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RESUMEN

RESUMEN:

Los ambientes costeros mundiales estan experimentando un incremento de presion
antrépica, que incluye el vertido de desechos industriales y urbanos (muchos de
ellos sin ningun tratamiento previo), el aumento de concentraciones de sustancias
perjudiciales, los dragados periddicos en los puertos, la ocupacion de terrenos
intermareales y submareales, entre otros. Entre los compuestos potencialmente
contaminantes se encuentran los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs, del
inglés, Polycyclic aromatic hydrocarbons). Se conocen mas de 1000 PAHSs, pero a
nivel ambiental, sélo un pequefio grupo de estos compuestos adquiere
importancia. Los PAHs son téxicos, persistentes, bioacumulables y tienen la
capacidad de ser transportados a través del aire y depositados a largas distancias,
causando efectos negativos sobre la salud y el medio ambiente tanto cerca como
lejos de su fuente emisora; por esto, comunmente son incluidos dentro de la
categoria de compuestos organicos persistentes (COPs). A pesar de que pueden
tener origen natural, se considera que la principal fuente de liberacién de los PAHs
en el medio ambiente son las actividades antropogénicas. Frente a este problema,
el objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral es estudiar, monitorear e
integrar el conocimiento del estado de impacto, flujo y transferencia de PAHs a los
compartimentos bidticos. Para ello se obtuvieron muestras de sedimentos
superficiales y moluscos bivalvos autéctonos (mejillin, Brachidontes rodriguezii) en
diversos sitios de muestreo del Estuario de Bahia Blanca, en las cuales se analizo la

presencia de 17 PAHs de interés toxicologico-ambiental.

Los resultados obtenidos mostraron que los PAHs se acumulan tanto en
sedimentos como en bivalvos para el area de estudio. Las concentraciones halladas
permitieron clasificar la zona con niveles moderados de contaminacion en relacion
a otros sitios costeros similares alrededor del mundo. Los méximos valores de

PAHs para ambas matrices fueron registrados en inmediaciones del area portuaria-
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industrial, mostrando una tendencia general decreciente a medida que aumenté la
distancia a los sitios industriales o mas densamente poblados. Por ultimo, se
identificaron origenes mixtos de PAHs para ambas matrices, destacdndose los

procesos piroliticos por sobre los petrégenicos.

VII



ABSTRACT

ABSTRACT

Global coastal environments are supporting an increased human pressure,
including industrial and urban discharges (many of them without adequate
treatment), increased concentrations of hazardous substances, periodic dredging in
ports, and occupation of intertidal and subtidal lands, among others. Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) are a large group of compounds (more than 1000),
but only a small group of these compounds are of environmental importance. PAHS
are a unique class of persistent organic pollutants (POPs) due to their persistence,
toxicity, ability to bioaccumulate, long-range transport properties, and adverse
effects on environmental and human health. Anthropogenic activities are generally
considered the major source of PAHs release into the environment, even though
they may have natural origins. In view of this, the main objective of this Ph. D.
Thesis is to study, monitor and integrate knowledge of the state of impact, flow
and transfer of PAHs to biotic compartments. Following the mentioned objective,
surface sediment samples and native bivalves (Mussel, Brachidontes rodriguezii)
were collected from the Bahia Blanca Estuary and the presences of 17 PAHs were

analyzed.

The results showed that PAHs accumulates in both sediments and bivalves within
the study area. The concentrations found allowed to classify the area as with
moderate levels of contamination in relation to other similar coastal sites around
the world. The maximum levels of PAHs were found in the vicinity of the port-
industrial area and concentrations of PAHs appeared to decrease as the distance
from the urban/industrial core increased. Finally, in both sediment and mussel,
mixed PAHs sources were identified, with a slight imposition of pyrolytic over the

petrogenic inputs.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1 INTRODUCCION GENERAL

Las zonas costeras son una region de interrelacion entre el continente, la
atmésfera y el mar. La riqueza y diversidad de recursos presentes en estas zonas
favorece el asentamiento humano a lo largo de los litorales y estuarios en todo el
mundo. Se estima que mas del 65% de la poblacion humana vive en las costas con
una tendencia general de la gente a moverse desde regiones continentales hacia

las costas (Costanza, 1994).

Los ambientes costeros mundiales estan experimentando un incremento en la
presion antrépica que reciben, incluyendo el vertido de desechos industriales y
urbanos (muchos de ellos sin ningun tratamiento previo), el aumento del
transporte maritimo, los dragados periddicos en los puertos, la ocupacion de
terrenos intermareales y submareales, entre otros. Estas presiones estan generado
importantes impactos en los ecosistemas marinos, como el aumento de
concentraciones de sustancias perjudiciales, pérdida de habitats, sobreexplotacion
de recursos, o introduccién de especies aléctonas (Muniz et al., 2013). Es asi que
uno de los mayores retos que enfrenta la sociedad actual es cdmo administrar
correctamente el uso de esta importante y vital area, de tal manera que las futuras
generaciones puedan también disfrutar de sus recursos (Marcovecchio et al.,
2014a).

La contaminacion marina puede definirse como “la introduccion de cualquier
sustancia o energia al ambiente marino que puede generar efectos nocivos sobre
los individuos, poblaciones, comunidades y/o ecosistemas” (PNUMA, 2007,
GESAMP, 2011). Es importante tener en cuenta que no existe una relacion sencilla

y directa entre las concentraciones de los contaminantes y su riesgo ecoldgico, ya
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que la sola presencia de los contaminantes no necesariamente implica que estén
biodisponibles, y por lo tanto ser capaces de ser incorporados por los organismos y
eventualmente causarles efectos toxicos (Bellas et a/., 2011).

La implementacion de programas de monitoreo es una herramienta clasica para
identificar, evaluar, seguir y regular las concentraciones de compuestos
potencialmente téxicos en el ambiente marino. La monitorizacion consiste en la
observacion repetitiva en el espacio y tiempo de compuestos quimicos o elementos

bioldgicos utilizando métodos de medicion estandarizados (WHO 1974).

Los principales grupos de compuestos potencialmente contaminantes son entre
otros, los metales pesados, los compuestos organicos de estafio (MBT, DBT y
TBT), los plaguicidas (organoclorados, organofosforados, etc.), bifenilos
policlorados (PCBs), dioxinas y los hidrocarburos, entre los que se destacan los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs del inglés, Polycyclic aromatic

hydrocarbons), sobre los cuales se basara el presente trabajo de esta tesis.
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2 HIDROCARBUROS AROMATICOS PoLIcicLICOS
2.1 Caracteristicas generales

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHs) son un grupo de compuestos
orgéanicos formados por la fusién de dos o mas anillos arométicos o, en algunos
casos, de un anillo pentagonal. La mayoria de ellos estan formados por anillos
bencénicos, aunque muchas familias de PAHs presentan grupos funcionales que

pueden incluir elementos diversos.

Estos compuestos son sélidos a temperatura ambiente, incoloros o de color blanco
o amarillo-verdoso palido. Se caracterizan por presentar bajas presiones de vapor
y baja solubilidad en agua, asi como altos puntos de fusion y ebullicion. A medida
que se incrementa su peso molecular y el tamafio de la molécula, decrece su
solubilidad en agua y aumenta su hidrofobicidad, toxicidad y persistencia en el
medio ambiente. Presentan altos coeficientes de octanol / agua (Kow), siendo esta
caracteristica sumamente importante, ya que su baja solubilidad en agua y su alta
afinidad por los compuestos organicos van a ser determinantes en el
comportamiento y distribucion de los PAHs en el medio ambiente, facilitando su
bioacumulacion y concentracién. La tabla 1.1 resume las caracteristicas

fisicoquimicas de los 17 PAHs que se analizaron en esta tesis.

Los PAHs pertenecen al grupo de los Contaminantes Organicos Persistentes
(COPs), ya que de acuerdo al Protocolo sobre COPs firmado en Dinamarca en
1998, reunen las cuatro caracteristicas fundamentales alli definidas: son toéxicos,
persistentes, bioacumulables y tienen la capacidad de ser transportados a través
del aire y depositados a largas distancias, causando efectos negativos sobre la

salud y el medio ambiente tanto cerca como lejos de su fuente emisora.

En la naturaleza se encuentran como mezclas complejas. Se conocen mas de 1000
PAHs, pero a nivel ambiental, s6lo un pequefio grupo de estos compuestos

adquiere importancia.
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En base a sus propiedades quimicas, su abundancia y su toxicidad, la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (US EPA), la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO), la Agencia Estadounidense para las Sustancias Toéxicas y el
Registro de Enfermedades (US ATSDR) y la Union Europea (EU) han considerado a
ciertos PAHs como contaminantes prioritarios y han recomendado su inclusion en

programas de monitoreo.
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Tabla 1.1. Caracteristicas fisicoquimicas y abreviaturas empleadas de los 17 PAHs
analizados en esta tesis.

Nombre y Peso Férmula Punto de Punto de Solubilidad | Log
abreviatura Molecular quimica Fusion(C2) | Ebullicion(C2) (mg/L} (&
Naftaleno 128 99 80 218 31 3.37
(NA)
2-metil-Naftaleno NN
(2M-NA) 142 35 241 30 3.86
Acenaftileno )
(ACY) 152 ® 92 270 16.1 4
Acenafteno A
(ACE) 154 JJ 96 279 3.8 3.92
Fluoreno 7~
(L 166 0O 116 295 1.9 4.18
Fenantreno IAj
(PHE] 178 L 101 339 11 457
Am(f;';”o 178 999 216 340 0.045 4.54
q
Fluoranteno {
FL0) 202 C )"_7(; 111 375 0.26 5.22
Pireno 96
(PY) 202 (l ] 156 360 0.132 5.18
Benzo(a)antraceno 228 A~ 160 435 0.011 5.91
(BaA) PP : :
Criseno “
(CHR) 228 i :I N 255 448 0.002 5.86
Benzo(b)Fluoranteno . "A:
Bo6) 252 Qj . 168 481 0.0015 5.8
&
Be”m{k:;'::;ra"te"o 252 0~ 217 481 0.0008 6
. | = ‘\\“
Benzo (a)Pireno 252 O 179 495 00038 | 6.04
(BaP) N NN
. e
Indeno(1,2,3,c-djpireno | 7 10 e 164 536 Insoluble | 6.58
(IP) O P
Dibenzo(a,h)antraceno 278 J 0‘ 267 524 0.006 6.75
(DBA) .
Benzo-ghi-Perileno N
(8PE) 276 X 277 500 0.00026 6.5
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2.2 Origen

El origen o sintesis de los PAHs puede ser:

PETROGENICO: Debido a procesos geoldgicos como son la formacién de petréleo y
el carbdén. Los PAHs se encuentran de manera natural en los combustibles fosiles
como el petréleo crudo y el carbén, como resultado de una transformacion lenta
de la materia organica a bajas temperaturas y altas presiones (PAHs
petrogénicos). Las concentraciones suelen ser bajas (alrededor del 1%)
dependiendo en gran medida del origen del crudo. Durante este proceso se
favorece la formacion de alquil-derivados, de forma que los PAHs no sustituidos

tienen una concentracion relativa mas baja (Soriano Sanz, 2009).

PIROLITICO: Los PAHs se forman en cualquier proceso de combustion incompleta
de la materia organica a elevadas temperaturas. La combustibn puede ser
originada debido a causas naturales como incendios forestales o erupciones
volcanicas, aunque su contribucién porcentual es minima cuando se la compara
con aquella generada por las actividades industriales y/o antropogénicas (PAHs

piroliticos).

NATURAL: Los PAHs pueden formarse de manera natural debido a la
transformacion de compuestos organicos en suelos o sedimentos bajo condiciones
de anoxia o hipoxia (PAHs diagénicos), o pueden producirse por biosintesis
directa a partir de organismos como bacterias, hongos y algunos insectos (PAHs
biogénicos) (Hites et al.,, 1980; Burguess et al., 2003; Kovéacs et al., 2008;
Pietzsch et al.,, 2010; Nakata et al., 2014). Algunos PAHs que pueden ser
mencionados como ejemplos son el Fenantreno, el cual puede ser sintetizado por
precursores como alquil-fenantrenos presentes en los tejidos de las plantas (Sims
& Overcash, 1983; Kovacs et al., 2008), y el Perileno, que puede ser producido en
sedimentos marinos bajo condiciones anodxicas (Venkatesan, 1988; Wilcke et al.,
2003).
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2.3 Fuentes de PAHs

Como se menciond en el parrafo anterior, los PAHs pueden ser originados de
manera natural; sin embargo su contribucién es minima comparada con la de las
actividades antropogénicas que suelen ser las principales responsables de la
presencia de los PAHs en ambientes marinos (Figura 1.1). La amplia variedad de
fuentes existentes de estos compuestos explica su gran distribucion en suelos,

aguas y aire. Las principales fuentes antropogénicas son:

Emisiones industriales:

Las fuentes méas importantes que pueden citarse son las centrales térmicas
generadoras de calor y electricidad, que utilizan como combustible carbén o
combustibles fésiles; plantas productoras primarias de aluminio, acero y hierro
(debido al empleo de electrodos de carbono hechos a base de alquitranes y al uso
del coque como fuente de energia); industrias petroquimicas; plantas
incineradoras (por ej., aquellas que incineran poliestireno, polietileno, policloruro
de vinilo, etc.); fabricas productoras de cemento, betin, neumaticos de caucho y

asfalto.

Emisiones debido al trafico:

Autos, colectivos, trenes, barcos y demas vehiculos a motor, que usan
combustibles fosiles como naftas y gasoil, son una fuente importante de emisién
de PAHs. Muchos factores influyen en la generacion de los PAHs en los motores,
como por ejemplo el tipo de combustible empleado, la proporcién de la mezcla

combustible/aire, el tipo de motor, etc.

Emisiones domeésticas:
Debidas principalmente al uso de combustibles organicos como lefia, carbén o
derivados del petréleo para la calefaccion y/o coccion de alimentos. También son

de importancia los PAHs que se generan en procesos como la quema de residuos,
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el asado o ahumado de los alimentos y el humo del tabaco, primera causa mundial

de induccién de cancer.

Emisiones agricolas:
La quema controlada de grandes extensiones de campo con el fin de limpiar el
suelo y prepararlo para una nueva siembra es una fuente importante de PAHs en

zonas con una importante actividad agricola-ganadera.

Derrames de petrodleo:
Los derrames accidentales que se producen durante al transporte de petréleo
crudo y sus derivados por via maritima pueden introducir grandes cantidades de

PAHs al ambiente marino.

Atmosfera

X g

Transporte de largo alcance
Condensacién en zonas frias

Ingreso a biota a través de PAHs en

material particulado,

disueltos
St

BI;‘;‘ a;ﬁm

Sedimentos

Figura 1.1. Fuentes y dinamica de PAHs en los ecosistemas.
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2.4 Ingreso de los PAHs a los ambientes costeros

Una vez producidos los PAHs pueden ingresar al ambiente marino por diferentes
vias, entre las que pueden citarse: el lavado de tierras urbanas, deposicion
atmosférica, descargas directas de efluentes domésticos e industriales,

precipitaciones.

Los PAHs que ingresan al ambiente por via atmosférica son réapidamente
adsorbidos sobre el material particulado. Su destino final estara determinado por
numerosos procesos de particion y transporte subsiguientes. Su estructura quimica
les confiere una gran estabilidad quimica y resistencia a ser atacados por
sustancias quimicas, aunque si son degradados tanto fotoquimica como
biol6gicamente. Como se expresO previamente, la solubilidad y la afinidad de estos
compuestos sobre las fases orgénicas aumentan con el aumento del nimero de
anillos. Los PAHs unidos a las particulas presentan una mayor resistencia a la
degradacién. En conjunto la baja tasa de degradacion, la menor volatilidad y la
fuerte adsorcion a particulas, hacen que los PAHs que poseen un elevado peso
molecular tiendan a acumularse en los sedimentos y en algunos organismos

acuaticos.

Agua

Si bien existen varios trabajos en la literatura en donde se determinan los PAHs en
agua (Maldonado et al., 1999; Zhou et al., 2000; Cincinelli et al., 2001; Zhou &
Maskaoui, 2003; Countway et al., 2003; Guitart et al., 2007; Arias et al., 2009;
Bourgeault et al., 2013; Botello et al., 2015), la determinacion de éstos
contaminantes en agua no es lo méas habitual en estudios de contaminacion por
compuestos organicos, ya que las concentraciones suelen ser muy bajas y ademas
no reflejan una distribucion espacial real. Sin embargo luego de vertidos
accidentales la determinacion en esta matriz suele ser muy importante, ya que la
composicion y concentracion de la fraccién soluble puede determinar el primer

impacto del producto vertido sobre los organismos marinos (Soriano Sanz, 2009).
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La distribucién de los PAHs entre las fracciones disuelta y particulada depende
tanto de la solubilidad intrinseca de cada PAH individual como de la disponibilidad
de sustratos de unidn, tales como particulas suspendidas, contenido de materia

organica, etc.

Se puede decir que -en general- existe un gradiente global de concentraciones, por
el cual las concentraciones alejadas de la costa son menores, aumentan cerca de
la costa y son maximas en la microcapa superficial, en donde varios estudios han
demostrado un enriquecimiento en PAHs con respecto al resto de la columna de
agua (Cincinelli et al., 2001; Latimer & Zheng, 2003; Guitart et al., 2007).

Sedimentos

Los sedimentos pueden definirse como el depdsito de origen detritico, quimico u
orgéanico fruto de la destruccion mecanica o de la alteracion de las rocas, de las
precipitaciones de elementos disueltos en el agua o de la acumulacion de materia
organica en un medio continental o marino, y representan el mayor reservorio de
PAHs en ambientes costeros (Soclo et al., 2000; Culotta et al., 2006; Quiao et al.,
2006; Boonyatumanond et al., 2006; Chen et al., 2011; Acquavita et al., 2014).
Ciertas caracteristicas de esta matriz -como por ejemplo el contenido de materia
organica y la granulometria- determinan su capacidad de retencién de
contaminantes. Por otro lado, algunos procesos naturales (como la bioturbacion,
resuspension y remocion), asi como los procesos de dragado favorecen la

movilizacién de contaminantes antiguos retenidos en los sedimentos.

Muchos estudios se han realizado a nivel global sobre los sedimentos superficiales,
ya que estos representan los aportes mas recientes al medio. En general los
maximos valores se encuentran en puertos, golfos, bahias y estuarios, que suelen
estar localizados en sitios cercanos a centros urbanos e industriales, observandose
una tendencia a decrecer paulatinamente a medida que aumenta la distancia a
estos centros (Baumard et al., 1998a; Kim et al., 1999; Soclo et al., 2000; Lipiatou
& Saliot, 1991; Arias et al., 2010a).
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De acuerdo a las observaciones documentadas (Baumard et al., 1999a, 1999b;
Soclo et al., 2000; Magi et al., 2002; Latimer & Zheng, 2003; Yim et al., 2005;
Quiao et al., 2006; Sprovieri et al., 2007; Chen et al., 2013) la composicion de los
PAHSs en los sedimentos esta dominada por compuestos de alto peso molecular (de
4 a 6 anillos bencénicos), en contraste con las distribuciones generales en agua de
mar y fase gaseosa, que tienden a estar dominadas por PAHs de bajo peso

molecular (2 y 3 anillos).

2.5 Bioacumulacion en organismos marinos

La bioacumulacién puede definirse como aquel proceso por el cual una sustancia
alcanza en un organismo una concentracion mas alta que la que tiene en el

ambiente al que esta expuesto (http://www.epa.gov/espanol/glosario/).

Los PAHs mas biodisponibles para los organismos marinos son aquellos que se
encuentran disueltos en agua, mientras que los asociados a la materia organica
(disuelta o particulada) presente en la columna de agua y sedimentos estan
generalmente menos biodisponibles (Porte & Albaiges, 1993; Baumard et al.,
1998a, 1998b, 1999a; Thorsen et al., 2004; Soriano Sanz, 2009).

La principal via de incorporacién de PAHs en los organismos marinos se produce a
través de la cadena alimentaria, a partir de sedimentos contaminados o aquellos
disueltos en el agua. La caracteristica lipofilica de estos compuestos facilita el
ingreso a través de las membranas lipidicas y su eventual bioacumulacion en
organismos acuaticos. Luego, las caracteristicas fisiologicas del organismo como el
contenido de lipidos, el estado reproductivo, las tasas de ingreso y depuracion, y
su capacidad metabdlica seran determinantes en cuanto al grado de acumulacion y
retencion de los PAHs. La capacidad de metabolizacion dependera de la especie
afectada. Algunos organismos marinos como los peces son capaces de metabolizar
determinados PAHSs, y es por ello que generalmente no acumulan concentraciones

elevadas de PAHs, ya que presentan sistemas enzimaticos que les permiten
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metabolizarlos y excretarlos por la bilis. Por ejemplo, el sistema oxidasa de funcién
mixta (MFO) dependiente del citocromo P450, se ha localizado tanto en
vertebrados como en invertebrados, y bajo la induccion por la exposicion a los
PAHs y/u otros contaminantes organicos polares se observa un aumento de su
actividad en el higado y otros tejidos. En el proceso de metabolizacion ciertos PAHs
pueden ser transformados en intermediarios que resultan ser altamente toéxicos,
mutagénicos o carcindbgenos para el organismo involucrado. De hecho ciertos
metabolitos de PAHs hallados en peces bentdnicos estan fuertemente asociados
con lesiones y neoplasmas a nivel hepatico (Varanasi et al., 1989; Malik et al.,
2008; Johnson-Restrepo et al., 2008; Zhao et al., 2014.).

Otras especies marinas -como algas, moluscos e invertebrados primitivos-
presentan menor capacidad metabdlica y por lo tanto acumulan mayores
concentraciones de estos compuestos. Esta incapacidad metabdlica “les confiere
cierta ventaja”’, pues los protege de sus metabolitos carcinogénicos, ya que los

PAHSs precisan de activacion metabdlica para poder ejercer sus acciones toxicas.

2.6 Uso de mejillones como especies centinelas

La monitorizacion biolégica es una técnica ampliamente utilizada, que emplea la
capacidad que tienen algunos organismos denominados “centinelas” o
“bioindicadores” de acumular y bioconcentrar y eventualmente de biomagnificar los
contaminantes presentes en el medio. Las especies bioindicadoras deben ser, en
general, abundantes, muy sensibles al medio de vida, faciles y rapidas de
identificar, bien estudiadas en su ecologia y ciclo biolégico, y con poca movilidad
(Villanueva & Botello, 2014). El uso de bioindicadores puede realizarse de forma
activa o pasiva. En el primer caso los organismos son obtenidos de su ambiente
natural, evaluando asi la calidad ambiental del sitio donde fueron obtenidos. Por el
contrario en el segundo caso los individuos provenientes de lugares no

contaminados o0 cultivados en ambientes artificiales no contaminados son
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trasplantados a un determinado sitio, permitiendo asi realizar un seguimiento de
las consecuencias quimicas y biolégicas del trasplante a lo largo del tiempo y del

espacio.

A nivel mundial los moluscos bivalvos han sido ampliamente utilizados como
especies centinelas para la vigilancia en las zonas costeras, y en especial algunas
especies de mejillones como Mytilus edilus, Mytilus galloprovincialis, Perna perna,
asi como algunas especies de ostras (Crassostrea sp., Ostrea sp., entre otras)
(Goldberg, 1975; Sericano et al., 1995; Baumard et al., 1998a; Chase et al., 2001;
Botello et al., 2002; Francioni et al., 2007; Massara Paletto et al., 2008; Ramdine
et al., 2012).

El empleo de mejillones como organismos centinelas fue propuesto por Goldberg
(1975) como una estrategia alternativa para entender la calidad de las aguas
marinas a través del proyecto de “Vigilancia a través del Mejillon” (Mussel Watch
Program), cuyo objetivo era monitorear de manera trimestral las costas de los
Estados Unidos. A raiz del éxito y la confiabilidad que demostro tener esta
herramienta de monitoreo, su uso se dispersé por todo el mundo (por ejemplo, las
costas de México, Caribe, Centroamérica y Sudamérica; Sericano et al., 1995) y
Asia (Tanabe et al., 2000), con técnicas de muestreo y andlisis estandarizados. A
modo de ejemplo también puede citarse el “Mussel Watch Program”, que,
establecido en 1986, es el programa de monitoreo continuo mas extenso y el cual
se mantiene vigente en la actualidad. Dicho programa, establecido por la NOAA
(National Oceanic and Atmospheric Administration, USA), fue desarrollado para
analizar las tendencias de contaminantes quimicos y bioldgicos en los sedimentos y
tejidos de bivalvos recogidos en mas de 300 sitios costeros de los Estados Unidos,
incluyendo Alaska, Hawai, los Grandes Lagos y Puerto Rico (fuente:

http://ccma.nos.noaa.gov/about /coast/nsandt/musselwatch.aspx).

De acuerdo a lo informado por numerosos investigadores que han trabajado en el
tema (por ej., Goldberg et al., 1978; Phillips, 1980; Farrington et al., 1983;

Marcovecchio et al., 2014b) las caracteristicas mas importantes que permiten el
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uso de los mejillones como organismos centinela son:

Tienen una amplia distribucion geografica (cosmopolitas).

Son sedentarios y faciles de recoger.

Son organismos filtradores intermareales y presentan habitos de
alimentacién simples.

Son capaces de acumular y tolerar altas concentraciones de muchos
contaminantes organicos e inorganicos en sus tejidos (Livingstone, 1991),
sobreviviendo en condiciones de contaminacion severa que a menudo
podrian reducir significativamente o eliminar a otras especies.

Poseen una baja velocidad de degradacién enzimatica lo cual los hace
capaces de mantener niveles relativamente mas altos de moléculas
organicas en comparacion con otros organismos (Meador et al., 1995).
Pueden ser trasplantados a otros sitios y mantenidos con éxito en cultivos o
en ambientes con condiciones diferentes a las de su héabitat natural. Esto
permite identificar distintos procesos de distribucion de tdxicos entre areas
diferentes, mecanismos de detoxificacion, tiempos de recuperacion, etc.
Son organismos con importancia comercial y econémica, siendo por lo tanto
la medicion de la concentracion de compuestos potencialmente téxicos en

sus tejidos de interés para la salud publica.

2.7 Toxicidad de los PAHs y efectos sobre los seres humanos

Los PAHs son contaminantes medioambientales de gran interés en el ambiente

cientifico debido a su toxicidad y su alto potencial carcinogénico y mutagénico.

Las primeras investigaciones sobre la toxicidad de estos compuestos datan de

1775, cuando Sir Percival Pott constaté un elevado indice de cancer de escroto en

deshollinadores de chimeneas en Londres. No obstante si bien se evidencié que el

causante del cancer era el hollin de las chimeneas no fue posible evidenciar cuales

eran los compuestos responsables. En 1920, investigadores japoneses descubren

gue aplicando extractos de hollin sobre la piel de ratones, éstos desarrollaban
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tumores de piel. Recién en 1930 fue posible atribuir estas patologias al
benzo(a)pireno y al dibenzo(a,h)antraceno. Con el descubrimiento de la
carcinogenicidad del benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno y otros PAHs se
produjo el inicio de una nueva era en la investigacion bioldgica, la que tuvo como
objetivo determinar la causa y la naturaleza del cancer que estos compuestos
provocan en los seres humanos (Vollhardt & Schore, 2007). A partir de ahi, las
investigaciones han progresado hasta llegar a explicar los mecanismos de

interaccion de los PAHs en el organismo.

Los principales impactos de los PAHs sobre la salud humana se centran en sus
propiedades genotéxicas (teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas), ya que
ocasionan dafios al material genético. Ademas de su actividad genotodxica, los
PAHs pueden actuar como disruptores enddécrinos, originando efectos adversos en

la reproduccién.

En base a toda la informacion existente en cuanto a los efectos nocivos y la
elevada toxicidad de los PAHs en los seres vivos y el medio ambiente, numerosos
PAHs (y mezclas que los contienen) han sido considerados como contaminantes
peligrosos por las asociaciones y organismos gubernamentales internacionales mas

relevantes.

La Agencia Internacional de Investigacion del Céncer (IARC, del Inglés:
International Agency for Research on Cancer), dependiente de la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS) clasifica las sustancias en diferentes grupos segun el
riesgo de producir cancer en el ser humano:
e GRUPO 1: El compuesto es cancerigeno para los humanos. En este grupo
se incluye al Benzo(a)pireno.
e Grupo 2A: El compuesto es probablemente cancerigeno. En este grupo se
incluye al Dibenzo(a,h)antraceno.
e Grupo 2B: El compuesto es posiblemente cancerigeno para los humanos.
Acd se incluyen el Naftaleno, Benzo(a)antraceno,  Criseno,

Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno e Indeno(1,2,3,c-d)pireno.
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e Grupo 3: El compuesto no es clasificable como cancerigeno para los
humanos. En este grupo se encuentran el Acenafteno, Fluoreno,

Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno y Benzo-ghi-Perileno.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US-EPA) ha elaborado
varias publicaciones relativas a la toxicidad y los efectos dafinos de los PAHSs,
incluyendo a los siguientes 16 PAHs como contaminantes prioritarios: Naftaleno,
Acenafteno, Acentaftileno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno,
Benzo(a)antraceno, Criseno, Benzo(a)pireno, Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno, Indeno(1,2,3,c-d)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno y Benzo-ghi-
Perileno. De estos 16 PAHs reconoce como probables carcindgenos humanos a los
siguientes: Benzo(a)pireno, Criseno, Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno,
Benzo(a)antraceno, Indeno(1,2,3,c-d)pireno y al Dibenzo(a,h)antraceno,
disponiendo de pruebas suficientes a partir de estudios en animales, pero con falta
de informacidbn o pruebas inadecuadas a partir de estudios epidemioldgicos
(grupo B2). El Naftaleno es clasificado como posible carcinbgeno humano, con
pruebas limitadas en animales y ausencia de informacion en humanos (grupo C).
El resto de los PAHs no se clasifican como carcin6genos humanos al no existir

pruebas en humanos y animales o por ausencia informacion disponible (grupo D).

La Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades de Estados
Unidos (US-ATSDR) ha elaborado una lista que incluye informacion de los efectos
sobre la salud y toxicologia de 17 PAHs en base a 4 factores: su toxicidad, el
volumen de informacién existente sobre ellos, mayor riesgo de exposicion y
mayores concentraciones encontradas. Los compuestos incluidos en esta lista
coinciden con los de la US-EPA excluyendo al Naftaleno e incluyendo el

benzo(e)pireno y el benzo(j)fluoranteno.
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3 ANTECEDES EN EL TEMA

Como se menciond anteriormente el estudio de los PAHs y sus efectos en el
ambiente marino son de alto interés en el ambiente cientifico. Debido a ello
podemos encontrar trabajos que estudian los PAHs alrededor del mundo en
diferentes matrices: sedimentos (Budzinski et al., 1997; Hartmann et al., 2004;
Chen et al., 2013), agua (Zhou et al., 2003; Luo et al., 2004; Guitart et al., 2007;
Botello et al., 2015), aire (Simcik et al., 1999; Galarneau, 2008; Carreras et al.,
2013) y organismos diversos como moluscos (O'Connor, 1998; Baumard et al.,
1998a,b, 1999a,b; Namiesnik et al., 2008; Sacchi et al., 2013), peces (Cheung et
al., 2007; Abdolahpur et al., 2014; Zhao et al., 2014) y mamiferos (Malcolm &
Shore, 2003; Kannan & Perrotta, 2008). Los maximos volumenes de informacién
referidos al estudio de los PAHs se hallan en Europa y Asia. En particular para
Sudameérica, Brasil es el pais con mayor volumen de informacién en los que
respecta al estudio de los PAHs. Por el contrario, las costas argentinas no han sido
intensamente estudiadas en cuanto a niveles de PAHs, de hecho sélo pocos
estudios se han realizado sobre los mas de 6000 Km de costa que presenta la
Argentina (por ej., Colombo et al.,, 1989, 2005, 2006; Esteves et al., 2006;
Commendatore & Esteves, 2007; Commendatore et al., 2012; Massara Paletto et
al., 2008; Amin et al., 2011; Gil et al., 2014). Para el Estuario de Bahia Blanca
existen varios antecedentes que aportan informacién sobre vigilancia quimica del
sistema (Arias et al., 2009, 2010a, b), y que han permitido calificar la zona en
cuanto a la contaminacion por PAHs entre las zonas costeras extensivamente
antropizadas con niveles medios de contaminacion (de bajos a moderados) y zonas
puntuales con altos niveles de contaminacion por PAHs (Arias et al., 2010a). Como
contrapartida, existe un hueco en el conocimiento del flujo de PAHs hacia la biota
gue habita el area de estudio; asi, la informacion disponible sobre biomonitoreo,
ingreso de PAHs a la cadena tréfica del ecosistema, y de la existencia de
fendmenos de bioacumulacion y biomagnificacion en la cadena tréfica es

practicamente inexistente.
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4 HIPOTESIS DE TRABAJO

Basandose en los antecedentes documentados para el area de estudio en los
cuales se ha caracterizado un estado dindmico de presencia y distribucion de

PAHSs, se plantea que:

1. Los organismos filtradores nativos incorporan PAHs a una tasa que se
correlaciona con el ingreso de PAHs a los sedimentos.

2. Los organismos filtradores nativos reflejan fielmente la dinamica de ingreso de
los PAHSs, revelando informacion de corto y mediano plazo que no ha sido
sometida a fendmenos externos (por ej., meteorizacién, corrientes, dragados,
etc.).

3. Los PAHSs se bioacumulan en los organismos filtradores.

4. En sistemas de alta energia como el estuario de Bahia Blanca, los organismos
filtradores se constituyen en excelentes indicadores ambientales de sustancias

potencialmente toxicas en comparacion a los sedimentos del lecho estuarial.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral es estudiar, monitorear y
consolidar el conocimiento del estado de impacto, flujo, transferencia a
compartimentos bioticos e ingreso a la cadena alimentaria de PAHs, generando asi
informacion valiosa, inédita y estratégica aplicable a la gestién y manejo sostenible

de los recursos costeros.
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52

Objetivos especificos

Ajustar las metodologias analiticas empleadas, tanto para el procesamiento
como para la cuantificacion de las muestras (especialmente en los
“mejillines”).

Analizar la presencia de PAHs en sedimentos y mejillines nativos
(Brachidontes rodriguezii) en los diferentes sitios seleccionados del estuario
de Bahia Blanca y a lo largo del periodo de estudio.

Identificar las posibles y principales fuentes de PAHs en las dos matrices.
Determinar el potencial riesgo ecotoxicoldgico debido a los PAHs en el area.
Evaluar y calcular factores de bioacumulacion en los mejillines.

Determinar la factibilidad de uso del mejillin Brachidontes rodriguezii como
organismo centinela para el monitoreo del sistema acuatico costero bajo

estudio.

19



CAPITULOII

CAPITULO Il: AREA DE ESTUDIO Y
METODOLOGIA

1 AREA DE ESTUDIO

Los estuarios, a pesar de ocupar un area reducida de la superficie terrestre, han
sido y son factores esenciales en el desarrollo de las grandes civilizaciones, las
cuales se han establecido a lo largo de sus margenes siendo también claves en la
actividad econdmica mundial (Perillo & Piccolo, 2014). Un estuario puede definirse
“como un cuerpo de agua costero semicerrado que se extiende hasta el limite
efectivo de la influencia de la marea, dentro del cual el agua salada que ingresa
por una o mas conexiones libres con el mar abierto, o cualquier otro cuerpo de
agua salino, es diluida significativamente con agua dulce derivada del drenaje
terrestre y puede sustentar especies biologicas eurihalinas ya sea por una parte o
la totalidad de su ciclo de vida" (Perillo, 1995).

El Estuario de Bahia Blanca (EBB) se ubica entre los 38°45' y 39°25' de Latitud Sur
y los 61°45" y 62°25' de Longitud Oeste, sobre el litoral sudoccidental de la
Provincia de Buenos Aires, Argentina. Posee forma de embudo y su seccion
transversal decrece exponencialmente desde la boca hacia su cabecera. Presenta
una longitud de 80 km y una superficie aproximada de 2300 km? y desde el punto
de vista morfolégico ha sido clasificado como un estuario de planicies costeras
(Perillo & Piccolo, 1991) con numeros canales orientados en direccion noroeste-

sureste, entre los cuales se destaca el Canal Principal de Navegacion.

La principal fuente de energia del estuario proviene de las mareas. Presenta un
régimen de mareas mesomareal, con una amplitud media que varia entre 2,2 y 4
metros, aumentando desde la boca hacia la cabecera ya que se trata de un

estuario hipersincronico (Perillo & Picolo, 1991). Este ambiente estd afectado por
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un sistema de marea semidiurna lo cual provoca que durante muchas horas del dia
grandes extensiones del intermareal queden descubiertas. El area cubierta por
agua durante la bajamar es aproximadamente 400 km?, mientras que durante la
pleamar la superficie cubierta es préxima a los 1200 km? (Perillo & Piccolo, 1991).

Desde un punto de vista fisico-geoldgico, la dinamica del ambiente condiciona la
distribucion de los materiales sedimentarios del estuario ya que la fuerte influencia
de las condiciones marinas en conjunto con la ausencia de importantes aportes
continentales hacen del sistema un ambiente en permanente estado de erosion
(Perillo & Piccolo, 1999), situacion que se evidencia en la dindmica de sus canales
y en las extensas islas y planicies degradadas. Los sedimentos mas finos (limos y
arcillas) se transportan en suspension dentro de la columna de agua originando
elevados valores de turbidez, mientras que las arenas son trasladadas por la accién
de las corrientes mareales sobre el fondo (Cuadrado et al., 2004). En cuanto a la
distribucion granulométrica, los sedimentos pueden ser clasificados como limosos
en la cabecera del estuario y predominantemente arenosos en la boca del mismo,

con variaciones limo-arcillosos a arcillo-limosos entre ambas zonas.

Los afluentes principales de agua dulce son el rio Sauce Chico, que se ubica en la
cabecera del estuario, y el arroyo Naposta Grande que desemboca a 1 Km de Ing.
White (Piccolo et al., 2008). Existen otros tributarios menores (Arroyo Saladillo de
Garcia, Arroyo Maldonado, Arroyo Galvan), pero sus aportes son intermitentes y
solo se vuelven significativos en periodos de alta precipitacion local (Piccolo &
Perillo, 1990). El aporte de agua dulce ha sido estimado en 4000 m®/dia
(Marcovecchio & Ferrer, 2005).

El estuario se caracteriza por un clima seco y templado, con una temperatura
promedio que oscila los 15°C (Piccolo, 2008), caracterizado por una marcada
estacionalidad con bajos y variables niveles de precipitacion anual que se
concentran en primavera y otofio. La zona se caracteriza por fuertes vientos,
principalmente del sector noroeste y norte, los cuales influyen en forma directa

sobre la altura y el oleaje de las mareas (Capelli de Steffens & Campo de Ferreras,

21



CAPITULOII

2004).

La temperatura del agua es un parametro estable, oscilando estacionalmente entre
51y 26,4°C (Freije et al., 2008). La salinidad crece desde la boca hacia la
cabecera. En la zona interna es donde se observa la mayor variabilidad a lo largo
del afio, con valores que oscilan entre 17,9 y 41,3 y en verano generalmente se
convierte en “hipersalino” (Freije et al., 2008) producto del escaso aporte de agua
dulce, de la alta tasa de evaporacion y de los patrones de circulacion restringida

gue caracterizan a esa zona (Piccolo & Perillo, 1990, Freije et al., 2008).

Es estuario de Bahia Blanca es considerado un sistema costero naturalmente
eutréfico, con valores altos de nutrientes que se mantienen elevados la mayor
parte del afio (Freije et al., 2008). El contenido de materia orgénica en las aguas
del estuario presenta altas concentraciones, que han sido asociadas en mayor
medida a la produccién primaria /n situ, aunque otras fuentes como efluentes, rios
y arroyos también pueden contribuir con altos porcentajes de materia organica
(Freije et al., 2008; Marcovecchio et al., 2008). El fitoplancton esta caracterizado
por pequefias diatomeas que muestran un patrén anual repetitivo con una
floracién en invierno dominada por T7Thalassiosira curviseriata y otra en verano
dominada por T7halassiosira minima (Gayoso, 1998, 1999; Guinder et al., 2012;
Lopez Abbate, 2014).

La zona interna del estuario de Bahia Blanca se encuentra bajo una importante
presidn antrdpica, sostenida en las ultimas décadas y que probablemente siga
incrementandose. Sobre el veril Norte del Estuario de Bahia Blanca se ubican las
ciudades de Bahia Blanca, General Daniel Cerri y Punta Alta, que presentan en
conjunto una poblacién de 362.000 habitantes (INDEC, Censo 2010). Sobre el
estuario se ubica uno de los principales puertos de aguas profundas de Argentina,
con 45 pies de profundidad. El complejo portuario abarca 25 km de extension y
esta conformado por los puertos: Galvan, Ingeniero White, Rosales y la Base Naval
Puerto Belgrano. Este sistema portuario ofrece una salida directa al Océano

Atlantico, razén por la cual es intensamente navegado por embarcaciones

22



CAPITULOII

pesqueras, buques regasificadores, buques de carga y de transporte de
combustibles y cereales, lo cual requiere que el Canal Principal de Navegacion sea
sometido a dragados periddicos, incidiendo en la resuspension, transporte y
redistribucion de sedimentos asi como de las sustancias quimicas que contienen
(entre ellas, las potencialmente tdxicas). Entre los Puertos de Ingeniero White y
Puerto Galvan se encuentra el polo petroquimico mas importante de Argentina. En
dicho polo se ubican importantes empresas entre las que se destacan las
productoras de cloro, soda céaustica, etano, naftas, fuel oil, gas oil, gasolina,
asfalto, kerosén, PVC, polietilenos de diferente densidad. Cuenta también con
plantas procesadoras de cereales y con la planta productora de amoniaco y urea
granulada méas grande de Sudamérica. Como consecuencia de la intensa actividad
antropica el estuario recibe el volcado constante y creciente de efluentes urbanos
crudos y/o parcialmente tratados de los asentamientos aledafios, asi como los

efluentes de las industrias citadas anteriormente.

1.1 Especie propuesta como organismo centinela

El mejillin Brachidontes rodriguezii (d'Orbigny, 1842) es un molusco bivalvo
perteneciente a la familia Mytilidae (Figura 2.1). Es el organismo dominante sobre
los sustratos intermareales duros en el sudeste de la provincia de Buenos Aires
(Adami et al., 2004). Est4d ampliamente distribuido en la zona de estudio lo cual
facilita su muestreo y obtencién. Cumple con las caracteristicas requeridas para
validar el uso de un organismo como bioindicador, y que ya fueron listadas en el
capitulo anterior de esta Tesis. Por esta suma de condiciones se ha considerado a
esta especie adecuada para realizar estudios de monitoreo e impacto ambiental en

el area de estudio propuesta para este trabajo.
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Figura 2.1. Imagen del mejillin Brachidontes rodriguezii.

2 DISENO Y SITIOS DE MUESTREO

A fin de abordar los objetivos generales y especificos propuestos en la seccion
anterior, se realiz6 un disefio de muestreo que consto de 6 campafas de trabajo a
campo, a bordo de la lancha de investigacion oceanografica IADO 1V, con una
frecuencia trimestral, que comenzd en Octubre de 2011 y finaliz6 en Febrero de
2013 (Tabla 2.1). Se eligieron 6 sitios de muestreo que presentan diferente grado
de impacto antrépico a lo largo del EBB (Figura 2.2). Los sitios seleccionados,

desde la zona externa hacia la zona interna, fueron (Figura 2.3):

e S1: Ubicado en la pequefia localidad de Villa del Mar, sobre una pequeia
marisma en la zona media del EBB, a solo 5km de la ciudad de Punta Alta, y
a 20 km de la ciudad de Bahia Blanca. El sitio es utilizado principalmente
por pescadores artesanales y con fines recreativos especialmente durante
los meses calidos.

e S2: El punto de muestreo se ubica aledafio a la Central Termoeléctrica Luis
Pledrabuena, en la zona de Ingeniero White. Dicha central suministra
energia eléctrica a partir de calderas que funcionan indistintamente con gas

natural o fuel oil.

24



CAPITULOII

S3: Antiguo Muelle de Hierro (en desuso) ubicado en Puerto Galvan, en la
zona mas industrializada del Estuario, cercano al canal colector de efluentes
industriales.

S4: Ubicado en la zona aledafa a las dos Postas de Inflamables de Puerto
Galvan. En este sitio se transporta un volumen muy importante de los
combustibles liquidos producidos por las empresas petroleras, y los
productos gaseosos y petroquimicos producidos en el polo petroquimico de
Bahia Blanca.

S5: Puerto Cuatreros, ubicado en la zona interna del Estuario, en cercanias
de la ciudad de General Daniel Cerri, y a 15 km de la ciudad de Bahia
Blanca. Es un pequefio puerto cuyas principales actividades son recreativas
y de pesca artesanal.

S6: Villarino Viejo. Es el sitio mas interno del EBB y con menor impacto
antrépico. Recibe influencia de agua dulce proveniente del Rio Sauce Chico
y del arroyo Saladillo de Garcia, los cuales atraviesan numerosos campos

agricolas.
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Tabla 2.1. Fechas de las camparias realizadas.

MUESTREO

FECHA

ESTACION

OBSERVACIONES

CAMPANA 1

CAMPANA 2

CAMPANA 3

CAMPANA 4

CAMPANA 5

CAMPANA 6

18/10/2011

05/03/2012

01/06/2012

06/08/2012

01/11/2012

23/02/2013

Primavera

Verano

Otofo

Invierno

Primavera

Verano

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios propuestos
menos en S1 (debido a razones
operacionales).

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios de muestreo.

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios de muestreo
menos en S3 (No se pudo acceder al
sitio).

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios de muestreo.

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios de muestreo.

Se obtuvieron muestras de sedimentos y
mejillines en todos los sitios de muestreo.
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Figura 2.2. Mapa de adrea de estudio con la ubicacion de los sitios de muestreo.

En cada sitio de muestro se realizaron las siguientes tareas (Figura 2.4):

e Obtencion de sedimentos superficiales. Se obtuvieron manualmente
muestras de sedimentos superficiales (aproximadamente 5 metros de
profundidad), utilizando un cucharén de acero inoxidable. Las muestras
fueron guardadas en frascos de vidrio (previamente lavados con detergente
no ionico, hexano y acetona), refrigeradas a bordo, y posteriormente

almacenados a -17°C hasta su procesamiento.
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Obtencion de mejillines (Brachidontes rodriguezi)). Las muestras de
mejillines fueron obtenidas manualmente de sus bancos naturales, en
condiciones de bajamar. Los organismos obtenidos fueron lavados con agua

destilada y almacenados a -17°C hasta su procesamiento.

Determinaciobn de los parametros fisicoguimicos del agua
superficial. En cada estacién de muestreo se determinaron los parametros
fisicoquimicos del agua mediante una sonda multisensor HORIBA U-10. Los
siguientes parametros fueron determinados: pH, temperatura, turbidez y

salinidad.
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Figura 2.3. Fotos sitios de muestreo seleccionados.
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Figura 2.4. Fotos obtencion de muestras durante
las campafas de muestreo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sedimentos

Para esta matriz se procedid a realizar la determinacion de humedad, materia
orgéanica, Carbono organico, fraccionamiento granulométrico y determinacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos. A continuacién se detallan los diferentes

protocolos utilizados en cada determinacion.

3.1.1 Determinacion de Humedad:

La humedad de las muestras se determind gravimétricamente. Para ello las
muestras de sedimento fueron secadas en estufa a 105°C hasta peso constante.
Luego por diferencia de peso se obtuvo el porcentaje de humedad de las

muestras.

3.1.2 Determinacién de Carbono Organico

La determinacién de Carbono Organico fue realizada mediante el empleo de un
analizador de Carbono y Nitrégeno (Carlo Erba). Previo a la determinacion, los
carbonatos fueron removidos empleando &cido clorhidrico concentrado. Estas
determinaciones fueron realizadas en el “Laboratorio de Ciéncias Ambientais de la
Universidad Estadual do Norte Fluminense (LCA-UENF)”, en Campos dos

Goytacazes (Rio de Janeiro, Brasil).

3.1.3 Granulometria de los sedimentos

La granulometria de los sedimentos se realiz6 mediante un analizador de particulas

Malvern Mastersizer 2000, utilizando el método de difraccion laser. Previamente se
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procedio a la eliminacion de materia organica, tratando la muestra con peroxido de

hidrogeno al 50%.

3.1.4 Extraccion y preconcentracion de Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos en sedimentos

Las muestras fueron procesadas siguiendo el método propuesto por la US-EPA
(método 3540C). Para ello, 10 g de sedimento fueron homogenizados y secados
guimicamente -usando Na,SO, como desecante- en mortero de porcelana, e
introducidos en cartuchos de celulosa. Previo a la extraccion, se agregaron 100 pl
de Estandar Subrogado (Naftaleno-dg, Acenafteno-dip, Fenantreno-dio y Criseno-
di2).

La extraccidn se realiz6 mediante dispositivos Soxhlet, con una mezcla de hexano-
acetona 1:1 durante 12 hs. Posteriormente los extractos obtenidos fueron
concentrados en un evaporador rotatorio (rotaevaporador), bajo condiciones de
presion negativa y temperatura menor a 45°C hasta 5 mL. Finalmente los
extractos fueron llevados a un volumen de 1,5 mL bajo corriente de Nitrogeno de

alta pureza.

3.1.5 Limpieza de extractos

A fin de eliminar impurezas que dificultan la obtencion de cromatogramas limpios,
los extractos fueron limpiados (“clean-up’) mediante columnas de vidrio de 1 mm
de diametro rellenas con 10 g de silica y 5 g de alimina, desactivadas al 5% con
agua. Luego de la siembra de los extractos en las columnas, los PAHs fueron
eluidos con 70 mL de hexano-Diclorometano (9:1). Luego los eluidos obtenidos
fueron concentrados hasta 5 mL en el rotaevaporador, continuando su
concentracién con Nitrogeno puro, y trasvasandolos a viales color ambar de 2 mL.

Previo a la inyeccién de las muestras en el cromatégrafo se les adiciond 100 uL de
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benzo(a)antraceno-d;>; (2000 ng/mL) como estandar interno, para evaluar el

porcentaje de recuperacion.

3.1.6 Determinaciéon de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos por

Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masas.

La cuantificacion e identificacion de los PAHs en los sedimentos se realizo
mediante el empleo de un cromatdgrafo gaseoso (Agilent 7890 B) acoplado a un
detector de masas (Agilent 5977 A). Se emple6 una columna de silice HP-5MS (30
m; 0,25 mm d.i.; 0,25 pym espesor de fase estacionaria), usando helio (calidad 5.0)
como gas portador. Las muestras fueron inyectadas manualmente (1uL) en el
modo “splitless” a una temperatura de 250°C. El tiempo de corrida de cada
muestra fue de 20,5 minutos, utilizando la siguiente rampa de temperaturas: T
inicial 70°C por 2 minutos; calentamiento hasta 150°C a una tasa de 30°C/minuto;
luego calentamiento hasta 310°C a una tasa de 4°C/minuto; y, finalmente 310°C
durante 10 minutos.

El espectrometro de masas fue operado en el modo de monitoreo selectivo de
iones (SIM) y modo de ionizacion por impacto de electrones (70eV). EI monitoreo
de iones se selecciond de acuerdo a las recomendaciones propuestas por la US-
EPA (Método 8270D).

Adicionalmente se corrobor6 la identificacion de cada PAH individual con los
tiempos de retencion y la abundancia de los iones caracteristicos obtenidos con

estdndares de PAHSs certificados (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. lones caracteristicos de los 17 PAHSs analizados y de los
estandares deuterados empleados.

ION IONES
COMPUESTO PRIMARIO SECUNDARIOS
NA-ds 136 68
NA 128 129/127
2-M-NA 142 141
ACY 152 151/153
ACE-dyo 164 162/160
ACE 154 153/152
FL 166 165/167
PHE-d1o 188 94/80
PHE 178 179/176
AN 178 176/179
FLU 202 101/203
PYR 202 202/203
BaA-di, 240
BaA 228 229/226
CHR-d; 240 226/229
CHR 229 226/230
BbF 252 253/125
BkF 252 253/125
BaP 252 253/125
IP 276 138/277
DBA 278 139/279
BPE 276 138/277

Para la cuantificacién de los PAHs se utilizaron:

v Patron de calibracion: La solucion de PAHs certificada (Absolute
Standards #51073, Inc. 44 Rossotto Drive Hamden, CT 06514, USA;
concentraciéon de cada componente 2000 pg/mL), incluyd los siguientes
compuestos: Naftaleno, 2-Metil-naftaleno, Acenafteno, Acenaftileno,

Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno,
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Criseno,  Benzo(b)fluoranteno, = Benzo(k)fluoranteno, = Benzo(a)pireno,

Indeno(1,2,3-c,d)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno y Benzo-ghi-Perileno.

v Estdndar Subrogado: CUS-5954  (Naftaleno-dg;  Acenafteno-dio;
Fenantreno-dyo; Criseno-d;,; concentracion de cada componente1000 pg/mL). A
partir de la solucién original se prepar6 una solucion de trabajo de 20000ng/mL. A
cada muestra (previo al proceso de extraccidon y preconcentracion) y nivel de

calibracion se les agreg6100 pul de esta solucion.

v Estandar Interno: Benzo(a)pireno-d;» (AbsoluteStandards; concentracion
2000 pg/mL). A partir de la solucion original se prepard una solucion de trabajo de
20000 ng/mL. Antes de la inyeccion en el cromatégrafo se le agregd a cada

extracto de muestra y a cada nivel de calibracion 100 pl de esta solucion.

Durante el trabajo se observé que el estandar subrogado CUS-5954 resultd de baja
calidad, por lo que se decidié no utilizarlo para las cuantificaciones, empleando
solamente Fenantreno-di; para evaluar el porcentaje de recuperacion
correspondiente. Es asi que la cuantificacion de cada PAHs individual se realiz
mediante la técnica del estdndar externo. Para ello se realizd6 una curva de
calibrado a partir de una solucion de PAHs certificada, mediante diluciones

sucesivas de la misma. Asi se prepararon 7 soluciones de calibracion (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Niveles de calibracion y concentracion de los estandares subrogados empleados
para la cuantificacion de los PAHS.

Concentracion de ., .,
Concentracion  Concentracién de Volumen

cada PAH )

o de St. Interno St. subrogado Final

individual (ng/mL) (ng/mL) (mL)

(ng/mL) g g
NIVEL 1 125 2000 2000 2.00
NIVEL 2 375 2000 2000 2.00
NIVEL 3 625 2000 2000 2.00
NIVEL 4 1000 2000 2000 2.00
NIVEL 5 1250 2000 2000 2.00
NIVEL 6 1750 2000 2000 2.00
NIVEL 7 2000 2000 2000 2.00

Una vez inyectados los niveles de calibracién y obtenidos los cromatogramas
correspondientes, se procedi6 a armar las curvas de calibrado para cada PAH
individual. Las curvas fueron ajustadas mediante la técnica de Minimos Cuadrados
Ordinarios, obteniendo valores de R? > 0.97 para todos los PAHs. Luego utilizando
las curvas realizadas se determinaron las concentraciones de cada PAHs individual
en las muestras y se calcularon las concentraciones finales teniendo en cuenta la

masa (g de matriz -sedimento/biota) extraidos.

3.1.7 Evaluacion del % de recuperacion:

La utilizacion de estandares internos permite calcular la recuperaciéon de los
estdndares subrogados, asi como evaluar la efectividad del método empleado. Si el
agregado de los estandares subrogados e internos se hace correctamente, las
concentraciones de los mismos en el extracto final y en las soluciones de
calibracion seran iguales, independientemente del volumen final del extracto. Asi
las areas correspondientes a uno y a otro deberian ser similares. La razén entre
estandar subrogado y estandar interno en las soluciones de calibracién

representaria asi una recuperacion ideal del 100%. Una regla de tres simple
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utilizando como referencia cualquiera de esas soluciones de calibracion, o mejor
aun, utilizando el promedio de todas las soluciones de calibracion nos permite
calcular la recuperacion del estandar subrogado en la muestra. El rango de % de

recuperacion para todas las muestras varié en un rango de 74 a 105%.

3.1.8 Controles de calidad

Todo el material empleado fue lavado con detergente no iénico y enjuagado con
agua destilada. ElI material de vidrio fue secado en estufa a 100°C. Previo a su uso
se realizaron tres enjuagues con solventes organicos (hexano-acetona-

diclorometano).

En cada serie de Soxhlet (cada batch de 6 muestras) se agregé un blanco de
procesamiento. Para ello se utilizé un cartucho de celulosa sin material a analizar
(sedimento o mejillin) y se proceso siguiendo el mismo procesamiento que el que

recibieron las muestras.

Todos los solventes empleados fueron de calidad cromatografica. Para comprobar
la inexistencia de impurezas que puedan interferir en los resultados se inyect6

solvente puro en el cromatografo (blanco de solvente).

Para evaluar el correcto funcionamiento del cromatografo, asi como la limpieza de
la columna cromatogréfica se realiz6 un blanco instrumental cada dia que se utilizé
el equipo y/o después del procesamiento de muestras con niveles elevados de
PAHS.

La calidad analitica de los resultados obtenidos se controlé6 mediante el empleo de
material de referencia certificado. Para los sedimentos se utiliz6 el SRM-NIST 1944
y para mejillones el SRM-NIST 2977.
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Secado quimico con Na,50, y homogenizacion de 10 g de
sedimento

Extraccion en Soxhlet con mezcla de hexano —acetona (1:1)
durante 12 horas

Concentracion en rotaesvaporadory bajo corriente de
Nitrogeno

Clean-up en columna de silica-alimina y elucién con
Hexano-Diclorometano (9:1)

Concentracion en rotaevaporadory bajo corriente de
Nitrégeno enviales hasta1,5mlL

Cuantificacion en G5-M5S

Figura 2.5. Protocolo de extraccion empleado para la
determinacion de PAHs en los sedimentos.
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3.2 Mejillines

Durante las 6 campafas de muestreo se obtuvieron manualmente muestras de
mejillines (8. rodriguezii) a partir de los bancos naturales existentes en los 6 sitios
de muestreo, en condiciones de bajamar. Los organismos se mantuvieron
refrigerados hasta su llegada al laboratorio y posterior procesamiento. En cada
sitio de muestreo se obtuvieron entre 80 y 100 individuos. Para logar una
homogenizacion de los organismos obtenidos se tratd de seleccionar organismos

con un tamafio que oscilé entre 25-40 mm de longitud.

3.2.1 Caracterizacion bioldgica de los organismos

A continuacion se detallan las diferentes mediciones y/o determinaciones
realizadas a fin de describir el estado de los organismos seleccionados para el

estudio.

e Determinaciéon de longitud, humedad vy peso.

Cada individuo fue medido en su longitud mediante el empleo de un calibre
electrénico. Posteriormente las valvas fueron removidas y separadas de los tejidos
blandos. Cada tejido blando fue pesado con balanza analitica y posteriormente
liofilizado. La diferencia de peso obtenida entre el tejido liofilizado y el himedo

permitié calcular el % de humedad de cada individuo.

e Indice de condicion (I1C)

Para calcular el indice de condicién las valvas fueron secadas en estufa a 60°C
hasta peso constante. El indice de condicién se calcul6 segun Couillard et al.
(1995) como:

1C= (peso seco del tejido blando total/ peso seco de las valvas) *100
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e Determinacion de lipidos totales.

La determinacion de lipidos totales se realizd por duplicado sobre el tejido total
siguiendo el método gravimétrico de Bligh & Dyer (1959) con algunas
modificaciones. Para ello se homogenizaron 35 individuos y se tomaron 10 g de
tejido, que fueron extraidos con 30 mL de una mezcla de cloroformo-metanol
(1:2), se agito y posteriormente se agregaron 10 mL cloroformo y 10 mL de agua
destilada, agitando nuevamente. Posteriormente se filtré bajo leve presion con
papel Whatman N°1. Se dejaron separar las fases obteniendo dos: una fase
superior compuesta de agua, metanol e impurezas y la fase inferior cloroférmica
que contiene los lipidos. Esta ultima fase se recogié en una probeta previamente
pesada en balanza analitica. Posteriormente se procedio a evaporar el cloroformo
en rotaevaporador a 60°C, completando el secado en estufa a 60°C. Se dejé
enfriar y se pes6 hasta obtener peso constante. Luego se obtienen el % de lipidos

presentes mediante el empleo de la siguiente formula:

% de lipidos: (peso probeta +lipidos — peso probeta)*100/ peso de

tejido empleados

Los % de lipidos se expresan como g de lipidos/g de tejido seco. Para ello los
pesos de tejido empleado (humedos) fueron ajustados segun su contenido de

humedad.

3.2.2 Determinacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en

mejillines

En el laboratorio los mejillines fueron lavados con agua destilada para eliminar
restos de particulas y sedimento. Posteriormente se procedid a armar pooles de
40-45 individuos. Se obtuvieron los tejidos blandos totales y se los homogenizo

mediante el empleo de una procesadora mecénica (Minjpimer). Posteriormente los
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tejidos fueron liofilizados durante 48 horas. Una vez secos los tejidos fueron
homogenizados en morteros de porcelana. 5g de tejido se colocaron en cartuchos
de celulosa y se agregaron 100 upl de Estdndar Subrogado (Naftaleno-ds,
acenafteno-d,o, fenantreno-dip y criseno-d;;). Para la determinacién de PAHs en
mejillines se utilizé el método propuesto por la UNEP (1993). La extraccion se inicia
con un paso previo de saponificacién. Para ello las muestras son extraidas en
dispositivos Soxhlet con 250 mL de Metanol durante 8 horas. Posteriormente se
retira el cartucho de extraccion, se afladen 30 mL de Agua MiliQ y 20 mL de NaOH

0.7 M, y se continda la extraccién durante 2 horas mas.

Los extractos obtenidos fueron transvasados cuantitativamente desde el matraz de
extraccion a ampollas de decantacion. Se adicionaron 90 mL de hexano, se agito
empleando un agitador durante 10 min, y se dejé separar las fases. Luego, la fase
superior hexanica se colectdé en un matraz de 250 mL. Este proceso de extraccion
se repitié dos veces mas con 50 mL de hexano. Finalmente, la fase hexanica fue
filtrada con Na,SO4 y concentrada en rotaevaporador hasta 5 mL cuidando que la

temperatura del bafio no supere los 40°C.

Posteriormente se realizo la limpieza de los extractos y la cuantificacion mediante

los mismos métodos empleados y explicados en la seccion de sedimentos.
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Obtencion de los
mejillines de los bancos
naturales

Obtencidén de los tejidos
blandos, homogenizacion y
liofilizacién por 48hs.

Extraccion de 5g de tejido
en Soxhlet con 250 mL de
metanol por 8 hs.

Filtracion de la fase
hexanica con Na,50,y
concentracion en
rotaevaporador

!

|

Trasvaso a ampollas de
decantacion , agregado de
hexano y obtencidndela

fase hexanica (3 veces)

Retiro del cartuchode
celulosa y agregado de 30
mL de Agua MiliQ y 20 mL

de NaOH 0.7 M se
continua la extraccion por
2 horas.

Clean-up en columna de
silica-alimina y elucién
con Hexano-
Diclorometano (9:1)

Concentracién en
rotaevaporador y bajo
corriente de Nitrogeno en
viales hasta 1,5 mL

Cuantificacion en G5-MS

Figura 2.6. Protocolo para la determinacion de PAHs en los mejillines.
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CAPITULO I1l: HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS EN SEDIMENTOS SUPERFICIALES

1 NIVELES DE HIDROCARBUROS AROMATICOS PoLICICLICOS EN

SEDIMENTOS SUPERFICIALES

Durante el periodo de estudio se obtuvieron 34 muestras de sedimento
superficiales. Todas las muestras presentaron cantidades detectables de PAHs en
un rango variable desde 19,7 hasta 30054,6 ng/g, p.s (peso seco), con una media
global de 1798,5 ng/g, p.s (expresados como la suma de los 17 PAHs analizados).

La Tabla 3.1 resume los valores de PAHs hallados durante el periodo de estudio.

Como se muestra en la Figura 3.1 los maximos valores de PAHs se hallaron en el
sitio S3 ubicado en Puerto Galvan donde se concentra la mayor actividad portuaria-
industrial y el canal colector de efluentes industriales. Para este sitio se obtuvo un
amplio rango de concentraciones de PAHSs totales, desde 190 hasta méas de 30.000
ng/ g, p.s. En el resto de los sitios los valores hallados fueron menores, mostrando
una tendencia a disminuir a medida que aumentaba la distancia a los sitios
industriales o0 mas densamente poblados. Esto concuerda con la tendencia
observada y reportada a nivel mundial para diferentes ambientes (Lipiatou &
Saliot, 1991; Miles & Delfino, 1999), asi como con los antecedentes actualmente

existentes para el area (Arias et al., 2010a).

En concordancia con lo dicho en el parrafo anterior, los valores mas bajos se
obtuvieron en el sitio S1, ubicado en Villa del Mar (Figura 3.1), con una media
global de 112,4 ng/g, p.s. Villa del Mar se localiza en la zona media del Estuario,
siendo el sitio de muestreo mas alejado del nudcleo industrial y con una baja
influencia antrdpica. Su uso principal es la pesca artesanal y la recreacion,

especialmente durante los meses de verano.
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Baumard et al. (1998a) propuso una clasificacion de sedimentos basada en sus
contenidos de PAHSs, que incluia los siguientes niveles: contaminacion baja (10-100
ng/g), moderada (100-1000 ng/g), alta (1000-5000 ng/g) y muy alta (> 5000
ng/g). De acuerdo a este criterio los niveles de PAHs hallados en el presente

trabajo pueden ser clasificados desde moderados (S1, S2, S4, S5 y S6) hasta muy

altos (S3).
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Figura 3.1. Niveles de PAHs totales en los sedimentos
del Estuario de Bahia Blanca.
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Tabla 3.1. Rango de valores de PAHSs hallados en los sedimentos superficiales del Estuario
de Bahia Blanca.

S1 S2 S3 sS4 S5 S6

(n=5) (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6)
NA <LD*-40,3 <LD-38,4 9,3-1451,2 <LD-57,9 <LD-57,3 <LD-36,8
2-M-NA <LD-10,8 <LD-18,5 <LD-848,2 <LD-17,2 <LD-24,6 <LD-14,2
ACY <LD-1,3 <LD <LD-62,0 <LD <LD <LD
ACE <LD <LD <LD-2873,4 <LD <LD <LD-38,8
FL <LD-29,5 <LD-19,9 <LD-1830,9 9,5-59,0 <LD-41,2 <LD-45,8
PHE <LD-62,0 7,1-78,7 50,7-4478,4 12,4-98,1 12,3-70,8 6,3-55,1
AN <LD-7,3 <LD <LD <LD <LD-8,3 <LD
FLU 4,7-19,5 <LD-28,8 <LD-5164,6 8,4-57,2 <LD-19,0 <LD-23,4
PY 1,1-27,8 8,0-47,9 39,6-4776,0 13,3-98,2 12,3-55,4 <LD-44,3
BaA <LD-9,6 <LD-8,4 <LD-1726,2 <LD-107,8 <LD <LD
CHR 2,5-14,9 5,8-16,8 17,4-3034,8 <LD-117,6 <LD-45,5 8,2-40,5
BbF <LD-10,2 <LD-11,2 1,8-2224,6 0,7-147,9 <LD-17,6 1,7-8,9
BkF <LD-6,0 <LD-6,4 0,9-1632,8 <LD-133,6 <LD-14,4 <LD-2,2
BaP <LD-11,5 <LD-0,9 <LD-1068,3 <LD-193,0 <LD-21,1 <LD-3,5
IP 1,0-17,2 <LD-17,1 1,7-951,3 0,5-758,6 <LD-23,0 1,3-15,0
DBA <LD-13,2 <LD-1,8 <LD-192,2 <LD-801,9 <LD-40,3 <LD-6,3
BPE 1,9-17,3 <LD-32,5 3,1-736,8 0,8-737,5 <LD-58,1 <LD-14,7
Total PAHs 19,7-240,8 56,9-228,2 191,6-30054,6 60,9-3323,3  109,1-347,2  54,1-243,0
ZLMW2 3,4-142,0  27,0-138,8 109,4-10410,2 28.4-170.0 44,6-164,6 16,0-110.2
ZHMW3 16,4-141,8 24,6-130,8 82,16-19644,4 32,0-3153,3  49,3-252,4 37,6-142,2

'<LD: Menor al limite de deteccion;
2ZLMW: Sumatoria de NA, 2-M-NA, ACY, ACE, FL, PHE y AN

3ZHMW: Sumatoria de FLU, PY, BaA, CHR, BbF,BkF, BaP, IP, DBA y BPE
Resultados expresados en ng/g, p.s. de sedimento.
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2 RELACION ENTRE LOS PAHS Y LAS VARIABLES FISICOQUIMICAS DEL

SEDIMENTO

Cuando se evaltan las concentraciones de PAHs en sedimentos resulta de
importancia tener en cuenta ciertas caracteristicas de la matriz, como son su
contenido de carbono organico (TOC) y granulometria, ya que estas variables
pueden influenciar la distribucion de los compuestos estudiados en dicha matriz.
Ambos parametros fueron analizados con el fin de evaluar el rol de las propiedades
fisicoquimicas sobre la distribucion de los PAHs en los sedimentos superficiales del

estuario de Bahia Blanca.

2.1 Relacion entre los PAHs y el Carbono Organico

El contenido de carbono organico en muestras de sedimento es en general un
parametro muy importante ya que por sus caracteristicas de lipofilicidad e
hidrofobicidad, los PAHs tienden a adsorberse en aquellos sedimentos que

presentan mayor contenido de materia organica.

Para evaluar la existencia de esta relacion, se determiné el TOC en todas las
muestras de sedimento obtenidas. La Figura 3.2 muestra los valores de TOC
hallados para las 34 muestras obtenidas en el area de estudio. El rango de valores
determinados fluctu6 entre 0,56 a 1,39%, sin un patron claramente establecido a
nivel estacional. Los maximos valores fueron hallados para el sitio proximo al area

de méxima actividad industrial (S3), seguido por Villa del Mar (S1).
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Figura 3.2. Distribucion del TOC (%) en los sedimentos del EBB.

En la literatura especifica hay informes muy erraticos sobre la relacion entre el
carbono organico y la concentracion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, y
las correspondientes conclusiones no son de ninguna manera definitivas. Asi,
mientras en muchos trabajos se ha demostrado la existencia de una relacion lineal
entre las concentraciones de PAHs y el contenido de materia orgénica (por ej.,
Viguri et al., 2002; Culotta et al., 2006; Chen et al., 2013, He et al., 2014), otros
no han podido registrar este tipo de correlaciones o las encontradas han sido muy
débiles (por ej., Guzzella et al., 2005; Unlii et al., 2006; Gu et al., 2013; Wang et
al., 2014; Keshavarzifard et al., 2014). Simpson et al. (1996) concluye que la
relacion entre los niveles de PAHs totales y el contenido de materia organica
presente en los sedimentos es significativa sélo para sitios altamente

contaminados, que presentan niveles de PAHs >2000 ng/g p.s.

En cuanto a los resultados obtenidos para el area de estudio, si bien los maximos
valores de TOC fueron encontrados en el sitio S3 -en donde también se hallaron
los maximos valores de PAHs- no pudo evidenciarse una correlaciéon

estadisticamente significativa (Figura 3.3) entre los niveles de PAHs y el TOC
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(Coeficiente de correlacion de Spearman: r=0,13 p<0,050). La falta de correlacion
estaria indicando un estado de no equilibrio en los procesos de sorcidon- desorcién
entre los PAHs y el contenido de Carbono en los sedimentos del Estuario de Bahia

Blanca.
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Figura 3.3. Relacion entre los valores de PAHs y el TOC.

Varios autores (Guinan et al., 2001; Guzzella et al., 2005; Unli et al., 2006)
concuerdan en que una posible explicacién a la ausencia de correlacion entre las
concentraciones de PAHs y el contenido de carbono es que los altos niveles de
materia orgéanica producidos por sedimentos con alta productividad y diversidad en
la comunidad bentonica pueden enmascarar las relaciones que pudieran existir
entre las concentraciones de PAHs y el TOC. Aplicando esta propuesta al estuario
de Bahia Blanca se puede considerar que este esta caracterizado por su alta
productividad (Freije et al., 2008) y por la presencia de numerosas y diversas
comunidades benténicas, muchas de las cuales tienen una alta capacidad de
remociéon de sedimentos (Elias et al., 2004). Estas caracteristicas podrian contribuir

a la ausencia de una relacion entre los niveles de PAHs y el contenido de carbono.

Otra probable explicacion a la ausencia de correlacién es que la incorporacion de

PAHs en el area de estudio esté mas influenciada por aportes antropogénicos
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puntuales que por procesos naturales, y que esta situacion se encuentre
enmascarado una posible relacion entre los PAHs y el TOC. En este sentido,
Katsoyiannis (2006) ha propuesto que para ambientes en los que se producen
ingresos continuos de aportes antropogénicos, la falta de correlacion entre el
contenido de carbono y las concentraciones de contaminantes organicos (PAHSs,
PCBs, etc.) es esperable, al menos hasta que se logre alcanzar un estado de

equilibrio.

2.2 Relacion entre los PAHs y la granulometria

Al evaluar la concentracion de PAHs en los sedimentos es muy importante conocer
y considerar ciertas caracteristicas fisicoquimicas de esta matriz, como su
granulometria. En efecto, numerosos estudios (por €j., Zhang et al., 2004; Huang
et al.,, 2012; Chen et al., 2013; He et al., 2014) han encontrado que las
concentraciones de PAHs en sedimentos pueden estar afectadas por el porcentaje
de grano fino presente en esta matriz. Generalmente las particulas mas pequefias
tienen una mayor relacion superficie/volumen que las particulas mas grandes, y en
consecuencia tienen una mayor capacidad para contener mas carbono organico,

pudiendo sustentar y adsorber mayor cantidad de PAHs (Chiou et al., 1998).

En la Tabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos del analisis granulométrico
realizado para los sedimentos superficiales de los 6 sitios de muestreo
seleccionados para el presente trabajo, expresados en porcentajes. De manera
similar que para el TOC, la granulometria no evidencié una correlacién lineal con
los niveles de PAHs (Coeficiente de correlacion de Spearman r=0,20 para limo,
r=0,54 para arcilla y r=-0,54 para arena; p<0,050). La falta de correlacion puede
ser atribuida por un lado a la alta variabilidad en la dinamica de deposicion de los
sedimentos causada por las altas tasas de transporte de los sedimentos del
Estuario de Bahia Blanca (Perillo & Piccolo, 1991) y a la removilizacién que se
produce en los sedimentos como consecuencia del dragado peridédico que se

realiza sobre el lecho estuarial.
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Tabla 3.2. Andlisis granulométrico de los sedimentos estudiados. Resultados expresados
en porcentajes (%,).

S1 18,7 60,1 21,2 Franco limoso
S2 12,1 56,7 31,2 Franco limoso
S3 29,5 58,1 12,4 Franco arcilla limoso
S4 18,7 55,6 25,7 Franco limoso
S5 30,6 52,4 17,0 Franco arcilla limoso
S6 27,6 49,5 22,9 Franco arcilloso
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3 COMPOSICION Y ORIGEN DE LOS PAHS

3.1 Analisis de la distribucién segun el numero de anillos

Al evaluar la contaminacion por PAHs es de importancia poder distinguir las
fuentes de origen. La mayoria de los PAHs presentes en sedimentos
marinos/estuariales son de origen pirolitico o petrégenico. Los aportes de
hidrocarburos de origen pirogénico (producidos durante la combustion incompleta
de carbon, maderas o combustibles fésiles) presentan dominancia de compuestos
de alto peso molecular (4-6 anillos). En contraste los aportes de origen
petrégenico presentan dominancia de compuestos con 2 o 3 anillos (Sander et al.,
2002; Dahle et al., 2003).

La Figura 3.4 muestra la distribucion por numero de anillo en los diferentes sitios
de muestreo. En general, la abundancia y composicion de anillos mostré una
distribucion homogénea en todos los sitios, lo cual pareceria indicar una fuente
comun de ingreso de PAHs al estuario. La excepcién fue el sitio S3 en donde la
abundancia de PAHs de cuatro anillos presento el registro mas alto (50% en
promedio). Esto Ultimo indicaria una imposicion de compuestos de origen
pirogénico para ese sitio. Por el contario, para los restantes puntos de muestreo,
los PAHs de tres y cuatro anillos predominaron en conjunto en casi todas las
muestras, con un valor porcentual promedio de 36,8 y 30,2 % respectivamente

indicando un origen mixto (pirolitico + petrégenico).
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Figura 3.4. Abundancia del niumero de anillos en los sedimentos segun
camparnia y sitio de muestreo.
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Analizando todos los sitios en conjunto a fin de poder evidenciar posibles
variaciones estacionales del niamero de anillos, se observdé un aumento de los
PAHs de mas de 4 anillos durante las dos primaveras y los dos veranos, lo cual
indicaria un aumento del aporte pirolitico durante esos meses del afio. Por el
contrario durante el otofio y el invierno los PAHs més numerosos fueron los de

bajo peso molecular (2-3 anillos) (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Composicion % promedio segun el numero de anillos
para cada estacion del afio.
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Evaluando los 17 PAHs de manera individual (Figura 3.6) se observé que en
términos de abundancia los compuestos méas numerosos fueron el FLU, PY y PHE
(que representaron el 16,5%, 16,0% y 152% de los PAHs totales,

respectivamente).

Figura 3.6. Contribucion porcentual de cada PAHSs al total de

PAHSs para las 34 muestras de sedimento.

3.2 Analisis de correlacidn entre congéneres

Los resultados de correlacion (coeficiente de correlacion de Sperman) entre
algunos de los PAHs analizados se muestran en la Tabla 3.3. Tal como puede
observarse en esta tabla, los PAHs de mayor peso molecular (més de 4 anillos) se
correlacionaron de manera significativa; esto indicaria que estos compuestos

provienen de fuentes similares y que dichas fuentes se encuentran cercanas a los
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sitios de muestreo (Chung et al., 2007; Jiao et al., 2012; Acquavita et al., 2014).
Simultdneamente, la correlacién hallada también indicaria que los PAHs sufren
procesos ambientales comunes e independientes del sitio de muestreo

(bioturbacion, meteorizacion, etc.).

Estos resultados son consistentes con el analisis de distribuciones por grupos de
anillos, sugiriendo por un lado una fuente comun de ingreso de PAHSs al sistema, y
por otro que los cambios composicionales en el patrén sedimentario de PAHs
registrados en algunos sitios de muestreo pudieron tener origen en fuentes

puntuales especificas de cada sitio.

Los PAHs de menor peso molecular como el 2-M-NA y el FL no presentaron
correlaciones estadisticamente significativas. Una explicacion probable es que
estos PAHs de menor  peso molecular  son mas  facilmente
degradados/meteorizados, y este probablemente sea uno de los principales

factores de variabilidad al evaluar las correlaciones entre los distintos PAHS.

Tabla 3.3. Matriz de correlacion entre las concentraciones de los PAHs hallados en los

sedimentos.
NA PHE FLU PYR BaA CHR BbF BkF BaP 1P DBA BPE SUM PAHs
NA
PHE + 1
FLU - ++ 1
PYR - ++ - 1
BaA - ++ - 1
CHR - - - ++ 1
BbF ++ ++ - ++ ++ ++ 1
BkF - - - - ++ ++ + 1
BaP ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ 1
IP ++ ++ - ++ ++ - ++ ++ ++ 1
DBA - - - ++ ++ - ++ ++ ++ ++ 1
BPE ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1
SUM PAHs ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1

-: No hay correlacién estadisticamente significativa
+: Hay correlacidn estadisticamente significativa con un nivel de significacién de 0.05
++: Hay correlacién estadisticamente significativa con un nivel de significacién de 0.01
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3.3 Analisis de indices moleculares

Los indices moleculares han sido tradicionalmente utilizados para evaluar e
identificar el origen de los PAHs (Budzinski et al., 1997; Yunker et al., 1999, 2002).
Estos indices se basan en la diferente estabilidad termodinamica de varios
isomeros (Readman et al., 1987). Es asi que, por ejemplo, el aporte de las
actividades antropogénicas y/o combustion se caracteriza generalmente por un
aumento en la proporcion de los isbmeros menos estables frente a los
termodinamicamente mas estables (Yunker et al., 2002). Es importante tener en
cuenta que para evitar introducir factores de ruido -tales como diferencias en
volatilidad, coeficiente de particiébn agua/TOC, solubilidad en agua, absorcion, etc.-
las relaciones que se emplean se limitan a PAHs dentro de una masa molecular

determinada (Yunker et al., 2002).

En este estudio se utilizd el contraste de pares de indices moleculares propuesto
por Yunker et al. (2002). Para ello se analizé el indice FLU/FLU+PY frente al
IP/IP+BPE (Figura 3.7). Como referencia, un indice de IP/IP+BPE menor a 0,20
indica un origen petrogenico, entre 0,20 y 0,50 se atribuye a combustién de
liquidos fosiles, mientras que valores por encima de 0,50 implican combustion de
pasturas, carbon o madera. Similarmente el indice FLU/FLU+PY menor a 0,40 es
usualmente atribuido a origenes petrégenicos, entre 0,40 y 0,50 indica combustién
de liquidos fésiles, mientras que aquellos valores mayores a 0,50 son atribuidos a

combustion de biomasa (madera, carbén o pasturas) (Yunker et al., 2002).

Por un lado, los resultados obtenidos muestran que los sedimentos cercanos a la
zona industrial (S3) presentaron un valor promedio de los indices FLU/FLU+PY y
IP/IP+BPE de 0,46 = 0,1 (n=4) y 0,51 = 0,09 (n=5), respectivamente (Figura
3.7). Esto indicaria una mezcla de diferentes procesos de combustién en esa zona.
Por otro lado en el resto de los sitios de muestreo se observd un amplio rango de
valores para los indices calculados, lo cual indicaria una mezcla de aportes

petrégenicos y de procesos de combustion mixtos (Figura 3.7).
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Fgura 3.7. Gross plot de los indices (FLU/FLU+PY vs. IP/IP+BPE)
para los sedimentos muestreados.

Con el fin de evaluar posibles variaciones estacionales de los indices analizados
anteriormente, se consideraron sus puntuaciones a lo largo del periodo estudiado.
Se observéo por un lado que el indice IP/ (IP+BPE) mostré puntuaciones
pirogénicas producto de la combustion de combustibles fésiles durante el afio y
medio estudiado, con excepcion de las dos primaveras en donde se observaron
puntuaciones caracteristicas de procesos de combustion de biomasa (pasturas,

carbon o maderas), (Figura 3.8).

Por el contrario el indice FLU/ (FLU+PY) no mostro un patron definido, sugiriendo
aportes mixtos (petrégenicos y piroliticos) a lo largo de todo el afio para todos los

sitios muestreados (Figura 3.9).
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Finalmente y para complementar en andlisis se utilizd el indice PAHs bajo peso
molecular/PAHs alto peso molecular (LMW/HMW), un indice ampliamente utilizado
para distinguir entre el origen pirolitico y petrégenico de estos compuestos.
Valores mayores a 1 son atribuidos a origenes petrégenicos mientras que valores

menores a 1 implican aportes piroliticos (Yuam et al., 2001).

La Figura 3.10 muestra los resultados del indice LMW/HMW para todas las
muestras obtenidas separadas por sitio de muestreo y estaciones del afio. Los
resultados globales muestran que el 65% de las muestras presentaban valores
menores a 1, lo cual indicaria una leve imposicion de procesos piroliticos por sobre
los petrégenicos. Al analizar la variacion de este indice a lo largo del periodo
muestreado se observa que los valores piroliticos fueron mas marcados en
primavera en concordancia con los resultados observados para el indice 1P/
(IP+BPE).
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Figura 3.10 Indice LMW/HMW en el tiempo segun el sitio de muestreo.
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En resumen, fueron identificados diferentes origenes para los PAHs estudiados,
destacandose que mientras que los procesos de combustién parecen ser los mas
importantes y predominantes en el Estuario, la impronta petrégenica también fue

encontrada.

En cuanto a la distribucion temporal de fuentes, la combustion de combustibles
fosiles pareciera ser la fuente que predomina durante la mayor parte del afio y
puede ser atribuida a la alta actividad antropogénica que se desarrolla en la zona
portuaria/industrial. Durante las dos primaveras se observO un aumento de
puntuaciones piroliticas producto de la combustién de biomasa. Una posible
explicacion podria ser el incremento en la carga externa de los PAHs derivados de
aumentos en los procesos de combustion durante los meses frios provenientes
tanto de actividades industriales como domésticas, tendencia que se observa en
muchos ambientes costeros (Bouloubassi & Saliot, 1993). De hecho y sustentando
esta posible explicacion para las dos primaveras se observaron picos en los niveles

totales de PAHs para algunos de los sitios muestreados.

3.4 Analisis de componentes principales (ACP)

La alta variabilidad de los niveles de PAHs obtenidos requiere de una evaluacion
muy cuidadosa a fin de poder realizar interpretaciones claras. EI empleo de
métodos estadisticos descriptivos como el Andlisis de Componentes Principales
(ACP) es ampliamente utilizado en el analisis de PAHs en muestras
medioambientales (por e€j., Savinov et al., 2003; Golobocanin et al., 2004;
Colombo et al., 2005; Prieto et al., 2008; Pietzsch et al., 2010; Commendatore et
al., 2012; Jiao et al., 2012). Este método se utiliza para reducir la dimensionalidad
de un conjunto de variables originales (por €j., los niveles de cada PAH en cada
muestra de sedimento) en otro conjunto de nuevas variables no correlacionadas

entre si (componentes principales).

El analisis estadistico fue realizado con el programa STATISTICA 7.0 (StatSoft,
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Inc.). Los datos fueron acomodados en un matriz donde cada columna
correspondid a la concentraciéon de un PAH y cada fila a una muestra. Antes del
andlisis estadistico aquellos valores por debajo del LD fueron remplazados por la
mitad del LD y luego todos los datos fueron transformados aplicando (logio +1).
Los compuestos ACE, ACY y AN no fueron tenidos en cuenta para el PCA debido a
gue estaban ausentes en la mayoria de las muestras. La rotacion de los ejes se
vario para obtener la maxima cantidad de cargas positivas (/oadings) para los
factores (rotacion: varimax). El niumero de factores extraidos fue realizado segun
la regla de Kaiser, segun la cual se retienen sélo aquellos factores con autovalores

(eigenvalues) mayores o iguales a 1.

El andlisis de PCA identific6 dos componentes principales (PC1 y PC2), los cuales
explicaron el 69% y el 8% de la varianza total respectivamente. Los componentes
(loading scores) mayores a 0,60 fueron considerados significativos. El factor 1
presentd fuertes correlaciones con PY, BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, IP, DBA y BPE
(Figura 3.11). Todos estos PAHs presentan 4 o mas anillos en su estructura y
estan altamente correlacionados con el origen pirolitico. Por un lado el PY, el BaA 'y
el CHR son marcadores de la quema de carb6n (Larsen & Baker, 2003). Si bien el
carbén no es un combustible de uso prioritario en la zona, los origenes probables
de estos PAHs puede ser los procesos de destilacion y cracking de gas natural a
macro escala que se desarrollan en la zona industrial (Arias, 2008). En Puerto
Galvan se produce la recuperaciéon y fraccionamiento de los componentes pesados
del gas natural. Anualmente se recuperan a partir del gas natural
aproximadamente 1.390.000 toneladas (entre propano, etano, butano y gasolina),
de los cuales el etano es utilizado localmente para la produccién de plasticos de
diferente densidad (http://puertobahiablanca.com/mega.html). Por otro lado BbF,
BkF, BaP, IP, DBA y BPE son marcadores tipicos de emisiones vehiculares (Simcik
et al., 1999; Larsen & Baker, 2003; Zhang et al., 2008). Tanto la maquinaria
industrial como los vehiculos a motor son grandes consumidores de destilados de

petroleo. Asimismo, grandes cantidades de hidrocarburos son venteados y
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guemados regularmente y/o en situaciones de inestabilidades del proceso
industrial, en las antorchas del complejo industrial adyacente (Arias, 2008). Por lo
gue el componente PC1 podria interpretarse como un factor de origen pirolitico
mixto (producto de emisiones industriales méas la combustion de hidrocarburos

derivados del petroleo).

El PC2 presenté fuertes correlaciones con 2-M-NA, PHE y FLU. Mientras que el 2-
M-NA puede ser atribuido a un origen petrogenico, el PHE y el FLU son marcadores
usuales de la combustion de maderas (Larsen & Baker, 2003) y carbén (Simcick et
al., 1999; Zhang et al., 2008). Como consecuencia el PC2 puede ser definido como

un componente de aportes mixtos (petrogenico+ combustion de biomasa).

La Figura 3.12 ilustra el biplot de los dos componentes (PC1 vs PC2) que permitid
la caracterizacion de las estaciones de muestreo de acuerdo con el primer y el
segundo componente. Como se muestra en dicha figura, el PCA logré agrupar a las
muestras en dos grupos principales. El primer grupo estaba compuesto por
muestras situadas en la zona de maxima actividad industrial cercanas al punto de
descarga de efluentes industriales (S3) y en donde se encontraron los valores mas
altos de PAHs totales. Estas muestras fueron bien diferenciadas por presentar
puntuaciones significativas en el primer componente. El otro grupo contenia las
muestras restantes que presentaban puntuaciones en ambos componentes pero en
su mayoria con el PC2, lo que indica entradas concomitantes de PAHs piroliticos
producto de la combustion tanto de combustibles fosiles como de biomasa y

petrogénicos.
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Figura 3.11. Correlacion de los PAHs individuales
con los dos compontes principales
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4 COMPARACION DE LOS NIVELES DE PAHS CON OTROS SITIOS COSTEROS

Numerosos trabajos que estudian los niveles de PAHs en matrices
medioambientales (sedimentos, agua y biota) se han realizado en la Gltima década
en todo el mundo, demostrando la importancia que tiene para la comunidad
cientifica el estudio de estos compuestos en particular en sistemas costeros
antropizados. Si bien las comparaciones directas no son faciles debido a las
diferencias en el nimero y tipo de PAHs analizados, profundidad y caracteristicas
geoldgicas de cada sitio muestreado, resulta muy util poder comparar los niveles
encontrados en esta Tesis con aquellos reportados en otras regiones del mundo, a

fin de ubicar al estuario en un contexto global.

La tabla 3.4 presenta el rango de concentraciones (para la sumatoria de los PAHs
analizados) hallados por diversos autores en sedimentos superficiales. Las
concentraciones encontradas en el Estuario de Bahia Blanca estuvieron en el rango
de aquellas halladas en otros puertos importantes alrededor del mundo como son
el de Kaohsiung (Taiwan), Imam Khomeini (lrdn), Barcelona (Espafia) Yy

Montevideo (Uruguay).
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Tabla 3.4. Comparacion de los niveles de PAHs en sedimentos con otros sitios costeros del
mundo.

Rango N® de
Lugar i) & s) PAHs Referencia

8/ & P-S- analizados
América
Estuario de Bahia Blanca, 20-30054 17 Este trabajo
Argentina
Estuario de Bahia Blanca, 15-10260 17 Arias et al. 2010a
Argentina
Bahia de Ushuaia, Patagonia, ND-360 16 Commendatore et al. 2012
Argentina
Estuario del Rio de la Plata, 3-2120 Colombo et al.2006
Argentina
Estuario de Patos Lagoon, 38-11780 23 Medeiros et al.2005
Brasil
Puerto de Montevideo, 1560-90440 20 Muniz et al. 2004
Uruguay
Playa de Cienfuegos, Cuba 450-10500 41 Tolosa et al. 2009
Jobos Bay, Puerto Rico 40-1912 16 Aldarondo-Torres et al. 2010
Veracruz, Golfo de México 200-12400 16 Ponce-Vélez et al. 2006
Europa
Estuario Mersey, U.K 626-3766 15 Vane et al. 2007
Puerto de Barcelona, Espafia 300-10320 16 Martinez-Lladé 2007
Lagos Strangford y Larne, 83-22960 13 Guinan et al. 2001
Irlanda
Asia
Puerto de Kaohsiung, Taiwan 34-16700 17 Chen et al. 2013
ZhanjiangBay, China 42-934 16 Huang et al. 2012
Estuario Yangtze, China 85-620 16 Hui et al. 2009
Daya Bay, China 42-158 16 Yan et al. 2009
Puerto Imam Khomeini, Irdn 2886-5482 16 Abdollahi et al. 2013
Estuario del Rio Chao Phraya, 30-724 17 Boonyatumanond et al. 2006
Tailandia
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5 ANALISIS DE LA CALIDAD DE LOS SEDIMENTOS MEDIANTE LA

COMPARACION CON NIVELES GUIAS

En los ultimos afios los datos quimicos de los contaminantes en conjunto con sus
conocidos efectos en los organismos acuaticos han sido utilizados para desarrollar
niveles o umbrales guias de calidad de los sedimentos (SQGs). Estos SQGs han
demostrado ser herramientas Utiles para evaluar la calidad de los sedimentos tanto
marino como estuariales (Long et al., 2006) debido a que pueden ser bien
extrapolados a otros sitios contaminados, motivo por el cual son ampliamente

utilizados para la proteccion y gestion de los ecosistemas marinos.

Los valores guias de referencia llamados “Rango de efectos bajos” (ERL, del inglés
effects range-low) y “Rango de efectos medios” (ERM, del inglés effects range-
median) (Long et al., 1995) han sido ampliamente utilizados (Quiao et al., 2006;
Chen & Chen, 2011; Abdollahi et al., 2013; He et al., 2014; Zhang et al., 2014).
Estos fueron desarrollados por la Administracion Nacional Oceénica y Atmosférica
de los Estados Unidos (US National Oceanic and Atmospheric Administration, US-
NOAA) como guias no regulatorias (orientativas), y corresponden al 10™ y 50%
percentil respectivamente de un grupo de sedimentos asociados a efectos
adversos sobre organismos (He at al., 2014). Estos valores permiten delinear tres
rangos de concentracion para un compuesto quimico en particular: aquellos en los
gue los efectos bioldgicos son raros (por debajo del ERL), ocasionales (entre el

ERL y el ERM) y frecuentes (por encima del ERM).

Es importante resaltar que al considerar los SQGs se estd evaluando cada
compuesto 0 a lo sumo un grupo de compuestos de manera individual. Por lo
tanto, este enfoque no tiene en cuenta el potencial sinergismo entre los diferentes
contaminantes que puedan coexistir en los sedimentos (por ej., metales,
compuestos organoestanicos, organoclorados, bifenilos policiclorados, etc.),
pudiendo eventualmente subestimarse los efectos nocivos de estos contaminantes

en sedimentos.
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Los resultados obtenidos mostraron que las concentraciones de PAHSs totales de 32
muestras obtenidas en el presente trabajo no excedieron el ERL, mientras que 2
muestras (correspondientes ambas al sitio S3) presentaron valores entre el ERL y
el ERM. Por otro lado, estudiando a cada PAH de manera individual se observé que
el 35% de las muestras excedieron al menos una vez algun valor de ERL. El FL fue
el compuesto que excedié mas veces el valor de ERL. De hecho en todos los sitos
de muestreo se superd al menos una vez el ERL para dicho compuesto. Tomando
esto en cuenta, en base a estos resultados pueden predecirse ocasionales efectos
biolégicos adversos sobre la biota adyacente atribuibles a algunos PAHs

individuales.

Finalmente, en 11 ocasiones se excedid el nivel de ERM para los PAHs individuales
y en todos los casos correspondié a sedimentos de los sitios S3 y S4. Los
compuestos que excedieron los valores de ERM fueron 2-M-NA, ACE, FL, PHE, FLU,
PY, BaA, CHR y DBA. A partir de esto, se concluye que estos compuestos pueden
producir efectos nocivos frecuentes sobre la biota benténica para los sitos

mencionados (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Ocurrencia de exceso de los valores de ERL y ERM (Long et al.,

1995) para los sedimentos del Estuario de Bahia Blanca.

NA
2-M-NA
ACY
ACE
FL
PHE
AN
FLU
PY
BaA
CHR
BaP
DBA

2 PAHs

160
70
44
16
19

240

853

600

665

261

384

430

63,4

4022

2100

670

640

500

540

1500

1110

5100

2600

1600

2800

1600

260

44792

33

33

33

31

24

31

34

32

32

32

32

32

31

32

69



CAPITULOLIII

6 ANALISIS DEL POTENCIAL CARCINOGENICO DE LOS PAHS

Segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) y la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos(US-EPA), los PAHs con potencial
carcinogénico son: NA, BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, IP y DBA. Si bien el NA es
clasificado como posible carcinogénico humano (grupo 2B y C para la IARC y para
la EPA respectivamente) (IARC, 2002; IRIS, 2008), en la mayoria de los trabajos
medioambientales de PAHs el NA es excluido de la “lista clasica” de los PAHs

carcinogénicos.

Las concentraciones totales de estos 8 PAHs carcinogénicos en los sedimentos del
Estuario de Bahia Blanca variaron desde 5,2 hasta 12.281,3 ng/g, p.S., ¥
representaron entre un 15 y un 68% del total de PAHs. Estos resultados estarian
indicando que las emisiones que se liberan sobre el EBB presentan un alto

potencial carcinogénico.

Dentro de los PAHs con potencial carcinogénico el BaP es el més estudiado, toxico
y del cual se cuenta con suficiente evidencia para clasificarlo como carcinogénico
humano (IARC, 2010). Debido a que es el mas estudiado, el BaP es utilizado como
prototipo toxicoldgico, evaluando el potencial toxico de los otros PAHs en base a

factores de equivalencia basados en BaP (TEFs).

Siguiendo este criterio, se calcularon los equivalentes toxicos del BaP (TEQ BaP)

para cada sitio segun la siguiente férmula:

TEQ BaP = c¢; x TEF,

donde, c; es la concentracion de cada PAH individual (ng/g, p.s.) y TEF es el factor

de equivalencia téxica propuesto por Nisbet & Lagoy (1992), tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Factores de toxicidad equivalente al BaP empleados.

PAHs TEF
NA 0,001
ACY 0,001
ACE 0,001
FL 0,001
PHE 0,001
AN 0,01
FLU 0,001
PY 0,001
BaA 0,1
CHR 0,01
BbF 0,1
BkF 0,1
BaP 1
IP 0,1
DBA 1
BPE 0,01

La Figura 3.13 muestra los valores de PAHs hallados en los sedimentos expresados
como TEQ BaP. Las concentraciones totales de TEQ-BaP (sumatoria de los 17 TEQ-
BaP) calculadas para las 34 muestras de sedimentos analizadas variaron desde
0,222 hasta 1970,2 ng TEQ-BaP/g sedimento (p.s.).

A fin de poder comparar los valores hallados en el Estuario de Bahia Blanca con
otros sitios costeros, se utilizaron Unicamente los TEQ BaP obtenidos para los 7
PAHs carcinogénicos (no se tuvo en cuenta al NA). A modo ilustrativo, los niveles
encontrados en este trabajo son similares a los hallados en el Puerto de
Kaohsiung, Taiwan (Chen et al., 2013), menores a los encontrados en el Puerto de
Napoles, Italia (Sprovieri et al., 2007), pero mayores que aquellos encontrados en
Meiliang Bay, China (Quiao et al., 2006) (tabla 3.7). Comparando estos valores con
los reportados previamente para la zona de estudio (Arias et al.,, 2010b) se
observd un incremento en los niveles de carga de TEQ-BaP para el estuario de
Bahia Blanca. Finalmente, y en concordancia con los trabajos citados en la tabla

3.7, los maximos valores de TEQ-BaP en este estudio fueron encontrados en los
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sitios cercanos a la zona industrial (S3 y S4). Esto podria sugerir que las
actividades industriales podrian desempefar un papel importante en la liberacion

de PAHs con potencial cancerigeno al medio.

10000+

10004

104

ng TEQ-BaP/g

S1 S2 S3 S4 S5 S6
Estaciones de muestreo

[ Primavera2011 [ Verano 2012 B Otofio 2012
B Invierno2012 B Primavera 2012 B Verano 2013

Figura 3.13. Valores de PAHS totales expresados en equivalentes
de BaP para los sedimentos del Estuario de Bahia Blanca.
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Tabla 3.7. Comparacion de los niveles de TEQ-BaP con otros reportados en la

literatura

Puerto de Kaohsiung, Taiwan
Puerto de Napdles, Italia

Bahia Meiliang, Lago Tai, China
Mar de Barents, Russia

Estuario de Bahia Blanca, Argentina

Estuario de Bahia Blanca, Argentina

4-1970
2-4723
94-856
11-300
0,01-1632

0,1-1944

Chen et al. 2013
Sprovieri et al. 2007
Qiao et al. 2006
Savinov et al. 2003
Arias et al. 2010b

Este estudio
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CAPITULO 1V: HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS EN MEJILLINES

1 CARACTERIZACION BIOLOGICA
1.1 indice de condicion

El indice de condicién (IC) es un parametro fisiolégico que permite caracterizar el
estado general de un organismo (crecimiento, reproduccion, secrecion, etc.) bajo
determinadas condiciones ambientales. Este indice presenta fluctuaciones
naturales como resultado de la disponibilidad de alimentos, del desove,
reproduccion, grado de estrés, etc. El aumento del IC representa un aumento de
los constituyentes organicos del individuo asociado al crecimiento. Por el contrario
una disminucién del IC refleja periodos de estrés que implica utilizacion de las
reservas del organismo. Como resultado, el IC ha sido propuesto como un
biomarcador no especifico para detectar la presencia de contaminantes en los
bivalvos; sin embargo, en general s6lo se ha logrado obtener correlaciones
positivas en condiciones de laboratorio y con niveles de contaminantes elevados

(Beninger & Lucas, 1984; Boscolo et al., 2007).

En este trabajo se determiné el IC en los especimenes bajo estudio, de acuerdo a
la definicion de Couillard et al. (1995):

1C= (peso seco del tejido blando total/ peso seco de las valvas) *100

Los resultaron mostraron que el IC vari6 para el conjunto de los mejillines
analizados entre 4,67 y 19,9 (Figura 4.1). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes sitios estudiados, lo cual
indicaria que los organismos presentaban condiciones fisiologicas similares

independientemente del sitio estudiado. Evaluando la variacién estacional del IC se
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observo que los maximos valores para todos los sitios fueron obtenidos durante las
dos primaveras, mientras que los valores mas bajos fueron obtenidos en otofio.
Ambas primaveras presentaron diferencias altamente significativas con otofio,

verano e invierno (ANOVA p<0.0001).

25-

| I

15-

IC(%)

104

Figura 4.1. Variacion estacional del IC expresados como promedio
y rango de todos los sitios estudiados.

No se han encontrado estudios cientificos publicados sobre la biologia, ciclo de
vida, etc. del mejillin Brachidontes rodriguezii que habita el estuario de Bahia
Blanca. Sin embargo, existen datos aislados referentes a su ciclo reproductivo; se
ha podido averiguar que su reproduccibn se mantiene a lo largo del afio,
observandose en general una disminucion en su estado reproductivo durante los
meses mas frios (Eder Dos Santos, Comunicacion personal). Para esta misma
especie en la zona de Mar del Plata se ha observado que la presencia de reclutas
(semillas) es constante durante todo el afio (Nugent, 1989; Vallarino, 2002). Este

Gltimo autor determind dos picos reproductivos, uno en primavera y otro de menor
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magnitud en el otofio, observando ademas que el crecimiento y la estructura de
tallas evidenciaban una marcada influencia de los factores ambientales que
resultaban condicionantes en cuanto a su desarrollo celular y por lo tanto

reproductivo.

Por otro lado estudios realizados en mejillones como Perna perna y Perna viridis
(Arrieche et al., 2002; Acosta et al., 2006) coinciden que los niveles mas altos del
IC pueden ser relacionados con incrementos de los tejidos reproductivos y con el
aumento de los valores de clorofila-a. Arrieche et al., (2002) concluye también que
un alto IC esta asociado con la biomasa fitoplanctonica ya que esta influye sobre el
ciclo reproductivo de los mejillones. Si bien durante el presente trabajo no se
midieron los valores de clorofila-a, el EBB se caracteriza por una floraciéon
fitoplancténica durante el invierno-primavera (Gayoso 1999; Popovich &
Marcovecchio, 2008; Guinder et al., 2010, 2013). Considerando la disponibilidad de
alimento como un factor clave que regula el IC, los resultados muestran que este
parametro comienza a aumentar en invierno (en concordancia con la aparicion del

“bloom fitoplanctonico”) llegando a los niveles maximos durante la primavera.

En sintesis, El IC de los mejillines del EEB presentd una alta variabilidad estacional,
lo cual estaria sugiriendo que los cambios fisiolégicos observados a lo largo del afio
podrian deberse tanto a factores ambientales como enddgenos y por lo tanto
desalienta su potencial uso como bioindicador de alerta temprana de procesos de

contaminacion.

1.2 Lipidos totales

En general, el contenido de lipidos en los mejillones varia estacionalmente
dependiendo de factores tanto enddgenos (etapa reproductiva, reservas
energéticas almacenadas) como exdgenos (alimento disponible, temperatura del
agua, etc.) (Gabbott, 1983; Bayne, 2004; Ruiz et al., 2011; Yoshimine et al.,
2012).
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En este trabajo, el contenido de lipidos (g lipidos/g de tejido seco) se registré en
un rango de 6,9 a 12,81 % para todas las muestras analizadas. Por motivos
operacionales no se pudieron determinar los lipidos de la primera campafa

(primavera 2011).

Al igual que para el indice de condicion, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de lipidos de los distintos sitios
muestreados (ANOVA, p=0,084). A fin de estudiar las posibles variaciones
temporales de este parametro a lo largo del afio, se analizaron todos los sitios de
manera conjunta. Se observd que el contenido de lipidos varid estacionalmente,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p=0,064)
Unicamente entre la primavera 2012 y el verano 2013, que es cuando se
evidenciaron -en promedio- los maximos y los minimos valores de lipidos

respectivamente (Figura 4.2).

En los bivalvos los niveles maximos de lipidos suelen observarse durante la etapa
reproductiva, pudiendo disminuir hasta un 50 % luego de la etapa de desove
(Sprung 1993; Bruner et al., 1994). Teniendo esto en cuenta, los maximos valores
de lipidos hallados en la primavera podrian ser atribuidos al estado reproductivo,
ya que si bien este proceso ocurre durante casi todo el afio, en primavera podria
darse un pico en su estado. Esta hipotesis es sustentada por el indice de condicion,

el cual presenté concomitantemente sus maximos valores en primavera.
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Figura 4.2. Variacion estacional del % de ljpidos y del IC para todos los mejillines
(Brachidontes rodriguezii) obtenidos en el EEB. Los resultados de lipidos se expresan como
el promedio + desvio estandar de todos los sitios muestreados. El IC se expresa como el
promedio para cada estacion del afio.

1.3 Contenido de humedad

El contenido de humedad se mantuvo en general estable en un rango de 73,11 a
85,95%. Las variaciones entre sitios para cada campafia no superaron el 5%. Los
registros mas bajos se encontraron durante las dos primaveras, situacion que
coincidié con el aumento de los lipidos y del IC. Luego de la primavera el
contenido de agua en los organismos aumentd hasta llegar a los maximos valores
en otofio. Durante el invierno el contenido de agua disminuy0, llegando a los
valores mas bajos durante la primavera (Figura 4.3), tal y como se menciond

anteriormente.
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Figura 4.3. Valores promedio (n: 40) del contenido
de humedad (96) para cada sitio y fecha de muestreo.

Brachidontes rodriguezii
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HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN

Los mejillones son de uso comdn como especies centinelas para la vigilancia en las
zonas costeras de todo el mundo (Goldberg, 1975). Sus caracteristicas particulares
los hacen dutiles como bioindicadores para el monitoreo de la presencia de
contaminantes en el medio que habitan: tienen amplia distribucién geografica, son

faciles de recoger, son organismos filtradores intermareales, son capaces de
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acumular y tolerar altas concentraciones de muchos contaminantes organicos e
inorganicos en sus tejidos (Livingstone, 1991), y poseen una baja velocidad de
degradacion enzimatica lo cual los hace capaces de mantener niveles
relativamente mas altos de moléculas organicas en comparacion con otros

organismos (Meador et al., 1995).

Los compuestos hidrofobicos como los PAHs tienden a adsorberse rapidamente a
las particulas. La solubilidad en agua de los PAHs decrece a medida que aumentan
el coeficiente de particién octanol-agua (Kow) Y €l peso molecular de los PAHs. Es
asi que los PAHs mas biodisponibles para los mejillones son los de bajo peso
molecular ya que tienden a estar disueltos en agua, mientras que los de alto peso
molecular estan preferentemente asociados a la materia organica (disuelta o
particulada), presente en la columna de agua y sedimentos (Baumard et al.,
1999a). En consecuencia los organismos suelen estar mas enriquecidos por PAHs
de bajo peso molecular en relacion con los sedimentos (Porte & Albaigés, 1999;
Baumard et al. 1998a, 1999a).

Los mejillines (Brachidontes rodriguezii) obtenidos durante el presente trabajo
presentaron un rango variable de PAHs totales (suma de los 17 PAHs analizados),
desde valores no detectables hasta 482,4 ng/g, p.s. con una media global de 148,9
ng/g, p.s (Figura 4.4). Los valores obtenidos mostraron una marcada variabilidad,

sin evidenciar un claro patron de distribucién a nivel estacional.

Si bien estadisticamente no lograron encontrarse diferencias significativas entre los
diferentes sitios estudiados, lo cual puede ser explicado por la alta variabilidad de
los datos obtenidos, los mejillines obtenidos en Puerto Galvan (S3) presentaron los
maximos niveles de PAHs. Este sitio ubicado en la zona de mayor actividad
portuaria industrial presentdé un valor de PAHs totales promedio de 237,06 ng/g,
p.s. Los valores mas bajos fueron encontrados en el sitio con menor impacto

antropico, Villa del Mar (S1) con una valor promedio de 57,04 ng/g, p.s.

Al igual que para lo observado para los sedimentos se encontré que los niveles de

PAHs totales disminuyeron a medida que aumentaba la distancia a la zona
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industrial, aunque el rango de valores de PAHs no fue tan amplio como el

observado en los sedimentos.
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Figura 4.4. Gréafico box & whisker para los niveles de PAHs en los
mejillines, para cada sitio de muestreo.

Siguiendo la clasificacion propuesta por Baumard et al., (1998a) los niveles de
contaminacion por PAHs en bivalvos pueden definirse como “leves” (0-100 ng/g,
p.s.), “moderados” (>100-1000 ng/g, p.s.), “altos” (>1000-5000 ng/g, p.s.) Yy
“muy altos” (>5000 ng/g, p.s.). Segun Oros & Ross (2005) la media global es la
mejor indicadora para evaluar la contaminacion por PAHs en bivalvos ya que a
veces pueden medirse picos en estos organismos como consecuencia de derrames
de petréleo o accidentes de barcos. Teniendo en cuenta que la media global de los

niveles de PAHs totales medidos fue de 148,9 ng/g, p.s., los niveles de
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contaminacion por PAHs presentes en los mejillines del EBB pueden ser clasificados

como moderados.

La acumulacién de compuestos lipofilicos -como los PAHs- en un organismo
dependera no solo de las caracteristicas propias de los compuestos sino también
de las condiciones fisiolégicas del individuo en estudio (ej.: tamafio, edad) y de su
contenido de lipidos (Livingstone, 1991; Bruner et al., 1994; Baumard et al.,
1998c; Ruiz et al., 2011).

Por ejemplo ha sido demostrado que la concentracion de un compuesto hidréfobo
se regira por los niveles de lipidos presentes en el tejido; en general, los tejidos
con mayor contenido de lipidos acumularan PAHs en mayor medida (Livingstone,
1992; Baumard, 1998c). Sin embargo, en este trabajo no se encontré6 una
correlacion entre los niveles de PAHs y el contenido de lipidos (Figura 4.5).
Coincidentemente, la falta de correlacion fue reportada en varios trabajos
(Baumard et al., 1998c; Devier et al.,, 2005; Francioni et al., 2007; Ruiz et al.,
2011; Yoshimine et al., 2012) y es atribuida al efecto que tienen tanto los procesos
enddgenos (ciclo reproductivo, reservas energéticas) como los exdgenos
(temperatura, disponibilidad de alimentos, etc.) sobre los niveles de lipidos en los

organismos.
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Figura 4.5. Gréfico de correlacion entre el contenido de lipidos y los
niveles de PAHs en los mejillines.

De manera similar a lo observado con los lipidos, el indice de condicion tampoco

presentd correlacion con el contenido de PAHSs totales en los mejillines (r=0,2688;

p<0,05).

La falta de correlacién entre

los parametros biolégicos estudiados y las

concentraciones de PAHs puede ser atribuida al efecto que tienen tanto los

factores enddgenos (ciclo reproductivo, reservas energéticas) como los exdgenos

(temperatura, disponibilidad de alimento, etc.) sobre las condiciones fisioldgicas de

los organismos. En este sentido y de acuerdo a lo abordado en el estudio, no se

evidenciaron condiciones biolégicas que condicionaran la acumulacién de PAHs en

los organismos.
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3 COMPOSICION Y ORIGEN DE LOS PAHS

Las diferentes fuentes de estos compuestos generan una distribucién caracteristica
entre los diferentes PAHs. Por ello es importante para evaluar y poder determinar
los posibles origenes tener en cuenta los valores de concentracion de los PAHs de

forma individual, asi como las relaciones existentes entre ellos.

El estudio de la composicion segun el numero de anillos mostré6 que los
compuestos de 2 y 3 anillos fueron predominantes en la mayoria de las muestras
analizadas (97%), representando en conjunto (2+3 anillos) entre el 55,3 y el
100% de los PAHs totales (Figura 4.6). Por otro lado y de manera caracteristica se
observd que los PAHs de 5 y 6 anillos estuvieron ausentes en casi todas las

muestras.
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A priori, estos resultados podrian estar indicando:

(a) Que los mejillines del EBB estan principalmente acumulando PAHs de bajo peso
molecular (PM<202) —los cuales exhiben las maximas solubilidades en columna de
agua-.

(b) Los PAHs de mayor peso molecular no estan biodisponibles para los
organismos.

(c) Una combinacién de estas dos ultimas.

Estas hipdtesis pueden ser sustentadas teniendo en cuenta que por un lado, los
mejillines son organismos filtradores y por lo tanto estan expuestos principalmente
a los contaminantes que se encuentran en la fraccién disuelta/particulada en
suspension. Por otro lado, debido al caracter hidrofébico de los PAHs, su
distribucion en la columna de agua se rige principalmente por su Ko (Pruell et al.,
1986; Murray et al., 1991; Baumard et al., 1999a), presentando en general una
relacion inversa entre el Ko y la solubilidad en agua de los PAHs. En general, los
PAHs de menor peso molecular son los mas solubles en la fase acuosa y son
acumulados en mayor medida por los organismos marinos como los mejillines con
respecto a los PAHs mas pesados que estan preferentemente asociados a la
materia organica (disuelta o particulada), presente en la columna de agua y
sedimentos (Porte & Albaigés, 1993; Baumard et al., 1998a, 1999a; Gaspare et al.,
2009; Ramdine et al., 2012). Sumado a esto, los organismos en estudio fueron
obtenidos de muelles, pilotes y rocas. En general los individuos que se encuentran
viviendo de ese modo no estan en contacto directo con los sedimentos, salvo por
los procesos de resuspension del mismo, quedando también expuestos al petréleo
derivado de la actividad portuaria-industrial que puede existir sobre la parte
superior de la columna de agua (Baumard et al., 1999a). Como consecuencia los
mejillines del estuario de Bahia Blanca estarian mas expuestos -y por lo tanto
acumulando- los PAHs mas solubles en agua o asociados al material particulado

presente en ella.

86



CAPITULO IV

Por otro lado no puede descartarse que la ausencia de los PAHs de mayor peso
molecular pueda ser atribuida a algin mecanismo de detoxificacion en los
mejillines. Sin embargo, como se mencion6 previamente, se ha documentado que
tanto los mejillines como la mayoria de los moluscos bivalvos tienen baja
capacidad enzimatica por lo que la eliminacibn de los compuestos se debe
fundamentalmente a procesos de difusion pasiva o excrecion (Meador et al.,
1995). Por lo tanto, si bien esta hipétesis no parece ser probable, no puede ser
descartada por completo, ya que se carece de estudios que evallen la capacidad

enziméatica del mejillin Brachidontes rodriguezii.

Al analizar los PAHs de manera individual se observé que el PHE fue el compuesto
mas abundante, seguido por el NA y el PY (Figura 4.7). En todas las muestras
donde se detectaron niveles de PAHs el PHE estuvo presente con valores que
oscilaron desde 1,2 ng/g, p.s hasta 279,43 ng/g, p.s. Estos resultados son
coincidentes con aquellos encontrados en los sedimentos, donde el PHE y el PY
también fueron los PAHs que presentaron las mayores abundancias. Como se
menciond en el capitulo de sedimentos, el PHE y el PY son marcadores de la
combustion de maderas y carbdén, mientras que el NA puede ser atribuido a un
origen petrogenico. Estos resultados sugieren origenes mixtos (petrégenicos y

piroliticos) para los PAHs presentes en los mejillines del estuario de Bahia Blanca.
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Figura 4.7. Contribucion porcentual de cada PAH al total de PAHS
para todos los mejillines del Estuario de Bahia Blanca.

3.1 Comparacion entre los niveles de PAHs en sedimentos vy

mejillines

La comparacion de la distribucién de los PAHs seglin el nimero de anillos entre
sedimentos y mejillines permite concluir que la distribucion en ambas matrices
presentd una patrén similar pero con ciertas particularidades. En primer lugar, en
los sedimentos los PAHs més abundantes fueron los de 3 y 4 anillos, mientras que
en los mejillines fueron los de 2 y 3 anillos. En segundo lugar, en la biota se
observé una disminucion en la abundancia de los PAHs de 4 anillos (con respecto a
los sedimentos) y la ausencia de los PAHs de 5 y 6 anillos, los que si estuvieron
presentes en los sedimentos. Finalmente, en ambas matrices, El PHE y en PY

fueron de los PAHs que presentaron las mayores abundancias.

Con el fin de poder encontrar posibles relaciones, la distribucién de los PAHs
totales en los mejillines se comparo con los valores de PAHSs totales hallados en los
sedimentos (Figura 4.8). A pesar de no haber hallado correlaciones

estadisticamente significativas entre ambas variables (coeficiente de correlacion de
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Spearman: r=0,32 p<0,050) se observd que las muestras obtenidas en la zona de
méxima actividad portuaria-industrial (S3) presentaron los niveles mas altos de
PAHSs totales tanto en sedimento como en mejillines. Del mismo modo, los valores
mas bajos de estos compuestos tanto en sedimentos como en mejillines fueron

hallados en el sitio con menor impacto antropico -Villa del Mar (S1)-. (Figura 4.8).

Al comparar la relacion entre los niveles de PAHs hallados en sedimentos y
mejillines es muy importante tener en cuenta la biodisponibilidad, es decir la
susceptibilidad de un compuesto presente en la matriz sedimentaria para ser
incorporado por un organismo. Asi, un individuo puede estar en contacto con un
sedimento con altas concentraciones de un compuesto y sin embargo, éste Ultimo
no estar “biodisponible” para el mismo. Una de las mayores ventajas del empleo
de organismos como biomonitores radica en que los niveles hallados en ellos
reflejan la fraccidon biodisponible de los PAHs presentes en el ambiente

estudiado.

La biodisponibilidad de un compuesto hidrofébico dependera principalmente tanto
de las caracteristicas fisicoquimicas del sedimento (contenido y calidad de materia
organica, granulometria, etc.), como de las propias caracteristicas del compuesto
(coeficiente de particion octanol-agua, tamafio molecular). Finalmente, una vez
gue el compuesto es incorporado por el organismo, puede ser simplemente
acumulado en los tejidos lipidicos, puede interaccionar con moléculas endbégenas o

puede ser excretado.

En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas del sedimento, los que tienen alto
contenido de materia organica tienden a retener compuestos organicos
hidrofobicos, y como consecuencia disminuir su biodisponibilidad (Knezovich et al.,
1987; Baumard et al., 1998a), mientras que la granulometria influye teniendo en
cuenta que los PAHs de mayor peso molecular tienden a asociase en mayor
medida a las particulas mas finas (Readman et al., 1984; Ramdline et al., 2012).

Las diferentes rutas de ingreso de los PAHs a los sistemas acuaticos son también

un factor critico al evaluar su biodisponibilidad. Por ejemplo, los PAHs que ingresan
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al sistema acuatico a partir del petréleo crudo o sus derivados suelen estar mas
biodisponibles que los PAHs que ingresan asociados a particulas -como el hollin-, a
las cuales suelen estar fuertemente unidos (Readman et al., 1982; Benlahcen et
al., 1997; Thorsen et al., 2004). Estos ultimos estdn menos biodisponibles ya que
al estar adsorbidos o asociados a materia organica (ya sea disuelta o particulada)
requieren una fase intermedia para pasar a la fraccion disuelta y asi poder ser

incorporados por los organismos (Pruell et al., 1986).

En los sedimentos del Estuario de Bahia Blanca se observé una prevalencia de los
aportes piroliticos por sobre los petrégenicos incluyendo compuestos de alto peso
molecular, sin embargo estos no se hallaron bioacumulados en los organismos
analizados. Teniendo en cuenta la biodisponibilidad de los PAHs y los factores que
la determinan, la ausencia de los PAHs de mayor peso molecular podria ser
consecuencia del modo en el cual estos compuestos son emitidos al ambiente,
puesto que los PAHs piroliticos emitidos al estuario de Bahia Blanca estarian
fuertemente asociados a particulas, como carbon o hollin y como consecuencia

estarian menos biodisponibles para los organismos marinos.
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Figura 4.8. Comparacion entre los valores de PAHs totales en sedimentos
y mejillines para todas las muestras obtenidas agrupadas segun estacion
del afio y sitio de muestreo.
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3.2 Bioacumulacioén de los PAHs en Brachidontes rodriguezii

En la literatura existen numerosos modelos para evaluar la bioacumulacion de los
PAHs en los organismos a partir de los sedimentos. Uno de los més ampliamente
utilizados es el Factor de Bioacumulacién (BAF) (Baumard et al., 1999a,

1999b; Ramdline et al., 2012), el cual se calcula a partir del siguiente calculo:

BAF= Cp/Cs

Donde C, es concentracion de PAHs en el tejido del organismo y Cs es

concentracion de PAHs en el sedimento.

Para todas las muestras donde fue posible el célculo se obtuvieron los BAFs
correspondientes (Tabla 4.1). El PHE fue el compuesto que mas se bioacumuld,
presentando valores de BAF >1 en el 63% de las muestras y con un BAF promedio
para todas las muestras de 7,21 lo cual reflejaria la contribucién de los sedimentos
a la bioacumulacion de PHE en los mejillines. Por otro lado, para el resto de los
PAHs analizados e incluso para la suma de todos los PAHs analizados (32PAHSs) se
observaron resultados variables para todos los sitios, encontrandose de manera
alternada valores elevados y bajos de BAFs para los PAHs analizados. Para los
PAHs de 4 anillos como el PY y el FLU se observaron valores en general muy bajos
de BAF o incluso iguales a cero, lo cual indica, que la tasa de captacion de estos

PAHSs, en los mejillines, fueron muy bajos (con respecto a los sedimentos).

Estos resultados en conjunto con la ausencia de los PAHs de mayor peso molecular
que estuvieron presentes en los sedimentos, favorecen la hipotesis de que los
PAHs de mas de 4 anillos no estarian biodisponibles para los mejillines del estuario
de Bahia Blanca. Los mejillines se caracterizaron por bioacumular los PAHS mas
livianos, lo cual conduce a pensar que la principal via de ingreso de estos
compuestos a los mencionados organismos sea a partir de la columna de agua.

Los sedimentos, mediante procesos de resuspension también podrian ser fuente
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de los PAHs més livianos, como el PHE para el cual se encontraron valores de BAF

elevados.

Tabla 4.1.Valores de BAF calculados para los mejillines del Estuario de Bahia Blanca.

nc: No calculado, el compuesto estuvo por debajo del LD en las dos matrices analizadas

El valor de 0,00 indica que el compuesto estuvo presente en los sedimentos pero en los mejillines estuvo por debajo del LD
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4 COMPARACION DE LOS NIVELES DE PAHS CON OTROS SITIOS COSTEROS

Los mejillones y otros moluscos bivalvos han sido ampliamente utilizados para la
vigilancia en las zonas costeras de todo el mundo. A modo de ejemplo puede
citarse el “Mussel Watch Program” que es el programa de monitoreo continuo mas
extenso, establecido por la NOAA desde 1986 para la vigilancia ambiental de las
zonas costeras de los EE UU. La Tabla 4.2 presenta los valores de PAHs totales (en
rangos) hallados en diferentes especies de mejillones y ostras en diversos sitios
costeros del mundo. Entre los antecedentes bibliograficos explorados para la
presente Tesis Doctoral, no se encontraron trabajos en los que se hayan usado
como biomonitor la especie aqui estudiada, a excepcion de un trabajo realizado
previamente en la zona de interés en el cual se la utilizd en combinacion con otras

especies (Arias et al., 2009).

El rango de niveles de PAHs hallados para los mejillines del Estuario de Bahia
Blanca se ubic6 en niveles medios con respecto a otros sitos costeros,
observandose que los valores reportados en este trabajo fueron menores a los

Unicos precedentes para la zona (Arias et al., 2009).
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Tabla 4.2. Rango de niveles de PAHs totales hallados en moluscos bivalvos de diferentes
Sitios costeros del mundo.

Organismo

Lugar

N2 de PAHs Rango (ng/g )p.s. Referencia

Europa

Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis
Crassostrea rhizophorae
Mytilus galloprovincialis
Mytilus edulis

Mytilus edulis

Mactra corallina and Tapes decussata

Mytilus edulis

Africa

Saccostrea cucullata
Asia

Mytilus galloprovincialis
Perna viridis

América

Mytilus californianus

Perna perna

Mytella charruana

Aulacomya atra atra y Tellina petitiana

Brachidontes sp and tagelus sp

Brachidontes rodriguezii

Golfo Sardnico, Grecia

Costas de Galicia, Espafia

Rias de Pontevedra y Vigo, Espafia
Costas N-NO de Espafia

Ria de Vigo, Espafia

Bahia de Vizcaya,

Guadalupe, Mar Caribe, Francia
Istanbul strait, Turquia

Lagos Strangford y Larne, Irlanda
Puerto de Lynaes, Dinamarca
Bahia de Abu Qir, Egipt

Mar de Barents Tromsg, Noruega

Dar es-Salaam, Tanzania

Playa Mokpo, Korea

Costas Sur y Sudeste de Asia

Estuario de San Francisco, USA
Bahia de Guanabara, Brasil
Mundau Lagoon, Brasil

Bahia Nueva, Patagonia Argentina
Estuario de Bahia Blanca

Estuario de Bahia Blanca

17

13

16

12

13

14

20

16

13

19

16

16

23

16

19

25

16

16

16

17

17

1300-1800

17-7780

80-517

3-1015

24-1007

21-64

69-961

43 -601

95-184

473-4160

242-2830

<5-22 %

174-647

<LD-96

11-1133

21-1093

69-239

5-145

780-2010

349-1597

<LD-482

Valavanidis et al., 2008
Soriano etal., 2006
Vidal-Lifidn etal., 2010
Gonzdlez-Fernandez etal., 2015
Vifias etal., 2012
Orbea etal., 2002
Ramdine et al., 2012
Karacik et al., 2009
Guinan etal., 2001
Rank etal., 2009
Khairy et al., 2009

Nahrgangetal., 2013

Gaspareetal., 2009

Namiesnik et al., 2008

Isobe et al., 2007

Oros and Ross, 2005
Yoshimineetal., 2012
Maioli et al., 2010
Massara Paletto et al., 2008
Arias etal., 2009

Este trabajo

* resultados expresados en peso hiimedo; <LD: menor al limite de deteccion
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CAPITULO V: CONCLUSIONES FINALES

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral fue estudiar, monitorear
y consolidar el conocimiento del estado de impacto, flujo y transferencia a
compartimentos biéticos de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAHS),
generando asi informacién aplicable a la gestiébn y manejo sostenible del Estuario
de Bahia Blanca. Durante el desarrollo de esta tesis se determinaron los niveles de
17 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en sedimentos superficiales y moluscos
bivalvos autéctonos (Brachidontes rodriguezii) del Estuario de Bahia Blanca y se
evalub de manera inédita el uso del mejillin B. rodriguezii como un posible
organismo centinela para la vigilancia ambiental del &rea de estudio. En base a los

resultados obtenidos se pueden obtener las siguientes conclusiones generales:

e En este trabajo de tesis doctoral se ha demostrado y comprobado la
acumulacion de PAHs tanto en los sedimentos como en los mejillines del
Estuario de Bahia Blanca. Las concentraciones halladas permitieron clasificar la
zona como de niveles moderados de contaminacion en relacion a otros sitios

costeros similares alrededor del mundo.

e Los maximos niveles de PAHs para ambas matrices fueron encontrados en la
zona de mayor actividad portuaria-industrial, observandose una disminucion de
los niveles de PAHs a medida que la distancia a los sitios industriales 0 mas
densamente poblados aumentaba. Esto permite corroborar la importancia de
las actividades antropogénicas en la emision de PAHs al Estuario de Bahia

Blanca.

e En cuanto al origen de los PAHs presentes en los sedimentos se concluye que
si bien el area de estudio recibi6 aportes mixtos de PAHs (petrégenico +
pirolitico), los procesos de combustion tanto de combustibles fésiles como de

biomasa fueron la fuente predominante de estos compuestos. Con el empleo
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de ACP se logré clasificar a las muestras en dos grupos principales: el primer
grupo incluy6 las muestras que presentaron los niveles més altos de PAHs
totales obtenidas en la zona de maxima actividad industrial, quienes se
caracterizaron por presentar un fuerte impronta pirolitica. El otro grupo incluyé
las muestras de los otros sitios estudiados, que se caracterizaron por presentar

indicios de una impronta mixta (pirolitica y petrogénica).

En cuanto a la variacién estacional de las fuentes de PAHs se concluye que la
guema de combustibles fésiles fue la fuente que predominé durante el periodo
estudiado, observandose durante la primavera un aumento de puntuaciones
piroliticas producto de la combustion de biomasa. Este ultimo fendmeno
estaria ligado al aumento de las actividades antropogénicas (tanto industriales

como domeésticas) durante los meses mas frios.

El andlisis ecotoxicolégico mediante el empleo de niveles guias, permite
predecir ocasionales y frecuentes efectos bioldgicos adversos sobre la biota
asociada a los sedimentos, ya que se demostrd que los valores de ERL y ERM
para los PAHs individuales fueron superados en varias ocasiones. A futuro

deberian desarrollarse estudios que permitan verificar este postulado.

En cuanto al potencial carcinogénico de los sedimentos se puede concluir que
las abundancias de los PAHs con potencial carcinogénico fueron variables,
representado entre el 15 y el 68% de los PAHs totales presentes en los
sedimentos. Los valores de PAHs expresados como equivalentes del BaP (TEQ-
BaP), presentaron los registros mas altos en los sitios cercanos a la zona
industrial, lo cual podria sugerir que las actividades industriales que se
desarrollan en la zona podrian desempefiar un papel importante en la
liberacién de los PAHs con potencial cancerigeno al medio. Los valores de TEQ-

BaP fueron mayores a los reportados previamente en la zona.

Los mejillines se caracterizaron por bioacumular los PAHs mas livianos (2-3

anillos), mientras que los PAHs de 5 y 6 anillos estuvieron ausentes en casi
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todas las muestras. A partir de los resultados obtenidos y de la comparacion
de la distribucion de los PAHs en ambas matrices se concluye que la principal
via de ingreso de estos compuestos a los mejillines sea probablemente a partir
de la columna de agua. Los sedimentos, mediante procesos de resuspension
también podrian ser fuente de los PAHs ya que los calculos de bioacumulacién
en la biota a partir de los sedimentos mostraron en algunos casos indicios de

bioacumulacion.

Se destaca la importancia del uso de organismos como complemento de los
andlisis en matrices abidticas, ya que los niveles hallados en los individuos
reflejan la fraccién biodisponible de los contaminantes presentes en el

ambiente estudiado.

En cuanto al uso del mejillin Brachidontes rodriguezii como organismo
centinela se concluye que son necesarios estudios futuros sobre la especie,
gue evalien mas a fondo su biologia (ej.: sus ciclos reproductivos, etapa de
desove, capacidad enzimatica, etc.) debido a la importancia que tienen las
condiciones fisiolégicas del organismo en la distribucién y bioacumulacion de
los contaminantes presentes en el medio que habitan. Los estudios del indice
de condicién, contenido de lipidos, etc. realizados en esta tesis sientan las
bases para mejorar el conocimiento sobre esta especie, a fin de poder
implementar en el corto plazo su uso como organismo centinela en el Estuario

de Bahia Blanca.

Finalmente y en base a los resultados obtenidos se plantean las siguientes

propuestas:

Realizar estudios /n vitro con sedimentos del estuario de Bahia Blanca: la gran
cantidad de factores que influyen sobre la biodisponibilidad de los PAHs en

sistemas como el que aqui se estudia hacen que se destaque la necesidad
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significativa de realizar este tipo de estudios, ya que sus resultados serian
sumamente valiosos para poder entender mejor los mecanismos que
gobiernan tanto la distribucion de los PAHs en las distintas fases como su
biodisponibilidad en la zona de estudio. De la misma manera, se podria iniciar
una evaluaciéon tendiente a identificar y cuantificar los efectos deletéreos que
producen estos compuestos, en las concentraciones medidas, a los organismos

del estuario.

El presente trabajo sustenta que las actividades antrépicas influyen de manera
directa sobre el Estuario de Bahia Blanca. Se concluye finalmente la
importancia de continuar con el monitoreo de esta zona y de la realizacion de
trabajos multidisciplinarios donde se evalien no solo los niveles de los
compuestos potencialmente contaminantes (PAHs, PCBs, metales pesados,
etc.) sino también de los efectos bioldgicos que estos compuestos tienen sobre

los organismos que habitan el Estuario de Bahia Blanca.
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