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RESUMEN

Gracias a su accidon como biocida, el tributilestafio (TBT) ha sido ampliamente

utilizado en pinturas anti-incrustantes. Por un lado, su aplicaciéon ha dado lugar a enormes
ahorros para el sector del transporte maritimo; sin embargo, por otro, ha generado un
grave problema para los ecosistemas marinos debido a su persistencia y toxicidad en el
medio. Una vez liberado en el agua, el TBT puede sufrir, rdpidamente, distintos procesos
de adsorcion/desorcion y acumularse en el sedimento y la biota. Ademas, puede
degradarse a di y monobutilestafio (DBT y MBT, respectivamente) a través de diversos
procesos entre los que se destaca la biodegradaciéon producida por ciertos
microrganismos (bacterias, microalgas y hongos).

A causa de los dafios que puede causar en el medio marino, diversos paises han
impuesto regulaciones para controlar el uso del TBT en la formulacién de pinturas anti-
incrustantes para embarcaciones. En Argentina, la institucién que regula el transporte
maritimo (Prefectura Naval Argentina) prohibi6 en 1998 el uso de pinturas anti-
incrustantes a base de TBT en todos los tipos de buques (Ordenanza n° 4/98).

En este trabajo de Tesis se evalud la presencia y distribucién de los compuestos
organoestannicos (OTC, por sus siglas en inglés) en distintas muestras del estuario de
Bahia Blanca (sedimentos, agua, material particulado en suspension (MPS) y moluscos
bivalvos), teniendo en cuenta sitios fuertemente antropizados (por €j., zonas portuarias y
cercanas a diques secos) y sitios libres de intervencién (por ej., islotes de la reserva
ambiental). El pretratamiento de las muestras de sedimento superficiales, MPS vy
moluscos bivalvos aut6ctonos (mejillin, Brachidontes rodriguezii), se llevé a cabo
aplicando energia de ultrasonido en las etapas de extraccion y derivatizacion. De esta
manera, se logrd disminuir considerablemente el tiempo de analisis, obteniendo mejores
pardmetros analiticos con respecto al método convencional (UNEP/IOC/IAEA, 1994). El
tratamiento de las muestras de agua se llevé a cabo mediante una extracciéon liquido-
liquido empleando hexano para extraer los analitos derivatizados. La determinacion
cuantitativa de los compuestos estudiados se realiz6 mediante cromatografia gaseosa
acoplada a detector de masas (GC-MS).

Los resultados indican que todas las muestras y sitios evaluados han sido
impactadas por la presencia de TBT, DBT y MBT. También, ha quedado demostrado, que
en algunos casos existe una variabilidad estacional con respecto a las concentraciones
de los OTC, y que la distribucion de estos compuestos esta influenciada por ciertas
variables fisicoquimicas (salinidad, temperatura, turbidez y materia organica).

Se estima que, en general, el ingreso de TBT al estuario de Bahia Blanca es

antiguo y se encuentra bajo un proceso de degradacion general. Esta degradacion,
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parece ser acelerada por la presencia de una elevada concentracion de biomasa

fitoplanctonica, caracteristica del area de estudio.

Por dltimo, a lo largo del estuario parecen existir fuentes adicionales de DBT y
MBT, més all4d de la degradacion natural a partir de TBT. Algunas posibles fuentes
difusas de estos compuestos son las aguas residuales domésticas, lodos de depuradora,
efluentes industriales (relacionados con la planta de PVC), asi como también, la
lixiviacion de DBT y MBT de las cafierias de distribucion de agua y de desagtlie que estan

fabricadas de PVC.
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ABSTRACT

Organotin compounds, particularly tributyltin (TBT), have been widely used as

antifouling paints for the skulls of different kind of boats. Using TBT has been financially
advantageous for the seaborne trade. However, it has also generated a severe damage

for the maritime ecosystem, mainly due to both its persistence and toxicity.

Once released into the water, the TBT may rapidly undergo adsorption/desorption
processes and, then, accumulate within the sediments and biota. Also, this compound can
be degrade to other less substituted organotin compounds, such as di- and monobutyltin
(DBT and MBT, respectively) throughout different processes, being the biodegradation (by
bacteria, microalgae and fungi) the most important one.

Several countries have enacted regulations to control and monitor the use of TBT
in antifouling paints formulations in order to preserve the marine environment. Prefectura
Naval Argentina, in 1998, banned the use TBT-based antifouling paints in all kind of boats
(Ordinance n° 4/98).

This Thesis evaluates the presence and distribution of organotin compounds
(OTCQ) in different samples (sediments, water, suspended particulate matter (SPM) and
mussels) in the Bahia Blanca estuary. The sites studied have been either strongly
affected by anthropogenic activities —such as ports and dry docks— or relatively free from

human intervention (small islands in the natural reserve).

The OTC pretreatment of all surface sediment, SPM and mussel samples
(Brachidontes rodriguezii) was performed by application of ultrasound in both extraction
and derivatization steps. In this way, the time analysis was considerably reduced and the
analytical performance was also improved respect to the conventional method
(UNEP/IOC/IAEA, 1994). The pretreatment of water samples was carried out by liquid-
liquid extraction with hexane. The OTC determination was conducted using gas
chromatography coupled to mass detector (GC-MS).

The obtained results show that all the samples in all the studied sites have been
impacted by the pollution of TBT, DBT and MBT. Also, a seasonal variability was
observed in the OTC concentrations and the distribution of these compounds is affected
by certain physicochemical variables such as salinity, temperature, turbidity and organic
matter content.

The presence of TBT in the Bahia Blanca estuary could be considered, in a global
way, as 'old' pollution. Moreover, this compound seems to be under a general degradation
process, which could be accelerated by the presence of large amounts of phytoplanctonic

biomass, typical of this area.
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Finally, other additional sources of DBT and MBT seem to contribute to the total

amount of these pollutants in the estuary, beyond the amounts derived of the TBT
degradation. Sources such as domestic wastes, sewage sludges, industrial efluents
(related to the PVC plant) and the lixiviation from water and drain pipes, could be pointed

out as examples.
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Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los compuestos organicos de estafio
1.1.1 Definicién

Los compuestos organicos de estafio (OTC, por sus siglas en inglés), también
llamados compuestos organoestannicos 0 estannanos son compuestos quimicos
caracterizados por la presencia de uno o mas enlaces covalentes entre atomos de

carbono y estafo, donde este Ultimo se encuentra en su estado de oxidacién +4.

Quimicamente estos compuestos son representados mediante férmulas del tipo
R,SnX;.,, donde R es un grupo alquilo o arilo, X es una especie anionica y “n” esta
comprendido entre 1y 4 (Blunden & Evans, 1990). De acuerdo con el nimero de grupos
organicos al que esta enlazado el &tomo de estafio, los OTC se agrupan en compuestos

mono-, di-, tri- y tetra-sustituidos.

1.1.2 Caracteristicas de los compuestos organicos de estafo.

En general, las propiedades fisicas y quimicas de los OTC varian
significativamente dependiendo de su estructura, principalmente del nimero de enlaces
Sn-C y de la longitud de la cadena alquilica (Hoch, 2001). En la Tabla 1.1 se muestra
informacion  sobre algunas propiedades fisicoquimicas de los compuestos

organoestannicos de interés.

Estos compuestos tienden a ser hidr6fobos, su solubilidad en agua disminuye con
el aumento en el nimero y longitud de los sustituyentes organicos pero también depende,
en menor medida, de la especie anibdnica (X). Otros factores que influyen en la solubilidad
son: temperatura, salinidad, pH, fuerza i6nica y presencia de particulas en suspension
(Rudel, 2003).

Existe una relacion entre la estructura quimica de los compuestos
organoestannicos y sus propiedades de transporte, biodisponibilidad y toxicidad en el
medio ambiente (de Carvalho Oliveira & Santelli, 2010). Estas propiedades pueden estar
influenciadas por el contenido de materia organica del medio (Pinochet et al., 2009; dos
Santos et al., 2010).

En general, el Sn en su forma inorganica no es considerado téxico, pero el patrén
toxicoldgico de los compuestos organoestannicos es muy complejo. El nivel de toxicidad
esté relacionado con la concentracion, el tiempo de exposicion, la biodisponibilidad, y la
sensibilidad de la biota, entre otros factores. En general, la maxima actividad toxicol6gica
y mayor estabilidad la presentan los compuestos tri-sustituidos, mientras que los mono-

sustituidos son menos téxicos y menos estables. Se cree que el aumento de la toxicidad
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puede estar relacionado con la baja solubilidad en agua, ya que la hidrofobia es la

principal caracteristica de los compuestos organoestannicos, responsable de su

bioconcentracién (Fent, 2003).

Otra propiedad importante de estos compuestos es el coeficiente de particion
octanol/agua (Kow), el cual suele presentarse como un logaritmo (log Kow) y se
determina en el laboratorio prescindiendo del empleo de organismos vivos. Es una
medida de como se reparte una sustancia entre el agua y el octanol en funcién de la
polaridad de la misma. Los OTC presentan valores altos de Kow, por lo que tienen una
alta afinidad por disolventes organicos y lipidos y, por tanto, son bioacumulados con
mayor facilidad en la grasa de los organismos acudticos. Se define el término
bioacumulacién como el proceso en el que un compuesto quimico se desplaza del medio
circundante (agua, sedimento, suelo o aire, etc.) al organismo por todas las rutas de
exposicion posibles (Environment Canada, 1995).

La capacidad de un compuesto para ser adsorbido por la materia organica y la
arcilla presentes en los suelos o sedimentos se representa mediante el coeficiente de
reparto agua/carbono organico (K. A este valor también se lo conoce como coeficiente
de adsorcién suelo/agua o coeficiente de adsorcion. Los valores del K, van de 1 a
10.000.000. Un K, elevado indica que el OTC se fija con firmeza en la sedimento, por lo

gue poca cantidad del compuesto se transporta hacia las aguas superficiales.

Tabla 1.1- Propiedades fisicoquimicas de los analitos estudiados (Basados en Hoch, 2001; Alonso
Felipe, 2011 y Olushola Sunday et al., 2012).

Koc
Punto de Punto de o . 4
) Formula o ) Solubilidad Densidad (L Kg
Derivado ebulliciéon fusion y 3 log Kow
Molecular (mg L™)? (g cm”) carbono
(°C) (°C) -
orgéanico)
Cloruro de
tributilestafio BusSnCl 172 -16 5-50 1,21 3,54 ND
(TBTCI)
Dicloruro de
dibutilestafo Bu,SnCl, 135 39-41 4-92 ND 1,89 42,8
(DBTCI)
Tricloruro de
monobutilestafio BuSnCl; 93 -63 ND 1,69 0,18 1,76
(MBTCI)

ND: No disponible
#Solubilidad en agua de mar
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1.1.3 Aplicaciones
Los compuestos organoestannicos tienen un origen antropogénico, excepto los

derivados metilados, los cuales pueden generarse por procesos de biometilacién en el
medio (Guard et al., 1981).

En 1849 Edward Frankland preparé el primer compuesto organico de estafio,
diyoduro de dietilestafio; mientras que el primer OTC utilizado comercialmente data de
1936, el cual fue empleado como estabilizante durante la sintesis de polimeros. Es asi
que, por casi 100 afios, esta clase de compuestos no fueron utilizados, principalmente
porque no existia una aplicacién comercial (Champ & Seligman, 1996).

Esto cambié en 1940 cuando la industria plastica, particularmente la produccion
de cloruro de polivinilo (PVC) comenzé a expandirse (Blunden et al., 1984). Los
polimeros de PVC pierden estabilidad bajo la influencia del calor y la luz, dando lugar a la
decoloracion y fragilizacién de los mismos. Se encontré que por adicion de derivados de
mono Yy dialquilestafio se podia prevenir este tipo de inconveniente (Yngve, 1940).

Desde entonces, la produccién y consumo de los compuestos organoestannicos
ha ido incrementandose considerablemente, debido principalmente al amplio nimero de
aplicaciones industriales descubiertas para estos compuestos. Es asi que el Sn presenta
un mayor numero de derivados organometalicos en uso comercial que cualquier otro
elemento, debido a que dichos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas (Hoch, 2001).

Aproximadamente el 70 % de la produccibn mundial de compuestos
organoestannicos, principalmente monobutilestafio (MBT) y dibutilestafio (DBT), esta
dedicada a la estabilizacién térmica y ultravioleta en productos de PVC tanto rigidos
(tuberias, paneles) como blandos (materiales para el revestimiento de paredes, cortinas,
alfombras, suelos, juguetes) y en ciertas aplicaciones de revestimiento de cristales
(Matthews, 1996).

El MBT y DBT también se emplean como catalizadores en la produccién de
espumas de poliuretano, siliconas y en otros procesos industriales. Este ultimo ademas
se utiliza en la industria avicola en forma de dilaurato de dibutilestafio como ingrediente
activo del polistat, empleado como estimulante de crecimiento y para impedir la

coccidiosis, una enfermedad producida por protozoarios en las aves.

Estas aplicaciones se resumen en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2- Principales aplicaciones industriales de los compuestos organoestannicos estudiados
(Basados en Hoch, 2001 y Carpinteiro Botana, 2005).

Analito Aplicacion Funcién
Pintura Antiincrustante Biocida
Tributilestafio (TBT) Conservante de madera Fungicida, insecticida
Preservacion de materiales: Fungicida, alguicida,
piedra y textiles bactericida
Agrogquimica Fungicida, insecticida, acaricida
Estabilizacion de PVC Evita la degradacion térmica y
luminica
Dibutilestafio (DBT) Produccién de espumas de Catalisis homogénea
poliuretano
Esterificacion Catélisis homogénea
Avicultura Desparasitador

o Evita la degradacion térmica y
Estabilizacion de PVC

luminica
. ~ . Catdlisis homogénea
Monobutilestafio (MBT) Produccién de espumas de
poliuretano _ 5
o Catélisis homogénea
Esterificacion

_ - Precursor de peliculas de
Tratamiento de vidrio . . :
oxidos de estafio (IV) en cristal

Las propiedades biocidas de los compuestos organoestannicos trisustituidos
fueron descubiertas a fines de 1950 en el Instituto de Quimica Organica TNO, Utrecht,
Holanda, (Kerk et al., 1954). Su primera aplicacion de importancia fue un afo después,
como ingrediente téxico en conservantes de madera. El crecimiento en el consumo del
tributilestafio (TBT) se debid a su empleo como conservante de textiles, papel y cuero vy,
sobre todo, como aditivo en pinturas por su accion como biocida. Este compuesto
organico de estafio también se ha utilizado como acaricida, molusquicida, nematicida,
ovidicida, repelente de roedores y fungicida, en algunos productos como alfombras,
textiles, y suelos de PVC (Allsopp et al., 2000, 2001).

Los biocidas representan alrededor del 20% de la produccién anual de los OTC
(Bennett, 1996). Esta aplicacion es probablemente la que libera un mayor nimero de
compuestos organoestannicos al ambiente, debido a su introduccién directa en el suelo,

aire y agua.
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1.1.3.1 Industria de PVC

El policloruro de vinilo (PVC) esta compuesto por cloro en un 57 % y etileno en
un 43%. Este compuesto surge a partir de la polimerizacion del monémero de

cloroetileno (también conocido como cloruro de vinilo).

El PVC puro es un material poco conductor de la electricidad cuyas propiedades
son la resistencia mecanica a la intemperie, al agua y a los productos quimicos, aunque
presenta tendencia a descomponerse, debido a la pérdida de cloruro de hidrogeno (HCI)
como consecuencia del calentamiento (180-200 °C) o de la exposicion prolongada a la
luz. Los resultados son la decoloracion y la fragilizacion. Segun la Comision de la
Comunidad Europea (COM, 2000), estos inconvenientes pueden evitarse mediante la
adicion de estabilizadores los cuales, a menudo, estdn compuestos de sales de metales
como plomo, bario, calcio o cadmio, o de compuestos organoestannicos, mas
precisamente, mono y dibutil estafio. Estos compuestos organicos de estafio se afladen

al PVC en una concentracién de 5-20 g/Kg (Blunden & Chapman, 1986; Lawson, 1986).

La produccién y utilizacion masiva del PVC comenzé en los afios 50 y 60, aunque
la primera produccion industrial se produjo en los afios 30. En 1950 producian PVC soélo
cinco compafiias norteamericanas. A finales de esta década se comenzo a producir PVC
por suspensién en Argentina. Particularmente, en 1986 entra en funcionamiento una
moderna planta de PVC (INDUPA) en el Polo Petroquimico de Bahia Blanca y finalmente,
en el afio 2000, se pone en marcha la ampliacion de dicha fabrica de PVC (SOLVAY-
INDUPA), con una capacidad de produccion anual de 210.000 ton/afio (Policloruro de
vinilo, 2016).

A pesar de las amplias aplicaciones del PVC, el uso de aditivos en su fabricacion
ha generado preocupaciéon en relacion con la contaminacién del ambiente y la salud
humana, en parte debido a la lixiviacion potencial de compuestos organoestannicos hacia

el medio circundante.

Se ha demostrado que la lixiviacién de estos compuestos desde tuberias de PVC
con una longitud de 46 metros conduce a una concentracion de 35 mg Sn/m®en el agua
después de su primer uso y una subsecuente liberacion constante de 1 mg Sn/m?* (Hoch,
2001). La tasa de liberacion depende, entre otros factores, de la longitud de la cadena
alquilica del estabilizador o las condiciones del medio de lixiviacion (Wu et al., 1989), pero
también del tipo de material de PVC (Quevauviller et al., 1991). Una variante de PVC, el
policloruro de vinilo clorado (CPVC), se utiliza ampliamente para sistemas de distribucion
de agua a elevadas temperaturas. En experiencias de laboratorio, Forsyth & Jay (1997)

demostraron que existen lixiviados de MBT y DBT en el agua de grifo desde tuberias de
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CPVC. Otros estudios han demostrado que la lixiviacion de compuestos
organoestannicos desde PVC y materiales relacionados llevé a la contaminacion de
productos alimenticios, bebidas, agua potable, agua municipal y lodos de depuradora
(Forsyth et al., 1992, 1994; Fent, 1996a; Forsyth & Jay, 1997). Takahashi et al. (1999)
analizaron varias muestras de productos plasticos ordinarios, comprados en un
supermercado. En el 50% de las muestras de producto plastico (incluyendo papel de
horno siliconado, guantes de poliuretano, esponjas lavavajillas, peliculas de celofan para

productos alimenticios) se detectaron compuestos de butilestafio (Hoch, 2001).

El incremento en la produccion y uso de PVC y su consecuente disposicion dan
lugar a la acumulacion de derivados organoestannicos mono y di alquilados en el
ambiente los que, a futuro, podrian afectar a los humanos y a la biota (Quevauviller et al.,
1991).

En virtud de la Directiva 2009/425/CE de la Uni6n Europea, la eliminacion de
ciertos compuestos organicos de estafio (incluyendo el DBT) estd muy avanzada en
productos de consumo (Sherman, 2011). El DBT, tiene una excelente estabilidad térmica
y luminica, junto con buena claridad que permiten la produccion de accesorios
coloreados, haciendo muy dificil su reemplazo. Sin embargo, existen posibles soluciones
que incluyen otros compuestos organicos de estafio, como diferentes octil estafios. Se
registra una creciente demanda de estos Ultimos compuestos ya que poseen un perfil
ambiental mejorado y se ha demostrado que tienen una excelente estabilidad a la
intemperie, buena transparencia, cumpliendo con las regulaciones de contacto con los

alimentos y estabilizacion de calor a largo plazo.

1.1.3.2 Pinturas anti-incrustantes a base de TBT

Las pinturas antiincrustantes son recubrimientos que se aplican tanto en la carena
de una embarcacion, es decir, sobre la superficie del casco que queda sumergida como
en cualquier otra estructura que se encuentre en contacto con el agua (plataformas
petroliferas, tuberias submarinas, compuertas de presas, instalaciones destinadas a

acuicultura, entre otros).

Estos recubrimientos se aplican como sistema de proteccién para combatir la
incrustacion biolégica (formacion y asentamiento de material bioldgico, como ciertas
bacterias, hongos, crustaceos y algas en una superficie expuesta al agua), y ademas

como proteccion frente a la corrosion de tipo quimico y biolégico (Figura 1.1).
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Figura 1.1- Ejemplo de incrustaciones bioldgicas en los cascos de los barcos.

En el caso de las embarcaciones, la existencia de incrustaciones en la carena
provoca un incremento en la friccibn con respecto al agua, dando como resultado la
pérdida de velocidad y maniobrabilidad. Esto incrementa el costo/hora por exceso de
consumo de combustible. Se estima que una capa de incrustaciones de una décima de
milimetro puede aumentar la friccion hasta en un 15% con respecto a la de un barco
limpio y esto se traduce en elevados gastos de combustible, incluso un 30% (Alonso
Felipe, 2011).Las incrustaciones bioldgicas también pueden causar dafios en la pelicula
de pintura, desencadenando problemas de corrosion de los sustratos metalicos (Eguia
Lopez, 2000; Chambers et al., 2006)

La blasqueda de tecnologias para evitar las incrustaciones en barcos nacié de la
mano de la navegacién por lo que encontramos antecedentes historicos (Pérez-Roa &
Anderson, 2007). Los fenicios ya utilizaban barras de cobre en sus embarcaciones en el
afio 1200 a. C. porque observaron resultados de cierta eficacia en los cascos de sus
barcos. De hecho, la colocacién de placas de cobre protegiendo la carena de las
embarcaciones fue el método mas habitual y estandarizado por todos los constructores,
hasta la llegada de la Revolucién Industrial donde los buques de madera fueron
reemplazados por hierro, el cual, cuando es puesto en conjunto con cobre en una
solucién salina (como es el caso del agua de mar), se disuelve. Como respuesta,
comenzaron a desarrollarse las primeras pinturas anti-incrustantes, a base de cobre,

arsénico o mercurio mezclados con linaza o resina.

En la década de 1960 se introdujeron compuestos organoestannicos tales como el
oxido de tributilestafio (TBTO) y el fluoruro de tributilestafio (TBTF) para cubrir el espectro
de algunas especies sobre las cuales no tenia efecto el biocida principal (6xido cuproso),

en especial las algas. De hecho, estas pinturas funcionaban muy bien y eran altamente
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eficaces. Fueron muy utilizadas durante los '70, hasta comienzos de los afios '80 cuando

se descubrié que el TBT era altamente nocivo para el ambiente.

Las pinturas antiincrustantes basadas en TBT, se componen de un material
formador de pelicula con un ingrediente biocida (TBT) y un pigmento. Funciona por
desprendimiento de pequefas cantidades de biocida desde la pintura hacia el agua que
esta en contacto con ella, formando una pelicula delgada de TBT altamente concentrada

alrededor de la estructura de la embarcacion.

En las primeras pinturas antincrustantes a base de compuestos
organoestannicos, el biocida se mezclaba fisicamente en la pintura y era liberado al
medio acuético por difusién (Figura 1.2a), destruyendo asi los crustaceos y demas
organismos marinos que se hubiesen fijado al buque. Sin embargo, la tasa de
desprendimiento del biocida en estas pinturas de "asociacion libre" era incontrolada,
siendo lo habitual que fuera inicialmente rapida y disminuyera a lo largo del tiempo. Una
de las razones para la disminucion de la velocidad de desprendimiento era que los
microcanales en la superficie de la pintura podian ser obstruidos, por ejemplo por

aragonitas. El periodo de efectividad de estas peliculas era entre 18 y 24 meses.

A finales de la década de los sesenta se produjo un particular avance en las
pinturas anti-incrustantes con la elaboracién de las llamadas pinturas de copolimeros
“autopulimentantes”, en las que existe un enlace quimico entre los compuestos de

organoestafio y la base del polimero.

El indice de lixiviacion de dichas pinturas esta controlado, ya que el biocida se
desprende cuando el agua de mar reacciona con la capa superficial de la pintura. Una
vez agotada la capa superficial, la reaccién para desprender el biocida comienza de
nuevo en la capa subyacente y continua de esta forma la proteccién anti-incrustante
(Figura 1.2b). De este modo, el indice de lixiviacion es el mismo a lo largo de toda la vida
de la pintura, con lo cual los buques podrian llegar a estar hasta 60 meses sin volver a

pintar el casco, cosa que no habia sido posible anteriormente.

La union del TBT al polimero por medio de un grupo éster es inestable en
condiciones alcalinas. El agua de mar (cuyo pH es alrededor de 8,2) hidroliza la unién
éster, provocando la liberacién del biocida y dando lugar a una lixiviacién constante y mas
0 menos lenta. Por otro lado, el polimero se vuelve hidrofilico, de manera que se va

desprendiendo al medio marino (Caprari, 2006).
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Figura 1.2- a: Forma de actuacién de los recubrimientos de “asociacion libre”. b: Forma de

actuacion de los recubrimientos autopulimentantes.

El cloruro de tributilestafio formado, es deletéreo para los organismos que se
incrustan en el barco pero también para bivalvos para los cuales no esta dirigido
(Harrison & de Mora, 1996). Este inconveniente originé problemas graves para los
ecosistemas marinos, incluso a concentraciones muy bajas (Szpunara et al., 1996; Hoch,
2001), generando la necesidad de establecer una regulacion en el uso de TBT. En
muchos paises se prohibi6 su utilizacion en pequefios barcos desde mediados de 1980.
En Argentina, desde el 2008 se prohibi6 el uso de las pinturas anti-incrustantes a base de
TBT.

A partir de entonces, el cobre tiende a convertise en el biocida anti-incrustante
predominante, pero su uso esta bajo escrutinio en varios paises y tiene un futuro incierto.
A pesar de la alta toxicidad del cobre para muchos organismos marinos, como
mencionamos anteriormente, algunos grupos de algas son tolerantes (Foster, 1977; Reed
& Moffat, 1983). Por tanto, la mayoria de las pinturas a base de cobre estan fortificadas
con biocidas para aumentar su rendimiento. (Nichols, 1988; Young et al., 1979).

Aproximadamente 18 biocidas estan actualmente en uso en todo el mundo
(Dafforn et al., 2011) incluyendo clorotalonil, diclofluanida, N-tert-butyl-N'-cyclopropyl-6-
(methylsulfanyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine (Irgarol 1051), 2,3,5,6-tetracloro-4-sulforonyl

Quintas Pamela Y Capitulo 1



(]

piridina (TCMS piridina), 2(tiocianometiltio)-benzotiazol (TCMTB), diurdn, 4,5-dichloro-2-

octyl-isothiazolone (DCOIT), piritiona de zinc y cobre (zinc y cobre Omadine) y etilen bis-
ditiocarbamato de zinc (zineb) (Boxall et al., 2000; Thomas, 2001, 2009; Voulvoulis et al.,
1999). Estos son a menudo herbicidas (por ejemplo, Irgarol 1051 y diurén) que tienen
efectos negativos sobre la tasa de crecimiento de organismos fotosintéticos (Voulvoulis et
al., 1999).

Dada la creciente demanda de pinturas ambientalmente aceptables, estan siendo
estudiados nuevos enfoques en tecnologias no téxicas o que no impliquen la disolucién
de elementos nocivos, aunque hasta el momento no existe solucion alguna comparable
con la eficacia de las pinturas con TBT (Alonso Felipe, 2011). Si bien se han estado
desarrollando varias alternativas, una opcién basada en el mismo principio de accién de
los recubrimientos hasta ahora usados es la de utilizar pinturas biodegradables (Pérez-
Roa & Anderson, 2007) que se disuelvan lentamente, de manera que los organismos que

se adhieran simplemente se “caigan” de la embarcacion al no tener donde aferrarse.

También se han evaluado sistemas eléctricos y electromagnéticos, donde
mediante el uso de impulsos eléctricos se crea una diferencia de potencial entre el casco
del barco y el mar que hace que se produzca un proceso quimico que previene la
formacion de incrustaciones. Esta tecnologia es muy efectiva pero extremadamente cara
y podria facilitar la corrosion.

Ademas, encontramos las pinturas antiadherentes, conocidas como fouling-
release que se basan en polisiloxanos o polialcoholes fluorados con pigmentos de teflén y
no emplean biocidas. En vez de estar disefiados para prevenir adhesion, hacen que esta
no sea tan firme, de manera que la limpieza sea méas sencilla y menos dafiina para el
barco y el ambiente.

Otra linea de investigacion se relaciona con la identificacion y extraccion de
productos naturales en organismos capaces de permanecer “limpios”, como ciertas hojas,
plantas acuaticas como los nenufares, esponjas, corales, algas y algunos moluscos. Hay
ciertos compuestos contenidos en la savia, hojas y tallos de los vegetales que les
confieren propiedades defensivas, por lo que no son atacados por insectos. Entre ellos se
encuentran algunas plantas con alto contenido de tanino como el quebracho colorado
(Schiropsis sp.), la mimosa (Mimosa sp.) y el castafio (Castanea sativa, Aesculus sp.) u
otras de contenido medio, como la planta de tara (Caesalpinia tintoria). Estas se emplean

en forma natural o en forma de sales metalicas.

También han sido estudiados los fluoropolimeros funcionales, cuya ventaja es que

se pueden combinar 0 mezclar con otras resinas, tales como las epoxidicas,
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poliuretanicas y uretanicas, para dar compuestos del tipo del teflén. El inconveniente que

presentan es que deben lavarse en forma periédica.

Por dltimo, recientemente se estan considerando sistemas basados en tecnologia
de ultrasonidos con emisores ubicados a lo largo del casco del barco que perturban la

adhesion.

1.1.4 Compuestos organoestannicos en sistemas ambientales

Si bien el estafio no es considerado un metal peligroso para la salud o el
ambiente, sus compuestos organicos pueden ser altamente téxicos, aiun a muy bajas
concentraciones y dependiendo del grupo organico al que esté unido (Chagot et al.,
1990).

El butil y metil estafio se introducen en el medio acuatico y terrestre como
resultado de su lixiviacién de los materiales poliméricos en los que se emplean como
aditivos y catalizadores durante su sintesis (Forsyth & Jay, 1997; Becker et al., 1997).

Cabe destacar, como se mencioné anteriormente, que los OTC utilizados como
biocidas suponen la mayor contribucién a la contaminacion del ambiente, debido a su
introduccion directa en el mismo. Particularmente, el TBT, debido a su amplia aplicacion
industrial, se ha descrito como la sustancia mas téxica que jamas se haya introducido de

forma deliberada en el medio marino (Evans et al., 1995).

Si bien como biocida era necesario que el TBT fuese toxico para poder destruir los
organismos que se fijasen en la carena de los buques, el principal problema fue su
persistencia en el medio. Este biocida se acumula en los sedimentos, en particular en
areas con mucho movimiento de embarcaciones y areas de bajo intercambio de agua,
como los puertos (Alonso Felipe, 2011).

La degradacion de los compuestos organoestannicos en el medio ambiente se ha

definido como una pérdida progresiva de grupos organicos desde el cation Sn.

R3SNX—» R,SnX,—» RSnX; —» SnX,

La degradacion puede ser causada tanto por la influencia de la radiacion, como
por factores quimicos y/o biolégicos (Figura 1.3). La fotdlisis por radiacion solar parece
ser la ruta més rapida de degradacion en los niveles de agua superiores, pero no es
importante en el agua a mayor profundidad, sedimentos o suelos (Hoch, 2001).

La degradacién de OTC también puede ocurrir como resultado de un ataque

electrofilico o nucleofilico al enlace Sn-C. Por ejemplo; acidos minerales, acidos
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carboxilicos y alquilmetales son agentes que pueden romper heteroliticamente el enlace

mencionado.

Algunas bacterias (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida C,
Alcaligenes faecalis) y especies de microalgas (Skeletonem costatum, Chlorella vulgaris y
Chlorella sp) son capaces de degradar TBT y otros compuestos organoestannicos bajo
ciertas condiciones en diferentes compartimentos ambientales (Reader & Pelletier, 1992;
Tsang et al., 1999, Barnes et al., 1973). Estos estudios demostraron que las microalgas y
bacterias pueden jugar un rol importante en la biodegradacion de TBT en sistemas
acuaticos, pero sélo un limitado nimero de microrganismos han sido identificados hasta
ahora y se sabe poco acerca de las condiciones ambientales necesarias para este tipo de
procesos de degradacion (Herzke et al., 2007). Se ha establecido que la degradacién
bioquimica debido a la actividad microbiana (es decir, actividad de las bacterias, algas y
hongos) es mas rapida en la columna de agua en comparacion con los sedimentos. Esto
resulta de la mayor intensidad de luz y una mejor oxigenacioén de la columna de agua
(Ayanda et al., 2012).

El TBT, en sistemas acuaticos, favorecido por su hidrofobia y su carga positiva, es
adsorbido rapidamente sobre la fraccion arcillosa del material particulado en suspensioén,
y absorbido por las algas (Luan et al., 2006) y zooplancton (Hu et al, 2006; Michaud &
Pelletier, 2006). De esta forma, el TBT puede ser retirado rapidamente de la columna de
agua para acumularse en el sedimento y la biota, que actian de esta manera como
trampas para estos contaminantes téxicos. Estos procesos (adsorcion y absorcion) son
un importante mecanismo de control sobre la distribucién y el destino de los compuestos
organoestannicos en el ambiente (Hoch, 2001). Los parametros mas importantes para
controlar el comportamiento de adsorcion de los OTC son: tipos de cationes
intercambiables, pH, salinidad, composiciébn quimica y mineralégica del material
adsorbente (Batley, 1996; Weidenhaupt et al., 1997).

Gracias a su caracter lipofilico, los compuestos organicos de estafio
(principalmente TBT) tienen facil acceso a las diferentes partes de las cadenas tréficas y
al medio circundante (agua, sedimento, suelo) (Herzke et al., 2007). Los OTC presentes
en los sedimentos estan disponible para organismos que se alimentan por filtracion, como
las ostras, las vieiras o los mejillones, y pueden entrar en la cadena alimentaria a través
de esta via (Herzke et al., 2007).
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Figura 1.3- Posibles vias de degradacion de TBT, DBT y MBT en el medio marino.

Algunos estudios demostraron que los bivalvos marinos son capaces de acumular
cantidades significativas de TBT (méas de 5 ug g™). Los crustaceos y peces acumulan
menos cantidades de estos contaminantes porque poseen un sistema enzimatico
eficiente para degradar los OTC en el organismo (Laughlin et al., 1986).

En el sedimento, el TBT puede persistir durante afos (incluso décadas)
representando un depdésito de este contaminante que puede constituir un riesgo
ecotoxicoldgico elevado y persistente a largo plazo (Alzieu, 2003). En los sedimentos
anoxicos, el TBT presenta una vida media estimada de 8 a 20 afios, mientras que en
agua, la vida media de este compuesto puede ser desde dias hasta semanas,
decreciendo con la temperatura y actividad biolégica del medio. Se estima que el TBT
podria alcanzar los 15 dias, mientras que DBT solo alcanzaria los 10 dias (Ranke &
Jastorff, 2000). La persistencia de los OTC en los ecosistemas es funcion de mecanismos
de remocién fisicos (adsorcion de soélidos en suspension y sedimentos), quimicos
(degradacion quimica y fotoquimica) y bioldgicos (absorcion y degradacion biol6gica)
(Hoch, 2001).

1.1.5 Toxicidad de los compuestos organicos de estafio

Entre los compuestos organoestannicos, el monobutilestafio es considerado el
menos dafino ya que no hay suficientes datos toxicoldgicos disponibles que indiquen una
toxicidad significativa, tanto en humanos como en el ambiente terrestre y marino. Algunos
estudios demostraron que ratones tratados con una dosis alta de tricloruro de
monobutilestafio (4.000 mg/kg) desarrollaron hemorragias en el tracto digestivo (Herzke
et al., 2007).

Quintas Pamela Y Capitulo 1



(]

El dibutilestafio es considerablemente mas toxico que el derivado mono-sustituido

con dosis letales agudas alrededor de 50 mg kg™. Los signos de envenenamiento
incluyen dafios en el higado e inflamacion en el conducto biliar. EI DBT tiene un efecto
selectivo en el timo, seguido de un agotamiento de linfocitos, indicando la supresion del
sistema inmune. De hecho, el DBT es considerado principalmente como un compuesto
potencialmente inmunotoxico. Los efectos toxicos de los diorganoestannicos, son
probablemente debidos a su capacidad para penetrar las membranas celulares, interferir
con el mecanismo de transferencia de electrones de la célula e interaccionar con los
complejos respiratorios mitocondriales (Fent, 1996b; Harrison & de Mora, 1996; Nesci et
al., 2011). El DBT, puede impedir el consumo de oxigeno en las mitocondrias actuando
sobre el metabolismo celular e inhibiendo la sintesis de adenosina trifosfato (ATP),
ocasionando de esta forma, la liberacién de citocromo C (apoptosis) (Nishikimi et al.,
2001).

La Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades de Estados
Unidos (ATSDR) ha evaluado niveles de exposicion que presenten un riesgo minimo para
los seres humanos (MRL) para DBT de 0,005 mg/kg/dia, en base al nivel de minimo
efecto toxico observable (LOAEL) de 5 mg/kg/dia para los efectos inmunol6gicos en ratas
(Herzke et al., 2007).

Los efectos ocasionados por TBT son mas conocidos y estudiados. Los primeros
efectos dafiinos sobre organismos no integrantes de las incrustaciones biolégicas fueron
evidenciados en la Bahia de Arcachon (Francia) donde se reportaron los problemas mas
agudos por contaminacién con TBT, a finales de la década de 1970 (Alzieu, 2000a). De
1975 a 1982, la produccién de ostras se vio gravemente afectada como consecuencia de
problemas de retraso en el crecimiento, seguido por ausencia total de reproduccion y
graves deformaciones en las valvas de los ejemplares adultos, que los hacian no aptos
para el consumo (Alzieu, 1991). His & Robert (1985) demostraron que la ausencia de
larvas no se debi6é a problemas de fecundidad de la ostra madre, sino que se debia a la

concentracion de TBT en las aguas de la bahia.

La inhibicion de los mecanismos de transporte transmembrana, incluidas las
bombas idnicas, es uno de los principales efectos de los compuestos organoestannicos
(Pagliarani et al., 2010). Varios estudios realizados en mamiferos y diversos animales
acuaticos, demuestran que el tributil y el trifenilestafio (TPT) interfieren con la
homeostasis hidromineral, afectando el metabolismo de los glucocorticoides vy
modificando la permeabilidad de la membrana e inhibiendo la Na-K-ATPasa (Vasic et al.,
2008; Meyer et al., 2012).
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La contaminacién de los sistemas acuaticos por TBT y TPT, puede provocar

malformaciones en ostras inhibiendo su calcificacién (Alzieu, 2000b), esterilidad en
neogasteropodos y gasterépodos (Gibbs et al., 1991), retardo en el crecimiento en
mejillones (Salazar & Salazar, 1991, 1996) y disfuncién inmunoldgica en peces (Suzuki et
al., 1992). Aln en concentraciones del orden de los nanomoles (1-2 ng L™), el TBT puede
causar envenenamiento agudo y crénico en muchos organismos acuaticos tales como
algas, zooplancton, moluscos y algunos peces en estadios larvales, incluso en zonas
alejadas de los focos emision (Gibbs et al., 1986).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 1990), las concentraciones
letales se encuentran en el intervalo de 0,04 a 16 yg L™ para exposiciones a corto plazo,
dependiendo de la especie. Asimismo, numerosos trabajos han reportado los efectos
nocivos del TBT sobre diversas especies acuaticas de gran interés econémico-comercial,
en especial sobre gasterépodos y moluscos (Bao et al., 2011). Trabajos posteriores han

confirmado su bioacumulacién en la cadena trofica (Harino et al., 2007).

En cuanto a los efectos endocrinos de los compuestos de TBT, desde principios
de los ‘80 se comenzo a observar el desarrollo de caracteristicas sexuales masculinas en
ejemplares hembra de algunos caracoles marinos, una condiciéon llamada “imposex”,
(Bryan et al., 1987; de Mora, 2000). Se ha demostrado que el TBT, a concentraciones de
1 ng L™, es capaz de inducir el desarrollo de estas caracteristicas en caracoles hembra
adultos. La bioacumulacién de TBT en gasteropodos y sus efectos en la disrupcion
endocrina resultan en el aumento de testosterona promoviendo de este modo la aparicién
de “imposex” (Horiguchi et al., 1997). Actualmente se ha reportado la aparicion de esta
condicion en mas de 260 especies de gasterépodos (Titley-O'Neal et al., 2011). Se ha
determinado que la aparicion y la intensidad de este fenédmeno son proporcionales a los
niveles ambientales de TBT. Por esta razén los gaster6podos son reconocidos como
buenos biomarcadores de contaminacibn causada por estos compuestos
organoestannicos (Sousa et al.,, 2009a). Los datos toxicologicos determinan que los

moluscos, bivalvos y gasterépodos, son los mas sensibles al TBT.

El TBT es considerado un contaminante crénico que, segun su concentracion,
puede causar diversos efectos en invertebrados y algunos vertebrados marinos (Alzieu,
2000b). A pesar de las altas concentraciones de compuestos organoestannicos
encontrados en invertebrados acuaticos, no existe mucha informacién sobre la
acumulacioén y efectos toxicos de estos contaminantes en niveles troficos mas elevados.
Trabajos recientes demuestran que, incluso concentraciones muy bajas de OTC son
capaces de inducir efectos endocrinos en mamiferos, incluidos los seres humanos, tales

como modificacion en la implantacion del embrion, cambios en la funcion de las células
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de Sertoli y Leydig, en el peso de los 6rganos sexuales y en las hormonas sexuales,

alteracion en la actividad de enzima aromatasa en diferentes lineas celulares del ovario y,
por ultimo, modificaciones en la actividad de diferentes glandulas, como la tiroides
(Delgado Filho et al., 2011).

En 2004, la Comisibn OSPAR, Convencion para la Proteccion del Medio Ambiente
Marino del Atlantico del Nordeste, actualizd los valores de los criterios de evaluacion
ecotoxicologicos (EAC) para TBT en agua de mar y biota, de acuerdo a los conocimientos
mas recientes sobre los posibles efectos adversos en la poblacion de moluscos
provocados por la presencia TBT (OSPAR, 2004). Propuso, para el agua de mar, como
valores inferior y superior de EAC: 0,04 ng Sn L™ (0,1 ng TBT L") y0,62ng SnL* (1,5 ng
TBT L%, respectivamente. En el caso de muestras bioldgicas, la Comision OSPAR
planted un EAC inferior de 4,91 ng Sn g*(12,0 ng TBT L™) y EAC superior de 71,7 ng Sn
g*(175 ng TBT L™) (Furdek et al., 2012). El valor mas bajo de EAC es la concentracion
necesaria para la proteccion de todas las especies marinas de los efectos toxicos
cronicos, incluyendo las especies mas sensibles, mientras que el valor de EAC superior
se define como la méas alta concentracién para la cual no se esperan efectos téxicos
agudos. Entre los valores de la EAC inferior y superior todos los efectos biolégicos son
posibles (la respuesta de biomarcadores, problemas de crecimiento y reproduccion, entre
otros). Por encima del valor de EAC superior, son probables los efectos téxicos tanto

crénicos como agudos.

En el hombre, el contacto con TBT, provoca irritaciones oculares y de la piel, que
pueden conducir a dermatitis severa. Los sintomas se deben principalmente a los efectos
qgue ejerce el TBT en el sistema nervioso central: dolor de cabeza, nausea, vomitos,
mareo y a veces convulsiones y pérdida del conocimiento, desérdenes mentales y
fotofobia (Blunden & Evans, 1990). Se ha descrito dolor epigastrico, incluso en
envenenamientos causados por inhalacion. En algunos casos ha ocurrido aumento de la
glucosa en la sangre, suficiente para causar glucosuria (Colosio et al., 1991; Carpinteiro
Botana, 2005). Sin embargo, no se ha reportado ningn caso de envenenamiento por
ingestion directa (Alzieu, 2003).

1.1.6 Legislacion: breve resefia histdrica

Hasta ahora, los controles legislativos sobre los compuestos organoestannicos se
han centrado especialmente en el TBT presente en pinturas anti-incrustantes. El éxito
comercial de las pinturas autopulimentantes de lixiviacion controlada radica en que los
buques pueden llegar a estar hasta 60 meses sin necesidad de volver a pintarlos. Esto ha

permitido, sin duda, una gran ampliacion de las actividades comerciales de los buques,
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con increibles ventajas econdmicas de funcionamiento. Sin embargo, los aspectos

negativos de los TBT en estas pinturas, no fueron sospechados hasta finales de 1960,
cuando se descubrieron los efectos colaterales en especies no-blanco. A pesar de los
esfuerzos y advertencias realizadas, para fines de 1970 el desarrollo y uso de pinturas a
base de TBT se habia extendido masivamente para todas las embarcaciones comerciales

y deportivas.

A principios de los ‘80, un hecho particular marcé la historia de la legislacién
relacionada con los OTC: la conocida merma en la cosecha de ostras (Crassostrea gigas)
en la Bahia de Arcachon, Francia. Como ya se comentd, esto condujo a la investigacion e
identificacion del TBT como causante de la disminucion en el tamafio y grosor de las
valvas. En enero de 1982, el Ministerio de Ambiente de Francia promulgé la prohibicion,
por dos afios, de pinturas que contuvieran mas del 3% de TBT. En principio, la medida
contemplaba embarcaciones menores a 25 toneladas de peso y abarcaba la costa
Atlantica y el canal inglés; pero luego fue extendido para todas las pinturas y todas las
embarcaciones (Alzieu et al.,, 1986; Alzieu, 1991). Se hizo una excepcion para
embarcaciones con casco de aluminio puesto que el cobre producia corrosion (Lewis,
1999).

Por su parte, Inglaterra incorporé la legislacion en 1985. En primera instancia las
medidas tendieron a limitar la venta y el contenido de las pinturas de asociacion libre y
luego disminuir el porcentaje de Sn en las pinturas de copolimero. También se realizaron
campafas de difusion explicativas acerca de cémo cambiar los anti-incrustantes en cada
embarcacion y se definié el primer nivel provisional de calidad ambiental (Environment
Quality Target) para agua (20 ng L) (Champ, 2000). Por dltimo, se establecieron
programas de monitoreo sistematico e investigacion. Un tiempo mas tarde (1987), las
autoridades inglesas reforzaron la legislacion, disminuyendo tanto el valor del estandar de
calidad (de 20 ng L™ a 2 ng L") como el contenido minimo de Sn en pinturas de
copolimero (de 7,5 a 5,5%) (Abel, 2000). A partir de estas medidas se consider6 al TBT
con el mismo nivel de peligrosidad que los pesticidas y se reglamento la prohibicién de su
fabricacion, distribucién, comercializacién y uso, con excepcion de autorizacion expresa

por parte de los ministerios.

Suiza y Austria, a pesar de no tener acceso al océano, han prohibido todo uso de
TBT en ambientes de agua dulce. Alemania por su parte, ha tomado algunas medidas
que van desde la prohibicion de aplicacién a botes menores a 25 m de eslora, hasta la
proscripcion de la comercializacion minorista y uso en estructuras para maricultura. El
limite permitido en pinturas poliméricas ha sido fijado en 3,8% y su desecho y disposicion

final se encuentran regulados.
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A partir de diversos estudios desarrollados en Japon en la década del ‘80, el

gobierno decidi6é regular siete compuestos de trifenilestafio y trece de la familia de los
TBT como especies quimicas clase Il, es decir, moderadamente peligrosos. De esta
manera la utilizacién, venta y consumo de estos compuestos quedaron reglamentados a
partir del afio 1990, asi como también la aplicacion de TBT a barcos nacionales e
internacionales con periodos de entrada a dique seco menores a un afio. Los
relevamientos cientificos en los afios subsiguientes demostraron que la aplicacion de
estas regulaciones ha dado lugar a la disminucién de los niveles de TBT en el océano y
en ciertos tejidos de especies marinas (por ejemplo, higado de calamar) que han

demostrado coeficientes de bioacumulacion de hasta 480.000.

La aplicacion de estas leyes, que ya regian en Europa, se demor6 un poco mas en
los Estados Unidos de Norteamérica (EEUU) debido, en principio, a razones econdémicas:
el beneficio obtenido a partir del uso de TBT sin restricciones era calculado en ese
momento en 100-300 millones de dodlares por afio (Champ, 2000). Finalmente, en 1988,
el gobierno federal elevo una "Acta de control para pinturas anti-incrustantes" que preveia
medidas similares a las tomadas por Inglaterra (Ten Hallers-Tjabbes, 1997; Champ,
2000).

En 1989, Canada, Australia y Nueva Zelanda introdujeron regulaciones analogas a
las de EEUU (Ten Hallers-Tjabbes, 1997). La legislacion estaba dirigida a la prohibicion
del uso de pinturas conteniendo TBT en cascos nuevos, su produccion e importacion. El
mismo patron regulatorio se extendio, y hacia 1992 muchos paises contaban con
legislacion regulatoria para TBT.

En Argentina (1998), la instituciobn que regula el transporte maritimo (Prefectura
Naval Argentina) prohibi6 el uso de pinturas anti-incrustantes a base de TBT en todos los
tipos de buques (Ordenanza n° 4/98) (Ohji et al., 2007).

En el afio 2001, la comision del Parlamento Europeo incluyé los OTC como
sustancias prioritarias peligrosas sometidas a cese de emisiones, vertidos y pérdidas en
el agua (Directiva politica de aguas 2000/60/CE) (Antizar-Ladislao, 2008). Ademas, la
Organizacién Maritima Internacional (OMI) impulsé un tratado mundial para limitar la
aplicacion de pinturas a base de TBT a partir del 1 de enero del 2003, y la prohibicion
total a partir del 01 de enero de 2008 (OMI, 1999).
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1.2 Metodologias analiticas para la determinaciobn de compuestos
organoestannicos: Aspectos Generales

Como se ha mencionado, existen distintas formas en las que se pueden presentar
los compuestos organoestannicos, y sus efectos téxicos son diferentes dependiendo de
la especie quimica en consideracion. Hay evidencia de que existe una relacién directa
entre la forma quimica de los compuestos organicos de estafio y su biodisponibilidad,
forma de transporte, toxicidad y propiedades fisicoquimicas. Como resultado, la
determinacion de las especies en que se distribuye un elemento quimico es esencial, ya
que ayuda a definir su potencial de accion (Rosenberg, 2005). Es aceptado que la
especiacion genera mayor informacion que el simple conocimiento de las

concentraciones totales (Tessier & Turner, 1995; Salomons et al., 1995)

En general, se define como especiacion quimica al proceso de identificar y/o
cuantificar las diferentes formas o0 especies quimicas presentes en un material
determinado. El andlisis de especiacion incluye el estudio de los elementos en sus
distintos estados de oxidacién y de los compuestos quimicos de los cuales forman parte.
En el caso del estafio, es de interés estudiar sus asociaciones con moléculas organicas.
Como mencionamos anteriormente, el estafio es un metal que no se considera nocivo
para la salud o el ambiente per se, sin embargo los compuestos organometélicos de
estafio pueden ser altamente tdxicos y se encuentran entre los contaminantes

ambientales mas peligrosos, generando gran preocupacion en las Ultimas décadas.

La determinacion de la forma quimica de los elementos constituye un desafio
desde el punto de vista de la quimica analitica. Las especies organicas son, a menudo,
inestables y las concentraciones encontradas en muestras ambientales son del orden de
ug g™ o inferiores, para sedimentos y tejidos bioldgicos, y del orden de los pg L™ para
aguas estuarinas. Esto implica que, frecuentemente, se debe recurrir a operaciones
previas sobre las muestras, tendientes a la preconcentracion de los analitos de interés.
Por el contrario, las formas inorganicas pueden estar simultAineamente presentes en

concentraciones mil veces mayores.

1.2.1 Técnicas de extraccion

En este sentido, dependiendo de las diferentes muestras ambientales, existen
diversas técnicas que pueden utilizarse, entre las que se incluyen la extraccion asistida
por ultrasonido (USE) (de Mora et al., 2003; Chandrinou et al., 2007; Yu et al., 2010), la
extraccion asistida por microondas (MAE) (Uveges et al., 2007; Flores et al., 2011), la

extraccién en fase sélida (SPE) (Wang et al.,2008; Gallego-Gallegos et al., 2010), la
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microextraccion en fase sdlida (SPME) (Segovia-Martinez et al., 2010; Carvalho et al.,

2007), la extraccion con liquido presurizado (PLE) (Konieczka et al., 2007), la extraccion
liquido-liquido con surfactantes utilizando la técnica de punto nube (Louppis et al., 2010),
la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) junto con agente complejantes (Liu et al.,
1994; Fernandez-Escobar & Bayona, 1997), la extracciéon con soxhlet (Dietz et al., 2007),
la extraccién por adsorcion con barras magnéticas (SBSE) (Prieto et al., 2008; Neng et
al., 2014), la extraccion acelerada por disolventes (ASE) (Arnold et al.,1998; Wasik &

Ciesielski, 2004), entre otras.

Entre las técnicas mencionadas, en esta Tesis se utilizar4 particularmente la
extraccion asistida por energia de ultrasonido, dadas las ventajas inherentes a esta

técnica que se detallan a continuacion.

1.2.1.1 Extraccion asistida por ultrasonido

Ultrasonido es el nombre dado a cualquier onda de sonido cuya frecuencia sea
superior a la frecuencia mas alta que es capaz de captar el oido humano, esto es, de mas
de 16 kHz. Se distinguen dos areas de ultrasonido, la de alta frecuencia (de 1 a 10 MHz)
y baja energia, y la de baja frecuencia (entre 20 y 100 kHz) y alta energia. Los
ultrasonidos ejercen su efecto a través de lo que se conoce como burbujas de cavitacion
(Figura 1.4). El sonido, incluyendo el ultrasonido, es transmitido a través de cualquier
medio fisico por medio de ondas que comprimen y estiran el espacio molecular a través
de su paso por el medio. Los ciclos de compresion juntan las moléculas del medio
mientras que los ciclos de expansion las separan. Cuando una onda del ultrasonido
causa una presion negativa suficiente a través de un liquido, la distancia entre las
moléculas del mismo excede la minima distancia molecular requerida para mantener el
liguido intacto, lo que origina que las fuerzas de cohesién se rompan y se cree un vacio;
literalmente el liquido se abre para formar burbujas microscépicas. A este vacio es a lo

gque se denomina burbujas de cavitacion.

Estas burbujas van creciendo en unos cuantos ciclos, desde una medida inferior al
micrometro hasta unas decenas de micrémetros, atrapando vapores o gases del medio.
El crecimiento de la cavidad durante cada expansion es ligeramente mas grande que el
encogimiento durante la compresion. Asi, a lo largo de muchos ciclos acusticos, la
cavidad va creciendo hasta lograr finalmente una medida critica con la cual puede
absorber eficientemente energia ultrasonica. En este punto, la cavidad puede crecer
rapidamente durante un ciclo acustico adquiriendo una medida inestable con la que ya no

puede absorber energia eficientemente. Sin esta energia la cavidad no se puede
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mantener y el liquido que la rodea entra violentamente a la cavidad, ocasionando su

implosién. La rdpida compresion de los gases y vapores dentro de la burbuja genera
temperaturas y presiones enormes, de hasta 5000 °C y 1000 atm, respectivamente. Dado
gue las burbujas son muy pequefias en comparacion con el volumen del liquido que hay
alrededor, el calor generado se “disipa” muy rapidamente, con lo cual las condiciones
ambientales se mantienen esencialmente inalteradas. Esta combinacion de altas
temperaturas, altas presiones y rapido enfriamiento genera unas condiciones dificilmente
alcanzables con otras técnicas. Asi se produce, por una parte, un incremento local de
temperatura que favorece la solubilidad donde se produce la explosién de la burbuja, v,
por otra, un aumento de presién que provoca una mejor penetracién del disolvente al

interior del sélido.

NANANANYANY
\/ﬁ,mpo

&

Presion acustica

VAAVARVARV,
O ...

Formacion de la Crecimiento de |a burbuja Tamafio 3
burbuja * durante varios ciclos inestable » Implosian

Figura 1.4- Formacion de burbujas ultrasoénicas y su violenta implosion.

La extraccion asistida por ultrasonido es una alternativa que se caracteriza
fundamentalmente por su bajo costo, sencillez y eficiencia en comparacion con técnicas
convencionales de extraccién. Ademas, dentro de las principales ventajas de esta técnica
se incluyen: el aumento de rendimiento de la extraccion, la reduccién tanto de la cantidad
de muestra como del volumen de disolvente, la disminucién del tiempo utilizado y de la
temperatura de trabajo. Esta reduccién de la temperatura permite la extraccion de

analitos termolabiles.

Los equipos ultrasénicos comerciales mas comunes en los laboratorios quimicos
son el bafio de ultrasonido y la sonda ultrasénica. El bafio presenta las ventajas de ser la

fuente de irradiacibn econdémicamente mas asequible, al tiempo que asegura una
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distribucibn homogénea de la energia en el reactor que se coloque en el bafio. La sonda

destaca por su mayor potencia, y por el hecho de que ésta sea variable.

1.2.2 Técnicas de derivatizacion

Muchos de los métodos desarrollados para la determinacibn de compuestos
organoestannicos estan basados en la utilizacién de la cromatografia de gases (CG)
como técnica de separacion. Debido a que los OTC presentes en el ambiente (excepto
los tetrasustituidos) son polares y no volatiles, necesitan ser derivatizados a compuestos
compatibles con su separacion mediante CG, es decir, a especies volatiles y
térmicamente estables. La derivatizacion puede considerarse como un paso critico en el
analisis debido a los bajos rendimientos de la reaccién de derivatizacion y a la pérdida de
analitos que puede tener lugar durante esta etapa. Por otro lado, pueden suscitarse
fendmenos de degradacién, que conllevan una subestimacion del contenido de OTC en

las muestras, afectando en gran medida la calidad de los resultados.
Las reacciones de derivatizacion mas cominmente empleadas son:

v'alquilacion con reactivos de Grignard (RMgX)

BusSnCl + RMgX — BuzSnR + MgXCl

Estas reacciones tienen la ventaja de poder utilizarse para la derivatizacion de la
mayoria de los compuestos organicos de estafio presentes en el ambiente (especies
metiladas, butiladas y feniladas) y en una gran variedad de muestras (agua, sedimentos,
biota) (Vella et al.,, 2000; Tsunoi et al., 2002; de Oliveira et al., 2010) con altos
rendimientos y buena reproducibilidad. Sin embargo, tienen ciertas limitaciones: son
reacciones que llevan mucho tiempo, s6lo se pueden usar disolventes apolares y no
préticos para evitar que estos derivatizantes se descompongan y suelen emplearse en
combinacién con agentes complejantes. Ademas, implican el uso de un reactivo
considerado como quimicamente peligroso, ya que reacciona violentamente con &cidos,
agua, alcohol, cetonas, entre otros, por lo que se necesita extremo cuidado para
manipularlo. Asimismo, es necesario eliminar el exceso de reactivo una vez finalizada la

reaccion, generalmente por la adicién de un &cido.

v’ etilacion con tetraetilborato de sodio (NaBEt,)
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BusSnCl + NaBEt, — Bu3zSnEt + NaBEt;Cl

La reaccion de derivatizacion es rapida, cuantitativa y no es necesario eliminar los
subproductos generados. Ademas los derivados etilados resultantes poseen un punto de
ebullicion muy superior al de los hidruros de estafio, por lo que las pérdidas por
evaporacion son menos probables. Otras ventajas de este tipo de reaccion consisten
particularmente en ser adecuadas para muestras acuosas (después de ajustar el pH a 5),
pueden aplicarse directamente sobre este tipo de muestras y permiten realizar la
derivatizacion de los compuestos organoestannicos y su extraccion simultanea a un
disolvente organico (Rajendran et al., 2000). La etilacién, en contraste con la generacion
de hidruros, presenta altos rendimientos en la derivatizaciébn, no sélo para los
compuestos de butilestafio sino también para compuestos de fenilestafio. Una de las
desventajas que presenta es que el NaBEt, no es estable y se descompone en presencia
de &cidos fuertes, habitualmente requeridos para la extraccion de OTC en muestras
s6lidas. Tampoco se puede aplicar este tipo de derivatizante a la determinacion de las

especies etiladas.

v' formacioén de hidruros con borohidruro de sodio (NaBHy,)

BU3anI + 2NaBH4 + HCI - BU3S”H + ZBHg + 2NaC|+ H2

Es muy utilizada para la determinacién de OTC, en particular para especies de
butilestafio en muestras ambientales (Dowling & Uden, 1993). La principal ventaja, al
igual que NaBEt,, es que puede aplicarse directamente sobre este tipo de muestras.
Ademas, permite llevar a cabo simultaneamente la derivatizacion y la extraccién in situ,
reduciendo el nimero de pasos analiticos y, por lo tanto, las fuentes potenciales de error.
El uso de NaBH, brinda altos rendimientos en la formacién de hidruros organicos de
estafio, es facil de aplicar y permite separar los analitos de interés, de los posibles
interferentes presentes en la matriz de la muestra (Xiao et al., 2008; Martin & Donard,
1995). El inconveniente de esta reaccidbn es que los compuestos resultantes son

altamente volatiles.
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1.2.3 Limpieza de la muestra

Consiste en la eliminacion de componentes de la matriz tales como lipidos,
grasas, proteinas y azufre, entre otros, debido a que pueden afectar seriamente el
rendimiento tanto de la derivatizacion como de la extraccion. Los adsorbentes en fase
solida usados durante la purificacion del extracto estan generalmente caracterizados por
una gran area superficial y la presencia de sitios especificos para la adsorcion. La
adsorcion puede ser fisica (donde las moléculas son atrapadas en la superficie del sélido
por fuerzas de Van der Walls) o quimica (donde se retienen las moléculas con mas fuerza
mediante la unién reversible a la superficie del adsorbente). La propiedad basica que rige
la adsorcién es la polaridad, y por lo tanto es un factor limitante para la desorcion.
Cuando las moléculas se eluyen con un disolvente pueden ser extraidas de la superficie
del adsorbente o desplazadas por solubilizacion de los sitios a través de un disolvente
que es adsorbido mas fuertemente que el analito de interés (Anderson, 1987; de
Carvalho Oliveira & Santelli, 2010). Los adsorbentes cominmente utilizados son el gel de
silice (sitios activos Si-OH), alimina (sitios activos Al-OH) y Florisil (ampliamente utilizado
para las matrices bidticas con alto contenido en lipidos). Por lo general, deben ser
activados antes de su uso por calentamiento para desorber agua y/u otros compuestos
de la atmésfera eventualmente adsorbidos (Takeuchi et al., 2000).

1.2.4 Técnicas analiticas

En la mayoria de los casos, la especiacién de los compuestos organoestannicos
requiere la utilizacion de técnicas de separacion. En este sentido, las técnicas
cromatogréficas presentan mayor versatilidad, debido a la compatibilidad que presentan

con una amplia variedad de detectores.

Muchos de los métodos analiticos desarrollados para la determinacién de
especies de compuestos organoestannicos utilizan como técnica analitica de separacion
la cromatografia gaseosa (GC), debido a su alta resolucion y a la gran disponibilidad de
detectores que pueden ser acoplados a ella (Takeuchi et al., 2000): detector de ionizacion
en llama (FID), espectrometria de absorcion atomica (AAS), espectrometria de emision
atomica con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), espectrometria de
emision atomica con fuente de plasma inducido por microondas (MIP-AES), detector
fotométrico de llama (FPD), detector fotométrico de Illama por pulsos (PFPD),
espectrometria de masas (MS), espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS).
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La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), permite evitar el paso de

derivatizacion, minimizando el numero de operaciones previas involucradas en la
determinacion, lo que hace al procedimiento menos propenso a la contaminacion o
pérdida de analito (de Carvalho Oliveira & Santelli, 2010). Uno de los problemas que
presenta esta técnica para la determinacion de compuestos organoestannicos, es la falta
de grupos cromoforos en estas especies, lo que impide el uso directo de detectores UV,
gue son los mas comunmente acoplados a la cromatografia liquida en los laboratorios de
rutina. Los detectores empleados suelen ser Opticos (fluorescencia), generacion de
hidruros seguida de Absorcién Atomica (AAS) o detectores de masa con fuente de

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

Recientemente, ha habido un creciente interés en la separacion y determinacion
de compuestos idnicos e ionizables utilizando electroforesis capilar (CE) debido a su alta
eficiencia y sencillez (de Carvalho Oliveira & Santelli, 2010). La mayor parte de los
compuestos organoestannicos presentes en muestras de origen ambiental existen como
cationes o complejos cargados eléctricamente. Debido a su sencillez y menor costo, los
detectores utilizados habitualmente en CE son 6épticos (detectores de absorcion
molecular UV y detectores de fluorescencia). Sin embargo, al igual que en HPLC, la
deteccién directa de compuestos organoestannicos utilizando absorcion molecular UV o
fluorescencia es dificil, porque la mayoria de los compuestos organicos de estafio poseen
pocos grupos cromoforos y de baja absorcion. Una alternativa para el uso de estas
técnicas es la deteccion indirecta, pero la sensibilidad analitica generalmente no es
satisfactoria. El acoplamiento de la CE a detectores de masas resulta ser el mas
adecuado para la deteccion de estos compuestos a niveles de trazas. Sin embargo
también se ha reportado el uso de detectores de gradiente de potencial y la generacion
de hidruros seguida de la deteccion mediante fluorescencia atdmica. Entre las ventajas
de la CE se pueden mencionar: bajos tiempos de andlisis, alta eficiencia, facil
manipulacién de la muestra, escaso uso de solventes organicos y baja produccién de

residuos en comparacién con la cromatografia liquida.

Debido a que los compuestos organoestannicos han demostrado tener un efecto
perjudicial sobre el ambiente inclusive a bajas concentraciones, es necesario el uso de
técnicas analiticas que permitan realizar una monitorizacion y control confiable de estos
compuestos en distintas matrices ambientales (Quintas et al., 2014). Es importante que
los limites de deteccion de los métodos analiticos desarrollados en base a estas técnicas
alcancen los niveles minimos permitidos o sugeridos por la legislacion. Asimismo, son
necesarios métodos sensibles para la determinacién correcta y simultanea de

compuestos organoestannicos en concentraciones extremadamente bajas (Hoch, 2001).
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En esta Tesis se empleard particularmente la cromatografia gaseosa con

deteccion de masas (GC-MS).

1.2.4.1 Cromatografia gaseosa acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS)

En cromatografia gaseosa, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de
una columna cromatogréfica. La elucion se produce por el flujo de la fase movil, que es
un gas gquimicamente inerte (helio, argén, nitrégeno, didxido de carbono e hidrogeno) el
cual no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcion es la de transportarlo
a través de la columna. La cromatografia gas-solido, abreviada CG, se basa en una fase
estacionaria sélida en la cual se produce la retencion de los analitos como consecuencia

de la adsorcion fisica.

Los componentes basicos de un CG-MS se muestran en la Figura 1.5. Como
sistema de inyeccién de la muestra cominmente se utiliza una microjeringa a través de
un diafragma o septum de goma de silicona, en una camara de vaporizacion instantanea
situada en la cabeza de la columna. La eficacia de la columna requiere que la muestra
sea de un tamafio adecuado y que sea introducida como un “tapén” de vapor. La
inyeccion lenta de muestras demasiado grandes provoca un ensanchamiento de las
bandas y una mala resolucion. En cuanto a las columnas, existen dos tipos: las
empaquetadas, también llamadas de relleno, y las capilares (tubulares abiertas). En
general, varian desde 2 hasta 50 m, o0 mas. Se construyen de acero inoxidable, vidrio,
silice fundida o teflén, normalmente se configuran como helicoides con diametros de 10 a
30 cm a fin de poder colocarlas en el interior de un termostato. Este ultimo es
fundamental, puesto que la temperatura es una variable importante. Para muestras con
un amplio intervalo de puntos de ebullicion se suele emplear una programacion de
temperatura, con lo que se aumenta la temperatura de la columna, ya sea de forma

continua o bien por etapas, al mismo tiempo que tiene lugar la separacion.

Una vez que la muestra es introducida en el espectrémetro de masas (MS), a
través del sistema de interferencia, se produce la ionizacién de la muestra, en la que se
transforman los atomos o moléculas en especies ibnicas en fase gaseosa, con la
consiguiente pérdida de electrones o protones. En cuanto a los sistemas de ionizacion,
existen una amplia variedad, pero ninguno de ellos es universal y la eleccién del tipo de
ionizacion viene determinada por la naturaleza de la muestra y la clase de informacion
que se desea obtener. EI mas empleado, y utilizado en ese trabajo de Tesis fue el de
lonizacion por impacto de electrones (El). Es un proceso en el que la muestra,

previamente vaporizada, se somete a un bombardeo mediante electrones acelerados que
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chocan con las moléculas provocando su ionizacion. La elevada energia cinética de los

electrones acelerados y su pequefia masa proporcionan a las moléculas con las que
impactan, una energia que provoca una elevada fragmentacion dando lugar a un gran

namero de iones positivos que pueden tener mayor 0o menor masa que la del i6n

molecular.
Tnvector Sistema de
interferencia
i Lentes de
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Figura 1.5- Esquema de un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas

(CG-MS).

Los iones son entonces conducidos mediante un acelerador de iones a un tubo
analizador, donde se produce la separacién y el andlisis de los iones moleculares y de los
fragmentos cargados producidos segun su relacion masa/carga. EI mas empleado es el
analizador de cuadrupolo (Q) el cual, consiste en cuatro barras paralelas, separadas
entre ellas, a las que se aplica un potencial de corriente continua, sobre el que se
superpone un potencial de radiofrecuencia. Los iones atraviesan el espacio entre las
barras y el campo creado en ellas actla a modo de filtro, determinando qué iones

alcanzaran el detector.

El detector genera una sefal eléctrica proporcional al nimero de iones que han
pasado a través del filtro de masas, la cual puede ser amplificada, almacenada y
presentada mediante el sistema de tratamiento de datos de forma que se pueda
interpretar. Sus caracteristicas mas importantes son sensibilidad, exactitud, adecuada
resolucion, tiempo de respuesta, estabilidad, amplio intervalo dinamico y un nivel de ruido

bajo.
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El espectro de masas obtenido es una representacion de la abundancia relativa de

los iones y fragmentos separados respecto a la relacion masa/carga. Cada compuesto es

anico, y por tanto, cada uno de los compuestos se ionizara y fragmentar4d de una

determinada manera, y en este principio se basa la espectrometria de masas para

identificar cada analito.

1.3 Planteamiento de hipoétesis y objetivos

1.3.1 Hipétesis de trabajo

>

Todos los sitios estudiados a lo largo del estuario de Bahia Blanca han sido
impactados por la presencia de TBT y sus productos de degradacion, portando los

niveles mas altos los sitios cercanos a zonas de intenso trafico marino.

Las concentraciones de TBT, DBT y MBT en los sitios estudiados varian en las

distintas épocas del afio.

1.3.2 Objetivos generales y especificos.

1.3.2.1 Objetivos Generales

>

Desarrollar, optimizar y evaluar nuevas metodologias analiticas tendientes a llevar
a cabo el analisis de especiacion de los compuestos organicos de estafio aplicado

en muestras del ambiente marino.

Evaluar la presencia y distribucion de los compuestos organoestannicos en el

area de estudio en relacién a los pardmetros oceanograficos.

Comprender el ciclo dinAmico de estos compuestos (con énfasis en el TBT),

considerando su ciclo estacional y tasa de degradacion.

Caracterizar el impacto de los OTC (TBT, DBT y MBT) en el sistema marino-
costero bajo estudio, etiquetando zonas de acuerdo a la magnitud del impacto y

estableciendo posibles “hotspots” o reservorios de estos contaminantes.

1.3.2.2 Objetivos Especificos

>

Estudiar las diferentes etapas analiticas para la determinacion de TBT y sus
productos de degradacibn en muestras ambientales marinas. Evaluar los
problemas analiticos inherentes al muestreo, tratamiento previo al

almacenamiento, extraccion, preconcentracion y deteccion.
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» Establecer y validar procedimientos operacionales que apunten a la determinacion

de TBT y sus productos de degradacion.

» Determinar la concentracion de OTC en muestras ambientales del estuario de
Bahia Blanca, incluyendo zonas fuertemente antropizadas (por ej., zonas
portuarias y dique seco) y zonas libres de intervencion (por ej., islotes de la

reserva ambiental)

- Sedimentos superficiales de las planicies de marea elegidas

- Agua de mar sub-superficial (disuelto y material particulado en suspension)
- Mejillines, Brachidontes rodriguezzi

> Los datos obtenidos, los cuales poseen una estructura multidimensional, seran
sometidos a un tratamiento quimiométrico a través del Analisis de Componentes
Principales Desplegado (U-PCA), para obtener una mejor visualizaciéon y

comprension de los resultados.

Quintas Pamela Y Capitulo 1



()

CAPITULO 2: AREA DE ESTUDIO Y METODOLOGIA

2.1 Area de estudio
2.1.1 Definicion de estuario

Cada estuario es Unico dado sus propias caracteristicas intrinsecas que lo hacen
diferente de los otros (Perillo, 1995). Etimolégicamente, la palabra estuario deriva del latin
“aestus” que significa “de marea”. Desde un punto de vista oceanografico, Perillo (1995)
definié al estuario 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 bioldgicas eurihalinas ya sea por una parte o la totalidad de su ciclo de vida.
Cada expresion se analizé a efectos de comprender dicha definicion (Perillo, 2007);

...cuerpo de agua costero. Entendiendo como costa una zona de ancho variable que
incluye tanto una parte en el continente como otra en el mar. Por lo tanto, los estuarios
forman parte del continente y no son un ambito totalmente marino, sino que representan
una zona intermedia transicional entre ambos ambientes.

...semicerrado, implica que tanto los margenes como el fondo del estuario ejercen una
considerable influencia sobre la dinAmica del ambiente, especialmente en lo que se refiere

a la propagacion de la onda de marea dentro de ellos.

...influencia de la marea. La marea es proveedora de mas del 80% de la energia
necesaria para generar los procesos que ocurren en los estuarios. Ademas de ser clave
para la introduccion de sal y otros elementos marinos, estd asociada a la erosion,
circulacién y depositacion de los sedimentos aportados por el rio. La accion de la marea
modifica las caracteristicas del transporte de sedimentos y sustancias organicas o
contaminantes, al igual que cambia las condiciones de la biota que vive en las planicies

de la marea, marismas y manglares asociados.

...dentro del cual el agua salada que ingresa por una 0 mas conexiones libres con el mar
abierto. En un estuario, el aporte de agua salada debe ser continuo, por lo que las
conexiones deben estar abiertas permanentemente.

...es diluida significativamente con agua dulce. Por un lado, para la existencia de un
estuario es importante que exista algun nivel de dilucion del agua salada que penetra
desde el mar por accion de agua dulce proveniente desde el continente. Por otro,

“significativamente”, implica que la dilucién debe ser lo suficientemente grande, no solo
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para ser detectada, sino para que se produzca una circulacion gravitacional o estuarial de
las masas de agua. Este proceso debe asegurar la existencia de un grandiente espacial a
lo largo del estuario (por ej., de salinidad, nutrientes inorganicos, etc).

Por ultimo, especies bioldgicas eurihalinas. El termino eurihalino (del griego eury =
amplio) se lo emplea para describir a especies que puedan soportar amplios cambios en
la salinidad y no tiene relacién alguna con rangos de salinidad especificos.

2.1.2 Estuario de Bahia Blanca

El estuario de Bahia Blanca se encuentra ubicado en el sudoeste de la provincia
de Buenos Aires, Argentina, entre los 38° 45’ y 39° 25’ de latitud sur y los 61° 45’ y 62° 30’
de longitud oeste (Figura 2.1). Es un estuario de planicie costera donde los canales estan
separados por extensas planicies de mareas, parches de marismas e islas. La superficie
total del sistema es de aproximadamente 2300 km?, de los cuales 410 km? corresponden
a islas, 1150 km? al sector intermareal y 740 km? a la zona submareal (Piccolo et al.,
2008). El area cubierta por agua durante la bajamar es aproximadamente 400 km?,
mientras que durante la pleamar la superficie cubierta es tres veces superior (~1300 km?)
(Perillo & Piccolo, 1991).

Desde el punto de vista geomorfolégico, el estuario posee una configuracién en
triangulo irregular mas alargado en direccion noroeste-sudeste (NO-SE), con los canales
mayores orientados en dicha direccién. Estos canales son los denominados: Principal,
Bermejo, Bahia Falsa, Bahia Verde y Brightman (Perillo & Piccolo, 1991; Cuadrado et al.,
2007). El Canal Principal de Navegacion, con una longitud total de 60 km y un ancho que
varia desde 200 m en la cabecera hasta 3-4 km en la boca, se destaca entre los demas.
La méxima profundidad del agua se ubica en la boca con 22 m y la minima llega a menos
de 1 m en la cabecera (Piccolo & Perillo, 1990; Piccolo et al., 2008; Cuadrado et al.,
2007).

La mayor fuente de energia del estuario de Bahia Blanca es la marea cuasi
estacionaria que lo afecta (Perillo et al., 2007). La forma de la onda de marea lo
caracteriza como un estuario hipersincrénico, donde la amplitud se incrementa
paulatinamente desde la desembocadura a la cabecera (Perillo et al., 2001). El rango de
amplitud de marea media varia entre 2 m (proximo a la desembocadura) y 3,3 m (en el
puerto de Ingeniero White) (Piccolo & Perillo, 1990), por lo que se lo clasifica como un

estuario mesomareal (Perillo, 1995).
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Las caracteristicas climaticas de la zona corresponden a un clima seco y
templado, con valores anuales medios de temperatura comprendidos entre 13 y 21,6° C
en verano y 8,5° C en invierno; con vientos predominantes del sector NO y N que soplan
en forma aproximadamente paralela al eje del Canal Principal (Piccolo & Perillo, 1990) v,
con una velocidad media de 24 km/h y réfagas que superan los 100 km/h, soplando sobre
el estuario el 40% del afio (Perillo et al., 2001; 2007). La influencia de los fuertes vientos
de la region produce importantes efectos sobre la marea. En general, los vientos que
soplan desde el sector NO dan lugar a una depresion del nivel medio del agua, mientras
gue los provenientes del SE generan el efecto contrario. Sin embargo, los vientos del NO
y N son los que producen mayores variaciones (Perillo & Piccolo, 1991; Perillo et al.,
2007; Piccolo et al., 2008).

Los sedimentos son limosos en la cabecera del estuario y predominantemente
arenosos en la boca del mismo, variando de limo-arcillosos a arcillo-limosos entre ambas
zonas. A su vez, el estuario se caracteriza por una elevada turbidez producto de la accion
conjunta de las corrientes de marea y los vientos (Perillo et al., 2007). En este sedimento
en suspension prevalece la fraccion limo-arcillosa (Gelos et al., 2007). Los valores de
turbidez disminuyen desde la cabecera hasta la boca, lo cual puede asociarse a mas

fuentes de sedimento y menores profundidades en la zona interna del estuario.

El aporte de agua dulce al estuario proviene principalmente de dos tributarios: el
Rio Sauce Chico, en la cabecera del estuario, con un area de drenaje de 1.600 km?; y el
Arroyo Naposta Grande, sobre la margen norte y al sur del puerto de Ingeniero White, con
un area de drenaje de 920 km®. Aunque el caudal anual medio de ambos es bajo (1,9 y
0,8 m¥/s respectivamente), el Rio Sauce Chico puede alcanzar valores picos entre 10 y 50
m®/s (Perillo et al., 2001, 2007). Existen ademas otros arroyos menores como el canal
Maldonado, el Arroyo Saladillo de Garcia y el Arroyo Galvan, cuyas cuencas son muy
pequefias y sus aportes son generados por la precipitacion local (Piccolo & Perillo, 1990;
Perillo et al., 2007; Piccolo et al., 2008).

La distribucién de la salinidad media presenta un crecimiento exponencial desde la
cabecera hasta la parte media del estuario, donde se produce un minimo local debido a la
influencia del Arroyo Naposta Grande, la descarga de aguas cloacales de Bahia Blanca y
el agua de los tributarios en la cabecera que avanzan hacia la zona exterior (Piccolo &
Perillo, 1990; Perillo et al., 2007). La salinidad en la zona interna es muy variable a lo
largo del afio; en determinadas condiciones (veranos célidos y secos), se comporta como

“hipersalino” (42) y en otras oportunidades las precipitaciones pueden producir diluciones
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tan marcadas como para disminuir su salinidad a menos de la mitad (16) (Freije et al.,
1980, 1981). Esta variacion de la salinidad es producto de los regimenes estacionales de
lluvia, procesos de evaporacion, vientos y temperaturas. Asimismo, entre la cabecera y
Puerto Cuatreros la tendencia es de mezcla parcial durante las fuertes descargas del rio
Sauce Chico, mientras que durante los estiajes es seccionalmente homogéneo (Freije et
al., 2008). Por otro lado, entre Puerto Cuatreros e Ingeniero White se lo puede considerar
como un estuario verticalmente homogéneo (Perillo et al., 2007).

[-38°50'0"S

T
62°20'0"W 62°100'W

Figura 2.1- Ubicacién del estuario de Bahia Blanca en la Republica Argentina, Provincia de
Buenos Aires (izquierda) y mapa de la zona interna del estuario mostrando la localizacion de los

sitios de muestreo. (Mapa gentileza del Dr. Walter Melo, IADO)

La temperatura superficial del agua es relativamente constante a lo largo del
estuario, con oscilaciones marcadas en la zona interna, en donde sus aguas estan menos
expuestas al efecto regulador del mar adyacente (Piccolo & Perillo, 1990) y esta
fuertemente condicionada por la temperatura ambiente (Freije et al., 1981). El rango de
variacion anual de este parametro en la zona interna del estuario es de 4,1 °C a 26,4 °C
(Freije et al., 2008). Los valores de pH presentan un patrén de distribucion anual
homogéneo y con un valor promedio de 8,2 (Botté, 2005).
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El estuario de Bahia Blanca es considerado uno de los sistemas costeros mas
naturalmente eutréficos en funcién a sus concentraciones de nutrientes inorgénicos, que
son sostenidamente altas durante la mayor parte del afio (Freije et al.,, 2008); sin
embargo, esas concentraciones tienden a disminuir desde la zona interna hacia la boca
del estuario (Popovich & Marcovecchio, 2008). El contenido de materia organica en las
aguas del estuario presenta altas concentraciones, que han sido asociadas en mayor
medida a la produccion primaria in 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). EIl fitoplancton esta caracterizado por pequefias
diatomeas que muestran un patrén anual repetitivo, con una floracion en invierno
dominada por Thalassiosira curviseriata y otra en verano dominada por Thalassiosira
minima (Gayoso, 1998, 1999; Guinder et al., 2012; L6pez Abbate, 2014).

La zona interna del estuario es un ambiente con gran influencia antrépica. Sobre la
costa norte se ubican grandes asentamientos urbanos como Bahia Blanca, Punta Alta y
General Cerri; y varios puertos como Cuatreros, Ingeniero White, Galvan, Rosales y
Puerto Belgrano (Base Naval). Este sistema portuario ofrece una salida directa al Océano
Atlantico, razén por la cual es intensamente navegado por embarcaciones 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.
Esto incide en la resuspension, transporte y redistribucion de sedimentos, lo que
contribuye notablemente al transporte de contaminantes. Entre los puertos de Ingeniero
White y Galvan se encuentra uno de los polos industriales mas importantes de Argentina.
Comprende refinerias, industrias petroquimicas, fabricas de plasticos y produccion de
fertilizantes. También coexisten industrias como plantas textiles, curtiembres, silos y
molinos cerealeros, frigorificos e industrias relacionadas. Ademas, se ubica la planta
productora de amoniaco y urea granulada mas grande de Sudamérica, con una
produccion de 1.200.000 ton/afio. Todas ellas descargan sus efluentes en el estuario, por
lo cual se ha estimado que ingresan alrededor de 100 m®dia de efluentes sin ningun tipo
de tratamiento (Piccolo & Perillo, 1990; Perillo et al., 2001).

2.1.3 Especie propuesta como organismo centinela

La monitorizacion biolégica es una técnica ampliamente utilizada, que emplea la

capacidad que tienen algunos organismos denominados-“centinelas” o “bioindicadores”-
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de acumular, bioconcentrar y, eventualmente, de biomagnificar los contaminantes

presentes en el medio (Oliva, 2015).

El mejillin Brachidontes rodriguezii (d'Orbigny, 1846) es un molusco bivalvo
perteneciente a la familia Mytilidae (Figura 2.2). Es la especie dominante sobre los
sustratos intermareales duros de la costa bonaerense (Adami et al., 2004), cumpliendo
con las caracteristicas mas importantes que permiten su uso como organismos centinela
(Farrington et al., 1983; Marcovecchio et al., 2014).

Figura 2.2- Imagenes de bancos del mejillin Brachidontes rodriguezii.

Son organismos con un estilo de vida sésil que se encuentran ampliamente
distribuidos en la zona de estudio, lo cual facilita su muestreo y obtencion (O'Connor,
2002). A esto se suman sus habitos de alimentacion por filtraciébn y capacidad de
acumular y tolerar altas concentraciones de diferentes contaminantes (Livingstone, 1991,
Magi et al., 2008; Tanabe et al., 2000). Son organismos con importancia comercial y
econdmica, por lo que la medicién de la concentracibn de compuestos potencialmente

téxicos en sus tejidos es de interés para la salud publica.

A nivel mundial, los moluscos bivalvos han sido ampliamente utilizados como
especies centinelas en el monitoreo de contaminacion organica en zonas costeras.
Particularmente, el estudio de OTC se realiz6 en numerosas especies de mejillones como
Mytilus trossulus, Mytilus edilus, Mytilus galloprovincialis, Dreissena polymorpha, entre
otras (Jacobsen & Asmund, 2000; Regoli et al., 2001; Albalat et al., 2002; Hong et al.,
2002; Namiesnik et al., 2008; Lehtonen et al., 2016). No se han encontrado estudios de
contaminacion organoestannica en Brachidontes rodriguezii, sin embargo es considerado

por diversos autores como una especie sensible a la contaminacion organica y se han
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reportados ciertos estudios sobre el comportamiento de este bivalvo (Lopez Gappa et al.,
1993; Hindell & Quinn, 2000; Vallarino et al., 2002).

Por lo expuesto, se ha considerado que los mejillines Brachidontes rodriguezii son
una especie adecuada para realizar estudios de monitoreo e impacto de los OTC en el
estuario de Bahia Blanca, area de estudio propuesta para este trabajo deTesis.

2.2 Sitios de muestreo seleccionados

Como se observa en la Figura 2.1, se eligieron para este estudio siete sitios de
muestreo a lo largo del estuario de Bahia Blanca, con diferente impacto antropogénico,
incluyendo zonas de intenso trafico marino, zonas de pesca y otras de menor impacto
(Tabla 2.1).

Tabla 2.1- Ubicacion de los sitios de muestreo en el estuario de Bahia Blanca.

Sitios Latitud (S)* Longitud (W)? Clasificacion
1 38°55'43.69" 62° 4'14.50" Puerto
2 38°47'54.50" 62°15'23.07" Central Termoeléctrica
3a 38°46'46.43" 62°18'28.73" Puerto
3b 38°47'44.20" 62°16'17.10" Puerto/ Industria
4 38°46'58.82" 62°18'29.99" Puerto/ Industria
5 38°45'0.78" 62°23'21.95" Puerto de recreacién y pesca
6 38°45'54.20" 62°25'35.50" Zona rural

 Las coordenadas fueron determinadas mediante el uso de un sistema de posicionamiento global (GPS)

El sitio de muestreo S1 se ubica en Puerto Rosales, zona media del estuario de
Bahia Blanca. En este sitio existe una terminal de transferencia de petréleo crudo y un
muelle principal. De hecho, aproximadamente el 70% del crudo total que se consume en
el pais pasa por la planta de almacenamiento de Puerto Rosales. Ademas, se encuentra
en cercanias de Puerto Belgrano, el puerto militar mas importante de la Argentina, en
cuyas instalaciones se incluye el mayor dique seco del pais, donde se reparan, limpian y
pintan los cascos de numerosos barcos comerciales y militares. El resto de los sitios
estudiados se encuentran en la zona interna del estuario de Bahia Blanca. Los sitios S2 y
S3a, se ubican dentro del Puerto de Ingeniero White, una zona maritima de grandes
terminales comerciales y de cargas generales. El sitio S2 se encuentra en la proximidad

de la central termoeléctrica "Luis Piedra Buena", la cual suministra energia eléctrica a la
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zona mediante gas natural o fuel oil. El sitio de muestreo S3a se caracteriza por la
presencia de numerosos barcos y lanchas pesqueras. Los sitios S3b y S4 se encuentran
dentro de Puerto Galvan, un nucleo muy industrializado del estuario. El sitio S3b esta
situado en un muelle abandonado y S4 se encuentra en la proximidad de la llamada
“Posta de inflamables”, donde grandes buques cargan combustible, derivados de petroleo
y gases. El sitio de muestreo S5 se ubica en Puerto Cuatreros, caracterizado por un
pequefio muelle de pesca y de recreacion. Por ultimo, el sitio de muestreo S6, Villarino
Viejo, se encuentra en el sitio mas interno del estuario, en las proximidades de las tierras

rurales (Figura 2.3).
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Figura 2.3- Fotografias de los sitios de muestreo en el estuario de Bahia Blanca.
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2.2.1 Obtencién de muestras

Se llevaron a cabo un total de 8 camparnas estacionales de muestreo a bordo de la
lancha oceanografica “IADO IV”, entre Febrero de 2013 y Noviembre de 2014. Los
muestreos se realizaron en marea baja. En todos los casos se realizaron mediciones in
situ de parametros fisicoquimicos. En la Tabla 2.2 se muestran las fechas de cada
campana y el tipo de muestras recolectadas en cada sitio de muestreo.

Tabla 2.2- Fechas de las campafas realizadas en los sitios descriptos del estuario de Bahia

Blanca.
Campafa . . Tipos de muestras
Fechay estacion del afio Sitios muestreados
Ne recolectadas
1 Febrero de 2013 (Verano)
2 Mayo de 2013 (Otofio) Sedimentos superficiales y
S1, S2, S3a, S4, S5, o :
Mejillines Brachidontes
3 Agosto de 2013 (Invierno) S6 rodriguezii
4 Octubre de 2013 (Primavera)
5 Marzo de 2014 (Verano) Sedimentos superficiales,
Mejillines Brachidontes
6 Mayo de 2014 (Otofio) S1,S2, S3b, S4,S5,  rodriguezi, Agua de mar
7 Agosto de 2014 (Invierno) S6 superficial y Material
particulado en suspension
8 Noviembre de 2014 (Primavera) (MPS)

Todo el material utilizado se acondicioné adecuadamente, tanto para la toma como
para el procesamiento de las muestras. Primero se lavd con detergente no ionico, se
enjuagd con agua de red y luego se realizaron, al menos, tres enjuagues con agua
destilada. Seguidamente, se sumergiéo en acido nitrico al 5% (v/v) durante 24 h.
Finalmente, el material se enjuagé nuevamente con agua destilada y se llevo a sequedad,
segun lo indicado por protocolos internacionales para evitar la contaminacién de la
muestra (Michel & Averty, 1999; Bancon-Montigny et al., 2000). En el caso del material
utilizado para la determinacibn de materia organica particulada (MOP), el lavado se

realizé con solucién sulfocrémica en lugar de acido nitrico (también durante 24 horas).

e Sedimentos
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En cada sitio de muestreo se obtuvieron de 4 a 6 porciones de la capa superficial
(1-5 cm) utilizando para ello un muestreador de agarre de acero inoxidable. Las mismas
se reunieron para su homogeneizacién en recipientes de vidrio color ambar, para evitar la
exposicion a la luz, generandose de esta forma una muestra compuesta. Esta estrategia
de muestreo es util para proveer informacion sobre las caracteristicas promedio de los
sedimentos de un area determinada (Ure, 1996; Kennedy et al., 1997; Tack & Verloo,
2001). Las muestras compuestas se refrigeraron a bordo y luego se transportaron

rapidamente al laboratorio, donde se conservaron a -18°C hasta su procesamiento.

Antes de realizar el analisis, los sedimentos se liofilizaron por 48 h y luego, se
homogeneizaron utilizando morteros de porcelana. Posteriormente, se pasaron a través
de un tamiz de 63 um de luz de malla (N° 250), ya que la determinacion del contenido de
organoestannicos de interés se lleva a cabo sobre la fraccion de tamafio inferior a 63 um,
que incluye limos (2-63 um) y arcillas (<2 um). Este procedimiento permite, al mismo
tiempo, alcanzar la homogeneizacion del material a estudiar (Salomons & Forstner, 1984).

La fraccién seleccionada fue almacenada en recipientes de vidrio color &mbar a 4°C.

e Mejillines
Alrededor de 75 ejemplares de mejillines (Brachidontes rodriguezii) se recolectaron
manualmente de sus bancos naturales, muelles, plataformas o sedimentos superficiales,
de acuerdo a su disponibilidad. En cada lugar en particular se intent6é recoger muestras de
tamafios similares. En general, la longitud de los mejillines varié entre 28 y 44 mm. Los
mejillines recolectados se colocaron en bolsas adecuadas limpias y, al igual que en el
caso de los sedimentos, se refrigeraron a bordo y se transportaron al laboratorio, donde

se conservaron a -18°C hasta su procesamiento.

En el laboratorio, los mejillines fueron lavados con agua destilada para eliminar
restos de particulas y sedimento. Posteriormente se procedié a armar tres muestras
compuestas de aproximadamente 25 individuos cada uno. Los tejidos blandos se
homogeneizaron utilizando una licuadora de mano (mixer) y se liofilizaron durante 48 h.

Finalmente se almacenaron a 4°C hasta su andlisis.

e Aguade mary MPS
Las muestras de agua (4L) se recolectaron en botellas de vidrio color ambar,
previamente lavadas y acondicionadas, y se transportaron hasta el laboratorio al

resguardo de la luz, refrigeradas en heladera portétil para su procesamiento.
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Una vez en el laboratorio, se procedi6 a la inmediata filtracién de las muestras de
agua para evitar pérdidas por adsorcidon sobre el recipiente, por degradacion biolégica o
por accion de la degradacion UV. Durante la filtracion, las muestras se mantuvieron a
bajas temperaturas (4°C) y en oscuridad. El proceso de filtracion, al mismo tiempo
permitié obtener el material particulado en suspension (MPS).

Las muestras de agua fueron filtradas a través de una membrana de policarbonato
(Millipore HTTP 04700) de 0,4 um de tamafo de poro y 47 mm de diametro por medio de
un equipo de filtracién Millipore® de vidrio Pyrex®, utilizando una bomba eléctrica de vacio.
Previo a su uso, las membranas fueron sumergidas durante 48 h en &cido nitrico al 0,7%,
luego enjuagadas varias veces con agua destilada, secadas a 50 °C hasta pesada
constante en balanza analitica. Los filtros con el material retenido fueron congelados (-
18°C) y posteriormente liofilizados, pesados en balanza analitica y almacenados a 4°C

hasta el momento de su anélisis.

Por otro lado, se recogio el volumen filtrado de cada muestra de agua, y para
conservarla se acidific6 hasta pH=2 con acido clorhidrico concentrado. Luego se
almaceno en botellas de vidrio color &mbar, previamente acondicionadas, en oscuridad a

4°C hasta su posterior analisis.

2.2.2 Determinacion in situ de parametros fisicoquimicos en el medio acuético

En cada campafia y en cada sitio de muestreo, se midieron in situ algunos
parametros fisicoquimicos en la columna de agua: temperatura, pH, turbidez y
conductividad, utilizando una sonda multisensor HORIBA U-10. La salinidad se calcul6 a
partir de la conductividad.

2.3 Estandares y Reactivos

Los estandares empleados fueron adquiridos en Sigma-Aldrich: Tricloruro de
monobutilestafio (MBT, 97%), Dicloruro de dibutilestafio (DBT, 97%), Cloruro de
tributilestafio (TBT, 96%) y Tetrabutilestafio (TeBT, 93%), usado como estandar interno.
El Cloruro de tripropilestafio (TPrT, > 99%), usado como estandar de control de
recuperacion, fue adquirido en LGC Promochem. Todas las soluciones estandar se
prepararon en metanol grado cromatogréafico U.V.E. (Merck) para obtener soluciones que

contengan una concentracion de Sn equivalente a 1 mg mL™. Las soluciones individuales
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de trabajo se prepararon luego por diluciones apropiadas en metanol. Todas las
soluciones estandar se almacenaron en frascos y viales de color ambar a 0 °C en la
oscuridad (UNEP/IOC/IAEA, 1994).

El reactivo derivatizante, borohidruro de sodio (NaBH,> 96%), se adquiri6é en Fluka
Chemika y la solucion metandlica de hidroxido de sodio se preparé disolviendo 1,0 g de
NaOH (98%) en 1 L de metanol de grado cromatografico U.V.E. para obtener una solucion
al 0,1% (UNEP/IOC/IAEA, 1994). Las extracciones se realizaron utilizando hexano de
grado cromatografico U.V.E (Merck). Se utiliz6 agua deionizada ultra pura (18,3 Q cm™,
Barnstead, Dubuque, USA).

Los reactivos de calidad analitica empleados fueron: &cido sulftrico (H,SO,), acido
fosférico (HzPO,), sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), dicromato de potasio (K,Cr,O;) y
acido clorhidrico (HCI). Se utilizé un estandar de glucosa monohidrato (99%), Cicarelli. Se
utilizé peroxido de hidrégeno (H,O,) 30% (v/v).

Ademas, se empled un material de referencia certificado (CRM) PACS-2, provisto
por el programa de materiales estandares de referencia del National Research Council of
Canada (NRC - CNRC), que es un sedimento marino del puerto de Esquimalt, Canada.
Este material de referencia internacional abarca el dmbito de concentracion de los
compuestos organicos de interés (MBT, DBT y TBT) presentes en los sedimentos

naturales empleados en este trabajo.

2.4 Metodologias

2.4.1 Sedimento superficial

2.4.1.1 Extraccion y preconcentracion de los compuestos organoestannicos
2.4.1.1.1 Método convencional y modificaciones

El pretratamiento se llevd a cabo utilizando la metodologia aplicada por
UNEP/IOC/IAEA (1994) y Delucchi (2007) con algunas modificaciones. Se pesaron 2,000
g de muestra de sedimento liofilizado, al que se le afiadieron 2,0 mL de agua deionizada
ultra pura y 100 uL TPrT en un tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL. Luego, se
dej6 en reposo durante 30 minutos a 0 °C. A continuacién, se afadieron
aproximadamente 8 mL de solucion metandlica de hidréxido de sodio 0,1% para obtener
una relacion metanol: agua (v/v) 4:1. El tubo se tapd y se agité (en un agitador orbital)

durante 45 min utilizando un bafio de hielo. A continuacién, se afiadieron 5 mL de hexano
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y aproximadamente 100 mg de NaBH,. El tubo se agito, ligeramente abierto para liberar la
presion producida por la formacion de hidrogeno, durante 15 minutos en un agitador
orbital con un bafio de hielo. Luego, se tapd y se dejo en reposo durante una hora a 0°C.
A continuacion, se agregd sulfato de sodio anhidro para eliminar restos de agua y
finalmente se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos a 4°C para evitar pérdidas por
evaporacion. Finalmente, la capa de hexano conteniendo los compuestos derivatizados se
coloco en un vial de vidrio color &mbar y el volumen se redujo a 1 mL mediante una
corriente suave de nitrégeno puro. Por ultimo, se afiadieron 7 uL de una solucion estandar
de TeBT (patron interno) y de inmediato se inyecté en el cromatégrafo de gases. La
Figura 2.4 (parte izquierda) muestra el procedimiento de manera esquematica.

Muestra liofilizada
+TPrT (e.s.)

Reposo (30 min, 0°C)

| NaOH:MeOH 0,1% |

Agitacidn
Convencional
45 min, 0°C US 8 min, 0°C

Método
asistidopor

us
Hexano + NaBH4

Agitacién rl—l
Convencional ) i
15 min, 0°C Us 1 min, 0°C

o g

Método
Convencional

on A
Fa 7

L

Reposo (1 h, 0°C)

TeBT (e.)

\/ GCMS v

Figura 2.4- Representacion esquematica del método convencional con las modificaciones

aplicadas y el método asistido por US.
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e Modificaciones realizadas

Se realizaron algunas modificaciones con respecto al método convencional. En
primer lugar, se aplicaron bajas temperaturas (0 °C), tanto en el paso de extraccion como
en el de derivatizacion. Este cambio hizo posible la cuantificacion de MBT, ya que al
trabajar a temperatura ambiente, como lo propone el método UNEP/IOC/IAEA, se pierde
por volatilizacién. Trabajar a bajas temperaturas también permiti6 controlar el paso de
derivatizacion, evitando pérdidas de compuestos volatiles, logrando asi mejorar la
exactitud de los resultados.

La segunda modificacion fue la masa de sedimentos utilizado en la etapa de
extraccion. Cuando se usaron 4,000 g de sedimentos (segun lo recomendado por el
método UNEP/IOC/IAEA) se generaron grandes cantidades de espuma durante las
etapas de extraccion y derivatizacion (probablemente debido al alto contenido de materia
organica en los sedimentos analizados), con el consiguiente riesgo de pérdida de analito.
Por lo tanto, se decidi6 utilizar 2,000 g de sedimentos.

La tercera modificacion fue con respecto al volumen del extractante. Se utilizaron 5
mL de hexano, en lugar de 2 mL (UNEP/IOC/IAEA), debido a que la capa organica se

lograba visualizar mas facilmente utilizando mayor volumen de extractante.

2.4.1.1.2 Método asistido por ultrasonido

Los compuestos organicos de estafio fueron extraidos siguiendo el procedimiento
descripto anteriormente, en la seccion 2.4.1.1.1, pero reemplazando los tiempos de
extraccion (45 min) y derivatizacion (15 min) por 8 min y 1 min de sonicacion,
respectivamente (Figura 2.4, parte derecha). Para ello se utiliz6 un bafio ultrasénico
TESTLAB (modelo TB 04 CTPD, con una potencia de ultrasonido de 160 W y una

frecuencia de 40 KHz).

Los tiempos de aplicacion de US se optimizaron con el fin de maximizar el
porcentaje de recuperacion (variable respuesta). La optimizacion se llevo a cabo usando
un disefio factorial 2° con cuatro puntos centrales para estimar el error experimental y la
precision del sistema (Safa & Hadjmohammadi, 2005; Domini et al., 2009). Cada punto del
disefio experimental se realizO de forma aleatoria y por duplicado. Los factores
seleccionados fueron el tiempo de extraccion (A) y el tiempo de derivatizacién (B). La
Tabla 2.3 muestra la matriz del disefio con los factores y el dominio experimental

correspondiente. Los niveles bajos (-1), central (0), y altos (+1) de las variables se
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muestran para cada experimento. El disefio estadistico y el analisis de las variables de
respuesta fueron realizados con un software de graficos estadisticos (STATGRAPHICS
Plus, version 5.1 STSC, Rockville, MD, USA).

Tabla 2.3- Niveles de factores y matriz de disefio factorial 2° desarrollados para la optimizacién del

método asistido por ultrasonido.

y Niveles Experimento N°
Factor Representacion )
Bajo (-) Alto(+) Central0) 1 2 3 4 5
Tiempo de
extraccion (min) 3 & & @ = o= v U
Tiempo de B 1 3 > + -+ 0

derivatizacion (min)

2.4.1.2 Determinacion de los compuestos organoestannicos por GC-MS

La separacion y cuantificacion de los compuestos organicos de estafio estudiados,
TBT, DBT y MBT, se llevé a cabo utilizando un cromatografo de gases con columna
capilar (Agilent 7890 B) acoplado a un espectrémetro de masas (Agilent 5977A). La
columna cromatogréfica utilizada fue de silice fundida (HP-5MS, 30 m; 0,25 mm d.i.; 0,25
MM espesor de capa).

Un microlitro de la muestra -o estandares, o blanco- se inyect6é en el modo splitless
a 220 °C. Se utilizd helio como gas portador a un caudal constante de 1 mL/min. El
programa de temperatura fue de 55 °C durante 1 min, luego 20 °C/min a 200 °C, que se
mantuvo durante 5 minutos. El espectrémetro de masas fue operado en el modo EIM (del
inglés: electron impact mode, 70 eV). Los hidruros organicos de estafio fueron
monitoreados a partir del espectrémetro de masas en modo de iones seleccionados (SIM,
del inglés: selected ion monitoring mode). Los iones utilizados durante los analisis para
identificacion y cuantificacion de los compuestos de interés se presentan en la Tabla 2.4.
Cada analito fue confirmado mediante su tiempo de retencion y la abundancia de sus
iones de cuantificacion en relacion a los obtenidos por estdndares certificados de cada

compuesto organoestannico estudiado.
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Tabla 2.4- lones caracteristicos (m/z) y tiempos de retencion de los compuestos de interés.

Analito lones (m/z) Tiempo de retencion (min)
MBTH 119-121-177-179 2,15
DBTH 121-177-179 5,17
TPrTH 119-121-163-165-205-207 5,65
TBTH 119-121-177-179-233-235 7,52
TeBT 119-121-177-179-233-235-289-291 9,23

2.4.1.3 Determinaciones complementarias

e Determinacién de humedad, materia organica total y carbono organico total

Se tomaron alicuotas de sedimento (10 a 20 g) de cada sitio, se pesaron y luego
se secaron a 105 °C en estufa, durante 24 horas o hasta peso constante. La diferencia de
peso antes y después del tratamiento térmico permiti6 determinar el contenido de
humedad de las muestras. Luego, los sedimentos fueron llevados a 500 °C en mufla
durante 3 horas de manera de lograr la ignicion total de la materia organica. Se asume
gue la pérdida de peso alcanzada mediante este calentamiento estima el contenido de
materia organica total (OM) de la muestra (Commendatore & Esteves, 2004).
Posteriormente, el carbono organico total (TOC) fue estimado a partir de la siguiente
ecuacion: OM (%) = 1,9 x TOC (%) (Pribyl, 2010).

e Determinacién granulométrica

Para determinar las fracciones granulométricas de los sedimentos superficiales de
cada sitio de muestreo, se separaron del material original himedo pequefias fracciones
que fueron analizadas a través de difractometria laser, utilizando un analizador de tamafio
de particulas Malvern Masterziser 2000. Antes de realizar el analisis, las muestras se
trataron con peréxido de hidrégeno para eliminar el contenido de material organico. Los
datos fueron analizados utilizando el sofware Mastersizer 2000 5.40 (Malvern Instrument
Ltd., 2007).

2.4.2 Mejillines Brachidontes rodriguezii
2.4.2.1 Extraccion y preconcentraciéon de los compuestos organoestannicos
Los OTC fueron extraidos de las muestras de mejillines aplicando los dos

procedimientos mencionados anteriormente para las muestras de sedimento, el método
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convencional y el método asistido por ultrasonido. Se utilizaron 10 mL de solucién
metandlica de hidréxido de sodio 0,1% (UNEP/IOC/IAEA, 1994). Fue necesario realizar un
“clean-up” o limpieza de los extractos, previa a la inyeccién en el cromatégrafo de gases,
con el objetivo de eliminar los compuestos polares incluidos en la matriz y presentes como
interferentes en el andlisis, a fin de lograr cromatogramas claros y bien definidos. La

separacion y cuantificacion de los analitos se realizé6 mediante GC-MS.

e Limpieza de extractos

La limpieza de los extractos se realiz6 mediante columnas de vidrio de 1 cm de
didmetro interno, rellenas con 1 g de silica gel como fase estacionaria. Luego de la
siembra de los extractos en las columnas, los OTC fueron eluidos con 4 mL de hexano y
se recogieron en un vial de vidrio color ambar, donde fueron concentrados bajo una

corriente de nitrégeno puro. A lo largo del clean-up se mantuvo la temperatura a 0 °C.

2.4.2.2 Caracterizacion bioldgica de los organismos
e Determinacién de longitud, peso y humedad

En primer lugar, mediante el empleo de un calibre electrénico se determiné la
longitud de cada valva y luego las mismas fueron removidas y separadas de los tejidos
blandos. Cada uno de estos tejidos fue pesado en balanza analitica y posteriormente
liofilizado. La diferencia de peso obtenida entre el tejido liofilizado y el hUumedo permitié

calcular el % de humedad de cada individuo.

e indice de condicién
Para determinar el indice de condicién (IC) las valvas se secaron en estufa a 60°C
hasta peso constante. El IC se calcul6 mediante la siguiente ecuacion (Freeman, 1974;
Croshy & Gale, 1990; Orban et al., 2002):

IC (%) = (peso de tejido seco / peso seco de las valvas) x 100

2.4.3 Agua de mar superficial
2.4.3.1 Extraccion y preconcentracion de los compuestos organoestannicos

El método de referencia UNEP/IOC/IAEA (1994) propone realizar una Unica

extraccion liquido-liquido utilizando diclorometano como disolvente. En esta Tesis se optd
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por llevar a cabo la extraccion empleando hexano para recolectar los hidruros formados
(Tolosa et al., 1996;lkonomou et al., 2002; Furdek et al., 2012; .Okoro et al., 20016). El
uso de este disolvente es adecuado debido a que la polaridad del hexano es suficiente
para extraer los hidruros de los compuestos de interés, no muestra interferencias con los

OTC y permite una rapida separacion de las fases (Yafez et al., 2016).

La Figura 2.5 muestra el procedimiento de manera esquematica. En primer lugar,
se colocaron 500,00 mL de muestra en una ampolla de decantacién, luego se introdujeron
100 pL de TPrT utilizado como estandar de control de recuperacion, 1 mL de una solucién
metandlica de NaOH al 2%, 25 mL de hexano y, por dultimo, se afiadieron
aproximadamente 100 mg de NaBH,. A continuacion, se tap6 y se dejé en reposo unos
minutos hasta que cesé la formacion de burbujas y se llevo a cabo la agitacion durante 5
min a 0 °C empleando un agitador orbital. Luego, se liberé la presién originada y se dejo
en reposo para permitir la separacion de las fases. Por Ultimo, a la capa de hexano
conteniendo los compuestos derivatizados, se le agregé sulfato de sodio anhidro para
eliminar restos acuosos y se transfirid a un vial de vidrio color &mbar. Seguidamente, se
procedié a la reduccion del volumen a 1 mL aplicando una corriente suave de nitrégeno
puro. Finalmente, se afadieron 7 UL de una solucién estandar de TeBT (patron interno) y

de inmediato se inyectd en el cromatografo de gases.

Agua de mar
Hexano
NaBH,

NaOH:MeCH 2 %
TPrT (e.s.)

Y

Agitacion
convencional 5 min

Y

TeBT (e.i)
CG/MS

Figura 2.5- Representacion esquematica del método aplicado para la determinacion de

compuestos organoestannicos de interés en agua de mar.
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La separacion y cuantificacion de los analitos se realizO mediante cromatografia
gaseosa acoplada a un espectrémetro de masas, al igual que los sedimentos, y se
encuentra explicado en la seccién de dicha muestra.

2.4.3.2 Determinacion de la materia organica particulada

Para la determinacibn de materia organica particulada (MOP) se procedio al
filtrado inmediato de las muestras utilizando filtros de fibra de vidrio de 0,7 um de poro y
47 mm de diametro (Whatman, GF/F) previamente muflados. Posteriormente, el filtro con
el material retenido fueron colocados en sobres de aluminio (muflados) y almacenados a 4
°C hasta su andlisis. El contenido de MOP se determiné siguiendo el método descripto por
Strickland & Parsons (1968), basado en la oxidacién humeda de la materia organica
mediante dicromato de potasio (K,Cr,O;) en medio acido (H,SO,). El método se basa en
medir la disminucién en la absorbancia del Cr,O;~, a A = 440 nm, después de ser reducido
a Cr’* por la materia organica presente. Como estandar de calibracién se utilizé6 una
solucion de glucosa. Las lecturas de absorbancia se realizaron utilizando un

espectrofotébmetro UV-visible, Beckman DU-2, usando celdas de 1 cm de paso éptico.

2.4.4 Material Particulado en suspension (MPS)

Los analitos de interés fueron extraidos de las muestras de MPS liofilizadas
aplicando el procedimiento asistido por US mencionado en la seccién 2.4.1.1.2. Se trabajo
con el MPS recogido en cada sitio de muestreo (aproximadamente 1 g) correspondiente a
un volumen de agua de mar filtrada entre 700 y 1000 mL. Al igual que las restantes
matrices evaluadas, la separacién y cuantificacion de los analitos se realizé mediante GC-
MS.

2.5 Andlisis estadistico aplicado

La distribucion normal de cada grupo se puso a prueba con el test de Shapiro-Wilk
modificado (p> 0,05). Con el fin de evaluar las relaciones entre las concentraciones de los
compuestos organoestannicos encontradas en cada una de las muestras estudiadas, y
los distintos parametros evaluados asociados a las mismas, se realizaron andlisis de

correlacion, en los que una probabilidad p < 0,05 fue considerada significativa.
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Ademas, se llevé a cabo la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar la similitud entre
distintos conjuntos de datos. Todos estos andlisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando la version de software INFOSTAT 2008.

Para hacer posible una mejor visualizacion e interpretacion de la informacién
subyacente en el conjunto de datos se realizd el analisis de componentes principales
desplegado (unfolded principal component analysis, U-PCA) y el mismo se llevé a cabo
utilizando Matlab 7.0 (The MathWorks).

El Analisis de Componentes Principales (PCA) es una herramienta muy utilizada
en el andlisis de datos multivariados debido a que es un método simple y no paramétrico
que extrae informacion relevante de datos complejos (Shlens, 2009). PCA es un
procedimiento mateméatico que facilita la interpretacion de los datos a partir de la
transformacion de las variables originales, posiblemente correlacionadas, en nuevas
variables no correlacionadas. Estas nuevas variables son las llamadas Componentes
Principales y son combinaciones lineales de las variables anteriores. El niamero de
componentes principales es igual o menor al nimero de variables originales. El primer
componente tendra la mayor variancia posible, y cada componente siguiente tendra la
mayor variancia posible con la restriccion de que debe ser ortogonal (es decir, no

correlacionado) respecto de los componentes precedentes.

El U-PCA, es una extension del PCA, y fue desarrollado para manejar un
conjuntos de datos multidimensionales (Villez et al., 2009).

Cuando se dispone de una estructura interna de datos multidimensionales, para
llevar a cabo un analisis PCA es necesario desplegar la estructura hasta conseguir una
matriz (estructura de 2 dimensiones). El desplegado es simplemente una manera de
reagrupar una estructura de datos multidimensionales en una matriz. La manera en que la
estructura se despliega se muestra en la Figura 2.6.

La estructura de los datos recogidos constituye un cubo X de 3 dimensiones,
incluyendo los sitios de muestreo "I", las variables "J" y las temporadas (estaciones del
afno) "K". El cubo X (IxJxK) se despliega de manera que se obtiene una matriz de
dimensiones (IKxJ), obligando al modelo a recorrer el total de dimensiones | y K. El

modelo equivale matricialmente a la expresion:

X(”(XJ): A(|KXD) H(DXJ)+ R(IKXJ)
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que constituye un modelo PCA para una matriz X de dimensiones (IKxJ). La matriz A es
conocida como la matriz de scores y, representa la manera en la que se puede comprimir
la informacién correspondiente a las muestras. La matriz H se la denomina matriz de
loadings, y, representa la manera en la que se puede comprimir la informacion
correspondiente a las variables involucradas. La matriz R es denomina matriz de

residuales y D es el nUmero de componentes principales que se obtienen.

J-Variables

J-Variables
K-Temporadas -~
|-Sitios de muestreo

|-Sitios de muestreo

Figura 2.6- Despliegue por columna de un cubo de datos X de tres vias en una matriz de dos

dimensiones.
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CAPITULO 3: COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS
EN SEDIMENTOS SUPERFICIALES

3.1 Optimizacion de las etapas de extraccién y derivatizacion asistida por
ultrasonido

Los efectos principales y su interaccion (AB) correspondientes a la optimizaciéon de
las etapas de extraccion y derivatizacibn se observan en el diagrama de Pareto
representado en la Figura 3.1, tomando como ejemplo al compuesto disustituido (DBT).
Los datos obtenidos se evaluaron por el test de analisis de varianza (ANOVA). La linea
vertical, que se encuentra en la figura, indica el nivel de confianza del 95%, es decir, los
efectos que superan esta linea son estadisticamente significativos. Como se puede
observar, sélo la interaccion (AB) puede ser considerada significativa, mostrando un
efecto negativo. Mientras que, los factores A y B muestran no ser estadisticamente

significativos.

. . AB -
A Tiempo de extraccion -
B: Tiempo de derivatizacion A
B

1] 0.4 1 1.5 2 25 3

Efecto estandarizado

Figura 3.1- Gréfico de Pareto de los efectos normalizados en el disefio factorial 2° para DBT. La

linea vertical representa el intervalo de confianza del 95% para un efecto significativo.

En términos de la interaccion AB (Figura 3.2) pueden explicarse las condiciones
Optimas de trabajo, las cuales corresponden al experimento nimero 2 (Tabla 2.3), es
decir, 8 min de tiempo de extraccién y 1 min de tiempo de derivatizacion. Como puede

observarse, cuando el tiempo de extraccion aumenta, se obtiene una mejor respuesta
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para los tiempos de derivatizacion mas bajos. Para los otros compuestos de interés, TBT

y MBT, se obtuvieron resultados similares.

G{D.UUH _ B:Tiempo de derivatizacidn

43F B=1,0 ]
a9 f
35F B=1.0 7
3L ;
27k B=1.0 E
23 _ B=-1 .D _
-1.0 1.0
Tiempo de extraccion

DBET

Figura 3.2- Gréfico de interaccion del tiempo de extraccion vs el tiempo derivacion para DBT.

3.2 Pardmetros analiticos de los métodos propuestos: UNEP modificado y
us

Se llevé a cabo la evaluacion de distintos parametros analiticos correspondientes a
los métodos propuestos en este trabajo. La primera caracteristica evaluada fue la
sensibilidad analitica y, como se observa en la Tabla 3.1, cuando se utiliz6 energia de US
en las etapas de extraccion y derivatizacién se logré una mayor sensibilidad analitica,
excepto para la determinacion de TBT donde ambos métodos exhibieron pendientes
similares en las curvas de calibrado (p>0,05). En cuanto a los coeficientes de
determinacion obtenidos (R?), estos oscilaron entre 0,994 y 0,999 para UNEP modificado
y fueron ligeramente mejores para US. La evaluacion de linealidad se realiz6 aplicando la
prueba de ANOVA, y no se observo falta de ajuste al modelo lineal para los tres analitos

estudiados (p>0,30), para ninguno de los dos métodos analiticos aplicados.

Los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) son parametros de
mérito analitico que establecen la capacidad de analisis de un método analitico en
condiciones de maxima sensibilidad de operacion instrumental (Clayton et al., 1987). El
limite de deteccidn es la minima concentracion de analito en una muestra que puede ser
detectada con un aceptable nivel de confianza, pero no necesariamente cuantificada. El
limite de cuantificacion es la minima concentracion de analito que se puede determinar

con un nivel aceptable de confianza. Los LOD y LOQ se calcularon teniendo en cuenta la
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relacién sefal ruido: S/IN=3 y S/N=10, respectivamente. El método de referencia para los
estudios de la contaminacion marina (UNEP/IOC/IAEA, 1994) inform6 que los limites de
deteccion para TBT, DBT y MBT fueron 5, 10 y 20 ng Sn g* p.s. (peso seco),
respectivamente. Con la aplicacion de dicho método pero con las modificaciones
planteadas en este trabajo de Tesis, se lograron limites de deteccién mas bajos: 1,5; 1,3y
5,2 ng Sn g* p.s. para TBT, DBT y MBT, respectivamente. Con la aplicacion de energia
de ultrasonido (US) en las etapas de extraccion y derivatizacion, se lograron limites de
deteccién ain méas bajos: 0,8: 1,1 y 3,5 ng Sn g* p.s. para TBT, DBT y MBT,
respectivamente.

Tabla 3.1- Cifras de mérito para la determinacion de los compuestos organicos de estafio mediante
GC-MS.

) . Iptervalo y = bo + bix )

Método Analito lineal de R LOD LOQ
trabajo Do (Sbo) b1 (Sb1)
TBT 4,5-1000 0,002 (1 E-4) 0,382 (1,2 E-2)  0,999s 0,8 2,7
us DBT 6,2-1000 0,002 (3 E-4) 0,277 (7 E-3) 0,999, 11 3,7
MBT 19,5-1000 0,001 (6 E-4) 0,215(4E-3)  0,999; 35 11,7
TBT 8,3-1000 -0,002 (2 E-4) 0,357 (1,4 E-2) 0,997 1,5 5,0
UNEP

modificado DBT 7,0-1000 0,036 (4 E-3) 0,159 (8 E-3) 0,994 1,3 4,2
MBT 28,8-100 0,004 (9 E-4) 0,147 (3 E-3) 0,999, 52 17,3

Intervalo lineal de trabajo (ng Sn mL™), by: ordenada al origen; b;: pendiente; Spo: desviacion estandar de la ordenada al
origen; Sp1: desviacién estandar de la pendiente; LOD-LOQ (ng Sh g'p.s.); p.s.: peso seco

La trazabilidad de ambos métodos se evalud utilizando un material de referencia
de sedimento marino, PACS-2 (Consejo Nacional de Investigacion de Canada, Ottawa,
Canada). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.2 y no muestran un sesgo
significativo con respecto al material de referencia para TBT y DBT, cuando se aplica el
método basado en US. Cuando se llevo a cabo el método UNEP con algunas

modificaciones, no se encontro sesgo significativo para TBT.

El bajo porcentaje de recuperacion para MBT obtenido al aplicar el método UNEP
modificado podria atribuirse a una desorcion insuficiente de dicho compuesto (Ceulemans
& Adams, 1995). La alta afinidad de adsorcion de este analito por los sedimentos
estuarinos podria explicarse en términos de la polaridad del MBT (Randall & Weber,
1986). Ademas, otros autores sugieren que altos contenidos de carbono organico podrian

afectar negativamente a la extraccion de MBT de los sedimentos (Ceulemans & Adams,
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1995). Debido a que el MBT parece estar mas fuertemente ligado al sedimento que DBT y
TBT, se necesitan condiciones de extraccibn mas rigurosas con el fin de extraerlo
cuantitativamente a partir de esta matriz. En este sentido, la aplicacion de US en lugar de

la agitacion convencional logré mejores valores de recuperacion de MBT.

Tabla 3.2- Concentracién de los compuestos organicos de estafio de interés expresados como ng
Sn g'l p.s. en el material de referencia PACS-2.

Valores obtenidos
Valores

Analito us UNEP Certificados
modificado
TBT 863 (1,5) 795 (12,6) 890 + 105
DBT 998 (1,9) 749 (11,8) 1047 + 64
MBT 495 (1,1) 315 (9,8) 6007

#solo para informacion. Los valores de DER% estan incluidos entre paréntesis. (n=3)

La precision se evalué en condiciones de repetitividad y se estimé como DER%
(desviacién estandar relativa porcentual) de tres determinaciones, utilizando para ello el
material de referencia PACS-2. Los resultados logrados estdn en conformidad con las
recomendaciones de andlisis de validacion analitica, es decir, por debajo del 20%
(Eurachem, 1998; IUPAC, 2002) (Tabla 3.2). Sin embargo, fue notablemente mejor para
el método que aplica US.

Con el fin de evaluar la eficacia de la extraccion, se sometieron muestras de
sedimentos liofilizadas a ambos procedimientos analiticos (UNEP modificado y US) con
concentraciones conocidas de TeBT y se afiadi6 TPrT como estandar interno. Debido a
gue TeBT no sufre el proceso de derivatizacion, se utiliz6 esta caracteristica para evaluar
la etapa de extraccion. Las recuperaciones obtenidas fueron 101% para el método UNEP
modificado y el 98,9% para el método basado en US, por tanto la aplicacion de agitacion
orbital y ultrasonica resultan comparables en la etapa de extraccion. A partir de estos
resultados, podria suponerse que los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada
analito (TBT, DBT y MBT) aplicando ambos métodos dependen, principalmente, del

proceso de derivatizacion.

A partir del estudio de todos los parametros analiticos podemos observar que la
aplicacion de US, en lugar del empleo de agitaciobn convencional, demuestra ser mas
adecuada para la matriz en estudio, logrando mayor sensibilidad analitica para los tres

analitos estudiados, limites de deteccibn mas bajos y menores valores de DER%. En
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términos de eficiencia de extraccion, ambos métodos (US y UNEP modificado) resultan

ser satisfactorios.

3.3 Niveles de compuestos orgénicos de estafio en muestras de sedimentos
superficiales

Las muestras fueron tratadas con el método que utiliza US, dadas las mejores

caracteristicas y desempefio analitico discutidos anteriormente.

Durante el periodo de muestreo se obtuvieron en total 48 muestras de sedimento
superficiales. En la Tabla 3.3 y 3.4 se resumen los valores de los compuestos organicos
de estafio hallados durante todo el periodo de estudio. Se observa que tanto TBT como
sus productos de degradacién - DBT y MBT - se detectaron en todos los sitios de
muestreo y en todas las estaciones del afio. En 2013, con un total de 24 muestras, los
niveles de TBT se encontraron entre 7,68 y 36,75 ng Sn g™ p.s. La concentracién de DBT
oscilé entre 14,32 y 156,09 ng Sn g™ p.s. Por ultimo, las concentraciones MBT variaron de
31,05 a 292,62 ng Sn g™ p.s. Por otro lado, en 2014 (24 muestras), los valores de OTC se
encontraron entre valores no cuantificables y 259,01ng Sn g™ p.s., 782,13ng Sn g* p.s. y

831,14 ng Sn g™ p.s. para TBT, DBT y MBT, respectivamente.

Dowson et al., (1993) propusieron una clasificacién de sedimentos, basada en su
contenido de TBT, que incluia los siguientes niveles: contaminacién muy baja (< 3 ng Sn
g™, baja (3-20 ng Sn g™), moderada (20-100 ng Sn g%), alta (100-500 ng Sn g*) y muy
alta (> 500 ng Sn g™). Como se observa en la Figura 3.3, en 2013, y de acuerdo a dicho
criterio de clasificacién, durante la estaciébn estival todos los sitios presentaron
contaminacién baja con respecto a las concentraciones encontradas de TBT, con la
excepcion del sitio S4 (Posta de Inflamables), que se encontr6 moderadamente
contaminado. Por el contrario, durante el otofio todos los sitios de muestreo pudieron ser
clasificados como moderadamente contaminados por TBT con la excepcion de S5 (Puerto
Cuatreros, contaminacion baja). Por otra parte, en la estacion invernal todas las muestras
de sedimentos se encontraron ligeramente contaminadas (3-20 ng Sn g™). Finalmente, en
la estacion primaveral todos los sedimentos fueron clasificados como moderadamente

contaminados.
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Tabla 3.3- Valores de TBT y sus productos de degradacion- DBT y MBT- en

sedimento superficiales, tomadas en 2013, expresados en ng Sn g™ p.s.

(+)

muestras de

ESdtaCiQ”es Sitios TBT DBT MBT TBts® BDI
el afio

S1  116+08  668+32  337+12 112+ 4 0,12

s2 164+1,0  77,7+29  676+21 162 + 4 0,11

Verana S3b  133:04  744+48  493+31 137+6 0,11

S4  244+11  669+13  584+39 150 + 4 0,19

S5 7,68+015 768%7,9  542+27 139 +8 0,06

S6  857+052 651+17  32,4+1,1 106 £ 2 0,09

S1  285+05  67,6+6,8 116 +8 212+10 0,16

S2 211+11  849+99 181+6 288+12 0,08

) S3b  208+14  744+37  57,8+5,1 153+6 0,16

Otofo S4  200+17  615+56  47,8+4,2 129+7 0,18

S5 17,6+01  528+10  52,8+56 123+6 0,17

S6  256+13  77,1%6,6 292 +8 395+11 0,07

S1  197+28 55152 216 + 15 292+16 0,07

s2 125405 35515 213 + 14 262+14 0,05

e S%® 84x10 26,7+28  413+20  765+36 0,12

S4 7,7+0,6 350+38  529+67  955+7,8 0,09

S5  154+05  27,1+29  31,0£25  736%38 027

S6 10,3+ 1,0 156 + 12 35,4+ 2,7 202+12 0,05

S1  320:38 166:15  640%7,1 112+8 0,37

S2  234+29  165+0,8 234+6 275+ 6 0,09

oiravers | S 368%34  266%28  750%42 1386 0,36

S4  208+20  14,3+0,8 152 + 18 188+19 0,12

S5 289+46  20,4:20 116 + 20 166+20 0,19

S6  208+04  368+34  31,7+0,7  893+34 0,64

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas junto con su correspondiente desviacion estandar

*TBts: TBT+DBT+MBT, BDI= TBT/(DBT + MBT).
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W Contarninacidn muy baja (< 3ngz Snfg)  mcontaminacidn moderada (20-100 ng $nfg)

B Contarninacién baja (3-20 ng Sn/g) W Contarinacion alta {100-500 ng $nfg)

Figura 3.3- Patron de contaminacion basado en la concentracion de TBT, de acuerdo a la

clasificacién de Dowson et al., (1993).

En 2014 se observa una mayor variabilidad entre las estaciones muestreadas
(Figura 3.3). Por un lado, en verano, los sitios S1, S2, S4 y S6 pudieron ser clasificados
como moderadamente contaminados por TBT, mientras que los sitios S3a y S5 se
encontraron altamente contaminados. Por otro lado, en otofilo, se encontraron
concentraciones entre 100 y 500 ng Sn g™ del compuesto trisustituido en los sitios S2,
S3ay S6, clasificandolos de esta forma como altamente contaminados. Los sitios S1y S4
se mantuvieron como moderadamente contaminados y el sitio S5 también presento
contaminacion moderada. En la estacion invernal, las concentraciones de TBT
encontradas disminuyeron en todos los sitios de muestreo. De esta forma, los sitios S1,
S2, S3a y S6 se clasificaron como sitios con contaminacion muy baja mientras que, los
sitios S4 y S5 presentaron baja contaminacion. En primavera, todos los sitios mostraron
estar muy poco contaminados, a excepcion del S3a que se encuentra moderadamente

contaminado.
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Tabla 3.4- Valores de TBT y sus productos de degradacion- DBT y MBT- en muestras de

sedimento superficiales, tomadas en 2014, expresados en ng Sn g™ p.s.

Estaciones ;i1 TBT DBT MBT TBts® BDI
del afio
s1 288+1,0  332+18 263+5 324+5 0,10
s2 61,707  369%19 149 £ 2 248 + 3 0,33
Verano S3a  259+14 104 + 6 435+ 25 798 +16 0,48
S4  384+142  424+£272 155+ 9 23617 0,19
S5 108 + 2 55,8 + 0,6 2109 375+ 9 0,41
S6 479+39 37,324 150+ 5 2357 0,26
s1 207+12 67,475 4636 560+10 0,06
s2 141 £ 12 33350 611+9 786+15 0,22
) S3a  241:15 97,3+ 7,4 831+8 1170+18 0,26
Otono S4 462+ 44  40,1+43 123+8 21010 0,28
S5 312+2,6  485%22 n.c. 832+34 064
S6 102 £ 3 38,325 n.c. 146+ 4 2,67
s1 n.c. 10,0+ 0,6  47,0£62  57,9+6,2 -
s2 n.c. 3,70+ 0,15 117+1 121+1 -
e 5% n.c. 15,1+ 1,6 196 + 7 212+8 -
S4 13,9+18  11,6+0,9 417 +7 442 +7 0,03
S5 13,7+40 546 +1,04 2475 266 + 6 0,05
S6 n.c. n.c. 722+63  741+63 -
S1 n.c. n.c. 1345 136 £5 -
s2 n.c. 598 +34,8  985%37 697 + 35 -
oraera | 532 336%29  694+085 288+ 18 331+18 0,12
S4 n.c. 601+ 6 477 2,4 650 + 7 -
S5 n.c. 782 + 12 220+ 12 1003 + 17 -
S6 n.c. n.c. 2437 245+ 7 -

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas junto con su correspondiente desviacion estandar
n.c.: No cuantificado, ®*TBts: TBT+DBT+MBT, BDI= TBT/ (DBT + MBT). -: Valores proximos a cero

Por lo tanto, como se muestra en la Figura 3.3, durante 2013 se encontré que la
concentracion de TBT fue mayor durante el otofio y la primavera que durante el verano y
el invierno. En 2014 se hallaron concentraciones mas elevadas de TBT en verano y en
otofio que en invierno y primavera. Esta variacion estacional podria atribuirse a varias
razones. En primer lugar, al dragado de la ruta de navegacién (Canal Principal) que
provoca la removilizacion de los sedimentos de fondo y, por tanto, podria incidir en el
transporte y la recirculacion de los OTC (Buggy & Tobin, 2006). Ademas, se puede
esperar que las descargas del material dragado contengan altos niveles de TBT (Santos

et al., 2004), ya que, en condiciones anaeroébicas (sedimentos del fondo), la vida media de
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TBT parece estar en el orden de decenas de afios (Dowson et al., 1993). Ademas, estos
sedimentos anoxicos pueden actuar como reservorios de TBT, los cuales pueden ser

remobilizados a la columna de agua por fenémenos de desorcion (Unger et al., 1988).

En otofio, hay un notable incremento del trafico maritimo debido a las actividades
de exportacion de granos durante el periodo entre abril y junio, lo que puede explicar el
aumento en los niveles de TBT encontrados. Por otra parte, la disminucion de la
concentracion de TBT en los sedimentos durante el invierno se debe, probablemente, a
un proceso de degradacién causado por las diatomeas (Seligman et al., 1996). De hecho,
la zona interna del estuario de Bahia Blanca se caracteriza por poseer altos niveles de
nutrientes durante el otofio (Freije & Marcovecchio, 2007) y un florecimiento de diatomeas
durante el invierno-primavera (junio-septiembre) (Gayoso, 1999; Guinder et al., 2015). El
mencionado florecimiento de diatomeas (“bloom fitoplancténico”) es el evento mas
importante del ciclo anual del fitoplancton en el estuario, no s6lo por su magnitud sino

también por su temprano inicio (Popovich et al., 2006; Popovich, 2007).

Las menores concentraciones encontradas en verano 2013 y primavera 2014,
pueden ser atribuidas a los dias lluviosos previos al muestreo. Buggy & Tobin (2006)
sugieren que la resuspension de sedimentos superficiales, provocado por el aumento de
agua dulce proveniente de lluvias, da lugar a que el TBT ingrese a la columna de agua y

por tanto se encuentre en menor concentracion en el sedimento.

3.4 indice de degradacion de TBT

En general, el encontrar concentraciones elevadas de TBT en un determinado
sitio, supone que ha habido una descarga reciente de ese compuesto en el medio. Sin
embargo, cuando la concentracion de MBT es mas elevada que la del derivado
trisustituido, la contaminacién es considerada antigua o, alternativamente, los procesos de
degradacion estan ocurriendo de manera mas rapida. El indice de degradacion de
butilestafio (BDI) se defini6 como la relacion entre TBT y sus productos de degradacion

(Diez et al., 2002), segun la siguiente férmula:
BDI= [TBT/(MBT+DBT)] [Ec. 1]
y puede utilizarse para estimar el nivel de degradacion de TBT en cada sitio muestreado.

Como mencionamos anteriormente, existen muchos factores que pueden ser

responsables de la degradacion de estos compuestos en el medio y, por tanto, no es facil
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evaluar qué tan reciente es la entrada de este contaminante en los sitios estudiados. Sin
embargo, el uso del BDI parece ser apropiado teniendo en cuenta que las muestras se
recogieron al mismo tiempo, en un &rea relativamente pequefia y bajo condiciones
ambientales similares.

Un BDI >1 sugiere que la contaminacion se debe a aportes recientes de TBT; por
el contrario, un indice <1 indica la falta de afluencia reciente de TBT o que dicho
compuesto se encuentra bajo un proceso avanzado de degradacién y por lo que la
contaminacion se podria considerar antigua (Diez et al., 2002).

De acuerdo con los valores de BDI obtenidos (Tabla 3.3), se observa que la
contribuciéon de TBT al estuario de Bahia Blanca no es reciente y/o se encuentra bajo un
proceso de degradacion general y probablemente rapido, ya que es un estuario que se
caracteriza por un gran contenido de nutrientes y alta biomasa fitoplancténica.

Sin embargo, en 2014, en el sitio de muestreo mas interno del estuario (S6-otofio)
se encontré6 un BDI de 2,67 lo que podria ser resultado del transporte de sedimentos
debido a las corrientes de marea. Por ejemplo, el sitio S5, que en verano tenia una alta
concentracion de TBT, en la estacion siguiente sufri6 un descenso de la misma, quizas
debido a la movilizacién de sedimentos hacia el sitio S6. Al respecto, cabe mencionar la
importancia en el transporte de MPS que traslada los OTC a lo largo de toda el area de
estudio y la sedimentacion de las particulas que se ve favorecida por la hidrodinamica del

estuario de Bahia Blanca.

3.5 Caracteristicas asociadas a la distribucion de OTC en los sedimentos

estudiados

Cuando se evalian las concentraciones de OTC en sedimentos resulta de
importancia tener en cuenta ciertas caracteristicas de la matriz (contenido de materia
organica y granulometria), asi como también, ciertos pardmetros fisicoquimicos tales
como temperatura, salinidad y pH, dado que pueden influir en la distribucién de los
compuestos estudiados (Hoch, 2001). Estas variables fueron analizadas en los
sedimentos superficiales del estuario de Bahia Blanca con el fin de evaluar el rol de las

propiedades fisicoquimicas sobre la distribucién de los OTC.

¢ Materia orgénica
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El contenido de materia organica juega un papel importante para el destino,
movilidad y disponibilidad de los compuestos orgénicos de estafio en los ecosistemas
marino-costeros; de hecho, la materia organica ha sido sefialada como el componente
adsorbente principal de la matriz de los sedimentos. Los compuestos organicos de estafio
estardn mas o menos disponibles para los organismos benténicos en funcién de las
propiedades iénicas y/o lipofilicas que determinan el grado de asociacion de los OTC a la
materia organica (Pinochet et al., 2009). De esta manera, los sedimentos ricos en materia
organica podrian actuar como un gran sumidero de TBT en el ambiente (Langston &
Pope, 1995).

En la Figura 3.4 se muestra el contenido de materia organica (OM, expresado en
%) para cada sitio en estudio a lo largo de los dos afios de muestreo. Los valores
determinados fluctuaron entre 2,1% (S6, otofio, 2014) y 11,0% (S1, otofio, 2013). Si bien
estacionalmente el OM% no muestra un patrén claramente establecido, puede observarse
que, por lo general, en verano e invierno el contenido de materia organica tiende a
aumentar, mientras que en otofio y primavera se observa una disminucién de dicho
pardmetro. A excepcion del sitio S1 (Puerto Rosales) en otofio de 2013, donde se observa
un gran aumento del OM%, probablemente asociado a una abundancia fitoplancténica
que tiene lugar antes del llamado “bloom fitoplancténico”. Es importante destacar que los
sedimentos de este estuario muestran contenidos de OM durante todo el periodo

estudiado, lo que indica su significativa productividad.

No pudo hallarse una correlacién estadisticamente significativa (p>0,05) entre el
OM% vy las concentraciones de los compuestos organoestannicos estudiados (TBT, y sus
productos de degradacion, DBT y MBT). En este sentido, en la literatura se han reportado
resultados contradictorios en cuanto a dicha correlacion. Asi, por un lado, Pinochet et al.,
(2009) mostraron muy buena correlacion entre las concentraciones de TBT y DBT con la
materia organica, en los sedimentos marinos de la bahia de San Vicente, Chile. Por otro
lado, Abidli et al., (2013) demostraron poca o0 ninguna correlacién para estos parametros
en sedimentos superficiales de la costa de Tunez. Este comportamiento impredecible
puede ser atribuido a las propiedades fisicoquimicas inherentes al sedimento, tales como
la capacidad de adsorcion relativa de particulas inorganicas y la existencia de actividad
biol6gica (bioturbacion) en las capas de sedimentos superiores (Town & Filella, 2002;
Braga Castro et al., 2012). El estuario de Bahia Blanca 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 remocion de
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contaminantes de los sedimentos (Elias et al., 2007), por tanto en funcién de lo dicho
anteriormente, se puede considerar que estas caracteristicas podrian ser la causa de la
ausencia de una relacion entre los niveles de OTC y el contenido de OM%. Otra probable
explicacion a la ausencia de correlacion es la incorporacion de los compuestos organicos
de estafio di y monobutilado al ecosistema a partir de fuentes antropogénicas (como la
presencia de una planta de fabricacion de PVC, donde se utiliza DBT y MBT como

estabilizador quimico, descargas de aguas residuales y efluentes industriales).
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Figura 3.4- Distribucion de OM% en sedimentos superficiales del estuario de Bahia Blanca.

e Granulometria

En la Tabla 3.5 se presentan los resultados obtenidos en los andlisis de las
fracciones granulométricas de sedimentos superficiales para los sitios seleccionados a lo
largo del Canal Principal, expresados en porcentajes. En relacion con el tamafio de grano,
la totalidad de las estaciones de muestreo fueron clasificadas como sedimentos limo-
arcillosos. En general, los cocientes limo/arcilla variaron en un intervalo entre 0,77 y 1,60
creciendo en sentido interno-externo, teniendo en cuenta la orientacion del estuario. En
general, los sedimentos con fracciones mayoritariamente “finas” (limo y arcilla) tienen una
mayor relacion superficie/volumen que aquellos con particulas mas grandes (fraccion
gruesa), y por tanto tienen una mayor capacidad para adsorber materia organica,
pudiendo sustentar mayores concentraciones de OTC que los sedimentos arenosos
(Hoch et al., 2002).

A pesar del hecho de que los compuestos organicos de estafio serian

preferentemente adsorbidos en la fraccion fina, al igual que para la OM%, no se encontrd
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correlacion significativa entre TBT, DBT y MBT con la granulometria (p>0,05). La falta de
correlacion puede ser atribuida a la alta variabilidad en la dinamica de deposicion de los
sedimentos causada por las altas tasas de transporte de los sedimentos en el area de
estudio (Perillo & Piccolo, 1991) y a la removilizacién que se produce en los sedimentos

como consecuencia del dragado periédico que se realiza sobre el canal principal.

Tabla 3.5- Analisis granulométrico de los sedimentos en cada sitio de muestreo. Los resultados se
expresan en porcentajes.

Sitios de muestreo

Fracciones
S1 S2 S3a S3b S4 S5 S6
Arcilla
(<39um) 55,25 51,16 50,19 49,36 34,76 43,76 34,08
Limo
(39-63 um) 42,50 41,48 49,69 48,06 47,25 48,60 54,67
prOch/’LC'O“ 0,77 0,81 1,01 0,97 1,36 1,11 1,60
Arena
(>63 um) 0,95 5,64 8,52 2,38 16,83 6,14 10,20
Clasificacion f_ranco f_ranco I!mo I|_mo f_ranco I!mo frqnco
limoso limoso arcillosos  arcillosos limoso arcillosos arcilloso

e Parametros fisicoquimicos medidos in situ en el medio acuatico

La actividad de adsorcion/desorcion de los compuestos organicos de estafio en
relacion con los sedimentos puede estar significativamente influenciada por cambios
producidos en el pH y la salinidad del medio acuatico que lo rodea, debido a que no solo
afectan a las propiedades superficiales del sedimento, sino también a la quimica de la
especies de OTC (Hoch et al., 2002).

A valores de pH > 7 la fuerza de adsorcion se debe al caracter hidrofilico de los
hidréxidos de butilestafio neutros, que dependen del nimero y la naturaleza de los grupos
funcionales unidos al cation de estafio. En este caso, la orden de adsorcion, segun la
creciente hidrofobia, serd TBT > DBT > MBT (Hoch et al., 2003).

En cuanto a la salinidad, es de esperar que cuanto mayor sea el valor de esta
variable mayor sea la desorcion de los OTC. Este comportamiento puede explicarse por
una competencia de intercambio iGnico entre los cationes del agua de mar y las moléculas

de butilestafio por los sitios de enlace en la superficie del sedimento (Hoch et al., 2003).
La Figura 3.5 muestra las variaciones de pH correspondientes a la columna de
agua de mar. Como se puede observar, los valores son casi constantes para todos los

sitios de muestreo dentro de cada estacion del afio. El intervalo de pH oscilé entre 7,6
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(S4, otofio, 2014) y 9,6 (S6, verano, 2013). Un comportamiento similar se observa con las
temperaturas medidas a lo largo del periodo de muestreo. Asi, las variaciones de la
temperatura del medio dentro de cada estacion del afio son muy pequefias, pero existen
grandes fluctuaciones entre las distintas estaciones del afio (Figura 3.5). Como era de
esperar, todos los sitios presentaron las mayores temperaturas en verano y las menores
en invierno, estos valores oscilaron entre un valor medio de 8,0°C (S1, 2014) y 22,9°C
(S6, 2013).

Por otra parte, la salinidad oscil6 entre 18,8 (S6, primavera, 2014) y 39,4 (S2,
verano, 2014). En general, como se observa en la Figura 3.5, la salinidad mostr6 un
patrén creciente desde la cabecera (S6) hacia la zona media del estuario (S1), como
consecuencia principal de un efecto de dilucién provocado por los afluentes de agua dulce
de la cuenca de drenaje. Durante el verano, los valores de salinidad aumentan debido a
una evaporacion uniforme a lo largo de todo el estuario. Esto ocurre especialmente en los
puntos de muestreo situados en la zona interna del estuario (principalmente S6) donde el

aumento de salinidad es mas notorio ya que se trata de zonas de menor profundidad.

Dado que la salinidad y el pH del medio son factores importantes para controlar la
particién de los OTC entre el sedimento y la columna de agua (Meador, 2000; Hoch et al.,
2002) se esperaba encontrar una correlaciéon significativa. Sin embargo, no se hallaron
correlaciones (p>0,05) entre dichas variables fisicoquimicas y los analitos estudiados, asi
como tampoco con la temperatura del medio. Este hecho, posiblemente, obedezca a la
interaccion de otros factores que influyen en la distribucién de los OTC en el estuario (gj.
la presencia de microorganismos responsables de la biodegradacion). Otra causa puede
provenir de ingresos adicionales de DBT y MBT en el estuario de Bahia Blanca, que

podrian estar solapando una posible correlacion.
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Figura 3.5- Variacion temporal y espacial de ciertos pardmetros fisicoquimicos- pH, temperatura y

salinidad- a los largo de los dos afios de muestreo.

3.6 Distribucion de los compuestos organicos de estafio

Se empled el Andlisis de Componentes Principales Desplegado (U-PCA), para
lograr una mejor visualizacion en cuanto al comportamiento de los compuestos
organoestannicos estudiados en muestras de sedimento, tanto temporal como

espacialmente.

3.6.1 Muestras de sedimento superficiales tomadas en 2013

En el analisis de U-PCA se identificaron tres componentes principales, los cuales
explicaron el 99,6% de la varianza total. Las Figuras 3.6 a-c muestran los graficos de
loadings obtenidos después de aplicar U-PCA. El primer componente o factor tiene una
gran contribucion de la concentracion de MBT, el segundo componente principal refleja la
contribucién de la concentracién de DBT y el tercer factor muestra una gran influencia de
la concentracion de TBT y una contribucion, en menor medida, de la temperatura y la

salinidad. El resto de las variables estudiadas (pH y contenido de materia orgéanica) no
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presentan una variabilidad tal que pueda influir en el modelo. Las Figuras 3.6 d-f ilustran
los gréficos de scores.

Como puede observarse (Fig 3.6 e y f) el sitio S3b presenta la mayor cantidad de
TBT en primavera, seguido por el sitio S1 que, tanto en primavera como en otofio,
muestra también elevada concentracion (altos valores de factor 3). Particularmente, este
altimo sitio de muestreo se encuentra en cercanias de Puerto Belgrano, que cuenta con
instalaciones militares y diques secos comerciales (incluido el dique seco méas grande del
pais para buques de gran porte) donde se reparan y pintan buques tanto de servicio
nacional como internacional, lo que puede explicar los altos valores de TBT registrados.
Por otra parte, el sitio S3b podria presentar un alto valor de TBT por estar frecuentado, en
esta estacién del afio, por buques de carga.

Las muestras tomadas en otofio y primavera presentan, en general, valores
positivos de factor 3, mientras que lo opuesto ocurre para las muestras de verano e
invierno (Figura 3.5 f). Tanto en la estacion otofial como primaveral se observa un
aumento en los niveles del compuesto trisustituido, probablemente como resultado de un
notable incremento del trafico maritimo. En otofio, particularmente debido a las
actividades de exportacion de granos durante el periodo entre abril y junio.

Debido a que estudios previos han demostrado que las microalgas y bacterias
pueden desempefiar un papel importante en la biodegradacién de TBT en el ambiente
(Hoch, 2001), la disminucién de la concentracion de TBT observada en la estacion
invernal, probablemente, sea producto de un proceso de degradacién causado por el
fitoplancton presente en el area de estudio, que presenta un colapso de la floracién en
agosto/septiembre (Guinder, 2011). En el verano el numero de embarcaciones,
principalmente de pesca y recreacion, tiende a aumentar y con ello deberian aumentar los
niveles de TBT en el medio. Sin embargo, debido a las altas temperaturas y radiacién
solar més intensa en esta época del afio, la actividad metabdlica de los microorganismos
se incrementa y con ello la degradacién del TBT.

Una excepcion a este comportamiento es el sitio S4 en verano que presenta un
alto contenido de TBT, probablemente, como resultado de las numerosas embarcaciones
comerciales que caracterizan el sitio de estudio. Las muestras S2 y S4 en primavera
presentan un valor negativo de factor 3, a pesar de tener altos contenidos de TBT. Esto
puede ocurrir debido a la contribucidén negativa de la salinidad a este factor, puesto que
este pardmetro parece aumentar a medida que disminuyen los valores de factor 3. Por

otra parte, los menores valores de este factor se visualizan en las muestras recolectadas
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en invierno, particularmente los sitios S2, S3b y S4, dado que poseen las menores
concentraciones de TBT. Si bien, el sitio S6 también posee bajas concentraciones de este
compuesto, el valor de salinidad, hace que se encuentre a valores mayores de factor 3.

Como puede observarse en la Figura 3.6 d y f el sitio S6 en invierno se encuentra
visiblemente apartado del resto de las muestras por tener un alto valor de factor 2, que se
corresponde directamente con una concentracibon de DBT notablemente elevada
(aproximadamente el doble o mas que cualquiera de los sitios en las distintas estaciones
del afo). Un comportamiento peculiar se observa en este sitio puesto que las
concentraciones de DBT se incrementan a lo largo del afio, con un minimo en primavera y
un maximo en invierno. Como ha sido sefialado por Almeida et al. (2004), las corrientes
de marea son determinantes en el transporte de material particulado que traslada los OTC
desde las zonas de origen a zonas remotas, esto puede ocurrir particularmente en este
sitio, donde la sedimentacién de las particulas se ve favorecida por la hidrodinamica del
estuario. El sitio Villarino Viejo (S6) presenta varias caracteristicas especiales tales como:
aguas poco profundas, baja energia de mareas y una capa fina de sedimentos 6xicos. Las
altas concentraciones de DBT podrian ser resultado de la acumulacién del mismo y de un
proceso de degradacién menos efectivo que en otros sitios estudiados dentro del estuario.

De la misma manera que para TBT, se observa un comportamiento estacional (Fig
3.6 d y f) que registra valores positivos de factor 2 para las muestras recolectadas en
otofio y verano, mientras que en invierno y primavera los valores son negativos. Esto se
asocia con concentraciones de DBT mas altas (otofio y verano) y mas bajas (invierno y
primavera), respectivamente. La Unica excepcion es el ya mencionado comportamiento
del sitio S6 con respecto a este analito. Como ya se indic6, es probable que los altos
valores encontrados en verano sean producto de las condiciones ambientales favorables
a la degradacion de TBT, la cual es insignificante a bajas temperaturas y relativamente
rapida a las temperaturas registradas en la estacion estival (Langston et al., 1987).
Contrariamente, en invierno-primavera, el descenso en las concentraciones de DBT
puede ser debido al “bloom fitoplancténico” que caracteriza al area de estudio y da lugar a
una intensa biodegradacion de los OTC.

Como puede observarse (Fig 3.6 d y e), el sitio S6 en otofio presenté el valor mas
alto de factor 1, en concordancia con la concentraciéon mas alta de MBT. Probablemente,
esto ocurre como resultado de las corrientes de marea que generan un transporte de
material particulado desde sitios alejados hacia la parte mas interna del estuario (Villarino

Viejo, S6). Ademas, los altos valores encontrados sugieren la existencia de contribuciones
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adicionales de MBT mas all4 de las correspondientes a la degradacion de TBT y DBT.
Una fuente adicional difusa de dicho analito, posiblemente provenga de las descargas de
aguas residuales de la ciudad, donde se drena agua doméstica (aguas negras) sin ningin
tratamiento residual (Shim et al., 1999; Hoch et al., 2003; Buggy & Tobin, 2006). Como se
ha mencionado en el capitulo 2, este compuesto es utilizado en la estabilizacién del PVC,
material empleado para las tuberias de agua potable, de aguas residuales y de agua de
drenaje, por lo que la lixiviaciéon de MBT de los tubos de PVC al medio es posible (Hoch,
2001). Otra fuente, podria derivar de la descarga colectora de efluentes industriales,
principalmente por la presencia de una planta de PVC en el &rea de estudio.

El sitio S2 presenta, con respecto a los demas sitios muestreados, altas
concentraciones de MBT. Este sitio se encuentra en la proximidad de la instalaciéon
termoeléctrica "Luis Piedra Buena", desde la que se descarga agua a elevada
temperatura al estuario, lo cual favorece una degradacién mas rapida del TBT (Almeida et
al., 2004). Por otro lado, se debe considerar la cercania de S2 a la salida principal de las
aguas residuales de la ciudad de Bahia Blanca. Los altos recuentos microbianos
registrados en esta zona del estuario (Baldini et al., 1999), confirman una actividad
biolégica importante, que podria ocasionar la biodegradacion de los OTC. Ademas, las
altas concentraciones de MBT podrian obedecer a las fuentes adicionales de este
compuesto, mencionadas anteriormente. Por otro lado, el sitio S2 registra un aumento de
MBT a lo largo del afio, con un minimo valor en verano y un maximo en primavera. Esto
esta en concordancia con la velocidad del proceso de degradaciéon de los OTC. El DBT,
cuya concentracién es alta en verano, comienza a degradarse hasta que el “bloom
fitoplanctonico”, caracteristico del invierno, acelera dicho proceso, alcanzandose las
mayores concentraciones de MBT en primavera. En contraposicién, el resto de los sitios
de muestreo, presentan valores mas bajos (y similares entre si) de MBT, dado que las
caracteristicas de estos sitios no parecen ser tan favorables para la degradacién de los
OTC.
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Figura 3.6- a—c Graficos de loadings, d—f graficos de scores para las muestras de sedimento

superficiales tomadas en 2013.
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3.6.2 Muestras de sedimentos superficiales tomadas en 2014

A partir del analisis de U-PCA se identificaron tres componentes principales, los
cuales explicaron el 49,1%, el 38,1% y el 10,4% de la varianza total, respectivamente. Las
variables que contribuyen a la varianza recogida por el modelo son: la salinidad y las
concentraciones de TBT, DBT y MBT. El resto de las variables estudiadas (temperatura,
pH y contenido de materia organica) no presentan una variabilidad tal que deba ser
tomada en cuenta por el modelo (Figuras 3.7 a-c). Esto demuestra, a pesar de la falta de
correlacion encontrada entre los compuestos organoestannicos estudiados y la salinidad,
la importancia de esta variable en la distribucion de los OTC en muestras de sedimento.
El primer componente principal est4 caracterizado por una contribucién positiva y elevada
con respecto a la concentracién de MBT y, en menor medida, de TBT. Al mismo tiempo,
se observa una contribucion negativa de la concentracion de DBT vy la salinidad del medio
(DBT > salinidad). El segundo factor presenta una componente positiva relacionada con
los tres compuestos estudiados (DBT > MBT > TBT) y una componente negativa debida a
la salinidad. El tercer componente sOlo presenta contribuciones positivas de la
concentracion de MBT y la salinidad del medio. Las Figuras 3.7 d-f ilustran los graficos
de scores de los primeros tres componentes principales.

El patron de distribucion observado de acuerdo al primer y segundo componente
principal (Figura 3.7 d) presenta un grupo de muestras claramente diferenciado del resto
por su posicion en el segundo cuadrante. Se trata de las muestras recolectadas en los
sitios S2, S4 y S5, en primavera, que se diferencian de las otras muestras por una alta
concentracion de DBT. Estos niveles significativamente elevados de DBT podrian sugerir
un ingreso adicional de este compuesto, posiblemente derivados de efluentes industriales.
El resto de los sitios, en primavera, no presenté una concentracion de DBT apreciable,
probablemente debido a su ubicacién (S1 que se encuentra fuera de la parte interna del
estuario, S6 que se halla en una zona de baja energia de marea y S3a que corresponde a
una zona aislada del Canal Principal), mientras que los sitios con alto contenido de DBT
se ubican expuestos a la corriente del canal de navegacion.

Se observa un comportamiento general de degradacion con respecto al compuesto
disustituido, encontrdndose las concentraciones mas elevadas en verano y las més bajas
en la estacion primaveral, a excepcion de los sitios previamente discutidos. El elevado
contenido de DBT, en verano, probablemente sea resultado de la biodegradacién de TBT
en dicha estacion. Las altas temperaturas registradas permiten incrementar la actividad

metabdlica de los microorganismos y con ello, la degradacion de TBT a DBT. Esta
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biodegradacién se ve intensificada en invierno-primavera por el “bloom fitoplancténico”
que caracteriza al estuario de Bahia Blanca, dando lugar a concentraciones menores de
DBT en estas estaciones del afo, debido a que se degrada hacia el compuesto
monosustituido (y éste a estafio metélico).

Las demés muestras se encuentran distribuidas a lo largo de una linea definida por
los vectores correspondientes a la salinidad y las concentraciones de MBT y TBT (Figura
3.7 a). Las muestras que presentan un mayor contenido de MBT se encuentran en el
primer cuadrante (S3a y S2 en otofio, S3a en verano y S4 en invierno). El sitio S3a,
particularmente, present6 altas concentraciones de MBT a lo largo del afio muestreado.
Ademas, este sitio, se caracteriza por la presencia de numerosas embarcaciones de
pesca y recreacion a lo largo de todo el afo, lo que da lugar a altas concentraciones de
TBT. Las concentraciones del compuesto trisustituido aumentaron de forma estacional,
con un valor minimo en invierno y un maximo en otofio, coincidiendo con el aumento en
los valores de MBT (coeficiente de Spearman: r=0,80; p=0,05). Esta correlacion
significativa, indicaria que el MBT encontrado en el sitio S3a es producto de la
degradacion del TBT (en sucesivas etapas) y ho de contribuciones adicionales. Gracias a
las caracteristicas de este sitio dentro del estuario de Bahia Blanca (ubicaciéon en una
zona aislada del canal principal, aguas poco profundas y escasa circulacion de las
mismas) se ve favorecida la adsorcién y acumulacién de los OTC-particularmente MBT-
en muestras de sedimento presentes en el sitio S3a (Lee et al., 2006)

La elevada concentracion de MBT encontrada en el sitio S2, probablemente sea
consecuencia de una degradacion mas rapida del TBT y DBT. Por un lado, debido a la
cercania del sitio S2 a la central termoeléctrica "Luis Piedra Buena", desde donde se
descarga agua a elevada temperatura al estuario, favoreciendo la degradacion térmica de
los OTC (Almeida et al.,, 2004). Por otro lado, la elevada concentracion de MBT
encontrada en el sitio S2 puede ser resultado de una importante biodegradacién de los
OTC, debido a la cercania de este sitio a la salida principal de las aguas residuales de la
ciudad de Bahia Blanca, donde existe una actividad biolégica significativa (Baldini et al.,
1999).

Por otra parte, la elevada concentracion de MBT registrada en el sitio S4, en
invierno, parece ser resultado de un ingreso adicional del compuesto monosustituido. Este
sitio, se ubica en un centro industrial y en cercania a la descarga colectora de efluentes
industriales, que pueden considerarse posibles fuentes de MBT, principalmente por la

descarga proveniente de una fabrica de plastico PVC en el &rea de estudio. Como
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mencionamos anteriormente, DBT (y MBT) son comlUnmente utilizados como
estabilizadores quimicos del calor y la luz en la industria plastica (Ebdon et al., 1998;
Olushola Sunday et al., 2012).

Si bien, segun su contenido de OTC, se esperaba una posicion similar para el sitio
S1 en otofio y para el sitio S3a en primavera, el bajo valor de salinidad registrado para
dichos sitios en estas estaciones del afio ocasiona un desplazamiento de esta muestra
hacia el origen de coordenadas. A lo largo de esta diagonal los valores de las muestras
para cada estacion del afio se corresponden, en lineas generales, con la concentracion de
MBT. Sin embargo, se observan algunas excepciones. En verano, para el sitio S6 se
esperaba una posicion similar a los sitios S2 y S4 (tercer cuadrante). No obstante, debido
al bajo nivel de salinidad registrado en este sitio, se observa un cambio de posicion. Lo
mismo sucede en primavera para este sitio ya que, de acuerdo a la concentracion de MBT
se esperaba una posicién intermedia entre los sitios S1 y S3a. Sin embargo, esto no
ocurre a causa de la baja salinidad registrada en el sitio S6.

El patrén de distribucién observado de acuerdo al primer y tercer componente
principal (Figura 3.7 e) presenta tres agrupaciones diferentes. Por un lado, un conjunto de
muestras se encuentra distribuido a lo largo de una diagonal definida por el vector
correspondiente a la concentracion del MBT (Figura 3.7 e). Al igual que lo comentado
anteriormente para la Figura 3.7 d, se esperaba que el sitio S1, en otofio, ocupara una
posicion en esta diagonal entre el sitio S2 (otofio) y los sitios S3a (otofio) y S4 (invierno);
sin embargo, el elevado valor de salinidad registrado para este sitio lo posicion6 fuera de
dicha diagonal en direccién al vector correspondiente a la variable fisicoquimica antes
mencionada. El mismo comportamiento se observé para los sitios S2 y S4, en verano, los
cuales al tener una concentracion de MBT similar al sitio S6, en la misma estacion, se
esperaria encontrarlos en la diagonal. Sin embargo, debido a su elevada salinidad (los
valores mas altos del afio muestreado) se ubicaron fuera de la linea mencionada.

Por otro lado, es posible observar un conjunto de muestras ubicado en el centro de
la Figura 3.7 e. Al estar alrededor del origen de coordenadas, definido por los factores 1y
3, estas muestras no parecen estar afectadas significativamente por alguna variable en
particular. Es posible afirmar, sin embargo, que todas ellas poseen bajas concentraciones
de MBT en relacién con aquellas situadas sobre la diagonal mencionada (a excepcion de
aquellas muestras ya mencionadas: S1-otofio, S2-verano, S4-verano). Otra observacion
con respecto a este grupo es que las muestras S3a (primavera) y S5 (invierno) son las

Unicas que poseen valores positivos de factor 1. Este factor tiene una componente menor

Quintas Pamela Y Capitulo 3



[ 72 )

)

correspondiente a la concentracion de TBT (Figura 3.7 b) y, precisamente, estas
muestras son las Unicas de este grupo que presentan un contenido de TBT apreciable.
Tanto el sito S3a como el sitio S5, se caracterizan por numerosas embarcaciones de
pesca y recreacion, lo que favorece la presencia de TBT en muestras de sedimento en
dichos sitios.

Finalmente, al igual que lo observado en la Figura 3.7 d, un grupo de muestras
corresponde los sitios S2, S4 y S5 en la estacion primaveral se diferenciaron de las otras
muestras por un alto valor de factor 3, consistente con una elevada concentracion de
DBT.

En la Figura 3.7 f se observan agrupaciones similares a las que presenta la
Figura 3.7 e, aunque orientadas segun la posiciobn de los vectores asociados a las
variables (Figura 3.7 b). Por lo tanto, no es necesario realizar comentarios adicionales.

e Conclusiones parciales

A patrtir del analisis de U-PCA se pudo observar que la distribucion en cuanto a las
concentraciones de TBT y sus productos de degradacién —DBT y MBT—- en las muestras
de sedimento parece estar influenciada por ciertos parametros fisicoquimicos discutidos
anteriormente tales como, temperatura y salinidad del medio. Ademas, se observé una
cierta variacion temporal con respecto a las concentraciones de OTC encontradas en las
muestras de sedimento. También se pudo notar una importante biodegradacion del TBT,
principalmente, en el periodo del “bloom fitoplacténico” que caracteriza al area de estudio
en invierno/primavera. En cuanto a las concentraciones de DBT y MBT, parecen existir
fuentes adicionales de estos compuestos a lo largo del area de estudio, méas alla de la
degradacion del TBT. Estas distintas fuentes se mencionaron a lo largo del capitulo.
Desde un punto de vista espacial no se observé una tendencia clara sino que toda el area
de estudio parece estar impactada por la presencia de TBT, DBT y MBT. Las
concentraciones mas elevadas de TBT no se han encontrado sélo en sitios que suponen
una magnitud de impacto mayor, por ser zonas de intenso trafico marino. Por el contrario,
toda el area de estudio parece estar impactada por los OTC, probablemente como
resultado de las corrientes de marea que caracterizan la zona de estudio, asi como los

procesos de dragado que se realizan periddicamente sobre el Canal Principal.
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Figura 3.7- a—c Gréficos de loadings, d—f graficos de scores para las muestras de sedimento
superficiales tomadas en 2014.
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CAPITULO 4: COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS
EN AGUA DE MAR Y EN MATERIAL PARTICULADO
EN SUSPENSION

4.1 Parametros analiticos para la determinacion de compuestos
organoestannicos en agua de mar

En la Tabla 4.1 se pueden observar las cifras de mérito correspondientes a la
determinacién de OTC en muestras de agua de mar. El método present6 buena linealidad
en el ambito estudiado, con coeficientes de determinacion (R?) entre 0,990 y 0,998. La
evaluacién de linealidad se realiz6 aplicando la prueba de ANOVA, y no se observo falta
de ajuste al modelo lineal (p>0,30). Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)
para cada analito se calcularon teniendo en cuenta la relacién sefal/ruido: S/IN=3 y
SIN=10, respectivamente. Los LOD alcanzados fueron 2,1; 5,4 y 8,4 ng Sn L™ para TBT,
DBT y MBT, respectivamente. Los LOQ obtenidos fueron 7,0; 17,7 y 28,0 ng Sn L™ para el

compuestos tri, di y monosustituido, respectivamente.

Tabla 4.1- Cifras de mérito para la determinacion de los compuestos organicos de estafio mediante
GC-MS.

Intervalo y =bo +b1x )
Analito lineal de R LOD LO
trabajo bo (Sto) b1 (Se1) 0
TBT 7,0-1000 -0,021 (0,004) 1,256 (0,063) 0,990 2,1 7,0
DBT 17,7-1000 0,112 (0,015) 0,592 (0,037) 0,998 54 17,7
MBT 28,0-1000 -0,022 (0,001) 0,097 (0,012) 0,992 8,4 28,0

Intervalo lineal de trabajo (ng Sn L™) by: ordenada al origen; b,: pendiente; Sy,: desviacién estandar de la ordenada al
origen; Spy: desviacion estandar de la pendiente; LOD-LOQ (ng Sn L™).

Para estimar la veracidad y precisiéon del método aplicado, y debido a que no
existe un material de referencia certificado de compuestos organoestannicos en agua de
mar, se realizaron agregados conocidos de TBT y sus productos de degradacion, DBT y
MBT, sobre muestras de agua de mar. Estas muestras fueron tratadas de igual manera
que las muestras de agua de mar analizadas cuyo procedimiento analitico esta descripto
en el capitulo 2.

La veracidad del método se evalué en términos de recuperacion. Para cada
concentracion conocida fueron analizadas seis muestras y su promedio se presenta en la

Tabla 4.2. Los porcentajes de recuperacion obtenidos variaron entre el 82,1% y 105,7%, y
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se encuentran dentro de los valores de recuperacion aceptables, es decir entre 70% vy
120%, de acuerdo con las recomendaciones de validacién de analisis (Eurachem 1998;
IUPAC 2002). La precision se evalué en condiciones de repetitividad y se estim6é como
DER% (desviacion estdndar relativa porcentual). Los resultados estuvieron en
conformidad con las recomendaciones de validacion de andlisis (Eurachem 1998; IUPAC
2002), es decir, por debajo de 20% (Tabla 4.2).

Tabla 4.2- Porcentajes de recuperacion (%) y DER (%) obtenidos en muestras de agua de mar con

agregados conocidos de MBT, DBT y TBT.

Concentracién Concentracion

Analito adicionada obtenida % DER%
(hg S LY (hg S LY recuperacion

50 42,4 104,9 17,4

TBT 500 427,5 85,5 10,2
1000 821,0 82,1 7,4

50 43,1 85,9 11,3

DBT 500 520,9 104,2 7,9
1000 866,0 86,6 2,2

50 43,8 87,6 3,6

MBT 500 501,5 100,3 12,0
1000 1057,0 105,7 19,3

Al igual que en las muestras de sedimento, se evalué la eficacia en la extraccion
de los analitos. Para ello, a muestras de agua de mar se le agregaron cantidades
conocidas de TeBT, se les aplic6 el procedimiento analitico ya mencionado (Seccion
2.4.3.1), se agregd TPrT y se inyectd en el cromatografo. De esta forma, sélo se evalud la
etapa de extraccion debido a que el TeBT no sufre el proceso de derivatizaciéon, como ya

se indicé anteriormente. La eficacia de extraccién fue satisfactoria, siendo del 87,7 %.

4.2 Niveles de compuestos organicos de estafio en muestras de agua de mar
superficial
A lo largo de 2014 se obtuvieron un total de 24 muestras de agua de mar

superficial. En la Tabla 4.3 se observan las concentraciones de OTC halladas. ElI TBT vy

sus productos de degradacion -DBT y MBT- se detectaron en todos los sitios de muestreo
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y en todas las estaciones del afio. Sin embargo, el compuesto disustituido pudo ser
cuantificado s6lo en la estacién primaveral. Este comportamiento parece ser atribuido al
ya mencionado “bloom o colapso fitoplancténico” que caracteriza al estuario de Bahia
Blanca en dicho periodo del afio, puesto que este fendmeno puede acelerar la
degradacién de TBT.

Tabla 4.3- Valores de TBT y sus productos de degradacion- DBT y MBT- en muestras de agua de

mar tomadas en el estuario de Bahia Blanca, expresados en ng Sn L™.

Estaciones  q;i0¢ TBT DBT MBT TBts? BDI
del afio

s1 751+2,4 n.c. 315 + 23 390 + 23 0,24

S2 68,4 + 2,8 n.c. 308 + 24 376 + 24 0,22

S3a  749+42 n.c. 414 + 12 489 + 13 0,18
Verano

s4 65,2 + 5,1 n.c. 347 + 20 412 +21 0,19

S5 56,5+ 4,6 n.c. 308 + 18 365 + 19 0,18

S6 21,4+05 n.c. 290 + 10 311+ 10 0,07

s1 216 + 19 n.c. 317 + 18 534 + 26 0,68

S2 197 +17 n.c. 647 + 29 843 + 34 0,30

) S3a 227 + 15 n.c. 363+ 19 589 + 24 0,63
Otofio

s4 296 + 20 n.c. 337 +22 633 + 30 0,88

S5 186 + 12 n.c. 414 + 12 600 + 16 0,45

S6 387 + 25 n.c. 315+ 8 702 + 27 1,23

s1 105 + 10 n.c. 455+ 5 560 + 11 0,23

S2  435+109 n.c. 329 + 20 372 +22 0,13

, S3a  885+51 n.c. 354 + 4 443 +7 0,25
Invierno

s4 478+42 n.c. 356 + 16 403 + 17 0,13

S5 112+8 n.c. 852t 12 464 + 14 0,32

S6 88,5+ 2,4 n.c. 370 + 10 459 + 10 0,24

s1 22,6+ 2,4 288 + 12 289 + 2 600 + 12 0,04

s2 58,2 +8,2 333+18 317 +17 708 + 26 0,09

_ S3a  54,0+56 510 + 28 303+ 18 867 + 34 0,07

Primavera

s4 84,8+85 358 + 12 289+ 7 732+ 16 0,13

S5 55,5 + 3,6 260 + 13 306 + 15 622 + 20 0,10

S6 46,0422 290 + 13 294 + 6 630 + 14 0,08

Los valores reportados son el promedio de tres replicas junto con su correspondiente desviacion estandar.
n.c.: No cuantificado. *TBts: TBT+DBT+MBT. BDI=[TBT/(DBT+MBT)]
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Los niveles de TBT se hallaron entre 21,35 y 386,88 ng Sn L™ Las
concentraciones de DBT oscilaron entre 259,91 y 509,61 ng Sn L™ mientras que las de
MBT se encontraron entre 289,24 y 646,59 ng Sn L™.

En cuanto a las concentraciones de TBT, a partir del Test de Kruskal Wallis, se
registré que la estacion otofial difiere significativamente del resto de las estaciones del
afno (p<0,05), mientras que entre ellas (verano, invierno y primavera) no hay diferencia
significativa (p>0,05). Como puede observarse en la Tabla 4.3, si bien se ha encontrado
TBT en el medio acuético en todas las estaciones del afo, los valores mas altos TBT se
registraron en otofio para todos los sitios de muestro.

La presencia TBT a lo largo del afio de muestreo en el agua de mar superficial
indica una entrada permanente de este compuesto al estuario de Bahia Blanca. Este
comportamiento puede ser atribuido, por un lado, a la principal via de ingreso de TBT a la
columna de agua, es decir, a través de la lixiviacion directa de las pinturas
antiincrustantes. Por otra parte, a diferencia de otros contaminantes, el proceso de
sorcion/desorcion para los OTC es muy rapido, por lo que cualquier resuspension de
sedimentos contaminados (por ejemplo, por las mareas, tormentas o las actividades de
dragado) conduce a una mayor concentracién de TBT en la columna de agua. De esta
forma, la presencia constante de TBT en las muestras de agua puede ser consecuencia
del dragado continuo que se realiza sobre el Canal Principal de navegacion, lo que
provoca la resuspension de los sedimentos de fondo. Estos sedimentos, debido a las
condiciones anaerobicas en las que se encuentran, contiene elevados niveles de TBT vy,
debido a que la adsorcion de TBT a particulas del sedimento es un proceso reversible,
este compuesto puede ser liberado a la columna de agua (Hoch et al.,, 2003; Hoch &
Schwesig, 2004; Furdek et al., 2012). Esta removilizacion de sedimentos en conjunto con
las corrientes de marea que caracterizan al area de estudio, inciden en el transporte y la
recirculaciéon del compuesto trisustituido a lo largo del area de estudio. Si bien el dragado
del estuario se realiza con regularidad, particularmente se llevé a cabo el dragado del
Canal Principal durante los dias préoximos al muestreo de otofio. Esto explicaria las

concentraciones mas elevadas de TBT encontradas en esta estacion.

Como puede observarse en la Tabla 4.3 todas las concentraciones de TBT
encontradas en las muestras de agua de mar a lo largo de este estudio son mayores al
valor superior de EAC (ver seccion 1.1.5), por lo que, ciertos efectos bioldgicos son

altamente probables para las especies mas sensibles ubicadas en los sitios de estudio. El
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efecto adverso mas comun causado por la concentracion de TBT en gasterépodos,
“imposex”, aparece a una concentracion de 1 ng Sn L™ (Furdek et al., 2012). Si bien no se
realizaron estudios de “imposex”, en funcién de las concentraciones obtenidas de TBT en
las muestras de agua, la aparicidbn de esta condicion podria estar ocurriendo en las

especies que habitan en los sitios de muestreo.

4.3 Niveles de compuestos organicos de estafio en muestras de material
particulado en suspensién (MPS)

Se obtuvieron un total de 24 muestras de MPS a lo largo del afio de muestreo, sin
embargo por inconvenientes en el CG-MS las muestras correspondientes a los sitios S4 y
S5, en invierno, no pudieron ser medidas. De esta forma, se determinaron 22 muestras de
MPS. Las concentraciones de TBT oscilaron entre 99,07 y 1695,74 ng Sn g™ p.s. Los
valores del compuesto disustituido se hallaron entre 192,91 y 1967,74 ng Sn g* p.s.
mientras que, las concentraciones de MBT se encontraron entre valores no cuantificables
y 6269,63 ng Sn g' p.s. En la Tabla 4.4 se observan las concentraciones de OTC

halladas en las muestras de MPS.

En las muestras de MPS la suma de las concentraciones de los OTC estudiados
(TBT+DBT+MBT) son mayores que las encontradas en las muestras de sedimento
(Figura 4.1). El valor méas alto obtenido para muestras de sedimento fue de 1170,32,
mientras que para MPS se obtuvo un valor de 7515,71 ng Sn g™*. Esto ocurre como
consecuencia de la gran relacidon superficie/ volumen que presenta el MPS, que lo
convierte en un gran sumidero de contaminantes en el ambiente marino. Los OTC
presentes en la columna de agua, debido a su hidrofobia y/o su carga positiva, son
adsorbidos rapidamente sobre las fases organicas y/o minerales del material particulado

en suspension (Arnold et al., 1997; Berg et al., 2001).
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Tabla 4.4- Valores de TBT y sus productos de degradacién —-DBT y MBT— en muestras de MPS

tomadas en el estuario de Bahia Blanca, expresados en ng Sn g™p.s.

Estaciones ;i1 TBT DBT MBT TBts® BDI
del afio

s1 850 + 32 1173+ 9 1938+29  3961+44 0,27

s2 107724 1628 £27 n.c. 270436 0,66

Verana S3a 94032 1152 + 14 n.c. 2092+32 0,82

S4 895 + 35 1218 +47  1425+31  3538+66 0,34

S5 1209+82 1500 + 66 718+ 11  3427+107 0,54

S6 1406+ 68 1871 +42 n.c. 3277+80 0,75

s1 561 + 23 846+ 8 3030 £27  4436+35 0,14

s2 534+5 1498 +48  1402+88  3434+101 0,18

) S3a  718+46 812 + 47 3059 +67  4589+94 0,19

Otono S4 438 +9 808 + 42 6270+75  7516+86 0,06

S5 405 + 18 622 + 17 2613+28  3640+37 0,13

S6 290 + 28 507 + 33 1233+33 203055 0,17

s1 1114+19 1006 + 64 n.c. 2120 +66 1,11

s2 99,1 + 9,4 197 + 14 30,4 + 4.3 327+17 044

viemo | 533 684%23 876 + 25 n.c. 1560+34 0,78

S4 e e e e e

S5 e e

S6 844 + 32 1424 +44 4063109 6332+122 0,15

s1 184 + 15 193 + 4 n.c. 377+16 0,96

s2 554 + 12 667 + 47 n.c. 1220+48 0,83

orimavers | 532 169670 196870 n.c. 3663+99 0,86

S4 394 + 33 476 + 42 n.c. 870+53 0,83

S5 774+ 31 942 + 32 n.c. 1716 +45 0,82

S6 710+ 21 728 + 45 n.c. 1438+49 0,97

Los valores reportados son el promedio de tres replicas junto con su correspondiente desviacion estandar.
n.c.: No cuantificado *TBts: TBT+DBT+MBT ---No fueron cuantificados por problemas en el CG-MS.
BDI= TBT/(DBT+MBT)
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Figura 4.1- Suma de las concentraciones de los compuestos orgénicos de estafio (TBts) en

muestras de sedimento y MPS tomadas en 2014, expresadas ng Sn por g'l.

4.4 indice de degradacion de TBT en las muestras de agua de mar y MPS

El indice de degradacion de butilestafio (BDI), definido por la Ec. 1 (Diez et al.,
2002) puede ser utilizado para estimar el nivel de degradacién de TBT en cada sitio
muestreado.

En las muestras de agua de mar superficial, los valores de BDI obtenidos fueron
menores a 1 lo que indicaria que se trata de una contaminacién antigua (Tabla 4.3). Una
excepcion a este comportamiento la constituye el sitio S6 (otofio) que, al igual que ocurrié
en las muestras de sedimento, presentd un valor de BDI que super6 la unidad. Esto
sugiere, por un lado, una contaminacion reciente de TBT o por otro lado, podria ser el
resultado del transporte de sedimentos debido a las corrientes de marea que caracteriza

al estuario de Bahia Blanca.

Los valores de BDI registrados para las muestras de MPS se encontraron por
debajo de la unidad, indicando que la contaminacion a lo largo del afio de estudio no es
reciente (Tabla 4.4), a excepcion del sitio S1 (Puerto Rosales), en la estacion invernal,
donde se obtuvo un valor de 1,22. Esto sugiere una contaminacion reciente, la cual puede
deberse a que dicho sitio se encuentra proximo a los diques secos, ubicados en Puerto
Belgrano, en cuyas instalaciones se llevan a cabo reparaciones de distintas

embarcaciones.
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De acuerdo con los valores de BDI obtenidos, tanto para muestras de agua de mar
como para MPS, se observa que la contribucién de TBT al estuario de Bahia Blanca no es
reciente y/o se encuentra bajo un proceso de degradacion general y probablemente
rapido, principalmente producto de una biodegradacion ya que es un estuario que se
caracteriza por un gran contenido de nutrientes y alta biomasa fitoplancténica.

4.5 Caracteristicas fisicoquimicas del medio

Como ya se ha dicho, el TBT, una vez introducido en la columna de agua, se
somete a procesos de degradacion tanto microbianos como fotoliticos, para dar lugar a
sus compuestos menos alquilados (DBT y MBT). Entre otras condiciones ambientales, la
luz, la temperatura, los nutrientes y la presencia de ciertos micoorganismos influyen en la
tasa de degradacion de TBT (Seligman et al., 1996; Furdek et al., 2012). Ademas, ciertos
pardmetros (pH, salinidad, MOP) pueden influir en la distribucién de los compuestos
organoestannicos estudiados entre los distintos compartimentos ambientales (Hoch,
2001). Es sabido, que el destino ambiental de los compuestos organicos esta
determinado, en JUltima instancia, por las caracteristicas fisicoquimicas de cada

compuesto y del medio que los contiene (Arias, 2008).

Se analizaron diversas variables con el fin de evaluar el rol de las propiedades
fisicoguimicas sobre la distribucion de los OTC en el estuario de Bahia Blanca, tanto en

las muestras de agua de mar como en las de MPS.

e pH, temperaturay salinidad

Estos parametros (pH, salinidad y temperatura) fueron evaluados y discutidos en el
capitulo correspondiente a los sedimentos. Como se ha mencionado a lo largo de esta
tesis, la salinidad y el pH del medio son factores importantes para controlar la particion de
los OTC entre el sedimento y la columna de agua (Meador, 2000; Hoch et al., 2002) por lo
que se esperaba encontrar una correlacién significativa. Sin embargo, tanto en las
muestras de agua de mar como en las de MPS, no pudo evidenciarse una correlacién
entre estos pardmetros y los analitos estudiados (TBT, DBT, MBT), asi como tampoco con

la temperatura del medio.
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Posiblemente, al igual que en los sedimentos, este hecho obedezca a la
interaccion de otros factores que influyen en la distribucion de los OTC en el estuario (ej.
la presencia de microorganismos responsables de la biodegradacion). Otra posible razén
puede provenir de ingresos adicionales de DBT y MBT al estuario de Bahia Blanca, méas
allda de la degradacion del compuesto trisustituido, que podrian estar sesgando una
posible correlacion. Estas posibles fuentes de DBT y MBT se han mencionado a lo largo

de esta Tesis.

e Turbidez
La distribucién del material particulado en suspensién (MPS) presentd un
comportamiento variable desde el punto de vista estacional. Se observé que, en general,
los valores mas altos de turbidez se registran en verano y los mas bajos en la estacion
primaveral, oscilando entre 30,7 y 795,4 mg L™ (Figura 4.2). En el sitio S2 (invierno),
correspondiente a la central termoeléctrica, se registr6 un salto brusco de esta variable
fisicoquimica, probablemente como consecuencia de una descarga de efluentes realizada

proxima al momento del muestreo.

Como se mencioné en el capitulo 2, el estuario de Bahia Blanca esta caracterizado
por una elevada turbidez y por tanto los valores registrados son tipicos de este ambiente.
Esto es resultado, entre otras cosas, de la resuspension de sedimentos finos (limo-
arcillosos) generada por las corrientes de marea semidiurnas, de los vientos
predominantes del norte y noroeste, del aporte de las corrientes de agua dulce y, ademas,
del dragado periédico que se realiza en el Canal Principal de Navegacion (Piccolo &
Perillo, 1990; Marcovecchio & Freije, 2004).

La turbidez generada por la presencia del MPS es un parametro muy importante
de estudio debido a que, como se menciond anteriormente, representa uno de los
sumideros de contaminantes mas grandes en el ambiente marino. Ademas, debido a las
corrientes de marea que caracterizan el area de estudio, el MPS es transportado a lo
largo de todo el estuario de Bahia Blanca por lo que, es logico no encontrar grandes
diferencias entre los sitios muestreados, a excepcion del sitio S2 (otofio) antes

mencionado.

A pesar de la importancia de la turbidez en el medio, no se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas entre esta variable y las concentraciones de

TBT, DBT y MBT presentes tanto en las muestras de agua de mar, como en las de MPS
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(p>0,05). Esta falta de correlacién puede ser atribuida a la variabilidad en cuanto a los

distintos procesos que dan lugar a la resuspension de sedimentos en el area de estudio.
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Figura 4.2- Distribucién de la turbidez en los sitios estudiados del estuario de Bahia Blanca, en
2014.

e Materia organica particulada

El contenido de materia organica particulada (MOP) juega un papel importante en
el destino, movilidad y disponibilidad de los compuestos organicos de estafio en los
ecosistemas marino-costeros; de hecho, la materia organica ha sido sefialada como el
componente adsorbente principal de los OTC (Berg et al., 2001).

En la Figura 4.3 se observa la distribucion de la materia organica particulada
(MOP, expresada en %) para cada sitio de muestreo a lo largo del afio de estudio. Los
valores oscilaron entre 490 y 1728 mg C m™. El valor mas alto de MOP% fue registrado
en verano para el sitio S1 (Puerto Rosales) mientras que el valor mas pequefio se obtuvo
en el S6, en la estaciobn primaveral. Los altos niveles de materiales en suspension
pudieron ser causados por los procesos de resuspension inducidos por las corrientes de
marea (Guinder, 2011). En cuanto a la distribucién temporal no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las cuatro estaciones del afio evaluadas (Test de
Kruskal Wallis, p>0,05). Este comportamiento podria deberse a que existen aportes de
MOP (produccién fitoplancténica, degradacion de organismos, produccion vegetal de las
marismas, etc.) asi como también, diversos aportes antrépicos (vertido continuo de

efluentes domésticos/industriales, distintos cuerpos de agua que desaguan en el sistema,
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etc.) que caracterizan al estuario de Bahia Blanca (Fernandez Severini, 2008). Esos
distintos aportes de MOP no afectan de forma importante en ninguna estacion del afio.

A pesar del rol importante que desempefia la materia organica en la adsorcion de
los compuestos butilados de estafio, no pudo evidenciarse una correlacion
estadisticamente significativa (p>0,05) entre MOP% vy las concentraciones de los
compuestos organoestannicos estudiados (TBT, DBT y MBT). Esta falta de correlacion
probablemente sea resultado de las numerosas variables que influyen en la concentracion
de MOP en el estuario, asi como también, aquellas variables que intervienen en la
distribucion de los OTC. Ademas, la falta de correlacién podria ser consecuencia de una
posible incorporacion DBT y MBT al estuario de Bahia Blanca a partir de diversas fuentes

antropogénicas, mencionadas a lo largo de esta Tesis.
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Figura 4.3- Distribucion de MOP en los sitios estudiados del estuario de Bahia Blanca, en 2014.

4.6 Distribucion de los compuestos organicos de estafio

Se empled el Analisis de Componentes Principales Desplegado (U-PCA), para
lograr una mejor visualizacion en cuanto al comportamiento de los compuestos
organoestannicos estudiados, tanto temporal como espacialmente, en muestras de agua
de mar y MPS.

4.6.1 Muestras de agua de mar superficial
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A partir del analisis de U-PCA se identificaron tres componentes principales, los
cuales explicaron el 57,3%, el 18,2% y el 10,5 % de la varianza total, respectivamente.
Las variables que contribuyen a la varianza recogidas por el modelo son: la turbidez, la
MOP vy las concentraciones de TBT, DBT y MBT. El resto de las variables estudiadas
(salinidad, temperatura y pH) no contribuyen de manera significativa al modelo (Figuras
4.4 a-c). El primer componente principal esta caracterizado por una contribucion positiva y
elevada de MOP y, en menor medida, de la concentracion de DBT vy la turbidez del medio.
El segundo factor presenta un componente positivo e importante y corresponde a la
concentracion de DBT. Simultdneamente, se observa una contribucion negativa e
importante de la turbidez del medio y, en menor medida, de las concentraciones de MBT y
TBT (MBT> TBT). El tercer factor presenta una contribucion positiva con respecto a la
turbidez del medio y la concentracién de DBT (turbidez>DBT). Conjuntamente, presenta
una contribucién negativa debido a las concentraciones de TBT y MBT (TBT>MBT) y, en
menor medida de MOP. Las Figuras 4.4 d-f ilustran los gréaficos de scores de los
primeros tres componentes principales.

En la Figura 4.4 d se puede observar que los sitios muestreados en la estacion
primaveral se posicionan sobre valores positivos de factor 2 debido a que son los Unicos
sitios para los cuales fue posible la cuantificacion de DBT. Por otra parte, valores bajos de
factor 2 estan atribuidos a valores altos de turbidez. El sitio S2, en invierno, tiene el valor
mas negativo de este factor ya que presenta la turbidez mas elevada de 2014. El resto de
las muestras se encuentran distribuidas a lo largo de una linea definida por el vector
correspondiente a la MOP, siendo el sitio S1 (verano) el que presenta el mayor contenido
de MOP registrado en el afio de muestreo.

En las estaciones de verano, otofio e invierno la concentracién de DBT no fue lo
suficientemente alta como para ser cuantificada, probablemente, debido a que este
compuesto se degrada muy rapido en la columna de agua. De los tres OTC estudiados, la
vida media mas corta se presenta para el DBT, siendo alrededor de 10 dias (Ranke &
Jastorff, 2000). Particularmente, la estacion primaveral se caracteriz6 por tener los valores
mas bajos en cuanto a salinidad y turbidez dentro del afio de muestreo. Estas variables
fisicoquimicas son importantes en los procesos de adsorcién/desorcion, asi como
también, en la distribucion de los OTC en el medio. Si bien no hay discusiones claras
acerca del comportamiento de DBT en el medio estuarino, y a pesar de la falta de
correlacion (p>0,05) entre dichas variables y el DBT, posiblemente estas caracteristicas

favorezcan la presencia de dicho analito en la columna de agua. Ademas, la disminucion
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de la turbidez es uno de los factores asociados al desarrollo de la floracion de fitoplancton
que caracteriza la zona de estudio (Guinder, 2011), que favorece la degradacion biolégica
de los OTC.

En la Figura 4.4 e es posible observar que los sitios correspondientes a la
estacion otofial presentan valores negativos y elevados de factor 3. Esto se debe al
contenido de TBT que se registré para esto sitios, siendo esta la estacion del afio en la
que se encontrd la mayor cantidad de este compuesto. El factor 3 tiene una pequefia
contribucion de MBT, debido a que no se encontraron fluctuaciones estacionales del
compuesto monosustituido a lo largo del afio muestreado, por lo que no se aprecia un
efecto importante en la figura. Dado que el factor 3 tiene una contribucion tanto de DBT
como de turbidez, se observa que a valores positivos de factor 3 se ubica el sitio S2 en
invierno (alta turbidez) y los sitios muestreados en la estaciébn primaveral (alta
concentracion de DBT). Los sitios correspondientes a la estacion estival se posicionan en
valores positivos de factor 3 debido a los altos valores de turbidez registrados en 2014. De
la misma manera que en la Figura 4.4 d, la distribucién que se observa a lo largo del
factor 1 se debe al contenido de MOP.

Las concentraciones de MBT encontradas no presentaron diferencias entre las
distintas estaciones del afio (Test de Kruskal Wallis; p>0,05). Este comportamiento puede
ser consecuencia, por un lado, de sus caracteristicas hidrofilicas por lo que tiende a
encontrarse en mayor proporcion en la columna de agua (Wang et al., 2008). Por otro
lado, puede ser resultado de la baja tasa de degradacion que caracteriza a este
compuesto. Como se menciond en el capitulo 2, los compuestos tri y dibutilados se
degradan rapidamente en agua de mar, con una vida media que oscila desde unos pocos
dias a semanas (Ranke & Jastorff, 2000). Por su parte, el MBT no presenta degradacion
aparente incluso después de 280 dias, lo que indica una vida media mucho mayor para el
compuesto monosustituido en comparacion con la del TBT y DBT (Cima et al., 2003;
Seligman et al., 1988, Furdek et al., 2012).

Como se ha observado al inicio de este capitulo, es evidente que hay un ingreso
continuo de TBT a lo largo del afio de muestreo. Por un lado, probablemente como
resultado de la lixiviacion directa de las pinturas antiincrustantes. Por otro lado, puede ser
consecuencia del dragado periddico que se realiza en el estuario de Bahia Blanca.
Gracias a la recirculaciéon de TBT, producto de las corrientes de marea que caracterizan al

area de estudio, todos los sitios evaluados fueron impactados con TBT. Las altas
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concentraciones de TBT encontradas en otofio, podrian deberse al dragado realizado en

esta estacion en el Canal Principal.

En la Figura 4.4 f se puede visualizar que los sitios muestreados en verano se
ubican en el segundo cuadrante debido a los elevados valores de turbidez registrados en
esta estacion, siendo las mas altas de 2014 (observado también en la Figura 4.4 e).
Como ya se dijo anteriormente, el sitio S2 (invierno) debido a su elevada turbidez se
desplaza en concordancia con el vector correspondiente a esta variable. El resto de las
muestras, todas correspondientes a la estacion primaveral, presentan un corrimiento
hacia valores positivos de factor 2, coincidiendo con el vector correspondiente a la
concentracion de DBT. Esta fue la Unica estacion del afio donde el DBT pudo ser
cuantificado. La concentracion mas alta de este compuesto se registrd en el sitio S3a. Por
otro lado, los sitios en otofio presentan valores negativos de factor 3 dado que poseen los
mayores contenidos de TBT en 2014. El sitio S2 (otofio) a pesar de no tener el mayor
contenido de TBT aparece con el valor mas negativo de factor 3. Esto se debe a que es el
anico sitio para el que se registr6 una concentracion significativamente elevada de MBT
con respecto al resto de los sitios en el afio muestreado.

La elevada concentracion de DBT encontrada en el sitio S3a, posiblemente sea
debido a la ubicacién de este sitio en el estuario de Bahia Blanca (zona aislada del canal
principal) y a las aguas poco profundas y escasa circulacion de las mismas que
caracterizan a este sitio. Estas caracteristicas favorecen la presencia y acumulaciéon de
los OTC en este sitio (Lee et al., 2006).

La elevada concentracion de MBT encontrada en el sitio S2, otofio, probablemente
sea consecuencia de una degradacién mas rapida de los OTC. Como se ha mencionado
anteriormente, debido a la cercania de este sitio a la central termoeléctrica "Luis Piedra
Buena" se ve favorecida la degradacion térmica de los OTC, por la presencia de un
efluente desde donde se descarga agua a elevada temperatura al estuario (Almeida et al.,
2004). Este comportamiento, también, podria ser atribuido a una importante
biodegradacion de los OTC debido a la cercania de este sitio a la salida principal de las
aguas residuales de la ciudad de Bahia Blanca, donde existe una actividad bioldgica

significativa (Baldini et al., 1999).
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Figura 4.4- a—c Graficos de loadings, d—f graficos de scores para las muestras agua de mar.
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e Conclusiones parciales

A partir del andlisis de U-PCA se pudo observar que la distribucion de TBT y sus
productos de degradacion en las muestras de agua de mar parece estar influenciada por
la turbidez y la MOP del medio. Al igual que para las muestras de sedimento, se observa
una variaciéon temporal en cuanto a las concentraciones de OTC encontradas. Sin
embargo, la presencia de TBT en todas las estaciones del afio, muestra un ingreso
continuo de este compuesto al estuario de Bahia Blanca ya sea debido a la lixiviacion de
pinturas anti-incrustantes o del dragado periédico realizado sobre el Canal Principal de
navegacion. También se pudo constatar que la vida media del DBT parece ser muy
pequefia en comparacién con el compuesto monosustituido y, nuevamente, se pudo
observar la importancia del “bloom fitoplacténico” caracteristico del periodo

invierno/primavera.

Finalmente, se observd que toda el area de estudio parece estar impactada por la
contaminacion de TBT, DBT y MBT, no s6lo para aquellos sitios que suponen una
magnitud de impacto mayor por ser zonas de intenso trafico marino. Probablemente este
comportamiento sea debido a las corrientes de marea que caracterizan la zona de
estudio, asi como los procesos de dragado que se realizan periédicamente sobre el Canal

Principal.

4.6.2 Muestras de MPS

A partir del andlisis de U-PCA (Figura 4.5) se identificaron dos componentes
principales, los cuales explicaron el 81,8% vy el 14,1 % de la varianza total. Las variables
que contribuyen a la varianza recogida por el modelo son las concentraciones de TBT,
DBT y MBT. El resto de las variables estudiadas (temperatura, turbidez, salinidad, MOP y
pH) no presentaron una variabilidad importante (Figura 4.5 a). El primer componente
principal esta caracterizado por una contribucion positiva y elevada correspondiente a la
concentracion de MBT. El segundo factor presenta un componente positivo y elevado con
respecto a las concentraciones de TBT y DBT (DBT> TBT).
La Figura 4.5 b ilustra el gréfico de scores de los primeros dos componentes principales.
Como puede observarse, los sitios de muestreo en la estacién otofial, se posicionan sobre
valores positivos de factor 1 coincidiendo con concentraciones elevadas de MBT. Estas
concentraciones son las mas altas encontradas en 2014 para todos los sitios de estudio, a
excepcidn del sitio S6 (invierno). Todos los sitios se ubican sobre valores negativos de

factor 2 a excepcion del sitio S2 que se encuentra en el primer cuadrante debido a su alta
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concentracion de DBT (entre dos y tres veces superior al resto de los sitios de esa misma
estacion).

La elevada concentracion de MBT encontrada en otofio puede ser resultado de
una rapida degradacion del TBT y DBT liberados a la columna de agua a través de la
movilizacion de sedimentos ocasionada por el dragado del Canal Principal (Hoch, 2001).
El MBT en la columna de agua presenta una velocidad de degradaciéon lenta vy,
consecuentemente, se acumula en la columna de agua.

La elevada concentracion de DBT encontrada en el sitio S2 (cercano a la central
termoeléctrica "Luis Piedra Buena") puede ser consecuencia de una degradacion rapida
del TBT. Por un lado, posiblemente debido a una mayor temperatura del agua en el
momento en que se realizan las descargas puntuales de efluentes de la central (Almeida
et al., 2004). Por otro lado, puede ser resultado de la biodegradacion de los OTC por parte
de microorganismos presentes en las aguas residuales de la ciudad de Bahia Blanca
(Baldini et al., 1999).

Todos los sitios que presentan una concentracion muy baja de MBT (o no
cuantificable) se posicionan en una linea paralela al eje del factor 2. Estos sitios se
diferencian entre si por su contenido de TBT y DBT posicionandose las de mayor
concentracion sobre valores positivos de factor 2. De esta manera, en verano, los sitios se
ubican en el segundo cuadrante, a excepcion de los sitios S1 y S4 (primer cuadrante) que,
ademas de tener un alto valor de TBT/DBT, también tienen un elevado contenido de MBT.
También en el segundo cuadrante se encuentran los sitios S1 en invierno y S3a en
primavera, siendo este ultimo el de mayor contenido de TBT y DBT de todos los sitios
muestreados en esta estacion del afio. En invierno y primavera, el resto de los sitios
presentan valores negativos de factor 2 coincidentes con valores més bajos de TBT y
DBT (cuarto cuadrante).

Como se observa en la Figura 4.5 b, en verano se encuentran los mayores
valores de TBT y DBT. Esta estacion se caracteriza por la presencia de numerosas
embarcaciones, tanto de recreaciébn como comerciales, que se trasladan a lo largo del
estuario de Bahia Blanca por lo que son esperables altos valores de TBT. Las
concentraciones de DBT encontradas en esta estacion también son elevadas y parece
existir una cierta correlaciéon con los valores de TBT (coeficiente de Spearman: r=0,70;
p<0,05). Sin embargo, este valor de correlacion no es tan elevado como para suponer que
todo el DBT presente proviene de la de degradacion de TBT. Esto sugiere que pueden

existir ingresos adicionales de DBT. Como se comentd anteriormente, el DBT es uno de
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los compuestos utilizado en la estabilizacién del PVC, material empleado para las tuberias
de agua potable, de aguas residuales y de agua de drenaje, por lo que la lixiviacion de
DBT de los tubos de PVC al medio es otra posible fuente de ingreso de este compuesto
(Hoch, 2001), ademés de los efluentes de la industria del PVC ya mencionados.

En el sitio S1 en invierno se registraron elevados contenidos de TBT y DBT. El alto
contenido de TBT, probablemente sea resultado de la cercania de este sitio a Puerto
Belgrano (diques secos) y esta podria ser la razén por la cual S1 es el Unico sitio
muestreado en el que la concentracion de TBT es mas elevada que la del compuesto
disustituido.

La elevada concentracion de TBT encontrada en el sitio S3a, posiblemente sea
debido a las numerosas embarcaciones de pesca y recreacion que caracterizan este sitio
de estudio. La adsorcion de TBT y DBT en el MPS se ve favorecida por las caracteristicas
de este sitio dentro del estuario de Bahia Blanca (ubicacién en una zona aislada del canal
principal, aguas poco profundas y escasa circulacion de las mismas) (Lee et al., 2006). La
correlacion obtenida entre ambos compuestos (TBT y DBT) indicaria que la concentracion
de DBT encontrada proviene principalmente, de la degradacion del compuesto
trisustituido (coeficiente de Spearman: r=0,80; p<0,05). Este sitio parece estar impactado

con los OTC en todo el afio de muestreo.

En primavera el porcentaje de TBT tiende a disminuir, posiblemente producto de
una importante degradacion biolégica como resultado del “bloom fitoplancténico”
caracteristico en los meses de agosto y septiembre. La correlacion que existe entre las
concentraciones de TBT y DBT, en esta estacion del afio, confirma que los valores
encontrados del compuesto disustituido proviene de la degradacion de su correspondiente
trisustituido (coeficiente de Spearman: r=0,99; p<0,05).

En el primer cuadrante se ubican los sitios que contienen altas concentraciones de
los tres compuestos estudiados (TBT, DBT y MBT). Estos son los sitios S1 y S4 de
verano, S2 de otofio y S6 en invierno. Las caracteristicas del sitio S2 (otofio) ya fueron
comentadas anteriormente. Las elevadas concentraciones de TBT encontradas en la
estacion estival en los sitios S1 y S4, probablemente, sean resultado de la presencia de
numerosas embarcaciones comerciales que caracteriza a ambos sitios de estudio, ya que
ambos son importantes puertos dentro del &rea de estudio. Ademas, en cercania al sitio
S1 se realizan descargas de aguas residuales de la ciudad de Punta Alta que podria dar

lugar a elevadas concentraciones de DBT y MBT originadas por la biodegradacion de
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TBT. El sitio S4 se ubica en un centro industrial y en cercania a la descarga colectora de
efluentes industriales, que origina posibles fuentes de MBT y DBT.

Finalmente, las elevadas concentraciones de OTC observadas en el sitio S6
(invierno), probablemente, sean producto de las corrientes de marea, que provocan la

llegada de contaminantes a sitios alejados de las fuentes principales de estos

compuestos.
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Figura 4.5- a Grafico de loadings, b grafico de scores para las muestras de MPS.

e Conclusiones parciales

A partir del andlisis de U-PCA se pudo observar que las concentraciones de TBT,
DBT y MBT en las muestras de MPS no parecen estar influenciadas por alguna de las
variables o parametros discutidos anteriormente. Al igual que el resto de las muestras
estudiadas, se observa una variacién temporal en cuanto a las concentraciones de OTC
encontradas a lo largo del afio muestreado. Desde un punto de vista espacial no se
observo una tendencia clara sino que toda el area de estudio parece estar impactada por
la contaminacion de los OTC estudiados.

Otra vez, parece ser importante la degradacién biolégica que sufre el TBT,
principalmente en el periodo invierno/primavera donde se produce el “bloom o colapso
fitoplanctonico” caracteristico del Estuario de Bahia Blanca. Finalmente, a lo largo de toda
el area de estudio, parecen existir diversas fuentes adicionales de DBT y MBT mas alla de

la degradacion del TBT. Estas fuentes parecen provenir, principalmente, de la lixiviacién
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de MBT y DBT desde tuberias de PVC (como las tuberias de agua potable, de aguas
residuales y de agua de drenaje) y de efluentes industriales.
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CAPITULO 5: COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS
EN MEJILLINES

5.1 Optimizacién de la etapa de limpieza de los extractos

El proceso de “clean-up” o limpieza de los extractos, empleado en las muestras de
mejillines, se optimizé evaluando el tipo de adsorbente a utilizar y el volumen de eluyente
empleado.

En primer lugar, se estudié el uso de distintos adsorbentes: florisil, silica gel y
alimina bésica, 4cida y neutra, asi como también, la combinacién de los mismos. Los
adsorbentes fueron previamente calcinados a 450°C durante varias horas. En suma a la
deshidratacion a 200°C durante varias horas realizada anteriormente a la construccion de
las columnas. En la Tabla 5.1 se muestra los diferentes adsorbentes empleados y la
masa utilizada, asi como también un breve comentario sobre los resultados respecto de la
determinacion de los compuestos organoestannicos de interés. Se opt6 por emplear silica
gel como adsorbente debido a que permitié obtener sefiales cromatogréaficas claramente
definidas para los tres analitos en cuestion (TBT, DBT y MBT).

En segundo lugar, se analizé el volumen Optimo de hexano, utilizado como
eluyente. Se seleccion6 este disolvente debido a que también se empled para extraer los
compuestos derivatizados. Para ello se usaron cantidades variables del mismo entre 1y 6
mL empleando una columna de silica gel como adsorbente. Se observé que, a medida
gue el volumen de hexano aumentaba, también lo hacia la concentracién de los analitos
extraidos de la columna, pero a partir del uso de 4 mL los resultados fueron similares, por

lo que se opté por utilizar 4 mL de hexano para la elucién.
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Tabla 5.1- Adsorbentes estudiados para llevar a cabo la limpieza de los extractos en las muestras

de mejillines.
Adsorbente Masa (g) Observaciones
Florisil 1 Sefiales cromatograficas definidas para TBT, DBT y MBT
o Sefales cromatograficas definidas y mas altas para los tres
Silica gel 1 . )
analitos de interés
o Sefiales cromatograficas pequefias para DBT y MBT.
Alimina neutra 2 . » . :
Cromatograma con baja relacion sefial/ruido
o . Sefales cromatograficas extremadamente pequefias para DBT y
Alimina basica 2
MBT
o Sefales cromatogréaficas extremadamente pequefias para DBT y
Alimina &cida 2
MBT
Silica gel + Alimina 0.5.1 Elucién muy lenta. Sefiales cromatogréaficas pequefias para los
neutra ' tres analitos
Silica gel + Alimina » .
o 0,5-1 Sefales cromatogréaficas poco definidas para DBT y MBT
basica
Silica gel + Alimina . o o
<cid 0,5-1 Seflales cromatogréficas poco definidas para DBT y MBT
acida
Alimina neutra 'y :
o 1-1 Solo se obtuvo una sefial cromatogréafica para TBT
basica
Alimina neutray ] . .
fcid 11 Solo se obtuvo una sefial cromatografica para TBT.
acida
Alimina aciday 11 Sefiales cromatograficas extremadamente pequefias
basica para DBT y MBT.

5.2 Pardmetros analiticos de los métodos propuestos: UNEP modificado y
us

En la Tabla 5.2 se observan las cifras de mérito obtenidas para las muestras de
mejillin Brachidontes rodriguezii, al aplicar, al igual que para las muestras de sedimentos,
los métodos UNEP modificado y asistido por US.

En primer término, se evalud la sensibilidad analitica y, como puede observarse,
fue mucho mayor para los tres analitos en cuestion (TBT, DBT y MBT) cuando se aplico la
energia de US en lugar de la agitacion convencional (agitador orbital). Los coeficientes de
determinacion (R?) obtenidos fueron similares en ambos métodos, oscilando entre 0,995 y
0,999. La evaluacion de linealidad se realizd aplicando la prueba de ANOVA, y no se

observo falta de ajuste al modelo lineal (p>0,30).
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Otra de las caracteristicas analiticas evaluadas fueron los limites de deteccion y
cuantificacion (LOD y LOQ). Estos limites se calcularon teniendo en cuenta la relacion
sefial/ruido: S/IN = 3 y S/IN = 10, respectivamente. El método de referencia para los
estudios de la contaminacion marina (UNEP/IOC/IAEA, 1994) informé6 que los limites de
deteccion para TBT, DBT y MBT fueron 5, 10 y 20 ng Sn g™ p.s., respectivamente. Con
las modificaciones realizadas en el método de referencia se lograron limites de deteccion
mas bajos: 1,7; 1,9y 4,5 ng Sn g™ p.s. para TBT, DBT y MBT, respectivamente. Mediante
1

la aplicacién de US se lograron disminuir aun mas dichos valores: 1,2; 1,8 y 3,0 ng Sn g
p.s. de TBT, DBT y MBT, respectivamente.

Tabla 5.2- Cifras de mérito para la determinacion de los compuestos organicos de estafio mediante
GC-MS.

) _ Ir_1terva|o y =bo +bix )

Método Analito lineal de R LOD LOQ
trabajo bo (Sbo) b1 (Sp1)
TBT 9,7-1000 -0,756 (0,100) 24,439 (1,153) 0,998 1,2 5,8
us DBT 10,0-1000 -0,022 (5 E-3) 7,040 (0,327) 0,997 1,8 6,0
MBT 17,6-1000 -0,241 (0,023) 4,910 (0,012) 0,9995 3,0 10,6
TBT 9,4-1000 0,018 (4 E-3) 0,156 (7 E-3) 0,997 1,7 5,6
UNEP

modificado DBT 10,5-1000 0,021 (4 E-3) 0,427 (0,015) 0,999, 1,9 6,3
MBT 25,1-1000 0,002 (3 E-4) 0,095 (2 E-3) 0,995 4,5 15,0

Intervalo lineal de trabajo (ng Sn mL™); be: ordenada al origen; by: pendiente; Spo: desviacion estandar de la ordenada al
origen; Sp1: desviacion estandar de la pendiente; LOD-LOQ (ng Sh g™p.s.); p.s.: peso seco

Para estimar la veracidad y precisién de los métodos estudiados, y debido a que
no se contaba con un material de referencia certificado, se realizaron agregados
conocidos sobre muestras de mejillines previamente liofilizadas y almacenadas a
temperatura ambiente. A estas muestras se agregaron concentraciones conocidas de
TBT, DBT y MBT, y fueron tratadas de igual manera que las muestras de mejillines
analizadas.

La veracidad de los métodos se evalué en términos de recuperacion. Para cada
concentracion conocida fueron analizadas seis muestras y su promedio se presenta en la
Tabla 5.3. De acuerdo a las recomendaciones de validacion analitica (Eurachem, 1998;
IUPAC, 2002) los valores aceptables de recuperacién se encuentran entre el 70 y 120%.

Como puede observarse, las recuperaciones obtenidas variaron entre 87% y 108% para
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el método que emplea US y entre 85% y 110% para UNEP modificado; encontrandose en
conformidad con las recomendaciones de validacion analitica.

La precision se evalué en condiciones de repetitividad y se estimé como DER%
(desviaciéon estandar relativa porcentual). Al igual que en las muestras de sedimento, se
observa que dicho parametro analitico es mejor al aplicar US en lugar de agitacion
convencional. De todas formas, todos los resultados se encontraron en conformidad con
las recomendaciones de validacion de andlisis (Eurachem, 1998; IUPAC, 2002), es decir,
por debajo de 20% (Tabla 5.3).

Tabla 5.3- Porcentajes de recuperacion (%) obtenidos en mejillines con agregados conocidos de

MBT, DBT y TBT mediante la aplicacion de ambos métodos.

Concentracion

Analito | 2dicionada 0 Obtenidos
(hg Sng'p.s.) us o UNEP %
recuperacion modificado recuperacion

10 10,3 (6,3) 96 9,3 (11,3) 89

TBT 100 95,3 (0,9) 108 117,4 (3,8) 101
1000 1013 (2,3) 92 803 (9,8) 95

10 10,9 (2,0) 87 10,6 (12,4) 85

DBT 100 100,7 (4,0) 105 97,2 (16,7) 110
1000 996 (1,0) 98 617 (1,8) 104

10 9,83 (3,1) 103 10,23 (5,3) 91

MBT 100 110,5 (4,9) 96 112,3 (18,1) 105
1000 912 (7,1) 85 840 (9,5) 88

DER% esta incluida entre paréntesis. p.s.: peso seco; n=6

Al igual que para el resto de las muestras estudiadas, se evalué la eficacia en la
extraccion de los analitos. Para ello, a muestras de mejillines liofilizadas se le adicionaron
concentraciones conocidas de TeBT y las mismas se sometieron a ambos procedimientos
analiticos (UNEP modificado y US) utilizando TPrT como estandar interno. De esta forma,
sblo se evalud la etapa de extraccion debido a que el TeBT no sufre el proceso de
derivatizacion. Las recuperaciones obtenidas fueron del 100% para el método basado en
US y 98,7% para el método UNEP modificado. Nuevamente, queda en evidencia la
aplicacion de agitacion orbital y ultrasénica resultan comparables en la etapa de
extraccion. De esta forma, podria suponerse que los porcentajes de recuperacion
obtenidos para cada analito (TBT, DBT y MBT) aplicando ambos métodos dependen del

proceso de derivatizacion, y no asi de la etapa de extraccion.
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Si bien la eficiencia de extraccion fue satisfactoria para ambos métodos, a partir de
todos los parametros analiticos analizados, podemos observar que mediante la aplicacion
de US se logré6 mayor sensibilidad analitica, limites de deteccibn mas bajos, menores
valores de DER% vy, en general, mayores porcentajes de recuperacion para los tres
analitos estudiados. Por lo tanto, al igual que para las muestras de sedimento, se emple6
un bafio de US para llevar a cabo el pretratamiento de la muestra, en lugar de un agitador

orbital.

5.3 Niveles de compuestos organicos de estafio en muestras de mejillines

A lo largo del periodo de muestreo se obtuvieron un total de 47 muestras de
mejillines Brachidontes rodriguezii. TBT y sus productos de degradacion fueron
detectados en todas las estaciones del afio. En 2013, se recolectaron un total de 23
muestras, ya que en otofio en el sitio S4 (Posta de Inflamables) todas las valvas de
mejillines se encontraron vacias. En las Tablas 5.4 y 5.5 se resumen las concentraciones
de OTC halladas durante el periodo de muestreo. En 2013, las concentraciones de TBT
oscilaron entre 1,27 y 66,53 ng Sn g™ p.s. mientras que, los niveles del primer producto de
degradacién (DBT) se encontraron entre 2,64 y 132,59 ng Sn g™ p.s. Los niveles de MBT
oscilaron desde valores no cuantificables hasta 74,21 ng Sn g* p.s. En 2014, las
concentraciones de los compuestos organicos de estafio analizados oscilaron entre
valores no cuantificables hasta 117,98; 129,79 y 51,35 ng Sn g p.s. para TBT, DBT y
MBT, respectivamente.

Como puede observarse en las Tablas 5.4 y 5.5 todos los sitios estudiados en
verano durante 2013 y los sitios S2, S4 y S5 en primavera en el segundo afio de
muestreo, mostraron concentraciones inferiores al limite EAC mas bajo (ver seccion
1.1.6), por lo que no es esperable que los mejillines estudiados sufran efectos cronicos
(Figura 5.1). S6lo en 2014 se encontraron sitios donde la concentracion de TBT fue
superior al nivel EAC mas alto establecido por OSPAR, por lo que es altamente probable
encontrar ciertos efectos bioldgicos cronicos para los mejillines ubicados en estos sitios
de estudio. Los sitios involucrados fueron S5 (verano), S3a (otofio) y S1 (invierno). La
elevada concentracion de TBT en el sitio S1 probablemente sea resultado de la cercania
de dicho sitio a Puerto Belgrano (diques secos). En los sitios S3a y S5, se observan

constantemente un gran niamero de embarcaciones de pesca y recreacion por lo que es
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probable que se encuentren altas concentraciones de TBT en el medio, disponibles para

ser bioacumuladas por los mejillines.

Tabla 5.4- Valores de TBT y sus productos de degradacion en muestras de mejillines Brachidontes
rodriguezii, tomadas en 2013, expresados en ng Sn g™ p.s.

Estaciones i TBT DBT MBT TBts® BDI
del afo

S1 1274012 3,40+010 150+10 19611 0,07

S2  205+015 2,67+056 171+15 21,816 0,10

S3b  371+050 7,00+£1,25 17,7+09  284+16 0,15

verano S4  224+040 466+047 17,3+08  242+10 0,10

S5  349:017 450£060 17,3£0,2  253+06 0,16

S6  167+017 2,64+046 17,1+03  21,4:+06 0,08

s1 329+68 24901 742+161  132+17 0,33

s2 438+1,0  248+09  535+4,1 122£5 0,56

otoric S3b  31,2+20  331+19  621+5.2 126 + 6 0,33
S4 - - - - -

S5 293+26  414+0,7  56,6+50 127+ 6 0,30

S6 382+36  501+51  557+4,1 144+ 7 0,36

S1  447+47 49421 n.c. 941+51 0,90

s2 52,7+02 90,159 9,39 +0,84 152 £ 6 0,53

rviemo | S3b 502231 730240 367227 160 + 6 0,46

S4 66,5+11  80,3+1,5 818+ 1,02 155+ 2 0,75

S5  604+57  91,8+08 850098 161+ 6 0,60

S6 428+45  739+64 n.c. 117+8 0,58

s1 267+42  739+86  362%30 137+10 0,24

s2 20,7+0,8  425+34  47,2+20 110 + 4 0,23

e S 245%27 58867  331:29 116+ 8 0,27

27823 132+2 20,2 +23 181+ 4 0,18

S5 16,6+38  21,4+01  176+16  556+41 043

S6 25,0 £ 4,3 130 + 4 20,4 +2,0 175+ 6 0,17

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas junto con su correspondiente desviacion estandar.
n.c.: No cuantificado; -: ausencia de muestras; “TBts: TBT+DBT+MBT; BDI=[TBT/(DBT+MBT)]
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De cualquier manera, en la mayoria de los casos estudiados, se considera que los
mejillines Brachidontes rodriguezii se encuentran bajo posibles efectos bioldégicos agudos
asociados a la contaminacién organoestannica ya que los niveles de TBT encontrados se
ubicaron entre los valores de EAC inferior y superior. Sin embargo, hace falta una

comprobacion biolégica de la ocurrencia de estas manifestaciones para confirmarlo.

2013 2014
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Figura 5.1- Patrén de contaminacion basado en la concentracion de TBT, de acuerdo a la
clasificacion de la Comision OSPAR (OSPAR 2004).
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Tabla 5.5- Valores de TBT y sus productos de degradacion en muestras de mejillines Brachidontes

rodriguezii, tomadas en 2014, expresados en ng Sn g™ p.s.

Estaciones g TBT DBT MBT TBts® BDI
del afio
S1 51,6 +1,6 99,2 +10.0 22,3+3,0 173 +10 0,42
S2 18,6 £+ 0,7 60,8+ 2,6 n.c. 79,3+2,6 0,29
S3a 66,1 +2,7 93,2+ 2,6 n.c. 163 +4 0,68
Verano
S4 n.c. 20,7+0,9 514+21 72,0+2,2 -
S5 118 + 1 52,1+1,9 19,4 + 0,6 190 £ 2 1,65
S6 9,66 + 0,04 22,9+0,9 n.c. 32,6 +0,9 0,37
S1 n.c. n.c. 226+24 226+24 -
S2 n.c. n.c. 19,1+1,4 190+1,4 -
S3a 82,4+0,8 n.c. 37,0+ 3,9 119+ 3,9 2,12
Otofio
S4 n.c. n.c. 17,7+1,8 17,7+1,3 -
S5 n.c. n.c. 16,9+2,1 16,9+2,1 -
S6 n.c. n.c. 17,7+0,3 17,7+0,3 -
S1 79,7 £ 8,3 77,0+8,1 47,8 £ 4,0 204 + 12 0,64
S2 62,1+8,9 100+ 4 41,0+2,0 203 +10 0,44
. S3a 70,8 £ 6,7 64,5+ 0,4 14,4+1,0 150+ 7 0,90
Invierno
S4 62,1 +3,1 79,3+11,0 140+1,1 155+ 11 0,67
S5 599+1,2 51,8+24 29,3+2,1 141 £ 3 0,74
S6 57,1+47 550+2,1 18,6 1,7 131 +6 0,78
S1 9,11 £ 0,73 24,0+ 3,0 17,5+ 3,4 50,6 + 4,6 0,22
S2 3,48 +0,17 8,17 £ 0,90 17,3+0,2 29,0+1,0 0,14
. S3a 19,6 £ 0,8 14,0+ 2,9 17,7+1,1 51,3+ 3,2 0,62
Primavera

S4 2,54+ 0,02 4,94 +0,87 18,0+0,8 254+1.2 0,11
S5 3,30 £ 0,06 4,75+ 0,86 18,3+0,4 26,4+1,0 0,14
S6 6,80 + 0,59 11,4+0,7 18,3+1,2 365+1,5 0,23

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas junto con su correspondiente desviacion estandar;
n.c.: No cuantificado; *TBts: TBT+DBT+MBT; BDI=[TBT/(DBT+MBT)]

5.4 indice de degradacion de TBT

En cuanto a muestras bioldgicas, s6lo se ha empleado el indice de degradacién de
butilestafio (BDI) en gasterépodos (Ruiz et al., 2008) y en mejillones (Kim et al., 2008). El
BDI se define de la misma manera que para muestras de sedimento (ver Ec. 1), (Diez et
al.,, 2002), y puede ser utilizado para estimar el grado de degradacion de TBT en cada

sitio muestreado.
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Si bien los valores de BDI hallados oscilan entre 0,06 a 2,12 (Tablas 5.4 y 5.5), en
su mayoria se considera que el TBT corresponde a ingresos antiguos al estuario de Bahia
Blanca. En general, se encontraron valores mas pequefios en 2013 que en 2014. Los
valores de BDI obtenidos en las muestras de mejillines son mayores que los
correspondientes a la muestras de sedimento en cada sitio de muestreo, mostrando un
predominio de TBT sobre sus compuestos de degradacion en las muestras bioldgicas.
Este comportamiento confirma la gran capacidad para acumular TBT que presentan estos
moluscos bivalvos (Fent, 1996b) y la aparente limitada capacidad de los Brachidontes
rodriguezii para metabolizar TBT a sus productos de degradacion (Lee, 1996; Barroso et
al., 2004, Diez et al., 2005).

En el sitio S3a, en general, se registraron los valores méas altos de BDI dentro de
cada estacion de afio, llegando a 2,12 en otofio. Esto indica que el ingreso de TBT parece
ser habitual en este sitio donde precisamente se observan, de manera regular, numerosas

embarcaciones de pesca y recreacion.

5.5 Caracteristicas de las muestras estudiadas

Las especies filtradoras, como los mejillines, son los organismos mas empleados
como bioindicadores debido a que muestran una elevada capacidad de acumular OTC en
proporcion directa a los niveles ambientales (Zhou et al, 2003; Harino et al, 2005;
Kucuksezgin et al 2011). Sin embargo, la bioacumulacion de TBT y sus compuestos de
degradacion, esta fuertemente influenciada por diversos factores ambientales tales como
la ubicacion del sitio de muestreo, la temperatura y salinidad del agua, asi como la
actividad biolégica del medio (Diez et al., 2005; Sousa et al., 2009b). Ciertos parametros
fisicoquimicos (tales como, pH, turbidez, temperatura y salinidad) son importantes para
controlar la solubilidad de los OTC en el medio acuatico y con ello la disponibilidad de

estos compuestos para los moluscos bivalvos en estudio (Inaba et al, 1995).

La discusién sobre la variabilidad de los pardmetros estudiados (temperatura,
salinidad y pH) a lo largo del periodo de muestreo (2013-2014) se realizaron en el
Capitulo 3. A pesar de la importancia de estas variables, no se han encontrado
correlaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones de TBT, DBT y
MBT presentes en las muestras de mejillines estudiadas y las distintos pardametro

fisicoquimicos del medio (p>0.05). Esta falta de correlacion, al igual que en las muestras
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de sedimento, probablemente sea resultado de la presencia de otras variables que
influyen en la distribucion de los OTC en el estuario, como la presencia de
microorganismos responsables de la biodegradacion. Ademas, posibles ingresos
adicionales de DBT y MBT en el estuario de Bahia Blanca podrian estar sesgando una

posible correlacion. Estas distintas fuentes son mencionadas a lo largo de toda la Tesis.

e indice de condicion

El indice de condicion (IC) es un pardmetro fisioldgico que se emplea para caracterizar la
aparente "salud" de un organismo (funcionalidad de su crecimiento, reproduccion,
secrecion, etc.) bajo ciertas condiciones ambientales (Lucas & Beningerl, 1985). El IC se
calculé mediante la siguiente ecuacién (Freeman, 1974; Crosby & Gale, 1990; Orban et
al., 2002): IC (%) = (peso de tejido seco / peso seco de las valvas) x 100. Existen diversas
ecuaciones para determinar el IC pero la féormula planteada es recomendada por la
mayoria de los autores, debido a que involucra variables estables y facilmente medibles
(Davenport & Chen, 1987 Lucas & Beninger, 1985).

Este indice presenta fluctuaciones naturales como resultado, entre otras cosas, de
la disponibilidad de alimentos, el desove, la reproduccion y el grado de estrés del
organismo. 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 e implica una mayor utilizacién 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 (Oliva, 2015).

Los resultaron mostraron que el IC varié entre 4,2 y 20,2 para el conjunto de
mejillines analizados (Figura 5.2). En cuanto a los diferentes sitios estudiados, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (Test de Kruskal Wallis, p>0,05)
para ambos afios de muestreo, lo cual indicaria que los organismos presentaron
condiciones fisiologicas similares, independientemente del sitio estudiado. Evaluando la
variacion estacional del IC, se observaron diferencias estadisticamente significativas (Test
de Kruskal Wallis, p<0,05). En 2013 se encontré6 que la primavera difiere
significativamente de las demas estaciones del afio (verano, otofio e invierno). En 2014, la
estacion primaveral difiere significativamente tanto del verano como del otofio, pero no es
posible afirmar (con un error menor al 5%) que hay diferencia con la estacién invernal.

Tanto en 2013 como en 2014, en general, se obtuvieron los valores méaximos de IC en
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primavera para todos los sitios de muestreo mientras que, los valores mas bajos fueron
obtenidos en la estacion otofial.

Algunos autores concluyen que un alto IC est4 asociado con una alta biomasa
fitoplanctonica (estimada como clorofila a) ya que esta influye sobre el ciclo reproductivo
de los bivalvos (Arrieche et al., 2002). Otros autores sugieren que el IC, ademas de estar
fuertemente influenciado por la biomasa fitoplancténica, puede estar afectado por la
salinidad y temperatura del medio (Karayiicel & Karayiicel, 1997; Yildiz et al, 2006).

Si bien durante el presente trabajo no se midieron los valores de clorofila a, el
estuario de Bahia Blanca se caracteriza por un colapso o “bloom” fitoplancténico durante
el invierno-primavera (Gayoso 1999; Popovich & Marcovecchio, 2008; Guinder et al.,
2015). Considerando la disponibilidad de alimento como un factor clave que regula el IC,
los resultados muestran que el promedio de este indice comienza a aumentar en invierno
llegando a los valores maximos en primavera, en concordancia con el periodo del afio

donde se produce el caracteristico “bloom fitoplancténico”.
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Figura 5.2- Variacion estacional del IC expresado como promedio, para todos

los sitios estudiados.

Con respecto a la salinidad del medio, a lo largo de 2013, se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas entre esta variable y el IC (coeficiente de
Spearman: r=0,90 (otofio), r=0,81 (invierno), r=0,77 (primavera) y r=0,60 (verano);

p<0,05). En 2014, se hallaron correlaciones significativas entre ambas variables en otofio
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y verano (correlacién de Spearman: r=0,83; p<0,05). Por otro lado, tanto en 2013 como en
2014, no se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre la temperatura
del medio y el IC (p>0,05) a excepcion de la primavera 2014, donde se determin6 una
elevada correlacion entre ambas variables (coeficiente de Spearman: r=0,89; p<0,05).

Es de esperar que en periodos con bajos valores de IC, donde las reservas de
energia se encuentran altamente empobrecidas, aumente la concentracibn de
contaminantes lipofilicos (TBT) en el tejido (Lehtonen et al., 2016). Sin embargo, no se
encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre ambas variables (p>0,05).
Esta falta de correlacion, probablemente, sea resultado de los diversos factores que
influyen en la bioacumulacién de compuestos organoestannicos, incluida la concentracion
de los OTC a la que se exponen los organismos, la via de exposicion (agua, alimentos, o
sedimento), la forma quimica de los OTC (la cual dependera principalmente del pH y la
salinidad del medio) y la capacidad de los organismos para modificar y excretar los OTC
(Laughlin, 1996).

e Bioacumulacion de TBT en muestras de mejillines

Como se definio en el primer capitulo de esta Tesis, la bioacumulacién es un
proceso complejo de transferencia de un compuesto quimico entre un organismo y el
medio circundante (agua, sedimento, suelo o aire, etc.) (Environment Canada, 1995;
Laughlin, 1996). Muchos factores influyen en la bioacumulacién de los OTC incluida la
concentracion y la via de la exposicion a los compuestos organoestannicos (a través de
agua, alimentos, o sedimento), la forma quimica en la que se encuentran los OTC, la
capacidad del organismo para modificar y excretar estos compuestos, asi como también
de ciertos factores ambientales como la salinidad y la presencia de solidos disueltos
(Laughlin, 1996; Furdek et al. ,2012; Zuykov et al., 2013).

Una manera ampliamente utilizada para evaluar la bioacumulacion de los OTC en
los organismos, principalmente TBT, es a partir del Factor de Bioacumulacion (BAF). Este
factor es una forma de cuantificar la habilidad de un organismo para concentrar el
compuesto trisustituido y se define como la relacion entre la concentracion de TBT
presente en el organismo y el medio circundante: BAF= Cb/Cm (Laughlin, 1996; Cao et
al., 2009), donde Cb es la concentracion de TBT en el tejido del mejillin y Cm es la
concentracion de TBT en el medio (sedimento o columna de agua). Cuando este factor

toma valores mayores a 1 indica que tiene lugar un proceso de bioacumulacion.

Quintas Pamela Y Capitulo 5



r108]

)

Para poder comparar el BAF de ambos afios de muestreo se selecciond, para el
calculo del BAF, el contenido de TBT en sedimentos, aunque también se realiz6 el célculo
en relacién al agua de mar para 2014. En la Tabla 5.6 se presentan los valores de BAF.
Se puede observar que en 2013 el 56,5 % de las muestras parecen haber acumulado TBT
a través de los sedimentos, presentando valores de BAF >1. Por el contrario, en 2014,
s6lo 4 muestras presentaron valores de BAF mayor a la unidad. Esto pareceria indicar
gue el mejillin Brachidontes rodriguezii presenta una menor capacidad de acumular TBT
cuanto mayor es la contaminacion presente en el sedimento, posiblemente mostrando una
saturacién con respecto al compuesto trisustituido debido a que, grandes cantidades de
TBT limitan la capacidad de filtracion los bivalvos (Gomez Ariza et al., 1999; Furdek et al.,
2012), y/o el mejillin elimina el TBT a una velocidad mayor cuanto mas elevada es la
concentracion que se encuentra en el medio que lo rodea. Tal como se observd en el
Capitulo 3 de esta Tesis, en 2014 se registrd6 un aumento de TBT a lo largo del area de

estudio.

En ambos afios de muestreo, los valores mas altos de BAF fueron obtenidos en
invierno, lo que puede ser consecuencia no sélo de la menor concentracién de TBT
encontrada en los sedimentos, en dicha estacion del afio; sino también, de la limitada
capacidad que pueden presentar Brachidontes rodriguezii para metabolizar TBT debido a
las bajas temperaturas registradas, generando asi un efecto de bioacumulacion (Furdek et
al., 2014).

Debido a que los organismos responden de manera distinta a las fuentes
habituales de este compuesto: agua, sedimentos o alimentos (Gomez-Ariza et al., 1999),
y dado que el agua es considerada la mayor fuente de TBT para los mejillines (Furdek et
al., 2012), en 2014 se determiné el BAF teniendo en cuenta la concentracion de TBT en la
columna de agua de mar vy, al igual que con los sedimentos de 2014, registrandose
valores mayores a la unidad en un nimero muy pequefio de muestras en las estaciones

de verano e invierno.

Quintas Pamela Y Capitulo 5



{109}

Tabla 5.6- Valores de BAF calculados para los mejillines recolectados en el el Estuario de Bahia

Blanca.
Estaciones Siti 2013 2014
~ itios
del afio BAF, BAF; BAF,
S1 0,11 1,79 0,69
S2 0,12 0,30 0,27
S3b-a 0,28 0,26 0,88
Verano
S4 0,09 0,00 0,00
S5 0,45 1,09 2,09
S6 0,19 0,20 0,45
S1 1,15 0,00 0,00
S2 2,07 0,00 0,00
5 S3b-a 1,46 0,34 0,36
Otofio
S4 - 0,00 0,00
S5 1,66 0,00 0,00
S6 1,49 0,00 0,00
S1 2,27 n.c. 0,76
S2 4,21 n.c. 1,43
. S3b-a 5,94 n.c. 0,80
Invierno
S4 8,63 4,47 1,30
S5 3,86 4,37 0,53
S6 4,16 n.c. 0,65
S1 0,93 n.c. 0,40
S2 0,89 n.c. 0,06
. S3b-a 0,67 0,55 0,36
Primavera
S4 1,33 n.c. 0,03
S5 0,58 n.c. 0,06
S6 1,20 n.c. 0,15

s: sedimento, a:agua de mar. nc: No calculado, el compuesto estuvo por debajo del LOD en las muestras de sedimento.
-: sin muestras de mejillines. El valor de 0,00 indica que el compuesto estuvo presente en los sedimentos pero en los
mejillines estuvo por debajo del LOD

5.6 Distribucion de los compuestos organicos de estafio en muestras de
mejillines

Se empled el Andlisis de Componentes Principales Desplegado (U-PCA), para
lograr una mejor visualizacion en cuanto al comportamiento de los compuestos
organoestannicos estudiados, tanto temporal como espacialmente, en muestras de

mejillines Brachidontes rodriguezii.
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5.6.1 Muestras de mejillines Brachidontes rodriguezii tomadas en 2013

A partir del analisis de U-PCA se identificaron tres componentes principales, los
cuales explicaron el 72,4 %, el 18,0 % y el 8,6 % de la varianza total, respectivamente.
Las variables que contribuyen a la varianza recogida por el modelo son: la temperatura y
las concentraciones de TBT, DBT y MBT. El resto de las variables estudiadas (salinidad,
pH, IC y contenido de materia organica) no presentaron una variabilidad apreciable
(Figuras 5.3 a-c). El primer componente principal esta caracterizado por una contribucién
positiva y elevada de la concentracion de DBT y, en menor medida, de TBT. Al mismo
tiempo, se observa una pequefia contribucion negativa de la concentracion de MBT y la
temperatura del medio (MBT> temperatura). El segundo factor presenta una contribucion
positiva y elevada de la concentracion de MBT y, en menor medida, de TBT. El tercer
factor presenta una contribucién positiva y elevada de la concentracion de TBT y una
contribucién negativa, considerablemente menor, debido a la temperatura y las
concentraciones de MBT y DBT. Las Figuras 5.3 d-f ilustran los graficos de scores de los
primeros tres componentes principales. En estas figuras se puede observar que las
muestras parecen agruparse en funcién de la estacion del afio en la que se recolectaron.

En verano, los sitios se encuentran muy agrupados entre si indicando poca
variabilidad entre las muestras dentro de dicha estacion del afio (Figuras 5.3 d-f). La
posicion de los sitios en el tercer cuadrante se corresponde con los valores mas bajos de
TBT y DBT obtenidos en todo el afio de muestreo, asi como también con los valores mas
altos de temperatura registrados en 2013. Las bajas concentraciones de TBT encontradas
en verano podrian indicar que los mejillines Brachidontes rodriguezii, al igual que otras
especies de moluscos bivalvos, tienen una mayor capacidad de eliminar TBT del
organismo (ya sea por degradacion o excrecién) cuanto mayor es la temperatura del
medio que los rodea (Hsia & Liu, 2003; Chandrinou et al., 2007). A su vez, la correlacion
obtenida entre las concentraciones de DBT y TBT (coeficiente de Spearman: r= 0,80;
p=0,05) indicaria que los valores de DBT encontrados en esta estacion del afio se
corresponden, principalmente, a la degradacion del TBT.

En otofio, la ubicacién de los sitios coincide con los valores mas elevados de MBT,
siendo el sitio S1 el que presenta la mayor concentracion de este compuesto (Figuras 5.3
d y f). Los altos niveles de MBT podrian ser resultado de una exposicion directa de los
mejillines a fuentes adicionales de este compuesto (Kannan et al., 1995). Como se ha
mencionado anteriormente, una de las mayores aplicaciones de MBT es su uso en la

estabilizacién del PVC, por lo que es posible la lixiviacion de MBT desde este material
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(utilizado en tuberias) al medio acuatico (Hoch, 2001). En el &rea de estudio, por un lado,
se realizan descargas de aguas residuales de las ciudades de Bahia Blanca (cercania al
sitio S2), General Daniel Cerri (cercania al sitio S5) y Punta Alta (cercania al sitio S1). Por
otro lado, se llevan a cabo descargas colectoras de efluentes industriales (cercania a los
sitios S3b y S4), principalmente de una de las plantas méas importantes de fabricacion de
PVC. De esta forma, es posible hallar elevadas concentraciones de MBT en el medio,
disponibles para ser filtradas y/o eventualmente acumuladas por los mejillines presentes
en la zona. Si bien se esperaba que el sitio S2, en la estacion otofial, se posicionara entre
el sitio S5 y el origen de coordenadas, definido por los factores 2 y 3, sufre un
desplazamiento por su mayor contenido de TBT con respecto al resto de los sitios
(Figuras 5.3 f). El sitio S2, es frecuentado por grandes embarcaciones comerciales y de
cargas generales, particularmente en otofio, dando lugar a elevadas concentraciones de
TBT en el medio. De esta forma, el compuesto trisustituido se encuentra disponible para
las muestras de mejillines ubicados en este sitio.

En la Figura 5.3 e la posicion de los sitios en la estacién otofial parece
corresponder a valores bajos de DBT. A excepcién del ya mencionado sitio S2 que sufre
un desplazamiento por su elevado contenido de TBT. La presencia de DBT en el medio,
resultado de la degradacién del compuesto trisustituido en esta estaciéon del afio
(coeficiente de Spearman entre DBT y temperatura: r= -0,81; p=0,05), hace que el
compuesto disustiuido pueda estar disponible para ser filtrado por los mejillines.

En la Figura 5.3 d puede observarse que en invierno los sitios estan ubicados en
orden creciente, desde el origen de coordenadas, de acuerdo a la concentracion de DBT.
Si bien se esperaba que el sitio S3b se ubicara entre los sitios S1 y S6, sufre un
desplazamiento debido a que es el Gnico sitio que presenta un valor considerable de MBT,
en esta estacion del afo. El alto contenido de MBT encontrado en los mejillines de este
sitio, indicaria un ingreso adicional de este compuesto. El sitio S3b se ubica en cercania al
canal colector de efluentes industriales, que origina posibles fuentes de MBT ya
mencionadas.

En la Figura 5.3 f se puede observar que, en invierno, los sitios se ubican en el
segundo cuadrante, coincidiendo con los valores més altos de TBT (valores elevados de
factor 3) y al mismo tiempo, con los valores més bajos de MBT y temperatura registrados
a lo largo del afio de muestreo. Sin embargo, al igual que lo observado en la Figura 5.3 d,
el sitio S3b sufre un gran desplazamiento hacia el primer cuadrante debido a su elevada

concentracion de MBT en comparacion con el resto de los sitios. Ademas, en la Figura
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5.3 d, se puede observar que la concentracion de DBT es méxima en la estacién invernal
para los sitios S5, S2 y S4.

Debido a las bajas temperaturas registradas en invierno, los bivalvos presentan
una capacidad limitada para metabolizar los OTC, generando asi un efecto de
bioacumulacién (Furdek et al., 2012) y, a su vez, bajo estas temperaturas, la velocidad de
filtracion decrece desde TBT a MBT (Tang et al., 2010).

Ademads, a partir de la Figura 5.3 e se puede observar que en la estacion invernal
los sitios se posicionan en la direccion del componente principal relacionado con la
concentracion de TBT, siendo el sitio S4 el que presenta la mayor concentracion de este
compuesto. Este sitio se caracteriza por la presencia de grandes buques de carga y por
tanto, son de esperar altas concentraciones de TBT en el medio, disponibles pare ser
filtradas, y eventualmente acumuladas, por lo mejillines ubicados a sus alrededores. Se
hubiera esperado que el sitio S1 se posicione en cercanias de los sitios S3b y S6, sin
embargo sufre un desplazamiento hacia valores bajos de factor 1 debido a que contiene
una concentracién notablemente mas baja de DBT que cualquiera de los sitios en la
estacion invernal.

En primavera, a partir de la Figura 5.3 d se puede observar que los sitios se
posicionan en concordancia con las concentraciones obtenidas de TBT y DBT (S5< S2<
S3b< S1<< S6< S4). Sin embargo, el sitio S2 presenta un pequefno desplazamiento por su
elevado contenido de MBT, con respecto al resto de los sitios. Finalmente, los sitios S4 y
S6 que se encuentran marcadamente alejados de los demas sitios de estudio, presentan
una elevada concentracion de DBT, siendo las més altas de todo el afio muestreado. Esta
Ultima caracteristica también puede ser evidenciada en la Figura 5.3 e. En la estacion
primaveral, la concentracion encontrada de TBT es una de las mas bajas del afio de
muestreo, después de la estacion estival. Como se ha mencionado en la discusion sobre
los sedimentos superficiales tomados en 2013, el “bloom” fitoplanctdnico que caracteriza
al estuario de Bahia Blanca y tiene lugar en agosto/septiembre (Guinder, 2011), parece
producirse mas cerca del invierno. Este bloom provoca la degradacion de TBT, por
actividad biologica, al compuesto dibutilado. Este proceso da lugar a una disminucion en
la concentracion de TBT en los sedimentos y parece estar reflejada en los mejillines
recogidos en la estacion primaveral. Esto ocurre como consecuencia de un cierto periodo
de tiempo que necesitan los moluscos bivalvos para reflejar la contaminacion ambiental
que los rodea. Este tiempo no esta claramente definido y esté influenciado por diversos

factores biologicos y ambientales. Ademas, se encontré una correlacion estadisticamente
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significativa entre las concentraciones de TBT y DBT encontradas en primavera
(coeficiente de Spearman: r=0,94; p=0,04), mostrando que los valores registrados del
compuesto disustituido provienen de la degradacion de TBT.

El alto contenido de MBT encontrado en el sitio S2 (primavera) probablemente sea
resultado de la temperatura del agua y actividad biol6gica presente en este sitio dando
lugar a una degradacion mas rapida del TBT en el medio que rodea a las muestras de
mejillines.

Como se ha mencionado en el capitulo correspondiente a sedimentos, el sitio S6
presenta varias caracteristicas especiales, provocando un proceso de degradacion de
DBT menos eficiente que en otros sitios estudiados dentro estuario de Bahia Blanca. Altos
niveles de DBT, de esta forma, esta expuesto a ser filtrado por los mejillines, sefialando
nuevamente la importancia de las corrientes de marea para trasladar TBT y sus productos
de degradacion de las principales zonas de origen a estas zonas remotas.

La elevada concentracién de DBT encontrada en las muestras de mejillines en el
sitio S4 en primavera, probablemente sea debido a un ingreso adicional de dicho
compuesto (lixiviacion de DBT desde los tubos de PVC).

En la Figura 5.3 f se puede observar, al igual que en la Figura 5.3 d, que el sitio S5
en primavera se posiciona mas alejado del resto de los sitios, correspondiéndose con los
valores mas bajos de TBT, DBT y MBT dentro de esta estacion. Esto fue explicado

anteriormente por lo que no merece una mayor revision.
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Figura 5.3- a—c Graficos de loadings, d—f graficos de scores para las muestras de mejillines

Brachidontes rodriguezii tomadas en 2013.
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5.6.2 Muestras de mejillines Brachidontes rodriguezii tomadas en 2014

A partir del analisis de U-PCA se identificaron tres componentes principales, los
cuales explicaron el 78,01 %, el 14,99 % y el 5,27 % de la varianza total, respectivamente.
Las Figuras 5.4 a-c muestran los graficos de loadings obtenidos después de aplicar U-
PCA. Las variables que mas contribuyen a la varianza recogida por el modelo son las
concentraciones de TBT, DBT y MBT. El resto de las variables estudiadas (temperatura,
salinidad, pH, IC y contenido de materia organica) no presentaron una variabilidad tal que
pueda influir en el modelo (Figuras 5.4 a-c). El primer componente principal esta
caracterizado por una contribucién positiva y elevada de TBT y DBT. El segundo factor
presenta un componente positivo y elevado con respecto a la concentracion de DBT y
presenta una contribucién negativa y elevada de la concentracién de TBT. El tercer factor
presenta una contribucion positiva con respecto a la concentracién de MBT y, en menor
medida, de DBT. Simultaneamente, presenta una pequefia contribucién negativa debido a
TBT.

Las Figuras 5.4 d-f ilustran los graficos de scores de los primeros tres
componentes principales. El patrén de distribucion observado de acuerdo al primer y
segundo componente principal (Figura 5.4 d) ubica en el cuarto cuadrante todos los sitios
que tienen alta concentracion de TBT: S5 en verano, S3a en otofio y todos los sitios en
invierno, a excepcién de los sitios S2 y S4 que se encuentran en el primer cuadrante a
causa de su elevado contenido de DBT. Se esperaria que los sitios S1 y S3a en verano
se posicionaran en el cuarto cuadrante, sin embargo se encuentran ubicados en el primer
cuadrante debido a su alto contenido de DBT. El sitio S2 (verano) se posiciona sobre
valores positivos de factor 2, dado su contenido de DBT. El resto de los sitios presentan
bajos valores de TBT y DBT por lo tanto se ubican en valores negativos de factor 1.

En el sitio S5 (verano) se registr6 la concentracion de TBT mas elevada de 2014.
Caracteristica que también puede ser observada en las Figura 5.4 e y f, donde este sitio
se posiciona en concordancia con el vector correspondiente a TBT. El sitio S5 se
caracteriza por la presencia de numerosas embarcaciones de pesca y recreacion, lo que
favorece el ingreso de TBT al medio y, de esta manera se encuentra disponible para ser
filtrado por los mejillines presentes en el sitio de estudio.

La concentracién de TBT encontrada en el sitio S3a (otofio) fue la segunda mas
alta del afio de muestreo (después de S5 en verano). Es notorio que en cada estacion del

afo, este sitio presentd el valor mas alto o uno de los més altos de TBT. Esto puede
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deberse a que se trata de un sitio con presencia continua de numerosas embarcaciones
de pesca y recreacion.

Los altos valores de TBT registrados en invierno estdn en concordancia con las
elevadas concentraciones del compuesto trisustituido obtenidas en la estacion otofial para
las muestras de agua. Como ya se menciond, una explicacion probable de este
comportamiento podria estar relacionada con el periodo de tiempo que los moluscos
necesitan para reflejar la contaminacion ambiental que los rodea. Ademas, como se
sefialo, en invierno, la razén por la cual la concentracion de DBT en los mejillines es alta
obecede a que los moluscos tienen una capacidad limitada para metabolizar los OTC
cuando se registran bajas temperaturas, generando un efecto de bioacumulacion (Furdek
et al., 2012).

Los sitios S1, S2 y S3a en verano presentan concentraciones elevadas de DBT. Al
igual que con TBT, esto puede ser el reflejo de la contaminacion por DBT registrada en el
agua en la estacion anterior (primavera). De hecho, todos los mejillines en verano
presentan altos contenidos de DBT aunque, en menor medida, los correspondientes a los
sitios S4 y S6 en los cuales parece tener lugar un proceso de degradacion mas acelerado
gue en el resto de los sitios. Esto se puede visualizar con mayor claridad en la Figura 5.4
f en la cual estos sitios se encuentran directamente relacionados con el factor 2. También
presentan una contribucion de factor 2 relativamente importante los sitios S2 y S4 en
invierno debido a la concentracion de DBT que se registr6 para estos sitios. Este
comportamiento fue mencionado en la Figura 5.4 d. Cabe destacar que el resto de los
sitios la estacion invernal contienen concentraciones elevadas de DBT, sin embargo, en la
Figura 5.4 f aparecen a valores negativos de factor 2 debido a que presentan
concentraciones elevadas de TBT.

A partir de las Figuras 5.4 d y f se puede observar que todos los sitios en otofio se
posicionan sobre valores negativos de factor 2, en concordancia con valores bajos de TBT
y DBT. En la estacién otofial no fue posible la cuantificacion de estos compuestos, siendo
el MBT el Unico compuesto determinado. Este comportamiento puede ser atribuido al
dragado realizado en dicha estacion del afio, dando lugar a una mayor concentracion de
TBT en el medio y, posiblemente, originando una saturacion del mejillin con respecto al
TBT presente en el ecosistema debido a que, grandes cantidades de TBT limitan la
capacidad de filtracion los bivalvos (Gomez Ariza et al., 1999; Furdek et al., 2012). Una

excepcibn a este comportamiento, es el ya discutido sitio S3a que sufre un
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desplazamiento hacia valores positivos de factor 2 por ser el Unico sitio donde TBT pudo
ser cuantificado en esta estacién del afio (Figura 5.4 d).

En la estacion primaveral, al igual que en otofio, los sitios se ubican sobre valores
negativos de factor 2 en concordancia con los bajos valores de OTC registrados en esta
estacion del afio para todos los sitios de muestreo (Figuras 5.4 d y f). El sitio S1 sufre un
pequefio desplazamiento en concordancia con el vector correspondiente a la
concentracion de DBT (Figura 5.4 f) siendo el sitio con mayor contenido de DBT en
primavera. La elevada correlacion encontrada entre TBT y DBT en la estacién primaveral
(coeficiente de Spearman: r=0,89; p=0,05), indica que las concentraciones de DBT
obtenidas provienen de la degradaciébn del compuesto trisustituido. Las bajas
concentraciones de TBT y DBT encontradas en esta estacién, probablemente, sean
producto de un proceso de degradacion causado por el fitoplancton presente en el area
de estudio que presenta un colapso de la floracién en agosto/septiembre (Guinder, 2011).

En la Figura 5.4 d se puede observar que todos los sitios en la estacion invernal
se posicionan sobre valores positivos de factor 1 y la distribucion esta determinada por la
combinacién de los dos componentes principales importantes (las concentraciones de
TBT y DBT). El sitio S2 registré la concentracion mas alta de DBT en todo el afio de
muestreo. Como se ha mencionado anteriormente, en este sitio la degradacién térmica y
biolégica del TBT a su correspondiente dibutilado se ve altamente favorecida debido a su
cercania a la central termoeléctrica y a la salida principal de la descarga de aguas
residuales de la ciudad de Bahia Blanca, respectivamente.

Como se mencioné anteriormente, el factor 3 parece estar directamente
relacionado con la concentracion de MBT. En las Figuras 5.4 e y f se puede observar que
las mayores contribuciones de factor 3 se corresponden a los mejillines del sitio S4 en
verano Yy los sitios S1 y S2 en invierno y, en menor medida, los del sitio S3a en otofio, el
sitio S5 en invierno y el sitio S1 en verano. Los altos niveles de MBT podrian ser resultado
de una exposicion directa de los mejillines a fuentes adicionales de este compuesto
(Kannan et al., 1995). Como se ha mencionado, en cercania al sitio S4 se llevan a cabo
descargas colectoras de efluentes industriales, principalmente de una de las plantas méas
importantes de fabricacion de PVC. El PVC, ademas es utilizado en tuberias de agua
potable, de aguas residuales y de agua de drenajes. En el area de estudio, por un lado, se
realizan descargas de aguas residuales de las ciudades de Bahia Blanca (cercania al sitio

S2), General Daniel Cerri (cercania al sitio S5) y Punta Alta (cercania al sitio S1). Asi, es
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probable que los mejillines filtren y/o bioacumulen altos contenidos de MBT en las zonas

mencionadas.

e Conclusiones parciales

La presencia de TBT, DBT y MBT perece estar influenciada por ciertas
condiciones ambientales, principalmente la temperatura de la columna de agua. Este
parametro también parece afectar la velocidad de filtracion y el metabolismo de los
organismos estudiados. Al igual que el resto de las muestras estudiadas, se observa una
cierta variacion temporal en cuanto a las concentraciones de OTC encontradas a lo largo
del afio muestreado.

En cuanto a la variabilidad espacial, se pudo notar, al igual que en el resto de las
muestras analizadas, que toda el area de estudio parece estar impactada por TBT y sus
productos de degradacion, probablemente como resultado de las corrientes de marea que
caracterizan la zona de estudio, asi como los procesos de dragado que se realizan
periédicamente sobre el Canal Principal. Una vez mas, la biodegradacion que sufre el
TBT principalmente en el periodo invierno/primavera donde se produce el “bloom
fitoplanctonico” caracteristico del Estuario de Bahia Blanca, parece ser significativa e
influyente sobre las muestras biolégicas estudiadas. Adicionalmente, parecen existir
diversas fuentes adicionales de DBT y MBT, ya mencionadas a lo largo de esta Tesis, que
contribuyen a las concentraciones encontradas de ambos compuestos en los mejillines
Brachidontes rodriguezii

En algunos casos, se observé que los mejillines parecen reflejar después de un
cierto periodo de tiempo la contaminacion ambiental que los rodea. Si bien este tiempo no
esta claramente definido, el mismo esta influenciado por varios factores tales como

temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y disponibilidad de alimentos, entre otros.
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Figura 5.4- a—c Graficos de loadings, d—f gréaficos de scores para las muestras de mejillines
Brachidontes rodriguezii tomadas en 2014
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CAPITULO 6: COMPARACION ENTRE LOS NIVELES
DE OTC EN LAS DISTINTAS MUESTRAS
ESTUDIADAS

Como se ha discutido con anterioridad, la principal via de ingreso del compuesto
trisustituido (TBT) en el medio marino es a través de la lixiviacion directa de pinturas
antiincrustantes. Una vez en la columna de agua, el TBT tiende a ser bioacumulado por
organismos del medio (Gomez-Ariza et al., 1999) y/o a adsorberse en el material
particulado en suspensién. A continuacién, tiene lugar el proceso de sedimentacion,
donde los organismos bentdnicos pueden entrar en contacto con los OTC presentes en
los sedimentos (Diez et al., 2005; Lee at al., 2006). De esta forma, el TBT puede ser
retirado de la columna de agua para acumularse en el sedimento y la biota, que actian de
esta manera como trampas para estos contaminantes. Estos procesos (adsorcién y
absorcion) son un importante mecanismo de control sobre la distribucién y el destino de
los compuestos organoestannicos en el ambiente (Hoch, 2001). A su vez, la persistencia
de los compuestos organicos de estafio en el medio, esta intimamente relacionada con
las caracteristicas del medio acuético, tales como, temperatura, salinidad, pH, material en

suspension, poblacion microbiana, entre otros.

6.1 Muestras de sedimento y mejillines tomadas en 2013 y 2014

En la Figura 6.1 se puede observar las concentraciones totales de TBT y sus
productos de degradacion —DBT y MBT— en 2013 y 2014, en las muestras de mejillines
Brachidontes rodriguezii y sedimentos superficiales. En las muestras biol6gicas, la
acumulacién de TBT es mayor en 2014 que en 2013 sugiriendo una contaminacion mayor
en el dltimo afio de muestreo. Si bien las concentraciones promedio totales de DBT son
similares en los dos afos, en los mejillines analizados tanto en 2013 como en 2014, se
observo una correlacion significativa entre las concentraciones totales de DBT y TBT
(coeficiente de Spearman: r=0,74; p<0,05) lo que sugiere que el compuesto disustituido
presente en estos organismos proviene, principalmente, de la degradacion de TBT. La
falta de correlacién con el compuesto monosustituido (MBT) podria indicar, por un lado,
que el DBT es liberado desde el mejillin antes de degradarse o que el compuesto
disustituido tiene una lenta velocidad de degradacion en los mejillines Brachidontes

rodriguezii (Furdek et al., 2012). Ademas, la falta de correlacion puede ser resultado de

Quintas Pamela Y Capitulo 6



r121]

)

una exposicion directa de los mejillines a fuentes adicionales de este MBT (Kannan et al.,
1995).

En las muestras de sedimentos superficiales, al igual que en las muestras de
mejillines, parece existir un ingreso mayor de TBT en 2014 que en 2013. Esto puede ser
consecuencia, por un lado, de una entrada continua de este contaminante organico al
estuario de Bahia Blanca y por otro, puede ser resultado de la resuspension, transporte y
redistribucion de sedimentos de fondo a lo largo del &rea de estudio debido a los
dragados periodicos que se realizan en el Canal Principal de Navegacion, y a partir del
cual se exponen al medio sedimentos con altos niveles de TBT antiguos (Santos et al.,
2004). De la misma manera, se observan ingresos adicionales de DBT y MBT, ya
mencionados a lo largo de esta Tesis. Esto se pone en evidencia con la falta de
correlacion que se obtuvo, en los dos afios de muestreo, entre las concentraciones totales

encontradas de TBT, DBT y MBT en las muestras de sedimento (p>0,05).
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Figura 6.1- Concentraciones totales de cada OTC estudiado en las muestras de sedimento y
mejillines en 2013 y 2014.

6.2 Muestras tomadas en 2014
En la Figura 6.2 se puede observar la distribucion promedio de los compuestos
organicos de estafio estudiados en las distintas matrices evaluadas durante 2014. Se

puede notar la semejanza entre las muestras de sedimento y MPS en cuanto al
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porcentaje de cada compuesto en cada muestra. El MBT es el organoestannico que se
encuentra en mayor proporciéon mientras que el TBT se presenta en menores porcentajes.
El bajo porcentaje de TBT encontrado indicaria que se trata de TBT antiguo y se
corrobora de esta manera, lo planteado anteriormente para las muestras de sedimento
2013 y 2014. Probablemente, estos sedimentos sean expuestos al medio como resultado
del dragado constante que se lleva a cabo en el Canal Principal que, como hemos
discutido a lo largo de esta Tesis, provoca la removilizacion de los sedimentos de fondo, y
por tanto podria incidir en el transporte y la recirculacion de los OTC (Buggy & Tobin,
2006). Ademas, se puede esperar que las descargas del material dragado contengan
altos niveles de TBT (Santos et al., 2004) debido a que, en condiciones anaerdbicas
(sedimentos del fondo), la vida media de TBT parece estar en el orden de decenas de

anos (Dowson et al., 1993).

En las muestras de mejillines Brachidontes rodriguezii los compuestos que se
encuentran en mayor proporcion son los organoestannico tri y disustituido (TBT y DBT).
Dicho comportamiento es consecuencia del caracter lipofilico que caracteriza a estos

compuestos y por tanto, tienden a encontrarse en mayor medida en muestras bioldgicas.

El MBT es el compuesto organoestannico que se encuentra en mayor proporcion
en la columna de agua. Como se ha observado con anterioridad, probablemente este
comportamiento sea producto de su caracter hidrofilico (Wang et al., 2008), en suma a
una menor tasa de degradacion del MBT que sus correspondientes butilados (TBT y
DBT), lo que proporciona una mayor vida media en el medio acuatico para dicho

organoestannico que para sus correspondientes tri y disustituido.

Se observaron las correlaciones entre las concentraciones promedios de los OTC
en las distintas muestras estudiadas. No se encontraron correlaciones significativas
(p>0,05) en cuanto a las concentraciones promedio de TBT halladas en las muestras de
agua de mar y en las de mejillin, asi como tampoco entre las muestras de sedimento y
mejillines. Estos resultados sugieren que la acumulacion de TBT en los mejillines
Brachidontes rodriguezii puede no provenir de la columna de agua ni de los sedimentos
del medio (Lee et al., 2006), sino que puede ser resultado de su alimentacion, pudiendo
acumular TBT a través de particulas disueltas y en suspension (plancton y MPS
contaminados). Si bien no se encontré6 una correlacion significativa entre las
concentraciones obtenidas de TBT en el MPS con el resto de las matrices estudiadas,

algunos autores proponen que la gran afinidad de los OTC por el MPS puede conducir a
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una sobrestimacion de la verdadera contaminaciéon (Morabito, 1995). Por su parte, el
fitoplancton puede desempefiar un papel fundamental en la transferencia de
contaminantes en los organismos superiores debido a que, puede concentrar grandes
cantidades de contaminantes desde la columna de agua de mar y se hallan en la base de
la mayoria de las cadenas alimentarias marinas (Fisher & Reinfelder, 1995; Coelho et al.,
2002).

Sedimento MPS

WTBT ® DBT = MBT ETBT  ® DBT  ® MBT

Mejillines Brachidontes rodriguezzi Agua de mar superficial

mTBT m DBT m MBT ®mTBT m DBT ™ MBT

Figura 6.2- Distribucion promedio de los OTC en las cuatro muestras estudiadas (sedimento,

mejillines, agua de mar, MPS) en el estuario de Bahia Blanca, en 2014.

Entre las muestras de agua de mar y sedimento no se encontraron correlaciones
significativas (p>0,05) respecto a la concentracion total de TBT, asi como tampoco con
respecto a los niveles de DBT y MBT obtenidos. Sin embargo, algunos autores, indican
gue esta falta de correlacién, principalmente para el TBT, podria ser resultado de la
influencia de descomposicion bacteriana y de las corrientes de mareas que caracterizan el
area de estudio (Lee et al., 2006; Wang et al., 2008). Probablemente, las caracteristicas
naturales del estuario de Bahia Blanca (altas concentraciones de nutrientes y materia

organica durante la mayor parte del afio) asi como las corrientes de mareas
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caracteristicas, podrian enmascarar la correlacion entre las muestras evaluadas (agua de

mar y sedimento).
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CONCLUSIONES

v' Se logré desarrollar, optimizar y evaluar una nueva metodologia analitica para
llevar a cabo el analisis de especiacion de los compuestos organicos de estafio en
distintas muestras del ambiente marino. Para muestras de mejillines Brachidontes
rodriguezzi, sedimento y MPS se llevaron a cabo modificaciones en la metodologia
propuesta por UNEP/IOC/IAEA (1994) y Delucchi (2007). Los cambios mas importantes
fueron trabajar a bajas temperaturas durante el desarrollo del procedimiento y la
aplicacion de energia de US tanto en la etapa de extraccibn como derivatizacion. Al
aplicar US en lugar de agitacion convencional (orbital) se logré reducir el tiempo de
andlisis, mejorar la sensibilidad analitica para los tres analitos estudiados, disminuir los
limites de deteccién, obtener mayores porcentajes de recuperacion y menores valores de
DER %. Los porcentajes de extraccion fueron similares al aplicar US o agitacion
convencional. Para muestras de agua de mar, se llevd a cabo una extraccion liquido-
liquido logrando buenos porcentajes de recuperacion y extraccion de los analitos
estudiados.

v' Se logr6, por primera vez, la determinacion de MBT en distintas muestras
(sedimentos superficiales, mejillines, columna de agua de mar y MPS) del estuario de
Bahia Blanca. Ademas, se destaca los estudios realizados en mejillines nativos
(Brachidontes rodriguezii), agua de mar y MPS debido a que no se habian estudiado

anteriormente.

v' A partir del tratamiento estadistico llevado a cabo ha quedado demostrado que
existe una variabilidad temporal con respecto a las concentraciones de TBT, DBT y MBT
en el estuario de Bahia Blanca, a lo largo del periodo muestreado. La distribucion y las
concentraciones encontradas de estos compuestos organicos de estafio estan
influenciadas por condiciones ambientales, tales como periodo de lluvias, contenido de
materia organica y granulometria de las muestras de sedimento, distribucién de la

salinidad, pH y temperatura de la columna de agua.

v' Particularmente, en la columna de agua de mar se observd que las

concentraciones encontradas de MBT no presentaron diferencias entre las distintas
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estaciones del afio muestreadas. Este comportamiento puede atribuirse al caracter
hidrofilico del compuesto monosustituido y, a la lenta tasa de degradacion a Sn inorganico
que caracteriza al MBT en medio acuético. Ademas, se evidencié la corta vida media que
caracteriza al DBT en la columna de agua.

v Si bien todos los sitios estudiados han sido impactados por la contaminacion de
TBT y sus productos de degradacion, en general no se ha observado que los niveles mas
altos de TBT se correspondan con los sitios cercanos a zonas de intenso trafico marino.
De esta forma, el sitio S6 (Villarino Viejo) a pesar de encontrarse en la zona mas interna
del estuario y rodeado de tierras agricolas/rurales, presentando escasa o nula actividades
de pesca, presentd altas concentraciones de OTC en todos los tipos de muestra
estudiados. Posiblemente, producto de las corrientes de marea que son eficaces en la
transmisién de material particulado que traslada TBT y sus productos de degradacion de
las principales zonas de origen a estas zonas remotas, donde la sedimentacion de las
particulas se ve favorecida por la hidrodinamica del sistema estuarino. A esto se suman
los periédicos dragados que se realizan sobre el Canal Principal, que da lugar a la
removilizacion los sedimentos de fondo, y por tanto podria incidir en el transporte y la
recirculacion de los OTC. De esta forma, los resultados obtenidos describen la
importancia del transporte y el comportamiento de sedimentacién de particulas a lo largo
de todo el estuario de Bahia Blanca. Resalta esta importancia la fuerte tendencia que

mostraron los OTC de adsorberse sobre el MPS.

v' Se estima que el ingreso de TBT en el estuario de Bahia Blanca es antiguo y se
encuentra bajo un proceso de degradacion general y probablemente acelerado.
Principalmente, como resultado del gran contenido de nutrientes y alta biomasa
fitoplanctonica que caracteriza al area de estudio. Particularmente se distingui6 a lo largo
del periodo de muestreo la importancia que presenta el colapso de la floracion de
diatomeas (“bloom fitoplanctdnico”) en agosto/septiembre en el proceso de degradacion

biol6gica que sufre el compuesto trisustituido.
v' Através de las muestras de agua de mar, queda en evidencia un ingreso continuo

de TBT en 2014. Por un lado, probablemente, como resultado de la lixiviacion directa de

las pinturas antiincrustantes y, por otro lado, puede ser consecuencia del dragado
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continuo que se realiza en el estuario de Bahia Blanca. El dragado provoca la
resuspension de sedimentos de fondo (andxicos) a lo largo del area de estudio y se
exponen al medio sedimentos con altos niveles de TBT antiguos (Santos et al., 2004). En
funcion de lo discutido a lo largo de la Tesis el dragado parece ser el principal

responsable de las concentraciones de TBT encontradas en las muestras evaluadas.

v' A lo largo del area de estudio, parecen existir fuentes adicionales de DBT y MBT,
mas alla de la degradacion natural a partir de TBT. Teniendo en cuenta que en el polo
industrial localizado en el estuario de Bahia Blanca se producen y procesan plasticos
(PVC y otros polimeros) y que la gran mayoria de las cafierias de distribucion de agua y
de desagie estan fabricadas de PVC, es posible que los OTC usados en dichos plasticos
hayan podido pasar al ambiente por lixiviacion o a través de los efluentes industriales, asi
como de las aguas residuales domésticas y de los lodos de depuradora que se descargan
en el estuario planteando una posible fuente adicional de compuestos organicos de

estario.

v A la luz de los resultados obtenidos, pareceria que los mejillines Brachidontes
rodriguezii tardan un cierto periodo de tiempo para reflejar la contaminacién ambiental que
los rodea. Ademas, la acumulacién de TBT parece no provenir de la columna de agua ni
de los sedimentos del medio (Lee et.al., 2006), sino de su alimentacién, pudiendo
acumular TBT a través de particulas disuelta y en suspension. También se observo, que
los mejillines presentan una menor capacidad de acumular TBT cuanto mayor es la
contaminacién presente en el medio que lo rodea (sedimento y/o agua de mar),
posiblemente indicando una saturacion con respecto a TBT frente a tiempo elevado de
exposicion, o que eliminan el TBT del organismo a una velocidad mayor cuanto mas

elevada es la concentracion a la que son expuestos.

v' En cuanto al uso del mejillin Brachidontes rodriguezii como organismo centinela
son necesarios estudios futuros sobre la especie, que 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 bioacumulacion de

los contaminantes presentes en el medio que habitan.
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En funcién del trabajo llevado a cabo en esta Tesis, queda demostrado que el
estuario de Bahia Blanca se encuentra impactado por TBT y sus productos de
degradacion -DBT y MBT- vy, si bien la presencia del compuesto trisustituido parece ser
antigua, es importante continuar con el monitoreo de especiacion en la zona de estudio. Al
mismo tiempo, es menester llevar a cabo trabajos multidisciplinarios, donde se evallen no
s6lo los niveles de los compuestos potencialmente contaminantes sino también los
efectos biol6gicos que estos compuestos, principalmente TBT, tienen sobre los mejillines
Brachidontes rodriguezii que habitan en el estuario de Bahia Blanca. Ademas, se hace
evidente la necesidad de un estudio mas amplio sobre la bioacumulacion y transferencia
de estos compuestos butilados a otros niveles de la cadena trofica. Adicionalmente, seria
interesaste un estudio mas profundo sobre los factores ambientales caracteristicos del
estuario de Bahia Blanca, principalmente la floracion fitoplancténica, la salinidad, turbidez
y MOP, que mostraron ser influyentes en la distribuciéon y el comportamiento de los OTC

en la zona de estudio.
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