con respecto al segundo objetivo propuesto y haciendo referencia al Capitulo 4, se pudo
determinar el nivel de arsénico en aguas subterraneas de diferentes localidades del pais,

observandose que el 70 % de las muestras analizadas superan el valor guia de la OMS.
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Ademas, en las muestras de agua estudiadas en distintas zonas del pais, se identifico la
especie de arsenico predominante. Conocer las especies presentes en las muestras de agua
permite caracterizar las aguas subterraneas en funcion de su toxicidad y al mismo tiempo de
esta caracterizacion toxicoldgica, es fundamental identificar las especies de arsénico para

implementar procesos de remediacion eficaces.

A partir de los datos recopilados sobre la concentracion de arsénico en el agua subterranea,
se logré realizar una caracterizacién de los riesgos para las personas que pudieran consumir
esta agua para cumplir con nuestro tercer objetivo. A pesar de que los niveles de arsénico en
el agua subterranea no superan ampliamente la normativa nacional UNIT 833:2008, se pudo
estimar que, si la personas consumen el agua subterrdnea por largos periodos de tiempo
presentan riesgos a la salud asociados a la exposicion al arsénico. Estos riesgos incluyen

efectos cancerigenos y/o problemas dermatologicos.

Los resultados de la evaluacion de riesgos por exposicién al arsénico a través del consumo
de agua subterrdnea contamianda mostraron que los niveles encontrados de arsénico en
general no son aceptables para las poblaciones que lo consumen tanto para riesgos

cancerl’genos como no cancerl’genos.

Como conclusion del altimo objetivo planteado, el estudio en la zona rural de San Antonio,
Canelones, ha permitido caracterizar y evaluar los niveles de exposicion al arsénico en la
poblacion a través del consumo de agua de pozos privados. A partir de los anélisis fisico-
quimicos y la especiacion analitica de las muestras de agua, asi como de las determinaciones
de arsénico en orina de los participantes, se mostro que ninguna de las aguas estudiadas es

aceptable frente a los niveles de arsénico presente.

Los resultados obtenidos del analisis de las especies de arsénico toxicoldgicamente
relevantes en orina indican que la mayoria de los participantes presentan exposicion al
mismo y su correlacién moderada con los niveles de arsénico en agua dan indicio de que

ésta es la principal fuente de exposicion.
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El estudio realizado en San Antonio pone de manifiesto la necesidad urgente de implementar
estrategias para reducir la exposicion al arsénico a través del agua de consumo de esta

poblacion.

La primera estrategia que esta a nuestro alcance es realizar la Comunicacion de Riesgos y

poner en conocimiento a las autoridades de la problemética encontrada.

Con las conclusiones antes expuestas, es necesario monitorear de manera continua la calidad
del agua subterranea con el fin de garantizar un agua de condiciones sanitarias aceptables a

la comunidad que la consume.

7.2. Fortalezas y debilidades

Como principal fortaleza, es fundamental destacar la importancia de los trabajos en
colaboracion multidisciplinaria. La cooperacion entre disciplinas, académicas y no
académicas, no solo enriquecio el proceso de investigacion, sino que ademas potencio la
capacidad de respuesta ante los desafios planteados. Esta sinergia permitié abordar
problemas complejos desde diversas perspectivas, fomentando soluciones més efectivas y

sostenibles.

La participacion desinteresada y voluntaria de la comunidad en los estudios realizados es
otra gran fortaleza. Por otra parte, el interés de profesionales de la salud en las regiones

estudiadas puede enmarcarse en futuras investigaciones.

La principal debilida ha sido la falta de apoyo interinstitucional para avanzar en mas areas
del conocimiento y promover acciones y soluciones al problema ambiental investigado.
Asimismo, se constatd la carencia de registro de datos armonizados a nivel estatal y la
incongruencia de relevamiento de datos de pozos. No obstante, el trabajo se pudo realizar in
situ gracias a la cooperacion de las organizaciones locales o referentes de la comunidad

mencionados en las fortalezas.
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7.3. Perspectivas a futuro

El trabajo realizado en esta tesis en San Antonio fue con un nimero de muestras pequefios,
47 participantes. Tomando como base este trabajo se propone realizar un estudio
poblacional, con un niUmero mayor de participantes con el fin de aumentar el peso estadistico.
El mismo se realizara en colaboracion con profesionales médicos y epidemiologos, quienes
llevaran a cabo anamnesis y evaluaciones clinicas de los participantes. Ya se han establecido
contactos con medicos en San Antonio, lo cual permitird un analisis més profundo de la
exposicién al arsénico en esta region con una evaluacion integral de la salud de las personas

involucradas.

Se plantea, asimismo, ampliar el estudio a otras localidades, incluyendo aquellas ya
investigadas en esta Tesis, para monitorear cOmo varian los niveles de arsénico en funcién

del tiempo y factores climaticos.

Otra propuesta es la de desarrollar una nueva metodologia analitica para identificar y
cuantificar las especies de manera individual en la orina con el fin de evaluar el grado de
metilacion del arsénico inorganico realizando un acople entre una columna de intercambio

anionico y un espectrofotometro de fluorescencia atomica.

La especiacion de arsénico en orina permite identificar y cuantificar individualmente las
especies de arsénico presentes (As(l11), As(V), MMA, DMA) lo cual permite evaluar como
ocurre la metabolizacion de este toxico en cada organismo. Esto se conoce como el perfil de

metilacion y seria interesante poder trabajar en este aspecto a futuro.

Dado que la Facultad de Quimica ya posee un Espectrometro de Fluorescencia Atémica
PERSEE modelo PF-7, recientemente adquirido, seria muy interesante utilizar esta técnica
analitica acoplada a la bomba de HPL.C usada en esta Tesis. De esta forma, se podria realizar
la separacidn de las especies de arsénico mediante HPLC y acoplar la salida de la bomba con
la entrada de equipo de fluorescencia atdbmica con generacion de hidruros. La fluorescencia
atdbmica tiene como gran ventaja lograr generalmente menores limites de deteccion y
cuantificacion. Poder separar y cuantificar individualmente cada especie es fundamental para

entender los procesos de metilacion del arsénico inorganico que se dan previo a su excrecion
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en orina. Esta informacion es especialmente relevante en el contexto uruguayo, donde el
monitoreo de especies individuales permitira evaluar como nuestra poblacion metaboliza el
arsénico, lo cual varia en funcion del perfil de metilacion de cada individuo. Existen trabajos
internacionales que sugieren que los individuos con una mayor capacidad de metilacién
podrian estar menos propensos a los efectos toxicos del arsénico (Spratlen, 2017), pero este
perfil de "metiladores” no ha sido estudiado en la poblacion de Uruguay, dejando una

oportunidad para esta investigacion.

Con esta Tesis pudimos mostrar la amplia variedad de capacidades, enfoques y desafios
actuales que se requieren para la investigacion sobre el arsénico en Uruguay y que, a nivel
global, es necesario continuar estudiando los efectos del impacto del arsénico a bajos niveles,
en la salud publica, asi como el estudio de la susceptibilidad individual y mejores tecnologias

estratégicas de remediacion accesibles
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Apéndice 1. Protocolo de toma de muestras de agua subterranea de

consumo para analisis de especies de arsénico inorganico.

El objetivo del muestreo es recoger una muestra de agua, representativa para el analisis, de
forma que el resultado obtenido proporcione un diagnostico real del universo investigado
(Litter, Farias, & Armienta, 2009).

Reactivos, Materiales y Equipos:

- Envases de polietileno con un volumen mayor o igual 50 mL limpios y con buen cierre.
- Elementos para rotulacion

- Planilla de registros

- Vaso de Bohemia

- Medidor multiparametro

- GPS

Procesos préacticos

En el laboratorio

e Lavar los envases con agua tipo 111 (RO).

e Enjuagar tres veces con agua ultrapura.

En campo

e Rotular los envases.

e Enjuagar tres veces el envase con la fuente de agua que se va a muestrear, desechando
el agua de enjuague. Si no se pudo lavar previamente en el laboratorio, enjuagar el
envase mas veces con el agua a muestrear y anotarlo en la planilla.

e Recoger la muestra sin dejar camara de aire.
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e Cerrar el envase asegurando su cierre hermético.
e Tomar una muestra en el vaso de bohemia enjuagado previamente con agua de pozo
para utilizar el medidor multiparametro.

e Tomar las coordenadas del pozo y tomar foto o anotaciones de relevancia respecto a
las condiciones circundantes (limpieza del terreno, condiciones del pozo, etc).

e Anotar toda la informacién pertinente en la planilla de registros. Si se tienen valores
de otros parametros medidos en campo anotarlos en la planilla (pH, conductividad,
etc).

e Almacenar en conservadora con geles refrigerantes.

e Guardar en heladera y llevar al laboratorio lo antes posible.

Precauciones a tener en cuenta.

Agua de red

Para la toma de una muestra de agua de red se abrira la canilla y se dejara que el agua corra

el tiempo suficiente para purgar la cafieria. (Minimo 2 L de agua).

Aqua de Perforaciones o Pozos

La muestra se debe tomar de la cafieria inmediata al pozo y es conveniente que, antes de
proceder a la toma de la muestra, la impulsion se mantenga en marcha el tiempo suficiente

(Minimo 5 min) que contemple la profundidad del pozo.
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Muestra

Fecha de toma de

muestra

Lugar de toma de

muestra

Origen de la muestra
(Pozo, grifo, cafieria)

Parametros medidos

en campo

Observaciones

(ej si es filtrada)
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Apéndice 2.  Encuesta orientada poblacion proyecto Colonia

Encuesta breve para San Pedro

Participante N*:

Pozo al que se asocia

Datos personales

Apellido:

Nombre:

Sexo:

Fecha de Nacimiento:

¢Desde cuando vive aqui?

Peso corporal:

Alimentacion

¢Qué tipo de agua bebe? Pozo OSE Embotellada
Si usa el pozo para beber, ¢desde cuando lo

consume?

¢Cudnta agua bebe por dia sin tener en cuenta

mate, té o café?

Si el agua es embotellada équé marca utiliza?

¢{Toma mate? Si ‘ No

¢Qué tipo de agua utiliza para preparar mate? | Pozo ‘ OSE ‘ Embotellada
¢Cuanta mate bebe por dia?

éToma Té y/o café? Si \ No

¢Qué tipo de agua utiliza para preparar

te o café? Pozo OSE Embotellada

¢Cudnta té y café bebe por dia?
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¢Qué tipo de agua utiliza para cocinar?

Pozo

OSE

Embotellada

Si usa el pozo para cocinar, {desde
cuando lo usa?

Otros

‘ ¢ Utiliza filtros para el consumo de agua? | Si

No
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Apéndice 3.  Plan de muestreo para el Proyecto en San Antonio

A continuacion, se presenta el plan de muestreo escrito previo a la realizacion del estudio

poblacional.
Plan de muestreo

Se realizara un muestreo por conglomerados aleatorio, donde cada muestra y sus suplentes
fueron elegidas al azar. Las mismas estan detalladas segun el documento interno Excel
llamado “Muestreo MG”.

Referencias
79
e Prioridades de muestreo
$372 E: %
n - R, P ;
i 70
9 ~d
12121 © £ o 3
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56 98
S48 0243 43 > / 2ok
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3079 é38 4 /
: 8932 169 /
165
49059 g4 21
48156 f
& &8 e 159
3791 146 &5t
%2917 7393 454

39623 53043
150
150

Casas posibles de ser muestreadas

Se define que por cada pozo que se va a muestrear se debera obtener al menos una orina, si
no hay voluntarios para dar la muestra de orina se pasa al pozo suplente (ver lista en Excel-
Muestreo MG).

Por cada pozo se obtienen tantas muestras de orina como voluntarios mayores de edad estén

interesados.
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En caso de que el lugar elegido para muestras presente agua de OSE se toma la muestra, se
toman las muestras de orinas correspondientes y también se va a tomar su suplente. (Se busca
tener 30 muestras de pozo, pero no se desechan muestras de OSE que puedan servir como
control) De la misma manera se actuara si hay pozos, pero las aguas no son usadas para

tomar, o si la persona consume agua que no es de pozo para tomar.

Cuando ninguno de los 3 lugares seleccionados pueda ser muestreado se elegira otro lugar

dentro del mismo conglomerado.

Si dentro del conglomerado no hay lugares para muestrear, se elegird un pozo de otro

conglomerado pero que sea el mas cercano geograficamente.

Las muestras de agua seran tomadas y refrigeradas, segun: “Protocolo de toma de muestras
de agua subterranea de consumo para analisis de especies de arsénico inorganico” Apéndice
1.

En el lugar:

e Se comunicara a los participantes en qué consiste la investigacion y se entregara
una hoja informativa
e Se informara que para participar del estudio debera firmar un consentimiento
informado. En caso de no firmarlo no podré ser participe de la investigacion
e Se medird con un medidor de campo
o pH
o Potencial Redox (ORP)
o Conductividad
o Salinidad
o Solidos totales disueltos
o Temperatura
e Setomaran las coordenadas del lugar.
Todas los datos seran anotadas en la planilla de muestreo — Proyecto San Antonio
e Se realizara una encuesta orientada (Apéndice 8 - Encuesta Orientada estudio

poblacional)
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Para el laboratorio:

e Se tomardn muestras en 4-tubos Falcon
o Canilla de la cocina (donde la gente saca el agua para beber)

1. Canilla (para As total y sus especies) tubo A
2. Canilla (respaldo) tubo B

o Directo del pozo

1. Pozo (analisis de As total y sus especies) tubo C

2. Pozo (analisis de cloruro, fluoruro, sulfato y nitrato) tubo D

Si no hay canilla directa del pozo se utilizara solo 3 tubos Falcon idénticos de la canilla de

la cocina.

Si no hay canilla de la cocina se utilizara solo 3 tubos Falcon idénticos directo de la canilla

del pozo

e 1-Botella de 250 mL con acido nitrico 0,3 % "/y de la canilla del pozo. Si no hay
canilla en el pozo se sacara de la canilla de la cocina.
o Para determinacién de elementos mayoritarios (Na, Ca, K, Mg, Mn)
frasco F

e 1 frasco de orina por adulto participante

La orina se tomara (ver protocolo de Apéndice 4) el dia que se tome la muestra de agua y se
realizara la medida de creatinina para decidir si es una muestra apta o no. Si los valores de
creatinina estan fuera de rango 0,3 — 3,0 g L™ la muestra no se considera apropiada para el

biomonitoreo.
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Apéndice 4. Toma de muestra para la determinacion de especies

toxicologicamente relevantes en orina

El presente apéndice describe las especificaciones para la toma de muestra de orina para la

determinacidn de las especies toxicolégicamente relevantes.

Toma de muestra:

La persona debe tener por lo menos 2 horas de no miccion antes de la toma de
muestra.

Se debe utilizar en frasco de primer uso (los comunes utilizados para andlisis
clinicos)

A los efectos de evitar la contaminacion de la muestra, se recomienda el lavado de
manos con agua Yy jabon, no tocar el frasco ni la tapa en su interior y descartar la
primera fraccion de orina. Tomar un minimo de 25 mL de orina

No se adiciona conservadores a las muestras y ademas se realizara la determinacion
de concentracion de creatinina urinaria entre 0,3y 3,0 g “* como criterio de inclusion
de la muestra (ACGIH, 2024).

Acondicionamiento de la muestra:

Las muestras deben ser perfectamente rotuladas en forma indeleble.
Las muestras deben ser refrigeradas y mantenidas en esas condiciones para su
traslado (en conservadora y con geles).

En el laboratorio se almacenan a -5 °C.

“Encontrar una cantidad medible de arsénico en la orina no implica que el nivel de

arsenico cause un efecto adverso para la salud. Los estudios de biomonitoreo del arsénico

urinario pueden proporcionar a los medicos y funcionarios de salud publica valores de

referencia para que puedan determinar si las personas han estado expuestas a niveles mas

altos de arsénico que los encontrados en la poblacién general. Los datos de biomonitoreo

también pueden ayudar a los cientificos a planificar y realizar investigaciones sobre la

exposicion y los efectos en la salud” (CDC, 2019).
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Apéndice 5.
Antonio

Planilla de muestreo

Planilla de muestreo para recoger datos Proyecto San

— Proyecto San Antonio

Fecha:

N° Pozo

Muestras

A

Orina

N° Participante

o8]

|0

Multiparametros

pH

TDS(ppt)

Ev (mV)

Salinidad (ppt/%)

Conductividad (mS)

Temperatura (°C)

Resistividad (mQ)

Observaciones:
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Técnicos:

ORP: Potencial de 6xido-reduccién

TDS: Sélidos disueltos totales
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Apéndice 6. Hoja informativa

(LI T (T ]
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HOJA INFORMATIVA

El arsénico es un elemento que esta ampliamente difundido en el ambiente, la
exposicion al arsénico se considera un serio problema de salud pablica en muchos
paises del mundo, dado que puede producir efectos adversos en la salud humana a
bajos niveles de exposician.

Se conoce que existen efectos cancerigenos y lesiones en la piel en poblaciones de
muchos paises del planeta expuestas al arsénico en el agua subterrinea utilizada para
consumo doméstico.

Este trabajo se enmarca en el proyecto de tesis de doctorado de la estudiante Paulina
Pizzorno que en el avance de la investigacion ha desarrollado tecnologias analiticas
viables en el pais para evaluar y controlar la exposicidon a las especies tdxicas del
arsénico en poblaciones vulnerables.

En esta investigacion se plantea profundizar en el conocimiento sobre el riesgo de
exposicion cronica al arsénico a través del agua de consumao, siendo esta la principal
fuente de exposicion ambiental al arsénico.

Los niveles de arsénico en el agua se podrian correlacionar con los niveles de arsénico
en orina. De esta manera se realizara la evaluacion del riesgo de exposicién al mismo

a través del agua de consumo.

Los resultados finales del proyecto serdn presentados a la comunidad al finalizar la
investigacion.

“N\C
QI \ A
-\

PEDECIBA
MEC-UDELAR

230



Apéndice 7. Consentimiento informado

Participante N°:

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Lugar:

Fecha:

Yo, Sr/Sra Cl

Doy mi pleno consentimiento, de manera libre, para participar en el proyecto de
investigacion “Evaluacion de riesgos a la salud por exposicion al arsénico a través del agua”,
a cargo de la estudiante de posgrado Paulina Pizzorno habiendo sido informado/a de los

alcances del mismao.

He sido invitado/a participar y se me realizard una encuesta por parte de integrantes del

equipo investigador.

He comprendido que la investigacion es una contribucion para conocer y generar el
conocimiento sobre los niveles de este toxico ambiental, y entiendo que los datos seran
tratados en forma estadistica, por lo que se mantendra mi identidad en forma confidencial.
Asimismo, que serd un importante aporte a la ciencia y a la mejora de las condiciones de

salud ambiental en Uruguay.

Estoy de acuerdo en que se tomen registros de los datos para ser utilizados en dicha
investigacion y en suministrar muestras orina y agua de consumo por una unica vez, para
que se realicen los estudios de laboratorio. Las muestras van a quedar van a quedar bajo

responsabilidad del equipo de investigacion.

231



Doy mi permiso para que los registros sean utilizados por el equipo de investigacion para
generar publicaciones y recomendaciones especificas de salud, entendiendo que la

informacion que pudiera identificarme sera utilizada en forma confidencial.
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacién sobre el

mismo.

Comprendo que mi participacion es voluntaria y gratuita, y presto libremente mi

conformidad para participar en el estudio.

Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier fase del procedimiento y las muestras

seran destruidas al firmar el desistimiento.

Nombre y Apellidos (participante):

Firma del participante:

Confirmo que he explicado al participante el caracter y el propésito del proyecto de

investigacion.

Entrega muestra de Orina Si | No

Entrega muestra de agua Si | No

Firma del investigador:
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Deseo desistir de la investigacion

Fecha

Firma del participante:
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Apéndice 8. Encuesta Orientada estudio poblacional

Encuesta

Participante N°:

Datos personales

Apellido:

Nombre:

Sexo:

Fecha de Nacimiento:

Cl:

Domicilio:

Departamento:

¢Desde cuando vive aqui?

Correo:

Teléfono:

Ocupacion:

Peso corporal:

Donde usted vive

¢Hay fabricas o establecimiento

industrial-agricola proximo?

Si

No

¢Cual es?

Alimentacién

¢ Come Pescado?

Si

No
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¢Con qué frecuencia semanal?

¢Consumio pescado en la Gltima semana? | Si No

¢ Come Mariscos? Si No

¢con qué frecuencia semanal?

¢Consumio pescado en la Gltima semana?  Si No

¢ Come Carnes rojas? Si No

¢Con queé frecuencia semanal?

¢ Come Aves (pollo)? Si No

¢Con qué frecuencia semanal?

Cereales Si No

¢Cual es el principal cereal? Arroz,

Polenta, otro

¢Con qué frecuencia semanal?

¢ Qué tipo de agua bebe? Pozo OSE Embotellada
¢Cuanta agua bebe por dia? En litros

Si es agua es embotellada ;qué marca

utiliza?

¢Que tipo de agua utiliza para cocinar? | Pozo OSE Embotellada
¢Utiliza filtros para el consumo Si No

alimentario?
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Consumo Infusiones (Te, café mate)

¢ Toma mate? Si No
¢ QuEé tipo de agua utiliza para preparar | Pozo OSE Embotellada
mate?

¢Cuanta mate bebe por dia? En litros

¢ Toma Té y/o café? Si No

¢ Qué tipo de agua utiliza para preparar

te o café? Pozo OSE Embotellada

¢Cuanta té y café bebe por dia? En

litros

Si utiliza agua de pozo responda las siguientes preguntas

Caracteristicas del pozo donde se consume el agua

¢ Qué tipo de pozo es? Brocal/semisurgente/otro

¢Qué profundidad tiene?

¢En qué afo fue construido?

¢Desde cuando se utiliza el agua

de este pozo?

¢;ademas del uso doméstico en

gue mas lo usa? Riego Agricultura Ganaderia

Ubicacion (coordenadas)

Pozo nimero

¢ Cémo calefacciona su casa?

Lefa Si No
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Eléctrica

Si

No

Kerosene / supergas

Si

No

Otros

Si

No

Habitos

Tabaco

Fumador

Si

No

Ex fumador (mas de 1 afio)

Si

No

Si es fumador

¢ Cuéantos afios hace que fuma?

¢ Cuantos cigarrillos por dia?

¢Fuma en el hogar?

Si es ex-fumador (mas de 1 afio)

¢ Cuantos afios hace que dejo?

¢ Cuéntos cigarrillos por dia fumaba?

¢Durante cuantos afios fumo?

Consumo de alcohol

¢ Consume bebidas alcohdlicas durante las

comidas o en su tiempo libre?

Si

No

Todos los dias|Fin de semana

Algunas

¢Con que frecuencia? ocasiones
¢ Qué tipo de bebidas son las més frecuentes? Vino Cerveza |Whisky [Otras
Otros Si No
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Salud

¢Padece alguna enfermedad como problemas
en la piel, diabetes, cancer o problemas Si No

cardiovasculares?
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Background

Arsenic, which is highly toxic to humans in its inorganic form, poses a health concern due to occupational exposure to or from
natural sources such as contaminated groundwater [1,2]. Therefore, monitoring arsenic exposure from both occupational and natural
sources is essential to safeguard public health [3].

Urinary levels of inorganic arsenic and its metabolites, monomethylarsonic acid (MMA) and dimethylarsinic acid (DMA) is widely
regarded as the most reliable biomarker of recent exposure, given that the primary route of excretion for inorganic arsenic is through
urine [4]. Inorganic arsenic, upon entering the human body through skin contact, inhalation, or ingestion, undergoes methylation
reactions that produce MMA and DMA. Subsequently, a mixture containing approximately 10 %-30 % unchanged inorganic arsenic
(iAs), 10 %-20 % MMA, and 60 %-70 % DMA is excreted in urine [5,6]. Arsenobetaine, sourced from the diet, particularly from
fish and shellfish consumption, has low toxicity and is rapidly absorbed and excreted intact by humans, primarily through urine [5].
However, it is important to note that arsenobetaine does not originate from exposure to inorganic arsenic [4].

Therefore, to assess exposure to iAs, the sum of arsenate, arsenite, DMA, and MMA species in urine is relevant to determine, as
recommended, for example, by The American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) [7]. Arsenobetaine, which
originates from the diet, is not quantified because it would result in an overestimation of inorganic arsenic exposure. The sum of
arsenate, arsenite, DMA, and MMA species in urine can indeed be referred to as “toxicologically relevant arsenic species”. This term
encompasses the primary forms of arsenic that are typically measured in urine to assess exposure and the potential health risks
associated with arsenic exposure. By quantifying these specific arsenic species, researchers and health professionals can gain valuable
insights into the extent of arsenic exposure and its potential health implications.

Workers in various industries, including agricultural, glass manufacturing, construction, mining, recycling of electronic waste,
nonferrous smelting, and woodworkers in countries where CCA (cromated copper arsenate) plants are still active, are at risk of
arsenic exposure due to its use in paints, wood preservatives, agricultural chemicals, and glass manufacturing. This underscores the
importance of organizations like ACGIH developing Biological Exposure Indices (BEIs®) as guidance values for assessing biological
monitoring results. The BEI® generally indicates a concentration below which nearly all workers should not experience adverse
health effects. ACGIH has developed a BEI® of 35 pg/L for inorganic arsenic and methylated-arsenic metabolites in urine [7]. Thus,
having sensitive, precise, and validated techniques to quantify the abovementioned species of arsenic in urine is critical for monitoring
occupational arsenic exposure.

Inorganic arsenic and methylated-arsenic metabolites analysis in urine (As-U) can be performed using a variety of analytical
methods [8]. Combining chromatographic separation for each species with spectrometric detection methods is one common strategy.
High-performance liquid chromatography (HPLC) separation combined with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
is the most used technique for speciating arsenic (including arsenobetaine, arsenosugars, among others). This is commonly named
as the gold technique due to of its excellent separation capabilities, low detection limits, high selectivity, and low matrix interference.
Although all these factors make it extremely successful, ICP-MS may not be as widely accessible for regular toxicological investigations
in developing countries due to its high costs of operation.

Method details

We propose a simple alternative method using atomic emission spectroscopy with microwave-induced plasma (MP-AES). This
technique allows the coupling of a chamber for hydride generation (HG-MP-AES). This atomic technique uses nitrogen -instead of
argon- from a generator powered by compressed air to sustain the plasma. Additionally, and of notable importance, the instrument’s
investment and maintenance costs are significantly lower than those of any other atomic technique, and it operates without the need
for flammable gases in the laboratory [9].

The proposed method for quantifying As-U involves urine sample preparation through a pre reduction step with l-cysteine. This
method is based on the reaction of arsenic species with l-cysteine in an acidic medium, producing thio-derivatives that generate
arsines at similar rates. This allows the accurate quantification of the total amount of the four toxicologically relevant species
(iAs + MMA + DMA) [10,11]. Arsenobetaine, which canlead to an overestimation of iAs exposure as explained before, is not quantified
since it does not form hydrides [12,13].
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Table 1

Instrument parameters and operating conditions for arsenic deter-
mination using an Agilent 4210 microwave-induced plasma atomic
emission spectrometer (MP-AES) system coupled to a Multimode
Sample Introduction System (MSIS).

Parameter Operative condition
As wavelength 188.979 nm
Nitrogen gas source Agilent 4107 Nitrogen generator
Nitrogen flow rate 0.55 L/min
Microwave frequency 2450 MHz

Applied plasma power 1.0 Kw

Sample introduction system Agilent MSIS
Sample pump tubing Black/Black
Reductant tubing Black /Black

MSIS waste tubing Black /White
Background correction Auto

Read Time 10s

Replicates 3

Pump Speed 30 rpm

Uptake time 0

Stabilization time 10s

Fast pump during sample uptake  Off

Nebulizer flow 0.95 L/min
Viewing position 30

Calibration fit Linear

Chemicals and materials

The glassware was soaked overnight in 10 % (v/v) nitric acid (HNO;) (65% w/w, reagent A.C.S., Merck, Darmstadt, Germany) and
rinsed with purified water. The purified water was obtained from a Millipore™ Direct Q3 UV water purification system (Millipore,
Bedford, MA, USA) (ASTM type I, 18.2 MQ.cm resistivity). Reagents of analytical grade or higher quality were used. Arsenic stock
standard solution (1000 mg L™}, traceable to SRM from NIST, H; AsO, in HNO; 0.5 mol L~!) was obtained from Sigma Aldrich (Darm-
stadt, German) and diluted as necessary to obtain calibrators and quality control samples (QC). A 2000 ug L™! arsenic intermediate
standard was prepared daily by proper dilution with purified water. The stock solutions of As(III) (As(III)-oxide Sigma-Aldrich), MMA
(> 97.5 %, Chem Service), and DMA (cacodylic acid >99 %, Sigma-Aldrich) were prepared monthly and kept refrigerated at 4 "C.
All arsenic (species) solutions were stable under these conditions when tested after one month. The As(III) stock standard solution
1000 mg L-! was prepared by dissolving an appropriate amount of As(I)-oxide in 5 mL of sodium hydroxide 2 M, neutralized with
HCl 2 M and diluting with purified water. DMA and MMA stock standard solutions 1000 mg L~! were prepared by dissolving an
appropriate amount in purified water. An aliquot of those solutions was diluted with water to give the appropriate concentrations
of working standard solutions. l-cysteine (>97 %) and sodium tetrahydroborate (NaBH,, 99 %) were obtained from Sigma Aldrich
(Darmstadt, Germany). Aqueous solutions of l-cysteine 2 % (w/v) in hydrochloric acid solution (HCI) solution 2 % (w/v) were pre-
pared fresh daily. NaBH, 2 % (w/v) in 0.5 % (w/v) sodium hydroxide solution was prepared prior to use. The HCI solution (0.1 mol
L~1) was prepared by diluting appropriate volumes of concentrated HCl (37 % (w/w), reagent A.C.S, J.T. Baker, Mexico City, Mexico)
in purified water.

Instrument

Analytical determinations were performed using an Agilent 4210 microwave-induced plasma atomic emission spectrometer
equipped with a standard torch and a Multimode Sample Introduction System (MSIS) for hydride generation (Agilent). Nitrogen
was generated with an Agilent 4107 Nitrogen generator (Agilent, Santa Clara, CA, USA), using an air compressor (Diirr Technik,
Bietigheim-Bissingen, Germany). The Instrument parameters and operating conditions are shown in Table 1. The operating parame-
ters, such as viewing position and nebulizer flow, were automatically optimized for As with the calibration standard of the maximum
concentration by the MP Expert software™ (Agilent) on a daily routine analysis.

Sampling and sample preparation

Samples were collected after at least 2 h of retention in urine cups. For workplace monitoring, they were collected with the same
retention time at the workplace at the end of a workweek, following the ACGIH guidelines [7].

The specimens were first frozen (<—10 °C) and stored in a portable cooler for delivery to the laboratory. They were analyzed using
the proposed procedure by (HG-MP-AES) within 15 days.
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Table 2
Pre-reduction time and obtained slope values of As(V) calibration
curve in MFU with relative standard deviation (RSD).

Pre-reduction time (min) Slope media (Intensity L / pg) + RSD%

(n=3)
15 11.5+3.1
30 181+4.3
60 19.4+ 3.8
90 18.7 £ 5.0
Peristaltic pump Hydride
~ gas
Reductant || y '
NaBH; 2.0 % ™/, ook | e - _ 1
NaCH 0.5 % ™/, 1 5 y
MSIS
Sample 1 Multimode
+HCl ce l Camera
To waste Nebulizer gas flow N,

Fig. 1. Flow introduction system and MSIS chamber scheme. Adapted from: MSIS - © Agilent Technologies, Inc [16].

Procedure

Pre-reduction step

A mixture of fresh urine (MFU) prepared by combining at least three urine samples obtained from healthy volunteers non-
occupationally exposed to As was used to prepare the calibration solutions and the Quality Control (QC) samples. This mixture
was stirred for 2 min to homogenize, centrifuged for 15 min at 28,000 g, and left to stand at room temperature for 30 min.

The As(V) calibration levels were 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, and 200 pg L™'. QC samples were prepared in three levels (10,
35, and 100 ug L™1). Calibrators and QC samples were prepared by transferring 4.00 mL of the MFU into a 10 mL polypropylene
tube and adding an appropriate volume of 2000 pg L™ As (V) intermediate standard, and then, adding 2 % 1-Cysteine solution to
a final volume of 8.00 mL. Blanks were prepared by mixing 4.00 mL of the MFU and 4.00 mL of aqueous solutions of 1-cysteine.
Quantification was performed using matrix-matched calibration, due to the observed significant difference in slope between arsenic
(V) standard curves in urine and water [14].

Samples from individuals were processed as follows: Initially, they were stirred for 2 min to homogenize, then centrifuged for
15 min at 28,000 g, and subsequently left at room temperature for 30 to stand at room temperature for 30 min. For further analysis,
4.0 mL of the sample were added to 4.0 mL of l-cysteine solution.

L-Cysteine solution was added simultaneously to calibrators, QC samples and study samples, a critical step of this method. After
mixing all tubes by inverting them between 8 and 10 times, they were left to stand at room temperature for 30 min.

The pre-reduction time was determined using the concentrations of reagents previously mentioned by measuring three calibration
curves of As(V) prepared in MFU at 0, 50,100,150 pug L™}, after 15, 30, 60 and 90 min at room temperature. The average slopes of the
calibration curves obtained at different times were evaluated. According to Table 2, the slope reached its maximum value at 30 min
and remained stable for at least 90 min, indicating that the pre-reduction step requires a minimum resting period of 30 min at room
temperature, and the signals are stable for at least 90 min. Subsequently, stability studies were conducted to determine whether this
time period could be extended.

Analytical determination

Hydride generation was carried out with a solution of 2 % NaBH, (w/v) in 0.5 % NaOH (w/v) considering a previous work [15]
and the recommendations provided by the MP-AES manufacturer [16].

Calibrators, QC samples, and samples were introduced one by one via the peristaltic pump into the bottom of the MSIS chamber.
Simultaneously, the reductant was introduced through the top of the MSIS. The sample and reductant converged in a thin film that
forms at the flow convergence point. The volatile hydride species generated by the reactions were separated from the mixture and
carried into the plasma by the nebulizer gas flow (Fig. 1). An aqueous solution of 1 % HCI (v/v) between samples was used to eliminate
carryover effect.
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Table 3
Figures of merit for the method validation of the determination of As metabolites in urine by hydride generation microwave-induced plasma optic
emission spectrometry (HG-MP-AES).

Linear range LOD LOQ Tested concentrations Intra-assay Inter-assay Recovery (%)
(gL (ng L™ (ngL™1) for QC samples precision (%) precision (%)
(ug L)
5.4 - 200 1.8 54 10 (n = 15) 6.2 15 95
35 (n=15) 3.2 6.9 97
100 (n = 15) 1.8 9.0 97
Table 4
Toxicologically relevant arsenic species recovery.
Species Spiked Level (ug L~') Recovery (%) (n=10) CV (%) (n=10)
As(III) 20 103 8.4
As(V) 20 107 4.7
MMA 20 107 5.1
DMA 20 111 1.2
As(IIT)+As(V)+MMA+DMA 20+20+20+20 99 1.8

Method validation

Method validation was performed following the recommendations of the Eurachem Guidelines [17]. Some parameters of the
Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology [18], such as stability, were also incorporated since they are useful
in laboratory routines, particularly when working with biological samples like urine.

The evaluated figures of merit were linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision, accuracy, stability,
and external proficiency testing control samples.

Linearity was calculated with eight calibration levels at concentrations of 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, and 200 pg L™. The
calibration function was evaluated based on an assay with five replicates of each concentration level. Good linearity was observed,
with determination coefficients (R?) greater than 0.999 and individual residuals with random distribution were found.

LOD and LOQ were calculated as 3.3 and 10 times the standard deviation of the measurement blanks (n = 15), respectively. The
LOD value of 1.8 ug L™! was comparable to the LOD obtained by our group in previous studies using HG-AAS [15] (1.5 pg L™!)
and higher than the 1.0 ug L~! reported by other groups using HG-AAS [13] and HG-AFS [19]. The lowest LOD reported for arsenic
determination in urine samples without coupling with HPLC was obtained by HG-ICP-MS (0.006 pg L~') [12]. However, the obtained
values of LOD and LOQ were appropriate for use in As biomonitoring applications, excluding the need of expensive equipment.

Precision and accuracy were determined using three QC samples at concentrations of 10, 35, and 100 pg L™}, at low, medium,
and high levels, respectively. The QC samples showed acceptable recovery values (Table 3), and the values were within the expected
limits (80 %-120 %) [18]. Intra-assay and inter-assay precision were evaluated by analyzing the results from five different runs on the
same day and were required to be <20 % of the coefficient of variation [18]. The intra-assay precision obtained for all the studied
levels presented a variation of 1.8 %-6.2 %. For the inter-assay precision, the mean values ranged from 6.9 % to 15.2 %. These results
were within the expected limits.

According to the Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology guidelines, sample stability was evaluated under
various storage conditions: short-term at room temperature (22 °C); long-term for 15 days at —20 °C; and freeze-thaw stability after
undergoing three cycles of freezing and defrosting within 24 h. The results of these evaluations, utilizing three quality control (QC)
samples at concentrations of 35 and 100 pg L™!, shown relative standard deviation (RSD) percentages ranging between 1.9 % and
6.0 %, and accuracy levels within the range of 91 % to 105 %. These findings align with the acceptability criteria outlined in the
guidelines [18]. Therefore, these storage conditions are appropriate for sample storage.

Moreover, the stability of the samples after the pre-reduction step was evaluated by measuring medium (35 pug L™!) and high
(100 ug L~1) quality control (QC) samples at both the initial and 6-hour time points. Achieving a relative standard deviation (RSD%)
below 10 % and an accuracy of 103 % for 35 ug L™!, and 82 % for 100 ug L™, reflects favorable outcomes. These findings indicate
that samples pre-reduced with l-cysteine can be reliably analyzed within a 6-hour timeframe.

The recovery of As(IlI), As(V), MMA and DMA was studied to verify that the proposed method is suitable for the quantification of
the sum of the four toxicological relevant arsenic species, without overestimating or underestimating any of them. Aliquots of MFU
were fortified with each species separately (20 pg L) and with the four species combined (20 ug L~! of each species in the same
MFU). The recoveries are shown in Table 4, demonstrating good results, ranging between 99 % and 107 % recovery.

The analytical method has been evaluated and certified through periodic participation in the German External Quality Assessment
Scheme (GEQUAS). The results for the 63-64, 66th and 71st GEQUAS rounds [20] were within the target criteria and acceptable
range, and they are shown in Table 5.

The remaining samples from the GEQUAS proficiency test (PT) were also used as reference materials for internal quality control.

5
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Table 5
Results for GEQUAS proficiency test (occupational medical
field, control urine).

GEQUAS round Concentration (pg L™!)

Tolerance range * Result **
63 12.1 -22.3 12.5
64 21.3-375 214
66 27.7- 40.9 344
71 9.8-18.2 11.9

* Tolerance range provided by GEQUAS-PT.
** Results obtained using the proposed method.

Table 6
Results obtained from urine samples of arsenic exposed work-
ers in 2023. The ACGIH limit is 35 pg L~'.

As-U concentration range  Number of samples  Samples%

(ngL™)

< 5.0 49 58
25-<20 23 27
220 - <35 11 13
<35 2

Determination of as in urine samples

Since 2021, this method has been routinely employed for the assessment of health risks for workers exposed to arsenic. Ap-
proximately 100 samples are received annually. In 2023, our laboratory received 85 urine samples from workers at six CCA wood
impregnation plants. The urine samples were stored, treated and analyzed using the sample and procedure described above.

The results (Table 6) show that 98 % of the samples had As-U levels below the recommended limit, 58 % of them being below
the method quantification limit. Only two of the analyzed samples, showed arsenic levels higher than 35 pg L.

When a worker’s test results indicate elevated values, they must be removed from the workplace for at least 15 days, and a new
urine sample must be taken for testing. In this particular case, it was found that upon reanalysis, the values for both workers had
returned to safe ranges.

Conclusion
The proposed analytical method for quantifying the sum of inorganic arsenic and methylated-arsenic metabolites in urine by
HG-MP-AES proved to be useful for evaluating occupational health exposure. Additionally, it can also be utilized for evaluating

environmental arsenic exposure. Its simplicity is remarkable in providing an alternative to expensive standard analytical techniques
for these applications.

Limitations
Not applicable.
Supplementary material and/or additional information [OPTIONAL]

Data will be available in the PhD thesis of the first author on the public repository of the Universidad de la Reptblica:
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Arsenic

Urine

Hydride generation microwave-induced plasma
optic emission spectrometry

This analytical note presents a simple and economic analytical method for quantifying toxicologically relevant
arsenic species in urine—the sum of As (III), As (V), monomethylarsonic acid, and dimethylarsinic acid—by
hydride generation microwave-induced plasma atomic emission spectrometry (HG-MIP-AES).

The accuracy of the method was in the range of 95%-97%; the intra-assay precision was within the range of
1.8%-6.2% expressed as the relative standard deviation, and the interassay precision was within 6.9%-15%. The

limits of detection and quantification were 1.8 and 5.4 pg L™, respectively.

The validated method resulted very helpful to assess the health risk of As exposure through drinking water and
was successfully applied in urine samples collected from wood impregnation plant workers. The methodology
can be postulated as a viable altemative to expensive techniques, such as liquid chromatography (HPLC) in
combination with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), for biomonitoring studies.

1. Introduction

People are exposed to As through different sources, such as
groundwater or contaminated food and industrial processes [1]. The
toxicity of As varies according to its different chemical forms [2]. There
is wide evidence that the inorganic As (iAs) species, arsenate and arse-
nite are the main toxic ones and their methylated forms, mono-
methylarsonic acid (MMA) and dimethylarsinic acid (DMA), have also
shown relatively high toxicity [3] The International Agency for Research
on Cancer (IARC) has classified iAs compounds as carcinogenic to
humans [4]. Oppositely, organic As compounds such as arsenobetaine
and arsenocholine, which are found in seafood, are less harmful to
human health [5].

The presence of As in drinking water and food is a major health issue
that affects millions of people worldwide [6,7]. Furthermore, several
studies showed that the iAs levels in water are higher than those rec-
ommended by the World Health Organization in different Uruguayan
locations [8]. In addition, certain occupations that use As, such as wood

treating, expose workers to iAs [9]. For example, in Uruguay, 20 wood-
impregnation plants mostly still use chromated copper arsenate (CCA) as
a preservative [9,10]. Thus, sensitive, accurate, and validated methods
are required to assess people exposed to high levels of iAs in drinking
water and As exposure for workers' health surveillance.

Inorganic As can enter the human body through dermal absorption,
inhalation, or ingestion, and it is mainly metabolized by methylation
reactions producing the methylated species above mentioned. Urine is
the main route for iAs excretion, which is excreted as a mixture of 10%-—
30% of unchanged iAs, 10%-20% of MMA, and 60%-70% of DMA
[3,11,12]. Arsenobetaine, with low toxicity, is rapidly absorbed and
excreted intact by humans [3,13].

Biological monitoring or biomonitoring of As exposure has been
employed for many purposes throughout generations since Mateu
Orfila's studies on occupational exposure (The Traite des poisons, 1815).
Biomonitoring data are important in As exposure assessments because
they provide evidence of exposure from all sources, routes, and path-
ways through the determination of exposure biomarkers. Traditionally,
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the total concentration of As in urine is used as a biomarker for exposure
assessment [3,13,14]. However, As concentrations in blood, hair, and
nails are other options for the biological monitoring of iAs exposure, but
urinary As is considered the best biomarker of recent exposure [2].

To assess iAs exposure, many studies focused on the determination of
the sum of inorganic related species (arsenate + arsenite + DMA +
MMA) as a measure of the “toxicologically relevant As species.” There-
fore, As from the consumption of certain food such as seafood that may
contain significant concentrations of organic As is avoided [15,16].

Thus, the American Conference of Governmental Industrial Hy-
gienists (ACGIH) established a biological exposure index for urinary iAs
plus metabolites equal to 35 pg L' as a guideline to be used in occu-
pational health surveillance and official regulations to promote safe
working conditions [16]. This is also adopted in other countries.

To meet the ACGIH requirements, it is important to use simple
methods to quantify only the sum of the arsenate, arsenite, DMA, and
MMA species in urine [16].

Currently, different analytical techniques are applied for As specia-
tion analysis. A combination of chromatographic separation techniques
with the spectrometric detection of each specie is a strategy for As
speciation. The most common method for performing As speciation is
high-performance liquid chromatography (HPLC) separation coupled
with inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). It has
been confirmed to be a powerful speciation technique because of its
superiority in effective separation, sensitive analysis, and simple com-
bination regardless of the expensive instruments and complex operation
[17]. To date, HPLC-ICP-MS is the gold standard technology. However,
owing to the high operation cost, the use of ICP- MS may not be available
for routine toxicological analyses in developing countries.

Other strategies are based on the separation and quantification of the
toxicological species using nonchromatographic methods coupled with
inexpensive detection. This is the case for hydride generation (HG),
which is one of the most effective means for building nonchromato-
graphic techniques in As speciation. The use of HG flame atomic ab-
sorption spectrometry (HG-AAS) is also a well-known technique that
requires an inflammable gas such us acetylene [13].

Recently, a low-cost technique, microwave-induced plasma optical
emission spectrometry (MIP-AES) reemerged with several improve-
ments [19,20]. This technique based on the use of N, plasma is less
expensive to use and maintain than ICP- MS. This is mainly because if a
N; generator and conventional air compressor are used, it can run on air
[21], no flammable gases are required, and it possesses multielement
capabilities. The addition of a multimode sample introduction system
(MSIS) accessory assists with the production of hydrides and is useful for
the determination of As species, which are separated from the liquid and
introduced to the plasma, delivering excellent performance and low
limits of detection (LODs), compared with those by conventional
nebulization.

This analytical note presents a validated a method for the determi-
nation of toxicologically relevant As species in urine by HG-MIP-AES. To
the best of our knowledge, the use of this technique for such toxico-
logical applications is a novel and extremely useful bioanalytical
approach for clinical and forensic labs. Validation was performed ac-
cording to the Eurachem guidelines and the Standard Practices for
Method Validation in Forensic Toxicology [22] [23]. This new validated
method was applied to determine As species in urine samples of exposed
workers collected from 2019 to 2021.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

The glassware was soaked overnight in 10% (v/v) nitric acid (HNO3)
(65% w/w, reagent A.C-S., Merck, Darmstadt, Germany) and rinsed with

purified water. The purified water was obtained from a Millipore™
Direct Q3 UV water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA)
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(ASTM type I, 18.2 MQ.cm resistivity). Reagents of analytical grade or
higher quality were used. Arsenic stock standard solution (1000 mgL ",
traceable to SRM from NIST, H3AsO,4 in HNO3 0.5 mol L ') was obtained
from Sigma Aldrich (Darmstadt, German) and diluted as necessary to
obtain calibrators and quality control samples (QC).

L-cysteine (>>97%) and sodium tetrahydroborate (NaBH,, 99%) were
obtained from Sigma Aldrich (Darmstadt, Germany). Aqueous solutions
of L-cysteine 2% (w/v) in hydrochloric acid solution (HC) solution 2%
(w/v) were prepared fresh daily. NaBH4 2% (w/v) in 0.5% (w/v) sodium
hydroxide solution was prepared prior to use. The HCI solution (0.1 mol
L") was prepared by diluting appropriate volumes of concentrated HCl
(37% (w/w), reagent A.C.S, J.T. Baker, Mexico City, Mexico) in purified
water.

2.2. Sample preparation and analysis

The benefits of performing an L-cysteine prereduction prior to the
analysis using HG techniques have been reported [24,25]. Previous
studies reported that when L-cysteine was added to urine samples, As
(1), As (V), MMA, and DMA yielded the same response under the same
optimal acid concentration when the determinations were performed by
HG [25-27]. After this prereduction step, the aforementioned As species
were present in the same oxidation state (As (III)), thereby yielding the
same response by HG with NaBH,4 in acid medium (HCI). The best
sensitivity is expected when the formation of hydrides are from As (III)
than that from As (V).

Notably, arsenobetaine did not form a hydride under this condition,
as previously demonstrated [26,28]. This different chemical reactivity
provides a convenient means to differentiate between more toxic
hydride-forming arsenicals, which might be present in environmental/
biological samples and other essentially nontoxic organoarsenic
compounds.

Thereafter, the proposed method was based on a prereduction step
with L-cysteine in an acid medium to generate tioderivated compounds
from As (II) + As (V) and the methylated species (MMA + DMA) that
form arsines at similar rate of reaction. Thus, the sum of the four toxi-
cologically relevant species was determined (As (1) + As (V) + MMA +
DMA); this is called the “hydride-reactive” fraction [26,29,30]. To
determine the sum of these four species, the HG technique based on their
reduction to arsine (AsH3) with NaBH; in an acid medium (HCl) was
employed [31,32].

The concentrations of L-cysteine, NaBH,, and HCl are critical pa-
rameters that were optimized in previous studies [18].

In this method for the prereduction step, urine samples were diluted
(1:1) with aqueous solutions of L-cysteine [4 mL of the sample were
added to 4 mL of L-cysteine solution].

A mixture of fresh urine (MFU) prepared by combining at least three
urine samples obtained from healthy volunteers nonoccupationally
exposed to As was used to prepare the calibration solutions and the QC
samples (matrix- matched calibration). This mixture was stirred for 2
min to homogenize, and centrifuged for 15 min at 28,000g. Calibrators
and QC solutions were prepared by transferring 4.00 mL of the MFU into
a polypropylene tube and adding an appropriate volume of As (V) in-
termediate standard, followed by the addition of the L-cysteine solution
to a final volume of 8.00 mL, and left to stand at room temperature for
30 min. The toxicologically relevant As species concentrations in urine
were stable at room temperature for 6 h. The calibration levels were 0,
10, 25, 50, 75, 100, 150, and 200 pg L', and the QC samples were
prepared in three levels (10, 35, and 100 pg L™1).

The reducing agent for HG was NaBH4 2% (w/v) in NaOH 0.5% (w/
v).

2.3. Instrumentation

Analytical determinations were performed at 193.695 nm using an
Agilent 4210 microwave-induced plasma atomic emission spectrometer
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equipped with a standard torch and MSIS for HG (Agilent). The MIP-AES
operating conditions were a N flow rate of 0.55 L min ', and read time
10 s. The operating parameters such as viewing position and nebulizer
pressure were automatically optimized for As with the calibration
standard of the maximum concentration by the MP Expert software
(Agilent). The uptae rates were 0.5 mLmin " for the sample and for the
reductant.

All measurements were made in triplicate and blanks were also run
(MFU 1:1 in aqueoussolutions of L-cysteine). An aqueous solution of HCl
1% (v/v) was used to avoid carryover.

2.4. Method validation

Method validation was conducted according to the Eurachem
Guidelines [23] and the Standard Practices for Method Validation in
Forensic Toxicology [22] and included the evaluation of matrix effects,
linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), preci-
sion, bias, stability, and external proficiency testing control samples.

The method was applied to analyze 30 urine samples, and the results
were compared with those obtained by HG-AAS, a previously developed
method [18].

2.5. Biological samples

From 2019 to 2021, the urine samples from workers of six CCA
impregnation plants were analyzed as a routine assessment for health
risk prevention.

Those were 129 urine samples collected after at least 2 h of retention
at the workplace at the end of a workweek in urine cups, according to
ACGIH [16]. The specimens were first frozen (<—10 °C) and stored ina
portable cooler for delivery to the laboratory. They were analyzed using
the proposed method (HG- MIP-AES) within 15 days.

3. Results and discussion

In previous work, calibration curve was established in the range
5-50 pg L ! using As (V), since there were no significate differences
between the slopes for the other species (As (1), DMA and MMA) [18].
Thus, herein the quantification of relevant As species was conducted by
external calibration with As (V) standards prepared in water and in the
MFU in the same way as samples.

Experimental conditions were adapted from a previous work to fit
the purpose of this application using HG-MIP-AES. The gas-liquid sep-
aration chamber has a different design in this technique (MSIS chamber)
compared with the vapor generation accessory Agilent VGA 77, so a
direct transfer of the conditions is not possible. Thus, the concentrations
and flow rates of the reagents were adjusted, to obtain comparable re-
sults (sensitivity, signal to noise ratio) with the previous work [18].

The matrix effect was studied by comparison between As (V) stan-
dards curves in MFU and in water.

Using Student's t-test, it was verified that the slope of the calibration
curve in water differ significantly from the slope obtained in MFU
theoretical t value 2.776 < 45.1 t value (0.05,3) [33].

Thus, the proposed method was developed using a matrix-matched
calibration.

Linearity was calculated using eight calibration levels at concentra-
tions of 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, and 200 pg L~'. The calibration
function was evaluated based on an assay with five replicates of each
concentration level. In addition, it was evaluated using a linear regres-
sion model, analyzing the coefficient of determination (R?), and analysis
of variance (ANOVA) lack-of-fit (LOF) test [23].

The calibration function was linear over a concentration range of
5-200 pg L' (R? = 0.9997). ANOVA-LOF test demonstrated the ade-
quacy of the regression models for linearity with an F value of 0.560
(Feritic = 3.922).

The wide working range allowed a precise analysis of samples with
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high urine As levels because the samples did not require dilution, and
less time was required to perform the analysis although high urine levels
were not frequently found in the study population. This is a remarkable
advantage compared to HG-AAS (linear range up to 50 pg L™1) [18].

LOD and LOQ were calculated as 3.3 and 10 times the standard de-
viation of the measurement blanks (n = 15), respectively [23]. Blanks
were prepared by diluting MFU 1:1 in aqueous solutions of L-cysteine.
The results are shown in Table 1. The LOD and LOQ values were similar
to those reported by Lindberg et al. by HPLC-HG-AFS expressed as As (V)
[30] and higher than those obtained by HG-ICP-MS [15] and HPLC-ICP-
MS [34,35]. Therefore, we confirmed that there was no need to use
expensive technology to achieve the figures of merit of LOD and LOQ
that fit this purpose.

Precision and bias were determined using three QC samples at con-
centrations of 10, 35, and 100 pg L', at low, medium, and high levels,
respectively. The QC samples showed acceptable recovery values
(Table 1), and the values were within the expected limits (80%-120%)
[22].

Intra-assay and inter-assay precision were evaluated by analyzing the
results from five different runs on the same day and were required to be
<20% of the coefficient of variation [22]. The intra-assay precision ob-
tained for all the levels presented a variation of 1.8%-6.2%. For the
inter-assay precision, the mean values ranged from 6.9% to 15.2%. The
values were within the expected limits.

Stability was evaluated by analyzing medium (35 pg L™ !) and high
(100 pg L b QC samples under different conditions as follows [22]:

o Short-term stability was assessed with medium and high QC samples
preserved at room temperature (22 °C) for 6 h.

o Long-term stability was evaluated with samples stored for 15 daysata
temperature of —20 °C.

o Freeze-thaw stability was evaluated by analyzing medium and high
QCs after three cycles of freezing and defrosting in a 24 h period.

o Postprocessing stability was determined by measuring medium and
high QC samples at first and 6 h after sample preparation. The
method's bias limit was +15% with time zero.

The sample stability under different storage conditions is shown in
Table 2; the coefficient of variation was between 1.9% and 6.0%. The
results of the stability tests also followed the Standard Practices for
Method Validation in Forensic Toxicology guidelines [22]. The toxico-
logically relevant As species concentrations in urine were stable at room
temperature for 6 h and evaluated under different storage conditions.
We demonstrated that the samples prereduced with L-cysteine could be
analyzed within 6 h.

The analytical method has been evaluated and certified through
periodic participation in the German External Quality Assessment
Scheme (GEQUAS). The results for the 63-64 y 66th GEQUAS rounds
[36] were within the target criteria and acceptable range, and they are
shown in Table 3. The remaining samples of the GEQUAS proficiency
test (PT) were also employed for internal quality control considering it
as a reference material.

The proposed method was applied to analyze 30 samples, as previ-
ously described, and the results were compared with those obtained by
HG-AAS [10]. When matching, we expect both methods to be equivalent
when the equation for a linear tendency is y = x.

Fig. 1 shows the results obtained comparing HG-MIP-AES and HG-
AAS and their correlation. An adequate correlation (R? = 0.9653)
with a slope (0.9951) and intercept (0.0616) was obtained. Thus, both
techniques were equivalent.

3.1. Application to urine samples
The validated method was used to analyze urine from exposed

workers as previously described. The results are shown in Table 4.
In countries were CCA plants are still active, the woodworkers are
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Table 1
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Figures of merit for the method validation of the determination of toxicologically relevant As species in urine by hydride generation microwave-induced plasma optic

emission spectrometry (HG-MIP-AES).

LoD (pg LY LOQ (pgL ™ Tested concentrations for QC samples (pg L") Intra-assay precision (%) In y precision (%) (%) Bias (%)
18 5.4 10 (n = 15) 6.2 15 9% 5.4
35 (n = 15) 3.2 6.9 97 -3.0
100 (n = 15) 18 2.0 97 -3.0
aiiled exposed thus, biomonitoring toxicologically relevant As species in urine
able

Stability analysis results of toxicologically relevant As species in the urine
samples by HG-MIP-AES.

Tested Concentration (jig L™ ')/RSD(%)/accuracy (%)

:"“f,“.')““"s Short- Longterm  Postprocessing Three cycles

he term stability (22°C/6 hafter  of freezing
stability  (-20°C/  sample and
(22°C/6 15d) preparation) defrosting
h)

35(n = 3) 319/27/  365/20/  36.9/8.8/103 37.0/1.9/
91.3 104 105

100(n = 3) 97.4/0.1/  103/1/103  82.2/5.3/822 101/6/101
97.4

Table 3

Results for GEQUAS proficiency test (occupational medical field, control urine
2A/2B).

GEQUAS Concentration (g L™)
round
Tolerancerange  Result Tolerance range  Result
2A% 24 2B* 2B**
63 12.1-22.3 125 129.9-184.5 140
64 21.3-37.5 21.4 59.4-93.0 92
66 27.7-40.9 34.4 119.7-158.7 144

*Tolerance range provided by GEQUAS-PT. **Results obtained using the pro-
posed method.

N =

HG-MIP AES (ug L)
W
3

0 5 10 15 20 25 30 35 40
HG-AAS (ugL™)

Fig. 1. Comparison of (pg L™') ob 1 by HG-MIP-AES vs.
HG-AAS in urine samples (n = 5 for each sample; total of samples:30).

Table 4
Concentration distribution in the urine samples of a population of exposed
workers from 2019 to 2021.

Concentration range of toxicologically relevant As species (jig

Lh

<l0Q >LOQand <35 =35
Number of samples a5 87 7.0
% 23 67 5.4

should be mandatory. In Uruguay, as the case dealt in this study, the
authorities adopted the recommendations of the ACGIH [37] for the
exposed workers: urine samples must be collected twice a year at the end
of the workweek to analyze toxicologically relevant As species in urine
(As—U) [16]. When the As levels were higher than the ACGIH limits, the
worker was removed from his/her work activities, and the analysis was
repeated after 15 days [38]. In the meantime, it is necessary to identify
possible causes and perform the appropriate corrective actions.

In this case, we found that only 7 out of 129 urine samples (5.4%)
had As levels higher than the ACGIH limits (35 pg L™ !). International
Protocols [16] indicate that these workers with high As urine levels
should be removed from the workplace and reinstated after 15 days with
safe As values.

Furthermore, it is already being used to assess health risks for As
exposure through drinking water in an Uruguayan rural population.

Independent of this application, the proposed analytical method
showed to be easily to apply for bioanalytical analysis involving the
determination of toxicologically relevant species of As. For these pur-
poses there is no need to use expensive techniques and special laboratory
facilities not always available in regions of the world where arsenic
problems are of great concern and a rapid analytical response is
required.

4. Conclusions

A simple and economical analytical method for the determination of
the toxicologically relevant species of As using HG-MIP-AES in urine was
fully validated.

The results showed that the figures of merit of this method were
adequate for biomonitoring purposes to assess health risk of As exposure
and surveillance purposes.

An application for biomonitoring CCA-exposed woodworkers was
described exemplifying a case of the surveillance of a real problem.
These experiences have verified high benefits in terms of costs vs. per-
formance of HG-MIP-AES over the others.

The methodology can be postulated as an alternative to expensive
techniques, such as HPLC-ICP-MS, and as more in agreement with the
principles of the green analytical chemistry for epidemiological studies
as an extended application. We postulate this method as a tool for
general population risk assessments of environmental exposure to As.
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Arsénico en agua subterranea de Uruguay y riesgo a la
salud asociado (Proyecto AsURU): resultados preliminares

P. Collazo
K. Pamoukaghlian
V. Biihl

Resumen: Con el objetivo de dar una
solucion al problema de los elevados valores
de arsénico (As) en agua subterranea de
Uruguay, seestadesarrollandolafaseinicialdel
proyecto multidisciplinario e interinstitucional
“Arsénico en agua subterranea de Uruguay
y riesgo a la salud asociado” (AsURU),
coordinado por la Facultad de Ciencias y
Facultad de Quimica, con la participacion de
la Facultad de Ingenieria de la Universidad
de la Republica (UDELAR) y de varios
organismos gubernamentales’. El Acuifero
Raigon y los Acuiferos Cretacicos en el litoral
del Rio Uruguay son los mas afectados,
pero también existen anomalias en otros

1 Para mayor informacién consultar http:/
icgeologicas.fcien.edu.uy/2018/10/10/proyecto-asuru-
arsenico-uruguay/
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acuiferos porosos e incluso en acuiferos
fisurados. En lafase inicial de este proyectoy
de acuerdo con una revision histérica de los
valores de arsénico elevado (principalmente
basada en datos proporcionados por
Administracion estatal de obras hidraulicas
(OSE), y considerando el consumo de agua
subterranea por parte de la poblacién, se han
seleccionado las siguientes areas piloto: (a)
Conchillas, presentando concentraciones de
As > 30 pg L; (b) Young, de acuerdo con el
registro histérico de valores de As elevados
(As > 10 ug L") y al consumo prolongado
de 100% de la poblacién; (c) San Javier,
con valores de As > 10 pg L™'; y (d) Libertad,
donde se registran valores de As entre 10 y
30 ug L. El tema debe ser abordado desde
el punto de vista geoldgico e hidrogeologico,
ya que para poder dar una solucion se debe
identificar el origen del contaminante y
tratar de prevenir la extraccion de agua en
condiciones de calidad insuficientes, teniendo
en cuenta la incidencia en la salud humana.
La remediacion deberia ser una herramienta
para utilizar mientras no se encuentran las
soluciones mas adecuadas, las cuales se
obtienen al realizar perforaciones libres
de arsénico con base en un estudio de
los niveles permeables afectados. En tal
contexto, se deberia, asimismo, recurrir a
remediar aquellas perforaciones para las
cuales no es posible eliminar el As mediante
el sellado de niveles permeables.

Palabras clave: arsénico (As), calidad
del agua subterranea, areas piloto,
contaminacién natural.
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Abstract: The multidisciplinary and inter-
institutional project “Arsenic in groundwater
of Uruguay and associated health risk”
(AsURU) is taking place in the initial
phase, with the aim to solve the problem
of high values in groundwater in Uruguay,
coordinated by Science and Chemistry
Faculties and counting with the participation
of the Ingeniery Faculty of the Uruguayan
Republic University (UDELAR) and several
government agencies. The main affected
aquifers are the Raigon Aquifer on the
southern coast and the Cretaceous Aquifers
on the western coast of Uruguay. However,
there are anomalies in other sedimentary
aquifers and even in fractured aquifers. In
the initial phase of this project and after an
historical review (mainly based on data
provided by State Waterwork Administration
(OSE) of high arsenic values and quantitative
factors regarding groundwater consumption,
the following pilot areas have been selected:
(a) Conchillas, presenting concentrations of
As > 30 pg L; (b) Young, according to the
historical record of high As values (As > 10
Mg L") and the prolonged consumption of
100% of the population; (c) San Javier with
As values > 10 pg L'; and (d) Libertad, with
As recorded values between 10 and 30 pg L.
The problem must be approached from the
geological and hydrogeological point of view
because the origin of the contaminant must be
identified and try to prevent water extraction
of low quality, regarding human health
implications. Remediation should be used in
the meantime while most suitable solutions
cannot be founded, which would be obtained
by designing free-arsenic wells, based on the
identification of affected permeable levels.
However, remediation should be applied in
places for which it is not possible to eliminate
arsenic just sealing permeable levels.

Keywords: arsenic (As), groundwater quality,
pilot area, natural contamination.

INTRODUCCION

La presencia de anomalias de arsénico
(As) en el agua subterranea es un tema de
salud ambiental muy importante para el
pais, ya que gran parte de la poblacion rural
se abastece de agua subterranea. El valor
maximo permitido, segun las normativas de
potabilidad vigentes en Uruguay es de 20
pg L' (0.02 mg/L) (UNIT, 2010); se tiene
previsto en un futuro préximo bajar este a
10 pg L' (0,01 mg/L), valor establecido por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
para el agua potable, por motivos de salud
(WHO; 2010). Si bien se cuenta con las
referidas normas de potabilidad de agua, no
existen estudios sistematicos de calidad de
agua subterranea sobre la incidencia en la
salud humana. Sin embargo, recientemente
se hizo una primera aproximacion para
intentar correlacionar el riesgo de cancer
de tipo melanoma en hombres y mujeres
con valores elevados de As, con resultados
interesantes (Mafay et al., 2019).

El Proyecto AsURU, coordinado por la
Facultad de Ciencias (Paula Collazo y Karina
Pamoukaghlian) y por la Facultad de Quimica
(Nelly Mariay), tiene como objetivo principal
darunasoluciéna estaproblematica, haciendo
un enfoque no solamente desde el punto de
vista de la hidrogeologia y la caracterizacion
de acuiferos, sino también desde el riesgo
a la salud, ademas de buscar soluciones
por medio de métodos de remediacion de
acuiferos, mitigacion del As en perforaciones
ya existentes y la posible prevencién en la
construccién de nuevas perforaciones.

El presente reporte prentende mostrar
los avances y dificultades encontrados
durante este proceso. Desde el punto de
vista de la hidrogeologia, se ha avanzado
en la recopilacién de datos acerca de las
bases tedricas de la hidrodinamica del As en
el agua subterranea y las posibles causas
naturales de su origen. Los resultados de la
investigacion de Machado y colaboradores
(2019a; 2019b) avalan un origen natural del
As debido a la disolucion de vidrio volcanico,
lo cual se explicara mas adelante.
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Desde el punto de vista de riesgo a la
salud, se han publicado resultados de las
investigaciones que se estan desarrollando
por el grupo de la Facultad de Quimica. Con
el objetivo de correlacionar las anomalias
de As con un tipo de cancer, Mafay y
comparieros (2019) relevaron unaregién que
cubre aproximadamente un tercio de todo el
pais e incluye dos acuiferos principales: el
acuifero Mercedes y el Raigon. Los acuiferos
investigados en el estudio corresponden a
61.5% del agua subterranea total extraida en
el pais para consumo humano (DINAMIGE,
2009), de acuerdo con datos provistos por
la Administracion de Obras Sanitarias del
Estado (OSE) y por el Movimiento Pro-
Erradicacion de la Vivienda Rural Insalubre
(MEVIR). Por una parte, dentro del area de
estudio, aproximadamente 113,500 personas
reciben agua subterranea en localidades
en las que se reportaron niveles de As por
encima de los recomendados por la OMS
(OSE, 2016). Por otra parte, se conté con los
datos de incidencia y mortalidad por cancer
registrados en la ultima publicacion del Atlas
de Cancer de Uruguay (Comision Honoraria
de Lucha contra el Cancer, CHLCC, 2014),
en el cual aparecen reportada la incidencia
de diferentes tipos de cancer en hombres y
mujeres de acuerdo con la division territorial
del Uruguay.

Asimismo, y dada la preocupacion de
la incidencia de este problema en nifios,
se han realizado estudios epidemiologicos
acerca de la exposicion a bajos niveles de
As en el agua de consumo en relacion con la
alimentacion (considerando p.ej. el consumo
de arroz), en nifios de edad escolar para
Uruguay (Kordas et al., 2016), asi como la
incidencia que esto tiene en el aprendizaje
(Desai et al., 2020).

Por su parte, Falchi y colaboradores
(2018) estudiaron la concentracion de As en
agua proveniente de zonas arroceras de la
Laguna Merin. Se tomaron muestras de la
laguna y principales canales que abastecen
la produccién de arroz, y muestras de agua
subterranea de los pozos que abastecen
a los habitantes del pueblo de la empresa

arrocera, se observaron concentraciones
de tAs (arsénico total) sensiblemente mas
elevadas en las aguas subterraneas que en
el agua superficial, pero no se encontraron
valores de tAs mayores a 20 ug L (valor
admitido segun la normativa vigente en
Uruguay), salvo muy pocas excepciones
(valores maximos referidos en la tabla 1: 22
Mg L) y mayoritariamente entre 5 y 10 pg
L' (valores admitidos segun la normativa de
la OMS).

DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El area de estudio del Proyecto AsURU
abarca, en principio todo el pais, aunque se
tiene previsto comenzar por los acuiferos
principales que se ven afectados por el
problema de As, por ende, se reduce el area
de estudio a la region litoral oeste y suroeste
del pais, que abarca los acuiferos Mercedesy
Raigon. Para cada uno de estos acuiferos se
han seleccionado las area piloto, sefialadas
sobre la carta geoldgica de Urugugay (Bossi
etal.,, 2012), en la figura 1.

AREAS PILOTO SELECCIONADAS

@ oncentraciones de As > 0,03 mg/l y puntuaimente mayores.
Q Concentraciones de As > 0,01 mg/!

s do As gy > 0,02 mg/

s de As entre 001 y 0,03mg/!

Figura 1. Mapa geoldgico de Uruguay (fuente: carta
geologica 1:500.000 de Bossi et al. (2012); ver
referencias geoldgicas en la figura 2), sefialando las
areas piloto seleccionadas.
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El Acuifero Raigon estda conformado por
la Formacion Raigon, definida por Goso y
Bossi (1966). Dicha unidad aflora en el litoral
de los departamentos de Colonia, San José
y Canelones; estd compuesta por areniscas
de granulometria variable, blancuzcas,
con lentes y niveles de arcillas verdes y
conglomerados y contiene concreciones
calcareas. Presenta estratificacion ritmica,
niveles lentiformes, estratificacion paralela
y cruzada y corresponde a un ambiente
transicional continental fluvial, de acuerdo
con Preciozzi y colaboradores (1985), asi
como con Spoturnoy comparieros (1993). Su
edad es Plioceno tardio-Pleistoceno medio,
de acuerdo con Perea y Martinez (2004). Su
limite infrayacente es la Formaciéon Camacho
y su limite suprayacente es la Formacion
Libertad.

El Acuifero Raigén se comporta como un
acuifero confinado cuando es sobreyacido por
la Formacion Libertad y, en ocasiones, como
un acuifero libre o aflorante. Los parametros
hidrodinamicos determinados por medio de
pruebas de bombeo son transmisibilidad
promedio de 264m*d y coeficiente de
almacenamiento promedio de 6.5 x 103, en
tanto, los caudales especificos medios se
estiman en 6 m*h/m (Heinzen et al., 2003) y
los caudales medios en los pozos explotados
son de 10-20m*/h (Montafo et al., 2005).
Desde el punto de vista hidrogeoquimico,
se clasifican como aguas bicarbonatadas
sodicas, sin presentar anomalias respecto
a sus propiedades fisicoquimicas ni a los
elementos mayoritarios y minoritarios. Sin
embargo, se han constatado varios casos
de valores de As por encima de la normativa
vigente (hasta 40 pg L).

Para el estudio de esta problematica en el
Acuifero Raigén se seleccionan como areas
piloto las localidades Conchillas y Libertad
(figura 1). Cabe destacar que en la localidad
de Conchillas se extrae agua del acuifero
poroso Raigéon y del acuifero fisurado
subyacente.

El basamento cristalino subyacente que
conforma el acuifero fisurado en la zona
de Conchillas corresponde a la faja granto-

gneissica Florida, la cual se desarrolla entre
los cinturones Arroyo Grande y San José
(Bossi, 2012). Dicha faja es instruida por
granitos post-tecténicos como la granodiorita
Piedra Alta y el mismo granito-gneiss de
Conchillas. Son comunes, ademas, los
xenolitos de micaesquistos decameétricos
dentro de los granitos y gneiss (Oyhantgabal
etal., 2011).

Los Acuiferos Cretacicos sedimentarios
del litoral del rio Uruguay que nos abocan,
son los correspondientes al Grupo Paysandu,
en particular la Formacion Mercedes, cuyo
estudio debe ser enfocado dentro del sistema
acuifero conformado por el Grupo Paysandu.
Este se extiende principalmente sobre los
departamentos de Salto, Paysandu, Rio
Negro, Colonia, Flores y Durazno y ocupa
aproximadamente 25,000 km* (Goso, &
Perea, 2004). Se apoya en discordancia
sobre el basamento cristalino de edad
Paleoproterozoica y sobre la Formacion
Arapey de edad Cretacico inferior.

La Formacion Mercedes fue definida
por Lambert (1989) y su edad fue asignada
como Cretacico superior por Serra (1945).
Goso y colaboradores (1999) describen
litologias clasticas  (conglomerados vy
areniscas) predominantes, frecuencia de
litofacies calcareas ferrificadas vy silicificadas
y subordinadamente litologias peliticas. Este
mismo autor divide la Formacién Mercedes
en dos miembros: (1) Miembro Yapeyu
compuesto por: (a) areniscas finas de color
blancuzco, bien seleccionadas, cuarzosas
y feldespaticas, con cemento calcareo, las
cuales presentan laminacion plano-paralela,
laminacién cruzada planar, gradacién normal
en los planos de foresets de estratificacion
cruzada planar y (b) pelitas con laminacion
plano-paralela 'y frecuentemente con
estructuras de carga y con interlaminaciones
de carbonatos; (2) el Miembro del Chileno
compuesto principalmente por areniscas y
conglomerados, de colores blanco grisaseo
y amarillento. Los conglomerados son
polimicticos y presentan megaclastos de
cuarzo, basalto, granito, gneiss, cuarcitas
y esquistos. Subordinadamente, aparecen
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areniscas medias a gruesas, de color gris
claro, con cemento calcareo o siliceo. Es
interpretado por Goso y colaboradores
(1999) y por Goso y Perea (2004) como
paleoambiente fluvial de canales estrechos
con variaciones en las condiciones del flujo.

La Formacién Mercedes conforma el
Acuifero Mercedes, el cual es un acuifero
continuo de extension local a regional, libre
o confinado, constituido por arenisca de
seleccién variable de finas a conglomeraticas
y de consolidacion variable. La permeabilidad
es media a alta y la profundidad de las
perforaciones varia segun este acuifero esté
libre o confinado desde 20 a 120 metros
respectivamente (Heinzen et al., 2003). El
caudal especifico obtenido en el caso del
acuifero Mercedes en el area sur del Rio
Negro esta en torno a 0.6 m/h/m, siendo
el maximo relevado 3.8 m/h/m y el minimo
0.05 m/n/m. Por su parte, en el norte del Rio
Negro se observa un aumento en el caudal
especifico del acuifero Mercedes, con un
promediode 1.03 m/h/m, con un valor maximo
de 6.5 m/h/m y minimo de 0.05 m/h/m, de
acuerdo con valores medios estimados por

URUGUAY

Bonjour (2013), a partir de datos de Proyecto
PRENADER vy perforaciones de MEVIR. La
transmisividad tiene un promedio de 36 m/
dia con extremos de 0.667 a 189 m/dia y
los coeficientes de almacenamientos son
indicativos del confinamiento del acuifero
(Bonjour, 2013). Hidroquimicamente se
clasifica como de aguas bicarbonatadas
calcica, de calidad quimica generalmente
buena, sin anomalias importantes respecto
a los elementos mayoritarios y minoritarios
(Heinzen et al., 2003). Sin embargo, se han
constatado varios casos de valores de As
por encima de la normativa vigente.

Con el fin de abordar el tema en los
Acuiferos Cretacicos del litoral del Rio
Uruguay se seleccionaron como areas piloto
las localidades de Young y San Javier (figura
1).

Sinembargo, lainvestigacion se encuentra
en faseincial, por lo que se presenta aqui una
revision general de los acuiferos a estudiar,
sin entrar en detalles acerca de las areas
piloto, las cuales seran objetivo de estudio
en fases posteriores.
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Figura 2. Mapa geoldgico de Uruguay, muestra valores maximos de los principales acuiferos, en relacion con la
geologia. Nétense los valores elevados de concentraciéon de As en agua subterranea (valores maximos de As
total) para los Acuiferos Raigén (AR); Chuy (ACh), Cretacicos del litoral oeste y para el basamento cristalino en
el Terreno Piedra Alta (TPA) que conforma acuiferos fisurados (AF-1).
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METODOLOGIA

El plan de trabajo que se lleva a cabo en el
marco del Proyecto AsURU consiste en: (a)
identificacién de los acuiferos de Uruguay
con presencia de As; (b) divisién en zonas
de estudio; (c) seleccién de un area piloto de
extension local en cada zona, para su estudio,
las cuales deben cumplir con criterios de
seleccion establecidos: i) ser abastecidas por
acuiferos de agua subterranea con valores de
As superiores a la norma, ii) representar una
extension superficial significativa del acuifero
contaminado, iii) tener conocimiento del
acuifero (libre, semiconfinado o confinado),

potencia, productividad, etc., iv) connocer
datos generales sobre el numero de
personas afectadas y tiempo de exposicion,
y V) tener evidencias de afectaciones a la
salud en poblaciones con consumo de agua
subterranea contaminada con As, segun un
registro historico; (d) estudio hidrogeolégico,
hidrodinamico e hidrogeoquimico, con la
finalidad de identificar el origen del As y su
movilidad espacio-temporal; (e) identificacion
y seleccion de la poblacion presuntamente
afectada en el area piloto y evaluacion de
su exposicion al As a través del agua; y (f)
proponer soluciones a nivel de construccion
de perforaciones y a nivel de remediacion.

Tabla 1. Datos preliminares de tAs de las perforaciones de los diferentes acuiferos de Uruguay,
interpretados de datos brindados por la OSE, expuestos en el | Simposio de Arsénico en agua
Subterranea (2018). Se sefialan en negrita los valores que exceden la normativa vigente

UNIDAD URIDAD CEGLOGICA Nomero | tAs A As
HIDROGEOLOGICA de Maximo | Minmo | Promedo
pozos | (pet) | pgtet) | (pgl-)
Acuffero Chuy Arenscas fermficads -
de 1 Formacion Chuy 47 10 1"
Aculero Ragdn Arenscas y
conglomerados de la n” Q 05 15
Formaciin Ragon,
©on reveles pelbicos
Aculeros Seamertos
adyacentes s la oustemanos 9 2 0 (]
Grupo Paysandy
Cretaccos del () 60 0 2
Litoral oeste
Aculeros Formaciones Magues y
%cﬂy Mer 44 &0 2 10
0 Emuado Vwmmu
Appey &'ﬂm 8 L [ 8
CMAcOnes
Acuffero Guarani Rivera. Tacuarembd. n 10 0 05
Cuchila Ombd
y Buena Vista
Acuseros pobres de | Formaciin Tres istas
Formacain Tres 18 " 0 12
Islas
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Acutardos - Grupo Grupo Melo 2 15 06 10
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RESULTADOS

Se presentan los resultados de la recopila-
cion y ordenamiento de datos acerca de los
valores de As total (tAs) para los principa-
les acuiferos de Uruguay, brindados por la
OSE, en el cuadro comparativo de la tabla 1.
Por una parte, se puede apreciar que afor-
tunadamente el Acuifero Guarani presenta
concentraciones maximas que estarian por
debajo del valor maximo permitido (V.M.P.)
segun las normas de la OMS. En el Acuifero
Arapey, las concentraciones de As no exce-
den el V.M.P,, segun las normas UNIT, vigen-
tes en Uruguay, pero si el V.M.P segun las
normas de la OMS (10 pg L'). En los acui-
feros de la zona de la Laguna Merin, exce-
den levemente el V.M.P. segun la normativa
UNIT. Por otra parte, en el mapa geoldgico
de la figura 2 se representan los valores
maximos de As de los principales acuiferos
de Uruguay, en correlacién con las unidades
geoldgicas que los representan. Los valores
mas elevados corresponden a los acuiferos
Cretacicos del Grupo Paysandu (60 ug L);
al Acuifero Raigoén (41 ug L); y a los acui-
feros fisurados del Terreno Piedra Alta, con-
formado por rocas del basamento cristalino
al oeste de la zona de cizalla Sarandi del Yi
(42 ug L),

En esta fase preliminar del Proyecto
AsURU se ha investigado vy definido
tedricamente el comportamiento del As en
el agua subterranea: (1) el buen drenaje
favorece la disolucion de ceniza volcanica
y oligoelementos asociados (F, V, U, B, Sb)
en las aguas subterraneas y en particular
en las aguas subterraneas someras (RSA,
2018). (2) La geodisponibilidad de As es
determinante (RSA, 2018). (3) El factor
geoldgico mas relevante es la litoestratigrafia
y la mineralogia, por ende, deben
determinarse: (a) la presencia de loess
volcanico con aporte de ceniza volcanica,
como ocurre enla Formacion Libertad y capas
interestratificadas de la Formacion Raigon
(aunque con escasas evidencias expuestas
por Guerequiz et al. ;Mafay et al., (2019);
Gagliardi et al., sugieren que se registra una
correlacion entre la concentracion de As en

los sedimentos y la del agua en los niveles
permeables mas cercanos. A su vez la mayor
concentracion de As en roca se da en la base
de la Formacioén Fray Bentos sobreyacente y
en el contacto con el nivel ferrificado de la
Formacion Mercedes (Asencio), o que podria
estar asociado a los oxidos de hierro en esta
ultimay/o ala presencia de vidrio volcanico en
limolitas de la Formacién Fray Bentos); (b) la
identificacion de vidrio volcanico, teniendo en
cuenta su composicion (As, Se, U, Sb, Mo),
aun no determinado para los acuiferos de
Uruguay; y (c) una posible fuente volcanica
de tipo andesitico (SiO- elevado), la cual
se puede asociar con el vulcanismo andino
para el caso de estudio de proveniencia de
la ceniza volcanica en los sedimentos del
litoral oeste y suroeste de Uruguay. Es de
destacar que, si bien no existen estudios
sobre el basamento cristalino a este
respecto, la afinidad andesitica de los diques
basicos del Terreno Piedra Alta [29], podria
sugerir la posibilidad de una mineralogia
que implique la geodisponibilidad de As
en el basamento. (4) Con base en las
reacciones hidrogeoquimicas generales, se
puede establecer que la hidrolisis de aguas
bicarbonatadas calcicas con alto pH favorece
la disolucion y concentracion de metales
pesados, como el As. Y (5) en el agua
subterranea estan presentes las especies
inorganicas As (lll) y As (V), de mucha mayor
toxicidad que las especies organicas [10].
Asimismo, se han identificado las
posibles causas del origen de As en el agua
subterranea, debiendo comprobarse esto en
las areas piloto definidas. Esto sera evaluado
en el transcurso del proyecto aceptado
recientemente por el Centro Tecnoldgico
del Agua (CTAGUA). La causa mas
probable para el caso del Acuifero Raigon
es la presencia de As en los niveles de
sedimentos limosos que se interestratifican
en la Formacion Raigén y, a su vez, en la
Formacién Libertad. Estos contienen ceniza
volcanica, de acuerdo con observaciones
de vidrio volcanico en estos niveles limosos
(Mafay et al., 2019). Aquellos sedimentos
limosos interestratificados en la Formacion
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Raigén, si bien conforman niveles coasi-
impermeables o impermeables, podrian
conferirles a los estratos de grano mas
grueso de esta unidad (niveles permeables)
aporte de ceniza volcanica. En tanto, los
sedimentos limosos de la Formacion Libertad
que contienen ceniza volcanica también
podrian estar confiriéndole aporte de ceniza
volcanica a los niveles infrayacentes de la
Formacion Raigon a través de la infiltracion
de agua por goteo, cuando la Formacion
Libertad se comporta como un acuitardo.
Machado y colaboradores (2019b) estudiaron
la incidencia del tAs e inorganico en agua
subterréanea destinada al consumo humano
en Uruguay, asi como su correlacion con
el fluor, hierro, manganeso y sulfato. Estos
autores identificaron correlaciones de
Pearson en los pares tAs / F~, As (V) /F"y As
(V) /S O%, de acuerdo con las caracteristicas
de los diferentes ambientes geoldgicos (pH,
nivel de oxidacion, etc.). La fuerte correlacion
de tAs con F~apoya la hipotesis de una fuente
de vidrio volcanico, para el oeste del pais
(Guerequiz et al., 2006). La correlacion de los
valores de pH y tAs contribuye a confirmar
esta hipotesis (Machado et al., 2019).

Al mismo tiempo se ha avanzado en
estudios respecto a la incidencia del As en
la salud en el territorio uruguayo, como se
ha explicado mas arriba [Kordas et al., 2016;
Manay et al., 2019; Desai, 2020).

DISCUSION

El Proyecto AsURU ha avanzado en la
seleccion de las areas piloto (figura 1)
con elevada concentracion de As en el
agua subterranea, respecto a los valores
maximos permitidos vigentes en el pais
de 20 pg L' y con perspectivas de bajar el
limite @ 10 pg L' en 2021. Se han realizado
encuentros, reuniones y el “l Simposio de
Arsénico en agua subterranea en Uruguay”,
organizado por la Facultad de Ciencias, con
la participacion del Centro Regional para la
Gestion de agua subterranea (CeReGas),
propuesto como entidad articuladora, OSE,
Movimiento pro-Erradicacion de Vivienda
Rural Insalubre (MEVIR), Direccién Nacional

de Medio Ambiente y Ordenamiento
Territorial (DINAMA), Direccion Nacional de
Agua (DINAGUA), Ministerio de Salud y las
Facultadesde Quimica, Ingenieriay Medicina.
Asimismo, se han creado grupos de trabajo, se
han reportado avances en IMGA (International
Medical Geology Association) por parte de
una de las coordinadoras del proyecto: Nelly
Many, asi como se ha presentado el proyecto
en oportunidades de financiacion; fue
aprobado recientemente un subproyecto, por
el Comité Evaluador del Centro Tecnoldgico
del agua (CTAgua). En esta primera instancia
también se han suscitado dificultades en
cuanto al involucramiento de los diferentes
autores para llevar adelante el proyecto
de forma integral, la falta de recursos y
priorizacion del problema (Collazo et al,
2019). Actualmente se esta investigando
la litoestratigrafia y quimioestratigrafia de
las unidades geoldgicas para determinar el
origen del As en los acuiferos que abarcan
las principales zonas identificadas y a partir
de alli establecer el contexto real para
comenzar a dar soluciones. Es importante
destacar que el estudio litoestratigrafico y
quimioestratigrafico para identificar niveles
con concentraciones de As elevadas se esta
realizando por primera vez en el pais.
Respecto al tema de riesgo de salud
son importantes los resultados de Mafiay y
colaboradores (2019) como unaaproximacion
para estimar el riesgo: se observa una
correlacion entre los casos de cancer y zonas
delpaisdondeelaguade pozopresentaniveles
elevados de As. Se desconoce el consumo de
dicha agua. Ademas, es necesario recalcar
que el cancer es multicausal, por lo que se
detectan variables de confusion para dicha
asociacion. La superposicion de los datos
del atlas uruguayo de cancer con los niveles
de As en el agua potable de los pozos puede
ser una herramienta potencial para estimar la
contribuciénde Asalaincidencia de cancer. En
particular, es importante formalizar acuerdos
con agencias gubernamentales, ministerios
y otras organizaciones, desarrollar un marco
comun y compartir los datos disponibles para
crear registros de alta calidad que sean utiles
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para fines de investigacion. Este estudio
basado en un enfoque de Geologia Médica
podria ser un primer paso para mejorar la
salud publica como prevencion, aunque
muchas otras causas ambientales pueden
estar influyendo en la incidencia de cancer
en la misma regién. Para continuar este tipo
de estudios y extenderlo a otros tipos de
canceres asociados al As, seria importante
contar con la caracterizacion geoquimica,
mapeo geografico y mapas de evaluacion de
riesgos.

Respecto a la caracterizacion hidrogeo-
l6gica es menester el estudio del compor-
tamiento  hidrodinamico espaciotemporal
del As en el agua subterranea. Para ello,
se debe tener en cuenta que el As (V) y As
(Ill) se encuentra con mayor frecuencia en
aguas subterraneas someras, para el caso
de acuiferos sedimentarios, pero dificiimen-
te se podra establecer una distribucion espa-
cial como modelo. En el caso de acuiferos
fisurados, el comportamiento es obviamente
aun mas heterogéneo y no puede tomarse la
profundidad como factor determinante. So-
bre el origen del As, se sugiere que la causa
mas probable —estudiando el caso de la For-
macion Raigén-, es la presencia de ceniza
volcanica. La comprobacion de esta hipote-
sis se deberia fundamentar con fehacientes
resultados geoquimicos realizados para los
diferentes niveles dentro de la Formacion
Raigén, complementando los resultados ge-
nerales presentados por Machado y colabo-
radores (2019b) para el pais, haciendo esto
especifico para la Formacion Raigon. Dichos
analisis estan previstos a ser realizados en
el marco del Proyecto AsURU (subproyecto
aceptado recientemente por CTAgua, con la
empresa Efice S. A.); y son esperables re-
sultados de analisis que indiquen la presen-
cia de anomalias de As acompafiadas con
anomalias de oligoelementos asociados en
presencia de ceniza volcanica y de vidrio vol-
canico.

Para el caso de los acuiferos fisurados
subyacentes en la zona de Conchillas
se sugieren dos hipotesis: (1) que el As
proviene de los niveles superiores (As en

ceniza volcanica en la Formacion Raigon y
Formacion Libertad) por infiltracion; (2) que
el As proviene de los minerales de las rocas
igneas y metamorficas del propio basamento.
Un indicio que tiende a comprobar la
primera hipotesis es la concentracion de
As mas elevada en las perforaciones mas
someras (que extraen agua de la Formacion
Raigén) que en las perforaciones de
mayor profundidad (que extraen agua del
acuifero fisurado), cuando esta formacion
sedimentaria se apoya directamente sobre el
basamento cristalino, de acuerdo con datos
de OSE no publicados.

Respecto al tema de remediacion, existen
antecedentes de investigacion por la Red
IBEROARSEN (Morgada et al., 2019; Litter,
2010), lo cual sera tenido como referencia
en el arriba referido proyecto recientemente
aceptado por CTAgua a realizarse por Efice
S. AJ/Facultad de Ciencias/Facultad de
Quimica: “Mitigacion de arsénico en agua
subterranea”.

CONCLUSIONES

Se reconoce la necesidad inmediata de dar
una solucién al problema de las elevadas
concentraciones de As en los acuiferos de
Uruguay, con prioridad de comenzar con dos
acuiferos de importante productividad, los
cuales se ven afectados por este problema,
como lo son el Acuifero Raigon y el Acuifero
Mercedes.

Como conclusién respecto al tema de
salud, habiendo reconocido el problema, se
debe continuar avanzando y profundizando
en los estudios de incidencia del As en
la salud en los diferentes sectores de la
poblacion, discriminando la incidencia en
la salud de la exposicion al As organico e
inorganico y en sus diferentes estados de
oxidacion, y tomar en cuenta el consumo
de agua subterranea, asi como también de
alimentos que contienen niveles bajos de As.

Hidrogeolégicamente se ha avanzado en
un marco tedrico, tanto desde el punto de
vista hidrodinamico como hidrogeoquimico,
lo cual debe comprobarse en la practica.
Respecto al tema del origen del As, deben
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comprobarse las hipétesis planteadas, recu-
rriendo a analisis litolégicos, mineraldgicos y
geoquimicos de roca de los diferentes niveles
acuiferos, como esta planteado a realizarse
en el marco del Proyecto aceptado reciente-
mente por CTAgua. Conocer el origen y la hi-
drodinamica es fundamental para estudiar las
posibilidades de remediacién. Si, por ejemplo,
se detectaran niveles con As por disolucion
de ceniza volcanica, éstos podrian funcionar
como “marcadores” y podrian ser tratados
para remediar pozos in situ, o bien, podrian
ser tenidos en cuenta a la hora de realizar
nuevas perforaciones, donde estos niveles
podrian ser sellados para extraer agua de
los niveles libres de As. Esto requerira, por
supuesto, un estudio detallado de la hidrodi-
namica, el comportamiento y direcciones del
flujo subterraneo, asi como litoestratigraficos
y quimioestratigraficos.
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In addition, only a few As risk exposure assessment studies in children, adults, and workers using biomarkers in

urine are available.

Furthermore, this paper presents As levels in a rice growing region and the spatial distribution of groundwater
arsenic data compared to a national cancer atlas database as ongoing research advances. Multidisciplinary re-
search projects and local future actions are also described.

This contribution constitutes a first attempt to develop a feasible health risk assessment of low-dose arsenic ex-
posure in this Latin-American country.

© 2019 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Inorganic arsenic compounds are classified by the International
Agency for Research on Cancer (IARC) as Group 1 compounds (carcino-
genic to humans) based on sufficient evidence for its carcinogenicity to
humans and limited evidence for its carcinogenicity to animals (IARC,
2018).

Globally, evidence for the low-dose effects of arsenic (As) is still
controversial. However, the risk of diabetes, heart disease, immuno-
logical problems, and cancer could be increased if geogenic arsenic is
present in groundwater even at low levels. Many studies have
showed that long-term exposure to arsenic through drinking water
and food is causally related to increased risks of cancer related to
the skin, lungs, bladder, and kidney as well as other skin pathologies
(IPCS, 2001). Long-term exposure has also been associated with car-
diovascular disease and diabetes, and As exposure “in utero” as well
as in early childhood has been linked to negative impacts on cogni-
tive development and increased deaths in young adults. Further-
more, the increased risks of lung and bladder cancer and As-linked
skin lesions have been reported to be correlated to the ingestion of
As contaminated drinking water (from wells) at concentrations <50
ug L~'. However, it is unclear if there is a lower threshold below
which the exposure to As is not harmful regarding both water and
other sources such as contaminated food (IPCS, 2001; Schmidt,
2014; WHO, 2018).

Uruguay is one of the smallest South American countries and is lo-
cated in the southeastern region of the continent. It has a surface area
of 176,215 km? (68,037 sq mi) and 19 administrative territorial divi-
sions (i.e., departments). The country has a population of approximately
3.3 million people, with almost 40% residing in the capital city,
Montevideo (INE, 2011). The life expectancy at birth is 77.6 years
(UNDP, 2018) and the country’s economy is mainly based on the agri-
cultural sector. According to the World Bank's Human Opportunity
Index, Uruguay has managed to attain a high level of equality of oppor-
tunity in terms of access to basic services such as education, running
water, electricity, and sanitation (World Bank, 2017).

Drinking water is supplied to 94% of the population by the state com-
pany Obras Sanitarias del Estado (OSE, 2018) and includes the national
program “Movement for the Eradication of Sub-standard Rural Hous-
ing” approved by OSE (MEVIR, 1995, 2014). Only 28% of all drinking
water supplied by OSE is provided from groundwater sources, while
the majority of the population receives drinking water from surface
water sources.

In 2010, sanitary authorities lowered the maximum permitted As
concentration level in drinking water from 50 pg L' to the target
value of 10 pg L' as recommended by the World Health Organization
(WHO) guidelines (WHO, 2011), with a provisional level of 20 pg L~!
(UNIT, 2010). Since then, the concentration levels of As in groundwater
that is used for consumption has become an issue of concern and of
geochemical-environmental relevance.

In 2016, OSE worked on a report on the “Impact on the water supply
system of the change of the maximum allowed value of 20 to 10 pg L~ "
to evaluate wells that contain water with As levels of between 10and 20
pg L' andin order to estimate the investment necessary to reach the As
limit of 10 pg L~ for drinking water (OSE, 2016).

In terms of other regulations regarding As exposure and associated
health effects, regional and national guidelines have established As con-
centration limits for food and all beverages, including bottled water
(Reglamento Bromat6logico Nacional, 1994). In addition, a legal sani-
tary framework exists that regulates the occupational exposure of
workers using health controls and the biomonitoring of inorganic arse-
nic and metabolites in urine as exposure biomarkers (MSP, 2009). Fur-
thermore, the legislative Decree 253/79 (including modifications of
Decree 232/88, 698/89, and 195/91) has established legal regulations
to prevent the environmental pollution of surface water sources that
are classified in different categories according to their use. Class 1
sources are water resources intended or potentially intended to supply
drinking water with conventional treatment. In this class, arsenic levels
should be <5 pg L™ (Decree 253/79, 1979).

In spite of all regulations establishing safe As limits for water, food,
and workplaces, there is a lack of baseline studies concerning the expo-
sure risks of both the general population and workers to “non-occupa-
tional” sources of As such as groundwater over time. Moreover, there
is a need for national epidemiological studies on the Uruguayan popula-
tion to evaluate and prevent long-term health effects resulting from ex-
posure to low-doses of As.

To address this concern, recent research and surveillance studies have
been carried out to assess the situation and to comply with both the WHO
guidelines for drinking water (As< 10 ug L") and the current Uruguayan
regulations. Geological, environmental, and health issues related to low
levels of arsenic exposure are now the focus of many studies and use a
multidisciplinary approach, such as that of Medical Geology, to evaluate
impacts on public health and to develop reference studies concerning ar-
senic levels in Uruguay. Furthermore, research teams with similar aims,
and experts from the geosciences, biosciences, and chemistry have joined
forces to address the As exposure risk related problems (Mariay, 2010).

The objectives of this paper are to succinctly and comprehensively
present the latest information regarding studies and technical reports
focused on As-related environmental issues and exposure risks in
Uruguay, including those from various Uruguayan academic, state, and
private institutions. In addition, we describe advances in ongoing multi-
disciplinary research on groundwater with the aim of preventing popu-
lation health risks related to As exposure. Furthermore, we report on
recent approaches used to address arsenic-related problems in
Uruguay, and promote new studies and future plans, as well as provide
context and scientific rationale for further research.

2. Materials and methods

This study is based on an overview of available studies and reports
by various academic, state, and private institutions between 2007 and
2019 on both the background and the current situation regarding envi-
ronmental arsenic exposure risks in Uruguay. In addition, preliminary
results from ongoing research focusing on geological, analytical, and
toxicological As aspects are described.

In order to gain a clear overview, reviewed documents and research
results were collated in the following three topics: As in drinking water,
As exposure risks, and future actions. All analytical As results taken into
account in this paper were obtained from official or academic
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laboratories and performed using standardized methods (APHA, 2012)
or validated methodologies, with reported quality assurance and
controls.

Table 1 presents a list of the main documents and research results
produced from 2007 to 2019, and described in this paper.

Table 2 presents data resources concerning ongoing research from
which preliminary results are presented.

3. Results and discussion
3.1. As in drinking water

The geological profile of the main aquifers of Uruguay as described
by Collazo and Montafio (2012) show great variability due to the
rocky substratum of the country, from sedimentary basins with good
porosity and permeability to areas of crystalline basement where the
water is lodged in a system of interconnected faults, giving rise to po-
rous and fissured aquifers (Fig. 1).

The territory is divided into three hydrogeological provinces,
namely the Asencio-Mercedes hydrogeological system in the
Paranaense Province that falls in the western zone of the area and
formed by fine and medium sandstone of medium permeability and
does not exceed 10 meter-thickness; the western part of the Southern
Provinces, made up of pre-Cambrian rocks from the Piedra Alta Terrane
giving fissured aquifers; and the Raigon aquifer in the Coastal Province,
consisting of a tertiary-quaternary sedimentary complex and the loess-

Table 1
Selected As studies and reports produced from 2007 to 2019 in Uruguay.
Reference Type of report Research
area
Collazo and Montaiio (2012) Peer reviewed report Asin
drinking
water
DINAMIGE (2009) Official report Asin
drinking
water
Manganelli et al. (2007) Peer reviewed report Asin
drinking
water
Maiay et al. (2013) Peer reviewed report Asin
drinking
water
OSE (2018) Official data from web page Asin
drinking
water
MEVIR (1995) Official data from web page Asin
drinking
‘water
Montaiio et al. (2016) Peer reviewed report Asin
drinking
water
UNIT (2010) National Technical Standards Asin
report drinking
water
Biihl et al. (2015) Peer reviewed report As
exposure
risks

Local health reccommendations ~ As
in occupational health practices. exposure
risks
Peer reviewed report As
exposure
risks
Peer reviewed report As
exposure
risks
Peer reviewed report As
exposure
risks
Official information from web Future
page actions

Occupational Good Practices Guide
on Wood Impregnation (2007)

Biihl et al. (2018)

laquinta et al (2012)

Kordas et al (2016)

CEREGAS (2018)

Table 2
Data resources related to ongoing research studies.

Reference Type of report Research area

CHLCC (2014, 2018) Official data from webpage Exposure risks

OSE (2016) Internal report to health As in drinking
authorities water

MEVIR (2014) Internal report to health As indrinking
authorities water

Maiay (2017) Conference proceedings Exposure risks

Caceres and Manay Conference abstract Exposure risks

(2018)

Falchi et al. (2019) As in water

resources

Peer reviewed report

formed Libertad formation from the Pliocene age that, to a large extent,
forms the roof of the aquifer (Collazo and Montario, 2012).

In 2009, the National Administration of Mining and Geology
(DINAMIGE) published a report containing the annual estimate of
groundwater extraction, taking into consideration the lack of data re-
garding registration and current status of all drilled wells and the fact
that some abandoned wells have been replaced. This report indicates
a greater use of the aquifers in the southern and western regions of
the country, of the order of 107 m®/year and average flows ranging
from 4.1 m*/h to 23.6 m*/h in the Raigén aquifer (DINAMIGE, 2009).

Geogenic As in groundwater has been studied in several Uruguayan
aquifers. The first background research study in Uruguay was reported
by Manganelli et al. in 2007, who measured As levels and distribution
in groundwater from the south-west of Uruguay. This preliminary
study was performed on 28 samples from the Chuy, Raigén, and
Mercedes Aquifers and reported As concentrations that exceeded
some of the Uruguayan water quality regulations prior to the applica-
tion of the new regulation for As limits in drinking water. The median,
maximum, and minimum As values were 16.9, 580, and 0.1 pg L™, re-
spectively with higher values observed in the Mercedes Aquifer in areas
near the Uruguay River (Manganelli et al, 2007). These preliminary re-
sults indicate that Uruguay had wells drilled for drinking water that
contained As levels above those recommended by the WHO.

Maniay et al. (2013 ) reported results from water samples taken from
the Raigon aquifer system, the most exploited groundwater resource in
Uruguay. This aquifer has a surface extent of approximately 1800 km?*
and is used by 10,000 inhabitants in San Jose Department. Agriculture
and cattle breeding, the main economic activities in the area, rely on
this aquifer for basic support. In the study, groundwater sampling was
done on 37 wells drilled during an old irrigation development program
(IPA, 1996). Outcropping sediments of the Raigén Formation and the
overlying Libertad Formation were also sampled in the Kiyt region. Re-
sults indicated that in 80% of samples As levels exceeded the value of 10
pg L', and 11% exceeded 20 pg L', the current limit according to
Uruguayan regulations. In this study, the median, maximum, and mini-
mum As concentrations were 14.24,24.19,and 1.44 g L', respectively,
indicating that the population as well as industrial and agricultural ac-
tivities were using water with As concentrations above the national
and international maximum recommended limits.

In 2014, in a project for the MEVIR organization, As levels in water
were analyzed from 100 wells, situated in the southern and coastal re-
gions of the country. In total, 37 wells in both regions showed arsenic
levels higher than 20 pg L' (Montafio et al., 2016).

Currently, a number of new studies are taking place in the
Universidad de la Republica, Uruguay. One of these projects started in
2017 and based on a medical-geology approach, focuses on evaluating
the manner in which geological and environmental factors related to
the presence of As in groundwater can influence the geographical distri-
bution of associated health problems. This multidisciplinary approach
offers tools to understand the health risks associated with human expo-
sure to As in drinking water from underground sources. These tools are
necessary to provide robust evidence on possible correlations. In
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Fig. 1. Location of the main aquifers of Uruguay (adapted from de los Santos (2011)).

addition, as a first attempt, the study could present a possibility of over-
lapping local geochemical data and arsenic levels with disease registry
data to potentially identify the likelihood of the population developing
a particular type of disease (Centeno, 2007; Centeno et al., 2007).

However, in Uruguay, the only systematic and geographically dis-
tributed health data are those from the Atlas of the “Comisién Honoraria
de Lucha Contra el Cancer” (Honorary Commission to Fight Cancer,
CHLCC). This atlas contains a systematic recording of all cancer cases
in the entire country. These cases are statistically processed and classi-
fied by the type of cancer, affected organ, gender, and the geographical
region of the country where it was reported (CHLCC, 2014). However,
no data exists on the possible relationship of these cancer cases to envi-
ronmental factors, such as chemical pollution and radiation.

In the afore-mentioned, ongoing study, a surveillance of available
data regarding As levels in groundwater sources of Uruguay was carried
out to investigate the relationship between the spatial distribution of As
levels and arsenic associated cancer types. Epidemiological data consid-
ered in this study were obtained from the IV Atlas of Cancer Incidence in
Uruguay, which covers the period 2007-2011. Data reported in this
Atlas are based on the incidence of different types of cancer in men
and women, as well as the territorial division of Uruguay (department)
and various localities. This document allows the spatial visualization of
cancer data and the overlap with available data on As levels in ground-
water. Although a recent publication from the same institution (CHLCC,
2018) contains epidemiological cancer data reported from 2010 to
2014, it is not presented in the format of an atlas. In addition, about it
does not contain information on individual locations (towns, cities, or
territorial divisions ), and therefore does not lend itself to the analysis
of the spatial distribute of the data and to the potential overlapping
with map data regarding As levels in groundwater.

One of the aims of the ongoing study is to investigate the relation-
ship between arsenic levels in groundwater and the distribution of arse-
nic associated cancer cases (Caceres and Manay, 2018). In this way,
more information can be attained concerning potential geological
sources that contribute arsenic to the environment in particular regions
of the country, and presenting other possible causes of cancer that need
to be taken into consideration.

As afirst step of this study, a database was completed to provide ana-
lytical data concerning As levels in groundwater used to supply drinking

water to the population in the southwestern area of the country. This re-
gion covers approximately one-third of the whole country and includes
two main aquifers, the Mercedes and Raigén aquifer (Fig. 1), as well as
the west basement. These data were obtained from OSE and MEVIR and
include arsenic levels, location, and other parameters. According to data
provided by OSE within the study area, approximately 113,500 people
are supplied with groundwater in localities that reported As anomalies
(OSE, 2016). Notably, the study region covers the area of greatest use of
groundwater, not only for direct consumption, but also for agriculture-
related activities. Reports regarding As levels from 210 wells were se-
lected to temporarily match the cancer incidence and mortality data re-
corded in the last publication of the previously referred to Atlas (CHLCC,
2014) and were plotted and distributed on the map of Uruguay. The aqui-
fers investigated in the study correspond to 61.5% of the total groundwa-
ter extracted in the country for human consumption as previously
described (DINAMIGE, 2009).

Table 3
Summary of As levels in 210 wells plotted in Fig 2 and 3. Data obtained from OSE and
MEVIR.

As Range (ug L") Number of wells
101
53
52
4
Total 210
Min. value As <5ugL?!
Max. value As 113 pyg L
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Table 3 summarizes the most relevant data regarding As levels in
groundwater from wells. As can be seen, a number of wells contain
As-levels beyond Uruguayan regulations limits (<20 pg L™').

In addition, reported cancer and incidence data concerning the lung,
bladder, skin (melanoma and non-melanoma), liver, and kidney for
both men and women are being taken into account in this particular
study.

Currently, only preliminary results have been reported from this
study with the incidence distribution of melanoma cancer in men and
woman throughout each department's population in the southwestern
region of the country (Caceres and Maniay, 2018).

Figs. 2 and 3 present an initial attempt to overlap As levels in
groundwater with the incidence distribution of melanoma cancer in
men and woman, respectively.

The spatial distribution of melanoma incidence in men and women
for the period 2007-2011 is shown, with a total of 606 and 498 cases
being reported out of a total of 39,418 and 36,171 cases of incidence
of all types of cancer in men and women respectively.

As indicated, it is possible to overlay high levels of As in drinking
water with the incidence of cancer cases, thereby presenting a potential
tool to estimate the contribution of As in wells to the incidence of can-
cer. However, it must be noted that the retrospective data on cancer
was collected without taking environmental factors into account, such
as chemical exposure.

This baseline study based on a Medical Geology approach could be a
first step to improving public health As prevention, although many
other environmental causes may be influencing the cancer incidence
same region. In addition, several inconsistencies were detected in the

databases and it could be of help to use geoscience tools to identify
these issues. To follow up the study, we suggest the use of geochemical
characterization, geographic mapping, and risk assessment maps.

A second ongoing project, started in 2018, focuses on the determina-
tion of total As in water samples collected from various sources from a
region of Uruguay that is devoted torice production in Treintay Tres de-
partment, located in the central-eastern part of the country (Falchi et al.,
2019). This particular study was developed as in relation to concerns
expressed by a rice company and originally posed to our research team.

The study area includes a rice plantation and a small village where
rice field workers and their families live. Water samples were taken
from different water sources, both superficial and groundwater. Super-
ficial water samples were taken from a lagoon that feeds irrigation
channels of the rice field and plantation channels as well as from the
drilling of boreholes used by local communities. Groundwater samples
were taken in boreholes that provide tap water to family homes and
company offices. Bottled water available in workers” offices and tap
water from some local family homes was also sampled. In addition,
drinking water from the well of a school in close proximity to the rice
field was also sampled.

As shown in Table 4, some water samples that were collected from
wells show As concentrations close to the WHO's recommended limits
for drinking water (10pug L~ '), however, they comply with national reg-
ulations (<20 ug L") classifying the water suitable for consumption and
for the irrigation of rice plantations.

The results obtained in this study can be considered as an initial con-
tribution to the body of knowledge regarding As levels in water in a de-
fined rural region, and outside the current scope of OSE and MEVIR.
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Fig. 2. As levels in wells plotted on the map (color dots) vs melanoma incidence in men (adjusted rates, background colors in the map).
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Fig. 3. As levels in wells plotted on the map (color dots) vs melanoma incidence in women (adjusted rates, background colors in the map).

Furthermore, the study represents an integral water arsenic levels
study, as samples were not only taken from water used for domestic,
labor, and industrial purposes but also from water used for the irrigation
of rice plantations.

Further steps in the continuation of this study include the analysis of
arsenic biomarkers in urine samples from the inhabitants of the rice
field to evaluate health risks associated with the consumption of
water containing low-doses of As.

3.2. As exposure risk assessment

3.2.1. Worker population

As previously mentioned in Section 1, there is a lack of systematic
baseline research in Uruguay on As exposure in the population. How-
ever, according to current legislation, biological monitoring control
should be performed for workers exposed to As. For this reason, As

Table 4
Average As results of various water sources.

speciation in water and urine offers an area of potential analytical devel-
opment for the country.

A simple, economic, and rapid method for the determination of rel-
evant toxic species of As in urine was developed by Biihl et al. in 2015
for the assessment of arsenic human exposure by HG-AAS prior deriva-
tization with L-cysteine. Since then, this method is used in our labora-
tory for the periodic surveillance of Uruguayan arsenic workers by
biomonitoring toxicologically relevant species of As in urine (As-U)
(CEQUIMTOX, 2018).

In Uruguay, the main sources of occupational exposure are in timber
plants that use CCA as a preservative with a composition of 28.5% Cr,05,
11.1% CuO, and 20.4% As,0s. This wood preservative is used in a 60%
aqueous solution and is registered as a pesticide with restricted use.
The impregnation process is governed by national guidelines called
the “Occupational Good Practices Guide on Wood Impregnation™ (2007)
that resulted from a multidisciplinary and interinstitutional approach
including Uruguayan and international government organizations and

Superficial water

Ground water (drinking water)

Bottled water

Lagoon Irrigation channels School Office Family Family Family
Media 087 090 5.55 630 9.50 7.88 220 117
(ugL™)
Minimum <0.3 <0.3 <4.7 <54 <89 <6.3 <12 <0.6
(ngl™)
Maximum 22 24 6.4 82 10.3 105 28 20
(ugLl™)
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wood impregnation industry delegates with the objective to work ac-
cording to good practices and protect workers' health. The biomonitor-
ing of urine from workers exposed to CCA, chromium (Cr) and As is
mandatory. However, to evaluate the health risks to workers, it is also
necessary to identify other possible non-occupational inorganic expo-
sure sources of arsenic such as groundwater and food.

To assess the problem of arsenic exposure, a retrospective evaluation
of toxicologically relevant species levels in urine of workers exposed to
CCA (As-U) was performed in 212 urine samples from 73 workers. Re-
sults confirmed that the efforts of Uruguayan authorities to promote
good practices at work were successful, as all arsenic levels were
below the reference value (<35 pg L™') (Biihl et al., 2018). In this
study, 35 workers from one of the plants were interviewed to obtain in-
dividual data regarding, among others, work tasks, lifestyles, diet, and
habits that may contribute to their As exposure. After statistical evalua-
tion of their responses, 34% of the 35 surveyed workers showed a high
exposurerisk to As and 29% showed a moderate exposure risk, although
urine levels were lower than reference levels. Results indicated that in
spite of the use of personal protection elements, As-U levels are statisti-
cally significantly correlated to work risk factors. Surprisingly, a signifi-
cant correlation between As-U and workers who consumed bottled
water was also reported. As mentioned previously in Section 1, regula-
tions regarding As levels in bottled water established the same limits
as for drinking water (20 pg L~ ') but they fallunder the food regulations
(Decree 375/2011, 2011; UNIT, 2010).

Currently, there is no information available on As levels in bottled
water, or at least, these data have not yet been published. Results of re-
search carried out on groundwater a few years ago, indicate that high
levels of As were recorded in some of the most exploited aquifers of
the country (DINAMIGE, 2009). As bottled water is not controlled by
the same regulations as drinking water, it is imperative that As levels
in different brands of bottled water are systematically monitored. This
especially as urine levels from workers indicate that concentrations of
As in bottled water could be higher than those from drinking water, as
supplied by OSE, and could therefore, contribute to higher As-U levels
(Manay et al,, 2013).

3.2.2. General population (adult and children)

As previously mentioned, chronic exposure to As at different levels
can be associated with various cardiovascular pathologies, skin lesions,
peripheral neuropathies, gastrointestinal symptoms, diabetes, renal
complications, and some types of cancer (bladder, lungs, and skin,
among others) depending on the doses (WHO, 2018; IARC, 2018).

As Uruguay did not have any official biomonitoring studies of the
population in relation to (non-occupational) environmental exposure
to arsenic, it was necessary to begin this type of research to assess the
situation both in Uruguay and in relation to relevant regional and inter-
national frameworks (Mariay et al., 2014, 2016).

laquinta et al. (2012) performed a pilot study to analyze the total As
in urine samples from non-exposed populations to estimate basal levels
and possible correlation with associated variables. In total, 36 urine
samples were collected from voluntary participants (adults) according
to a pre-designed protocol. Urine was analyzed by means of HG-AAS
and results were statistically assessed and compared with data from a
previous survey.

Results from this study showed average reference levels of 4.96
pg L', (range 2.67-11.21 pg L") and allowed for the study of the
influence of several factors possibly affecting the concentration of
As-U. Obtained levels were within the limits referred to as baseline
inUS populations (ATSDR, 2007). In addition, a negative significant
correlation was found between age and U-As levels; as age in-
creased, U-As levels decrease (laquinta et al., 2012). This study
can be considered the first preliminary background study focusing
on As levels in urine from an unexposed adult population in
Uruguay.

Kordas et al. (2016) studied As exposure in children and examined
the extent and dietary predictors of exposure to As, as well as the effects
of low-level exposure in 5-8-year-old children from Montevideo,
Uruguay. In total, 357 children from different schools were enrolled in
the study. Urine samples were collected from the children and a survey
given to their parents regarding information about the children's diet.
Level of As-U were measured using high-performance liquid chroma-
tography with hydride generation and inductively coupled plasma
mass spectrometry (HPLC-HG-ICP-MS), and the sum concentration
(As-U) used for exposure assessment. Exposure to As was low (median
As-U: 9.9 pg L") and drinking water was not a major contributor to ex-
posure (water As: median 0.45 pg L™"). This can be explained by the fact
that all children were from a region in Montevideo where drinking
water is supplied only from surface water sources (Rio Santa Lucia).
The study found that As exposure was low in this specific population
of Uruguayan children, but that a higher consumption of rice was asso-
ciated with higher As exposure, partly as DMA (dimethyl arsenic acid,
one of the main metabolites of As). A higher body mass index, higher in-
take of meat, and higher proportion of vegetables also contributed to
children's ability to methylate inorganic arsenic. However, more re-
search is needed on the associated factors and biomarkers of arsenic
in children living in areas where arsenic exposure may be higher
through drinking water from groundwater sources.

3.3. Future research and activities

Several projects and future research activities are planned or pro-
posed for the following years. Regarding official activities, CEREGAS (Re-
gional Centre for Groundwater Management for Latin America and the
Caribbean) has developed as a “tool of articulation” between govern-
mental organizations, academia, and other regional countries. Its mis-
sion is to connect national and regional organizations with at the
public or private sector for the sustainable management of aquifers
and the protection of water resources under a comprehensive approach
that considers environmental, economic, and social aspects. This in-
cludes international commitments entered upon by the country and
the region in terms of sustainable development (CEREGAS, 2018).
Within this framework, CEREGAS is now focusing its attention on As
levels in aquifers and various meetings were held to elaborate on a
draft action plan. This plan will to apply to various institutions to secure
funds for amultifold project. In addition, the project will also serve as an
umbrella for ongoing research studies and to generate new knowledge
regarding the problem of arsenic in groundwater in Uruguay.

Regarding academic endeavors, current research will focus on the
nature and magnitude of the geological sources that contribute As to
water and its distribution throughout the country. In addition, this
will allow for the implementation of systematic tools for the assessment
of health risks in order to collect scientific evidence for the prevention of
harmful effects to low doses of arsenic in drinking water on population
health.

Risk assessments should be performed in several identified
Uruguayan populations by the application of standardized protocols of
risk assessment developed by the WHO (2017) or by using similar
tools. The academic proposal given to CEREGAS was based on the re-
search results of Navoni et al. (2014). This paper describes a health
risk assessment on As exposure through drinking water in an Argentin-
ean population by applying spatial analytical techniques in addition to
conventional approaches. The obtained results could then be used for
defining priorities of risk management in particular areas decrease arse-
nic exposure. However, it will be necessary to begin harmonizing envi-
ronmental and health data in Uruguay to continue with these types of
projects.

Furthermore, the medical-geological approach offers a methodolog-
ical framework for the development of an interdisciplinary scientific
field to integrate geosciences and health sciences for the promotion of
healthcare.
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4. Conclusions

This paper gives an update on the context and current situation re-
garding environmental arsenic and health impact issues in Uruguay
and reports on progress made in this area of concern.

Considering that As is a natural and ubiquitous element throughout
the environment and that it is very difficult to protect populations
against low-level exposure of As, it is very important that Uruguay, as
other countries of the region, has this type of scientific information
and background studies available for the promotion of preventive
health actions.

The connection of academic research teams to stakeholders and pol-
icy makers, is highlighted as an efficient tool to continue advancing on
these topics in Uruguay.

As previously described, overlapping Uruguayan cancer atlas data
with As levels in drinking water from wells can be a potential tool to es-
timate the contribution of As to the incidence of cancer. Notably, it is im-
portant to formalize partnership agreements with governmental
agencies, ministries, and other organizations, to develop a common
framework, and to share available data in order to create high quality
registers that are useful for research purposes.

Currently, the WHO guidelines and UNIT recommendations consti-
tute the only basis that health authorities have in asking the state
water company to reduce arsenic levels for drinking water. No official
epidemiological or biomonitoring programs are planned for
Uruguayan populations in the near future.

Considering this overview of the current situation in Uruguay, exec-
utive organizations dealing with the environment, drinking water, pub-
lic health, and regulations need to join forces to advise on these issues
and to achieve the best conditions for promoting health in the light of
new research findings and recommendations on environmental arsenic
levels and exposure risks. This contribution constitutes therefore, a first
attempt to develop a feasible health risk assessment of low-dose arsenic
exposure in this Latin-American country.

This paper shows that further research is needed on environmental
and health arsenic issues in Uruguay, and describes a scientific approach
that should be better explored in the country. The publication of results
from ongoing studies will provide new and continuing research inter-
ests concerning arsenic issues in Uruguay.
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RESUMEN

El Arsénico (As) es un elemento natural de la corteza terrestre de gran relevancia
toxicologica debido alos efectos nocivos sobre la salud que provoca su exposicion. Los
elevados niveles de As en agua subterranea en Argentina y Chile son ampliamente
estudiados y conocidos, no obstante, en Uruguay existen escasos estudios de inves-
tigacion sobre el tema. En este trabajo se realizo la determinaciéon de As total en
muestras de agua mediante espectrometria de absorcién atémica con generacion de
hidruros (HG-AAS). La metodologia se baso en el método normalizado de la American
Public Health Association (APHA 3114 B) y se evalué la linealidad, la precisién y la
veracidad como parametros de desempefio para su implementacion. Fueron analizadas
49 muestras de agua superficial y subterranea provenientes de una zona del pais que
se caracteriza por el cultivo de arroz. Los resultados obtenidos no superan el nivel
de As establecido por la normativa uruguaya (20 pg L) v se observan valores mas
elevados en aguas subterraneas que en las superficiales. Este trabajo es un primer
aporte para conocer los niveles de As total en agua que se utiliza para uso doméstico
v en los cultivos de arroz.

PALABRAS CLAVE: As, agua subterranea, arroz, HG-AAS.
ABSTRACT
Arsenic (As) is a natural element of the earth’s crust. Due to the health effects

caused by its exposure, it has a great relevance in toxicological studies. The high
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levels of As in groundwater in Argentina and Chile are widely studied and known.
However, in Uruguay there are few research studies based on the levels of As
in water. In this work the determination of the total As in water samples was
carried out, using atomic absorption spectrometry with hydride generation (HG-
AAS). The methodology was based on the standardized method of the American
Public Health Association APHA 3114 B. We evaluated linearity, accuracy and
veracity as performance parameters for its implementation. A total of 49 samples
of surface and underground water were analyzed. The results did not exceed the
standards level established in Uruguayan regulations (20 ug L-1). Also, higher
values were observed in groundwater rather than in surface water. This research
is an initial work to know the As levels in water used for domestic purposes and
rice plantations in Uruguay.

KEYWORDS: As, underground water, rice, HG-AAS.

INTRODUCCION

El Arsénico (As) es un metaloide presente en la naturaleza, ampliamente distribuido
en la corteza terrestre: en agua, aire y suelo. Es capaz de formar compuestos organicos
e inorgéanicos y presentarse en distintos estados de oxidacion (-III, 0, +1II, +V). Las
especies quimicas mas relevantes del As son: arseniato [As(V)], arsenito [As(III)],
formas metiladas de As V y As III, arsenobetaina, arsenocolina, arsenoazicares y
arsenolipidos. Las especies inorganicas de As son las de mayor toxicidad frente a
las organicas (WHO, 2001; WHO, 2011; Litter, et al., 2009). La Agencia para las
sustancias toxicas y el registro de enfermedades (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, ATSDR) ubica al As en el primer lugar de la lista de prioridad de
sustancias toxicologicamente relevantes (ATSDR, 2017). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) lo considera dentro de las diez sustancias mas preocupantes
para la salud publica (WHO, 2018) y el Centro Internacional de Investigaciones
sobre Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC) ha clasificado
al As como cancerigeno para seres humanos (IARC, 2014).

Las principales vias de exposicion son el aire, el agua, el suelo y los alimentos.
A excepcion de la contaminacion antropogénica, los mayores niveles de As se han
encontrado en los recursos hidricos subterraneos, debido a los procesos de interaccién
natural de agua-roca y a la elevada relacion de solidos en solucion que se encuentra
en los acuiferos (Maiiay, 2013).

El principal problema para la salud publica radica en el uso de agua contami-
nada, para beber, preparar alimentos y regar cultivos agropecuarios. Los sintomas
de intoxicacién aguda involucran principalmente entumecimiento de los pies y las
manos, calambres musculares y ocasionalmente la muerte. La exposicién cronica
a bajos niveles de As inorganico debido a la ingesta de agua contaminada incluye:
cambio de pigmentacion de la piel, lesiones cutaneas, hiperqueratosis, ademas de

cancer de piel, vejiga, pulmoén y rifiones (WHO, 2018; Maiiay, 2013; Spratlen, 2017).
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La presencia de altos niveles de As en el agua es un tema prioritario de pre-
ocupacion ambiental, ya que limita el uso del recurso de agua potable e impide
el crecimiento socioeconémico, la sostenibilidad del uso racional de los suelos y
el desarrollo sostenible de la agricultura (Litter, et al., 2009). Esta preocupacion,
junto con los efectos toxicos en la salud humana y animal y las consecuentes
repercusiones patologicas asociadas con su exposicién, ha llevado a profundizar
su estudio y desarrollar diversas metodologias analiticas capaces de estudiar al
As en sus diferentes formas y concentraciones, incluso a niveles de traza. Existen
diversas metodologias para la determinacion de As; la espectrometria de absorcion
atomica por generaciéon de hidruros (HG-AAS) y la espectrometria de masas
con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) son las mas utilizadas hoy en
dia, ya que son compatibles para la deteccion y cuantificacion de As de acuerdo
con los limites impuestos por la legislacion para su contenido en agua potable.
En la mayoria de los paises este limite se ha fijado recientemente en 10 pg L
como valor objetivo de acuerdo a las recomendaciones de la OMS (WHO, 2018;
Litter, et al., 2009).

Debido a la introducciéon de estos nuevos limites internacionales, la determinacion
de As en agua comenzod a tener relevancia geoquimica—ambiental en Uruguay. En
noviembre de 2011 se aprobo en el pais el Decreto N 375/011 (Uruguay, 2011) que
establece que la norma UNIT 833 (Instituto Uruguayo de Normas Técnicas, 2008)
define los parametros requeridos para el agua. Alli se determina que los niveles de
As total deberan ser menores a 20 pg L., con el objetivo de alcanzar las recomen-
daciones de la OMS (Instituto Uruguayo de Normas Técnicas, 2008).

Dada la relevancia en la salud piblica y el impacto ambiental que representa la
presencia de As en agua en altas concentraciones, asi como las escasas referencias
bibliograficas sobre la situacién en Uruguay, este estudio surge con el fin de realizar
un relevamiento de sus niveles en una zona del pais dedicada al cultivo de arroz
altamente demandante de agua.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

La region de muestreo se ubica al noreste de Uruguay, en el departamento de
Treinta y Tres, y es reconocida por el cultivo de arroz. Se tomaron muestras dentro
del predio de una empresa arrocera interesada en conocer los niveles de As del
lugar. Los puntos de muestreo fueron aguas superficiales de la laguna Merin, de
donde surgen los canales que abastecen a las plantaciones, y varios puntos en los
canales. Ademaés, se tomaron muestras de aguas subterraneas de los pozos que la
suministran al poblado vecino y a las oficinas e instalaciones de la empresa arro-
cera. Se recolectaron muestras de agua en las localidades de Vergara y Cebollati
v en el rio Cebollati. Estas muestras de zonas aledafias se consideran control, ya
que son localidades cercanas a la zona de interés y el agua proviene de la misma
cuenca principal, la Laguna Merin o acuifero Chuy. Se realiz6 el muestreo de
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forma no probabilistica por conveniencia, abarcando todas las areas a las que se
tuvo acceso dentro de la empresa arrocera y en las ciudades aledaiias. En total se
recolectaron 49 muestras.

Tanto la toma como la conservacion de las muestras se realizé segin recomen-
daciones de APHA (American Public Health Association, American Water Works
Association y Water Environment Federation, 2012). Para la recolecciéon de agua
subterranea se limpié la tuberia de salida dejandola correr unos 3 minutos y se
hizo la toma de muestra. Las muestras de agua superficial fueron extraidas de pre-
ferencia en la zona central y de una zona donde fluia el agua pero sin turbulencia.
Se evité tomar agua de las margenes del rio, ya que alli no esta perfectamente
mezclada y puede haber sufrido efectos de evaporacion o de contaminacion. Las
muestras fueron colectadas en frascos de polipropileno de 500 mL con la adicién
de acido nitrico al 5 %v/v para su conservacién, transporte y posterior analisis
en el laboratorio.

Analisis

La determinacién de As total en las muestras de agua se realizé en el CEQUIMTOX
(Centro Especializado en Quimica Toxicologica - Facultad de Quimica) mediante
espectrometria de absorcion atomica por generacion de hidruros (HG-AAS), basada
en el método normalizado de APHA 3114 B (American Public Health Association,
American Water Works Association and Water Environment Federation, 2012). Se
analizo6 cada muestra por duplicado, con un tratamiento inicial de digestion abierta
utilizando acido clorhidrico concentrado y posterior agregado del agente reductor ioduro
de potasio 20 % =/..

Se verificd la metodologia evaluando los siguientes parametros de desempetio:
linealidad, precision, veracidad (muestras fortificadas a dos niveles y material de
referencia certificado: LATU MRC. INO. 101), limites de deteccién y cuantificacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia para la determinacion de As se adapté basandose en las reco-
mendaciones de la APHA con el objetivo de trabajar dentro de los lineamientos
de la quimica verde, con el uso de la menor cantidad de reactivos, con la menor
concentraciéon posible y generando la menor cantidad de residuos, en el menor
tiempo de andlisis. Se realizé una digestion en condiciones fuertemente acidas
para eliminar materia orgéanica presente. Luego de la digestion las muestras se
redujeron con el agregado de ioduro de potasio para obtener la forma adecuada
de As para la generacion de hidruros. Se estudiaron parametros de desempeiio
para evaluar las modificaciones realizadas y los resultados obtenidos se incluyen
en la Tabla 1.
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TABLA 1. Parametros de desempertio.

Parametros de desempeno Resultado
Linealidad (0-12 pg L-t) R2 > 0.995
Precisién (n = 10, RSD) <10%

Veracidad (n = 10) 75-125%
LOD (3s/b, n=10) 0,5 pg Lt
LOQ (10s/b, n = 10) 1,5 pg L!

Los resultados de As total obtenidos por el analisis de las muestras de agua
recogidas en el predio de la empresa se agrupan en la Tabla 2. Se clasifican segiin
su origen, superficial o subterranea, y se indica la cantidad de muestras por punto
de muestreo analizadas. Se presentan en ambos casos las concentraciones méaximas
v minimas encontradas para cada grupo de muestras. A su vez, se indican en la
Tabla 3 los resultados de As obtenidos en las muestras provenientes de la zona
aledana a la empresa arrocera. Alli se especifican las ciudades muestreadas, la
cantidad de muestras obtenidas en cada una y los valores minimos y maximos en

cada grupo de muestras.

TABLA 2. Resultados de As en aguas provenientes del predio

de la empresa arrocera.

Concentracion promedio de As (pg L)

Agua superficial Agua subterranea
Lagunas Canales Chacra ESE(;‘Z];)LA POZO 1 POZO 2 POZO3 POZO 4
m=6) (n=9) @=7) (n.: 2)' m=3) @=9) n=4) m=2)
<15 <15 <1,5 5,6 9.5 6,3 7,9 2,2

Min/Méax Min/Max Min/Max Min/Max Min/Max Min/Max Mim/Max Min/Max
<0,5/2,2 <0,5/24 <0,5/24 47/64 89/103 54/82 63/10,5 12/28

TABLA 3. Resultados de As en las zonas aledaiias.

ncentracion promedio de As (pg L-!) en zonas aledanas

Vergara Cebollati Rio Cebollati
Gl Ciudad: punto 1 (n=2) Ciudad: punto 2 (n=3) (n=1)
(n=1)<05 49 10.7 6.5
-—-Min /Max Min/Max Min /Max
1,8/7,1 9,3/12,2 -
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La norma nacional UNIT 833 (Instituto Uruguayo de Normas Técnicas, 2008)
determina el valor maximo permitido de As en 20 pg L-! para agua potable. Como se
observa en los resultados tanto de las aguas superficiales como de las subterraneas,
las concentraciones promedio de As obtenidas cumplen con la especificacion. Esto
es de significativa relevancia, ya que las aguas subterraneas de pozo son las que
abastecen a la poblacién de la zona y no se observa anomalia en la concentracién
de As que consumen.

Al comparar los resultados entre las aguas superficiales y subterraneas se observa
diferencia entre las concentraciones encontradas en ellas. Las muestras provenien-
tes de aguas superficiales en su mayoria poseen concentraciones bajas, menores a
1,5 pg L1, mientras que las subterraneas presentan casi en su totalidad valores de
concentracion de As mayores a 5 pg L1 Los resultados se representan de forma
grafica en la Figura 1, donde se dividié el rango de concentraciones de As obteni-
das segtin las normativas legales y se evalta si el mayor aporte de As proviene de
aguas superficiales o subterraneas. Se observa claramente que para concentraciones
desde el nivel de cuantificacion hasta 20 pg L -! el aporte que prima siempre es de
origen subterraneo. Esta observacion se puede deber a procesos de origen geogé-
nico, a la composicién y condiciones de suelo subterraneo. En general, el pH del
suelo es levemente alcalino y junto con las condiciones reductoras se favorece la
desorcion del As desde fases adsorbidas del suelo, vertiéndose en el agua presente
(Smedley y Kinniburgh, 2002).

La concentracion de As encontrada tanto para aguas superficiales y subterraneas
en el predio de la empresa arrocera, en el pueblo vecino y las zonas aledafias es
en general similar, por lo que se podria atribuir la presencia de As en la zona a su
proveniencia natural desde los suelos de la zona.

1,00 B Total de muestras
0,90 .
B Agua subterranea
0,80 ¥
B Agua superficial
2 0,70
% 0,60 Concentracion de As
&
£ 050 A: <05 pg L
% 0.40 B: 0,5-10 pg L
= 030 C: 10-20 ug L?
0,20 D: >20 ug L'
0,10
0.00 I

A B G D
Intervalo de concentraciones
Figura 1. Frecuencia relativa de aguas superficiales y subterraneas frente
al total de muestras dependiendo de la concentracion de As total.

Segtin la OMS, el valor maximo permitido para As total es 10 pg L. Este valor
es el objetivo planteado segtin la norma nacional a implementarse como limite en un
futuro cercano. Llas concentraciones de As de algunas muestras analizadas en este
trabajo, provenientes de pozos subterraneos que abastecen a la poblacion, sobrepasan

ISSN 1688-6593 - INNOTEC 2018, No. 17 (10 - 17)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

15



FALCHI, PIZZORNO, IAQUINTA, COUSILLAS
RELEVAMIENTO DE LA CONCENTRACION DE ARSENICO TOTAL EN AGUA... DOI: 10.26461/17.07

ese valor. En Uruguay mas de un tercio de la poblacion utiliza agua subterranea
para consumo doméstico (OSE, s.d.) ¥ es un recurso ampliamente utilizado en el
sector agroproductivo, por lo que el estudio de la calidad de agua en cuanto a su
contenido de As es de gran relevancia.

Existen escasos estudios de investigacion hoy en dia en Uruguay. Son conoci-
dos los relevamientos de Manganelli (2006) o Maiiay (2013), por ejemplo, pero
se encuentran en general relacionados a zonas del sur o suroeste de Uruguay. Por
ello, este trabajo es un aporte inicial para conocer los niveles de As en agua de
consumo humano en una zona puntual del noroeste del pais no estudiada ante-
riormente, dando paso a que se inicien nuevos proyectos de investigacién para su
estudio en todo Uruguay.

Dada la conocida toxicidad de la especie inorganica de As III y su estrecha re-
lacién con patologias en seres humanos, se continuara este trabajo con el desarrollo
de la metodologia para la determinacion de las especies de As en agua. Luego se
estudiara el grado de toxicidad y se realizara una evaluaciéon de riesgo poblacional

con el fin de aportar informacién a la salud publica.
CONCLUSIONES

Este estudio es un primer aporte al conocimiento de los niveles de As total en agua
que se utiliza para consumo poblacional y de riego en plantaciones de arroz en una
zona puntual del noreste de Uruguay. Si bien las concentraciones de As total se
encontraron dentro de especificaciones de normativas nacionales, se encontraron
concentraciones de As que sobrepasan los niveles objetivos del pais para aguas

potables de consumo humano.
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Estudio de los niveles de arsénico en aguas subterraneas utilizadas para el
consumo humano; Aportes de la Toxicologia Ambiental con una mirada de

Geologia Médica. Paulina Pizzorno, Valery Buhl, Virginia Strambini, Paula

Collazo, Nelly Mafiay. Poster.

Proyecto ASURU: arsénico en agua subterranea del Uruguay y evaluacion de

riesgos a la salud asociados. Paula Collazo, Karina Pamoukaghlidn, Nelly

Mariay, Valery Buhl, Paulina Pizzorno, Elena Alvareda César Goso. Poster
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o Niveles de arsénico elevados en el Sistema Acuifero Raigon, en las zonas de

Kiyd, Libertad y Santa Regina. Karina Pamoukaghlian, Paula Collazo,

Nelly Mafay, Valery Buhl, Paulina Pizzorno, Elena Alvareda. Poster

o Estudio sobre el arsénico y sus especies en perforaciones para consumo

humano al SE de Kiyu, San José, Uruguay Rebeca Panzl Di Leone, Elena

Alvareda, Karina Pamoukaglian, Valery Buhl, Paulina Pizzorno. Poster

o Arsénico en Agua Subterrénea, en Acuifero Fracturado de Punta Espinillo,

Montevideo, Uruguay Romy Gonzalez, Paula Collazo, Valery Bihl, Paulina

Pizzorno. Poster

e Congreso Argentino de Quimica Analitica. Argentina 2021

o Desarrollo de un sistema acoplado (HPLC-HG-MIP OES) para la
determinacion de especies inorganicas de arsénico Lucia Falchi, Paulina

Pizzorno, Valery Bihl, Nelly Mafiay y Mariela Piston. Presentacion oral

o Desarrollo de una metodologia rapida y econémica para la especiacion de
arsénico en aguas mediante extraccion en fase solida Paulina Pizzorno, Lucia

Falchi, Nelly Marfiay y Valery Bihl. Presentacién oral

e As2021_28th International Congress on Arsenic in the Environment, Wageningen,
Netherlands, Junio 2021

o “Private wells in Uruguay: evaluating groundwater arsenic levels and
finding new areas for population’s health risks assessment”. Valery Bihl, P.
Pizzorno, I. Machado, E. Alvareda & N. Mafiay. Congreso realizado en forma

virtual del 7 al 9 de junio de 2021. Presentacion oral.

e XXXVII Jornadas Interdisciplinarias de Toxicologia —"La Toxicologia transitando
los tiempos de pandemia™ Buenos Aires, Argentina del 16 al 18 de septiembre de
2020
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o Determinacion del biomarcador de exposicién al arsénico inorganico.
Validacion de un método mediante espectrometria de emision atdmica con
plasma inducido por microondas acoplado a la generacion de hidruros (HG-
MIP OES). Paulina Pizzorno, Lucia Falchi, Mariela Piston, Valery Buhl,

Nelly Mafay. Poster

e 6 Encuentro Nacional de Quimica (6 ENAQUI), Montevideo, Uruguaty Octubre
2019.

o Comparacién del desempefio de dos técnicas de espectrometria atdbmica para
la determinacion de arsénico en aguas subterraneas. (2019) Lucia Falchi,

Paulina Pizzorno, Valery Biihl, Nelly Mafiay, Mariela Piston. e-poster

o Aplicacién de espectrometria de emision atomica con plasma inducido por
microondas acoplado a la generacién de hidruros (HG-MIP OES) como
técnica alternativa para evaluacion de niveles de arsenico en orina como
biomarcador de exposicion de la poblacién. (2019) Paulina Pizzorno, Lucia
Falchi, Mariela Piston, Valery Bihl, Nelly Mafiay. e-poster

e 15 Rio Symposium on Atomic Spectrometry, 20109.

o Arsenic Determination In Urine Using HG-MIP OES: A Toxicologycal
Application (2019) Valery Buhl, Paulina Pizzorno, Lucia Falchi, Florencia
Cora Jofré, Marianela Savio, Nelly Mafiay, Mariela Piston. Poster con

presentacion oral.

e MEDGEDO, Guiyang, China. 12 a 15 de Agosto 2019.

o “Medical Geology approach for Arsenic studies in Uruguay: advantages and
difficulties” N. Mafiay, V. Buhl, M. Céaceres. The 8th Internacional Medical

Geology Conference, Presentacion oral.

e 5° Congreso Uruguayo de Quimica Analitica (5°CUQA), Montevideo Uruguay
Octubre 2018.
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o Relevamiento de arsénico inorganico en agua proveniente de varias fuentes
de una zona arrocera del Uruguay (2018). Falchi, Lucia; Pizzorno, Paulina;

laquinta, Fiorella; Cousillas Adriana. Presentacion oral.

o Aplicacion de un disefio experimental para la optimizan de la determinacién
de arsénico inorgénico en agua mediante HG-FAAS (2018). Pizzorno,

Paulina; Falchi, Lucia; Buhl, Valery; Piston, Mariela; Mafiay, Nelly. Poster.
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Apéndice 11. Premios obtenidos

e Best Oral Presentation in MEDGEO23 Monterrey Mexico, 9TH August 2023. Por

la presentacion del trabajo: Risk assessment exploratory study associated with the
presence of arsenic in groundwater in a rural area of the municipality of San

Antonio, Uruguay.

e Student Award por la destacada participacion en la Student Conference on

Environmental Health and Medical Geology, Latin America Edition. Se otorgd un
afio de membresia de la International Medical Geology Association (IMGA),

diciembre de 2021 hasta diciembre de 2022 a Paulina Pizzorno.
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THE INTERNATIONAL MEDICAL GEOLOGY ASSOCIATION
(IMGA) - STUDENT AWARD

PRESENTED TO:

PIZZORNO, Paulina

FOR HIS VALUABLE PARTICIPATION IN THE INTERNATIONAL STUDENT
CONFERENCE ON ENVIRONMENTAL HEALTH AND MEDICAL GEOLOGY. LATIN AMERICA
EDITION.

THE AWARD CORRESPOND TO A YEAR OF IMGA MEMBERSHIP FROM
DECEMBER 2021 TO DECEMBER 2022.

DIEGO H. FRIDMAN
IMGA CHAIR PERSON
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THE INTERNATIONAL MEDICAL GEOLOGY
ASSOCIATION (IMGA)

STUDENT STIMULUS AWARD

Pautinn Hrzoro

For Best Oral Presentation in MEDGEO'23 Monterrey Mexico,
9™ August 2023
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Dr. Diego Fridman, IMGA Chairperson
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Anexo 1.  Aprobacion comité de ética para trabajo con la comunidad

Wt e e Fecha de emision 25062021

SALULLA Y L

LU

EL CONSEJO DE LA FACULTAD DE QUIMICA DE LA UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
EN SESION ORDINARLIA DE FECHA 24 DE JUNIO DE 2021, ADOPTO LA SIGUIENTE
EESOLUCION:

102.

N° -2 - 1l.- Tomar copocumento de la presenfacion del Proyecto
"Evaluacion de riesgos a la salud por exposicion al arsénico a mraves del agua", que eleva su
responsable, docente Paulina Pizzormo.

2_-demmedmaﬂnpmywhcnﬂmmdmmldghﬂmﬂsiéndnﬂﬁm&
Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de (huimica (9 en 9)

Pase a SECCION COMISIONES ¥ CLAUSTRD
P
."J o
(AN
AN

Ang Morgulo
Dirzctora de Div sidn — Secretaria
acutad de Uuimica

Isidoro de Maria 1620 (Anexo A) C.P. 11300

Tel. (598 2) 924 18 84 Fax. (598 2) 524 60 79
Casilla de Comeo 1157 E-mail: decano@fy. edu.uy
Montevideo - Uruguay
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