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El objetivo general del presente trabajo es desarrollar y aplicar una metodologia que
permita evaluar con mayor exactitud la fraccion del contenido total de metales
presentes en los sedimentos acuaticos que pueda pasar a los organismos marinos
mediante los procesos digestivos.
Para ello se han planteado varios objetivos especificos, todos ellos encaminados al
cumplimiento del objetivo general:

1. Evaluar la influencia de los parametros del pretratamiento de la muestra,
tiempo de tamizado, tamizado en hiimedo y seco, tamafio de grano y material
del tamiz, en el contenido total de metales en la porcion de ensayo del
sedimento.

2. Estudiar la extraccion hacia la fase acuosa de metales presentes en el
sedimento bajo diferentes condiciones de la digestion que simulen en el
laboratorio el sistema digestivo de los organismos marinos. Para ello se

estudiaran diferentes valores de pH del medio, tiempo de contacto y

1
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temperatura, asi como la accion de diferentes reactivos quimicos y
enzimaticos en la extraccion de metales en los sedimentos.

3. Seleccionar el método de digestion mas adecuado para simular la extracciéon
de metales del sedimento durante los procesos digestivos de los organismos
marinos.

4. Validar los principales pardmetros de desempefio de la metodologia
propuesta.

5. Aplicar la metodologia propuesta a muestras reales procedentes de

ecosistemas marinos de interés en los litorales cubano y espafiol.



CAPITULO I. INTRODUCCION







INTRODUCCION

Como resultado del desarrollo cientifico-tecnologico de la humanidad, el medio
ambiente ha sufrido un considerable deterioro, siendo éste uno de los mayores
problemas a los que se enfrenta el hombre actual. Esto ha conllevado un aumento
paulatino del interés por su cuidado, conservacion y proteccién. Para conseguir este
objetivo se hace necesaria la identificacion de las principales fuentes de las sustancias
gue pueden llegar al medio y deteriorarlo, puesto que de este modo serd posible su
control y seguimiento. Sin embargo, existen variedad de criterios para clasificar estas
fuentes de sustancias. Uno de ellos es considerar si estas fuentes estdn o no
localizadas o identificadas, de modo que se pueden diferenciar en puntuales, cuando

la entrada del contaminante tiene localizacion geogréfica precisa, o difusa en los
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casos en que no es posible localizar geograficamente esa fuente en un sitio
perfectamente definido™.

Por otro lado, otra clasificacion que puede resultar mas interesante desde el punto de
vista de control de la contaminacién es la que se muestra en la Figura I.1, la cual
permite identificar una contaminacion de origen natural relacionada con la introduccion
de sustancias nocivas al medio ambiente sin la intervenciéon del hombre, como por
ejemplo la actividad volcéanica, la erosion, los incendios forestales, etc., y otra

contaminacion relacionada con la actividad humana.

| Contaminacion |

Origen

J
U U

Natural Antropogénica
Atmosférica Urbana  Comercial
Bioldgica Agricola  Recreativa
Geoldgica Industrial Otras

Figura 1.1. Clasificacion de la contaminacion segun su
origen.

Tomando como base el segundo tipo mencionado, podemos decir que el incremento
acelerado de la contaminacion y la diversificacion de los contaminantes estan
estrechamente vinculados a actividades antropogénicas, tales como la agricultura, la
industria, el crecimiento demografico, el aumento del comercio maritimo o el turismo,
entre otras.

! paez-Osuna, F. (2005) Fuentes de metales en la zona costera marina. p. 329-342. En: A.V. Botello, J. Y C. Agraz-
Hernandez (Eds). Golfo de México, Contaminacion e Impacto Ambiental: Diagndstico, y Tendencias, 2da Edicion. Univ.
Autén. de Campeche, Univ. Nal. Auton. de México, Instituto Nacional de Ecologia, 696p.
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Es por tanto en este tipo de actividades donde el hombre puede ejercer un mayor
control para evitar el aumento de la concentracién de sustancias nocivas al medio
ambiente en general. Dentro de todas las sustancias procedentes de las actividades
antropogeénicas, los metales presentan un considerable interés debido a su potencial

toxicidad, incluso a bajas concentraciones®®*

, aunque no hay que olvidar que los
metales aparecen de forma natural en formaciones rocosas, sedimentos, agua y
organismos vivos, formando diferentes compuestos®.

De manera general se considera que la contaminacién ambiental tuvo su auge
después de la Revolucién Industrial del siglo XIX. Sin embargo, Nriagu sugiere que la
contaminacion por metales comenzd durante épocas mucho mas antiguas,
coincidiendo con la domesticacion del fuego, que conllevé a la deposicién de
pequefias cantidades de metales traza liberados durante la combustion, provocando la
alteracion de algunos de los niveles de metales en los ecosistemas®.

Por otro lado, son varios los estudios relacionados con la contaminacion ambiental
antropogénica en épocas antiguas en diversos tipos de muestras, tales como:

sedimentos de lagos, glaciares, atmoésfera, etc.®”®%01

Estas investigaciones
concuerdan en que el aumento de las concentraciones de metales en esta época,
tales como el Pb y el Cu, tienen su origen en el periodo de descubrimiento de los

metales y alcanzaron sus maximos niveles durante el Imperio Romano™.

2 Arain, M.B.; Kazi, T.G.; Jamali, M.K.; Afridi, H.1.; Jalbani, N.; Sarfraz, R.A.; Baig, J.A.; Kandhro, G.A.; Memon, M.A. (2008)
Time saving modified BCR sequential extraction procedure for the fraction of Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn in sediment samples
of polluted lake. Journal of Hazardous Materials 160, 235-239.
3 Altmann, L.; Sveinsson, K.; Kramer, U.; Weishodd-Houben, M.; Turfeld, M.; Winneke, G.; Wiegand, H. (1998) Visual
functions in 6-year-old children in relation to lead and mercury levels. Neurotoxicology and Teratology 20, 9-17.
4 Nurnberg, H.W. (1984) The voltammetric approach in trace metal chemistry of natural waters and atmospheric
Erecipitation. Analytica Chimica Acta 164, 1-21.

Alloway, B.J.; Ayres, D.C. (1993) Chemical Principles of Environmental pollution, Chapman and Hall, London.
N Nriagu, J.O. (1996) A history of global metal pollution. Science 272, 223-224.
7 Hong, S.; Candelone, J-P.; Patterson, C.C.; Boutron, C.F. (1996) History of ancient copper smelting pollution during
Roman and Medieval times recorded in Greenland Ice. Science 272, 246-249.
8 Martinez, A.; Pontevedra, X.; N6voa, J.C.; Garcia-Rodeja, E. (1997) Four thousand years of atmospheric Pb, Cd and Zn
deposition recorded by the Ombrotrophic Peat Bog of Penido Vello (Northwestern Spain). Water, Air, & Soil Pollution 100,
387-403.
o Shotyk, W.; Cheburkin, A.K.; Appleby, P.G.; Fankhauser, A.; Kramers, J.D. (1996) Two thousand years of atmospheric
arsenic, antimony, and lead deposition recorded in an ombrotrophic peat bog profile, Jura Mountains, Switzerland. Earth and
Planetary Science Letters 145, 1-7.
10 Branvall, M.L.; Bindler, R.; Emteryd, O.; Renberg, |. (2001) Four thousand years of atmospheric lead pollution in northern
Europe: a summary from Swedish lake sediments. Journal of Paleolimnology 25, 421-435.
u Martinez, A.; Novoa, J.C.; Pontevedra, X.; Garcia-Rodeja E.; Llana, C. (1977) Paleopollution: evidence of anthropic
atmospheric pollution in Galicia (NW Spain) in the last 4,000 years. Gallaecia 16, 7-22.
2 Martinez, A.; Garcia-Rodeja, E.; Weiss, D. (2002) Atmospheric Pb deposition in Spain during the last 4600 years recorded
by two ombrotrophic peat bogs and implications for the use of peat as archive. Science of the Total Environment 292, 1-5.
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Sin embargo, fue con el descubrimiento y posterior desarrollo de la mineria, donde
comenzd un estrecho vinculo entre la contaminacién por metales pesados y las
actividades del hombre. Actualmente se estima que la mineria moviliza anualmente
una cantidad de materiales de la superficie terrestre del mismo orden de magnitud que
procesos geoldgicos esenciales, tales como la formacién de montafias o de la corteza
ocednica, o los procesos de erosion a escala global, por lo que constituye una de las
fuentes de metales al medio mas importante™. Conjuntamente a las actividades
mineras, en la actualidad se considera que las principales fuentes de metales al medio
proceden de las actividades urbanas e industriales, asi como de la agricultura. Todas
estas actividades han producido un aumento de la concentracion de metales en el

medio, pudiendo llegar a afectar a los organismos vivos.

l.1. Efectos de la contaminacidén por metales

Aunque es bien conocido que muchos metales, en concentraciones muy bajas, son
esenciales para los organismos vivos, por encima de determinados limites resultan
perjudiciales llegando a provocarles incluso la muerte™. Muchos de estos metales
pueden introducirse en los organismos vivos en porciones menores, a traves de los
alimentos, el agua y el aire. Sin embargo, el principal problema se presenta debido a
gue muchos de ellos persisten en el medio durante largos periodos de tiempo y
pueden bioacumularse en los organismos vivos a través de la cadena trofica.

Hasta hace unos afios estos problemas se relacionaban con los llamados metales

pesados, que eran definidos segin su densidad y masa atémica'®**

. Sin embargo,
muchos ya consideran el término de metal pesado como obsoleto aunque hay autores
que definen a los metales pesados como aquellos cuyas densidades se encuentran

entre 3-6 g.cm® *,

Duffus plantea que cualquier idea de definir a los “metales
pesados” sobre la base de la densidad debe ser abandonada, debido a que este tipo

de concepto se presta a confusiones™. Actualmente, se ha extendido el estudio de los

3 Duffus, J.H. (2002) Heavy metals-a meaningless term? Pure Applied Chemistry 74, 793-807.
 der Perk, M-V. (2006) Soil and water contamination from molecular to catchment scale. Taylor and Francis-Balkema.
London, UK.
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llamados metales traza. En general, se clasifican como metales traza aquellos que se
encuentran en una concentracién inferior a 1000 mg/L en la corteza terrestre™,
aunque en ocasiones el término de metales traza se ha confundido con las
requerimientos nutricionales minimos de un organismo especifico™.

A lo largo de la historia del hombre y su desarrollo existen numerosos ejemplos de
desastres que han producido un aumento de la concentracion de metales en el medio,
produciendo la destruccién de los habitats e inclusive, la muerte de seres humanos.
Uno de los ejemplos mas destacados es el desastre ocurrido en la ciudad de
Minamata (Japén). En los afios 50 la empresa petroquimica Chisso vertio a una bahia
cercana entre 70-150 toneladas de mercurio, el cual contamind la poblacion de
pescados y mariscos trayendo como consecuencia un brote de envenenamiento por
metilmercurio®. En 1956 empezaron a aparecer los primeros casos de enfermedades
neuroldgicas, pero no fue hasta 1959 que se comenzd una investigacion de las causas
de las mismas.

Otro ejemplo de las consecuencias del aumento de los metales pesados en el medio
es la llamada enfermedad de lItai-ltai, aparecida a finales de la década de los 40 y
provocada por el Cd procedente de las minas Mitsui, ubicadas en la parte superior de
la cuenca del rio Jinzu, Japdn, que contaminé a cultivos de arroz y aguas del rio. Este
envenenamiento provocd una enfermedad grave con implicaciones renales y dseas,
gue afect6 fundamentalmente a las mujeres entre 45-70 afios. En 1967, se realiz6 un
extenso estudio epidemiolégico de la enfermedad de Itai-ltai en todos los habitantes
de mas de 30 afios de edad en la cuenca del rio Jinzu y los distritos adyacentes,
demostrandose la relacién dosis-respuesta entre la enfermedad lItai-ltai y la
concentracién de Cd en el arroz*.

También se puede mencionar el desastre de Bhopal (India), ocurrido el 3 de diciembre
de 1984 al producirse una fuga de 42 toneladas de isocianato de metilo procedente de

5 Duffus, J.H. (1980) Environmental toxicology. Edward Arnold Publishers Limited, London, UK.
1 Fujiki; M.; Tajima, S. (1992) The pollution of Minamata Bay by mercury. Water Science & Technology 25, 133-140.
v Nogawa, K.; Yamada, Y.; Honda, R.; Ishizaki, M.; Tsuritani, I.; Kawano, S.; Kato, T. (1983) The relationship between ltai-
Itai disease among inhabitants of the Jinzu River basin and Cadmiun in rice. Toxicology Letters 17, 263-266.
9



Mirella Pefia Icart

una fabrica de pesticidas hacia la atmoésfera®. Esta catastrofe afecté alrededor de
200000 personas, provocando la muerte de 2000 de ellas.

Otros ejemplos que se pueden mencionar como desastres ecoldgicos provocados por
metales pesados son el de Puerto Esperanza (Australia) donde se produjo un
aumento de la concentracion de Pb entre los afios 2005-2007 afectando tanto a nifios
como adultos™, ademéas del desastre de Alamosa (Colorado, Estados Unidos) en
donde se produjo un derrame de cianuro y metales pesados procedentes de la mineria
contaminando el Rio Alamosa. Este derrame afecto a la vida acuatica a lo largo de 17
millas del rio. Fueron identificados el Fe, Al, Zn y Cu entre los metales que causaron la
muerte a grandes poblaciones de peces®.

Finalmente hay que comentar el desastre de Aznalcéllar (Espafa) el 25 de abril de
1998, donde ocurri6 la ruptura de una presa que contenia el depésito de lixiviados de
una mina de pirita provocando el derramamiento de 4,5 hm® de aguas &cidas y mineral
de pirita. El desastre provoco la inundacion de las llanuras aluviales de los rios Agrio y
Guadiamar, y el aumento en las zonas afectadas de las concentraciones de una gran
cantidad de metales®.

Como se puede observar en estos ejemplos, una gran mayoria de los desastres
ecoldgicos relacionados con los metales traza han repercutido principalmente en el
medio acuatico, alcanzando su efecto al hombre a través de la cadena trofica, bien por
la ingesta directa de los organismos acuaticos o por el uso de las aguas contaminadas
en actividades agricolas. Es por el ello que el conocimiento de la concentracién de
metales en el medio acuatico, asi como los ciclos biogeoquimicos de estas sustancias
en el medio, son de especial interés para conocer la extensién y riesgo de la

contaminacion y de esta manera poder ejercer un mejor control sobre la misma.

'8 Jasanoff, S. (1988) The Bhopal disaster and right to know. Social Science & Medicine 27, 1113-1123.
* Rossi, E. (2008) Low Level Environmental Lead Exposure — A Continuing Challenge. Clinical Biochemist Reviews 29, 63—
70.
2 Eisler, R.; Wiemeyer, S.N. (2004) Cyanide Hazards to Plants and Animals from Gold Mining and Related Water Issues.
Review of Environmental Contamination and Toxicology 183, 21-54.

1 Benito, G.; Benito-Calvo, A.; Gallart, F.; Martin-Vide, J.P.; Regilies, D.; Bladé, E. (2001) Hidrological and
geomorphological criteria to evaluate the dispersion risk of waste sludge generated by the Aznalcoéllar mine spill (SW Spain).
Environmental Geology 40, 417-428.
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[.2. Metales en el medio acuéatico

Una vez que los metales llegan al medio acuatico, se distribuyen en sus diferentes
compartimentos: agua, sedimentos y biota. Los metales no son biodegradables y por
tanto, no se eliminan del medio acuatico porque participan en un ciclo global eco-
biolégico durante el cual se transforman en diferentes especies quimicas (gj.:
complejos) que en ocasiones no permiten su eliminacion del medio®*?*. El
conocimiento de estos ciclos geoquimicos es de vital importancia para el estudio de
metales en el medio ambiente. Aunque a lo largo de estos ciclos los metales pasan
por los distintos compartimentos ambientales, es en los sedimentos donde se
acumulan fundamentalmente®. Esto implica que los contenidos de metales en
sedimentos resulten de extrema utilidad en los estudios de calidad ambiental, debido a
gue en ellos se acumulan los metales por largos periodos de tiempo.

Aunque se conocen varias definiciones de sedimentos, en general se entiende que
son aquellos depdsitos que se acumulan en el fondo de los ecosistemas acuéticos y
gue estan compuestos de diversos materiales (variados en tamafos, mineralogias y
formas) provenientes de diferentes fuentes (terrigenas, autigénicas, biogénicas). Los
sedimentos constituyen, por tanto, una mezcla compleja de fases sélidas que pueden
incluir arcilla, silice, materia organica, 6xidos metalicos tales como el MnO;, Al,O3,
FeO, carbonatos, sulfatos y minerales, asi como una variada poblacion
bacterioldgica® .

En particular, los sedimentos actian como acumuladores de metales de diversas
procedencias, reflejando no solo la composicién natural del lugar, sino también la

actividad humana que se desarrolla en el mismo, por lo que son ampliamente

2 Moalla, S.M.N.; Awadallah, S.M.N.; Rashed, M.N.; Soltan, M.E. (1998) Distribution and chemical fractionation of some
heavy metals in bottom sediments of Lake Nasser. Hydrobiologia 364, 31-40.
% sanchez Urias, J.E.; Sanz Medel, A. (1998) Inorganic and methylmercury speciation in environmental samples. Talanta
47, 509-524.
% Canadian Council of Ministers of the Environment, 1999. Canadian Sediment Guidelines for the protection of the aquatic
life.
% Nascimento, Marcos Roberto Lopes do. Proposicao de Valores de Referéncia para Concentragdo de Metais e Metal6ides
em Sedimentos Limnicos e Fluviais da Bacia Hidrogréafica do Rio Tieté, SP. Tesis doctoral 2003, Universidade Federal de
Séo Carlos, Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia, Departamento de Quimica.
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utiizados para la evaluacion de la contaminacion por metales en los
ecosistemas®?*%.

Sin embargo, los sedimentos no s6lo constituyen un reservorio de metales, sino que
pueden actuar ademas como fuentes de contaminacion porque los metales no se
encuentran enlazados a ellos permanentemente, y pueden ser liberados al medio por
cambios en las condiciones ambientales, tales como el potencial redox, el pH, el

oxigeno disuelto y la presencia de ligandos organicos® %33

. Se puede decir que
debido a su forma de asociacién, los metales son susceptibles o no de solubilizarse
durante las variaciones fisico-quimicas del medio. Por ejemplo, un proceso de
desoxigenacion que ocurra en las capas mas proximas al sedimento, provoca la
reduccién quimica de los 6xidos en fase sélida, produciendo una disminucién de la
concentracion de Fe y Mn en los mismos y por tanto, un aumento de metales en la
fase acuosa. Ademas, la reducciéon de ambos elementos puede ser causa de la
solubilizacion de otros metales adsorbidos en la misma fraccion del sedimento que los
contiene, entre ellos el Cr, Ni y Zn*. El pH afecta principalmente a la especiacion
quimica y la movilidad de muchos metales, jugando asimismo un importante papel en
las interacciones de los metales con parametros tales como la dureza del agua y con

los compuestos organicos>> >3

. Por ejemplo, cuando aumenta progresivamente la
concentracion de iones hidréxido, el Cd** forma secuencialmente diferentes especies

hidroxiladas. Otros metales muestran un comportamiento similar. Ademas, los

% Arain, M.B.; Kazi, T.G.; Jamali, M.K.; Afridi, H.l.; Jalbani, N.; Sarfraz, R.A.; Baig, J.A.; Kandhro, G.A.; Memon, M.A. (2008)
Time saving modified BCR sequential extraction procedure for the fraction of Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn in sediment samples
of polluted lake. Journal of Hazardous Materials 160, 235-239.

z Pefia-Icart, M.; Villanueva Tagle, M.E.; Alonso-Hernandez, C.; Rodriguez Hernandez, J.; Behar, M.; Pomares Alfonso,
M.S. (2011) Comparative study of digestion methods EPA 3050B (HNO3-H,0,-HCI) and ISO 11466.3 (aqua regia) for Cu, Ni
and Pb contamination assessment in marine sediments. Marine Environmental Research 72, 60-66.

s Singh, A. K.; Hasnain, S. I.; Banerjee, D. K. (1999) Grain size and geochemical partitioning of heavy metals in sediments
of the Damodar River- a tributary of the lower Ganga, India. Environmental Geology 39, 90-98.

® Parizanganeh, A. (2008) Grain size effect on trace metals in contaminated sediments along the iranian coast of the
Caspian Sea. Sengupta, M. and Dalwani, R. (Editors). Proceedings of Taal2007: The 12" World Lake Conference: 329-336.
30 Acosta, V., Lodeiros, C., Senior, W. (2002) Niveles de metales pesados en sedimentos superficiales en tres zonas
litorales de Venezuela. INCI. 27 (12), 686-690.

& Vaithiyanathan, P.; Ramanathan, A.L.; Subramanian, V. (1993) Transport and distribution of heavy metals in Cauvery
river. Water, Air, & Soil Pollution 71, 13-28.

%2 Baruah, N.K., Kotoky, P., Bhattacharyya, K.G., Borah, G.C. (1996) Metal speciation in Jhanji River sediments. The
Science of the Total Environment 193, 1-12.

3 Bilos, C., Colombo, J.C, Rodriguez, M.J. (1998) Trace metals in suspended particles, sediments and Asiatic clams
gCorbicuIa fluminea) of the Rio de la Plata Estuary, Argentina. Environmental Pollution 99, 1-11.

“ Rovira, J.V. (1993) Estudio de la contaminacién por metales pesados del Rio Jarama. Tesis doctoral, Madrid, 360.
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cambios de pH pueden influir significativamente en la adsorcién o desorcién de
cationes por las sustancias organicas.

Por tanto, aunque algunos autores consideran que los metales acumulados en los
sedimentos son, en general, poco disponibles para los organismos acuaticos, los
sedimentos son el transporte de muchos metales que se pueden reciclar mediante
reacciones quimicas y biolégicas hacia la columna de agua, aumentando su
biodisponibilidad®®. Es por ello que los metales y metaloides acumulados en los
sedimentos pueden constituir un problema ambiental debido a su posible transferencia
hacia el medio acuético y desde ahi incluirse en la cadena alimenticia.

Por otro lado, la distribuciéon de los metales trazas en los sedimentos se encuentra
bajo la influencia de las fuentes naturales o antropogénicas, que los suministran y
movilizan®. Esto unido a la facilidad de los sedimentos para retener los elementos
metalicos, hace que estos materiales permitan mostrar el pasado de los océanos y
rios y la carga ambiental al que éstos han sido expuestos, considerandose archivos
histéricos para estudios de contaminacion®®. Es por ello que el andlisis de sedimentos
marinos posee una gran importancia en la solucién de variados problemas, tanto de
caracter cientifico como econdmico.

Entre las caracteristicas ventajosas que tiene el empleo de los sedimentos como
indicadores de contaminacion se pueden mencionar®”:

1. varios de los contaminantes se pueden encontrar en concentraciones mas elevadas
que en el agua lo que facilita su determinacion;

2. permiten evaluar la contaminacién histérica (en el tiempo) y son mas estables que
las columnas de agua de mayor variabilidad espacial y temporal en su contenido de
contaminantes;

3. los sedimentos contaminados, junto a la columna de agua contaminada, afectan a
los organismos bentonicos y a otros organismos asociados al sedimento;

% Arain, M.B.; Kazi, T.G.; Jamali, M.K.; Jalbani, N.; Afridi, H.I.; Baig, J.A. (2008) Speciation of heavy metals in sediment by
conventional, ultrasound and microwave assisted single extraction methods: A comparison with modified sequential
extraction procedure. Journal of Hazardous Materials 154, 998—1006.
36 Urrutia, R.; Yevenes, M.; Barra, R. (2002) Determinacion de los niveles basales de metales traza en sedimentos de tres
lagos andinos de Chile: Lagos Chungara, Laja y Castor. Boletin de la Sociedad Chilena Quimica 47, 457-467.
& Toxicological Benchmarks for Screening Contaminants of Potential Concern for Effects on Sediment-Associated Biota:
1997 Revision. ES/ER/TM-95/R4. http://www.esd.ornl.gov/programs/ecorisk/benchmark_reports.html.
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4. son parte integral del medio acuético, proveyendo habitat, alimentos, y areas de cria
para muchos organismos acuaticos;
5. son reservorios y fuentes de contaminacién hacia la columna de agua.

Por todo lo expuesto anteriormente, se puede concluir que el estudio de las
concentraciones de los metales en los sedimentos sigue siendo de gran interés
cientifico y medioambiental. Por esta razon, esta tesis esta encaminada al estudio de
la biodisponibilidad de algunos metales en sedimentos, mediante la propuesta de una
metodologia de digestion de sedimentos en el laboratorio, que simule las condiciones
digestivas de los peces, para poder establecer una aproximacion mas real de la
extraccion de los metales asociados a los sedimentos en especies marinas a traves de
su proceso digestivo. Para ello se ha realizado un estudio con diferentes &cidos y
enzimas, algunas de ellas presentes en los sistemas digestivos de las especies
marinas con estébmago. En total se evaluaron hasta 14 metales en las muestras de
sedimentos: Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V y Zn. Los resultados
obtenidos se han evaluado mediante diversas herramientas estadisticas, como el
Analisis de Componentes Principales, para estudiar la extracciéon de un gran namero
de elementos mediante el uso de diferentes métodos de digestion de sedimentos.

De esta manera la presente tesis consta de seis capitulos. El actual es la Introduccion
del trabajo, que aborda temas basicos como el origen de la contaminacion y los
metales en los ecosistemas marinos. El segundo capitulo trata sobre la fase de pre-
tratamiento de las muestras, donde se evalian como las condiciones de tamizado,
almacenamiento, secado y material del tamiz pueden afectar la concentracién de los
metales en las muestras. Por otro lado, en este capitulo se analiza la concentracion de
los metales en los diferentes tamafios de granos. En el tercer capitulo se expone un
estudio de desorcion de metales mediante diferentes reactivos acidos, para lo que se
han estudiado diferentes condiciones de pH, tiempo y temperatura de contacto, asi
como las diferentes propiedades quimicas de cada uno de los acidos evaluados. En el
cuarto capitulo se presenta un estudio similar pero con dos de las enzimas mas
importantes del sistema digestivo de los peces, la pepsina y la tripsina, evaluandose la

accion de cada una de ellas en la desorcion de los metales en los sedimentos. Se
14
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concluye en este capitulo con la seleccion de una metodologia que posteriormente
serd aplicada. En ambos capitulos, Il y IV, los estudios se realizan bajo las
condiciones del sistema digestivo de los peces teniendo en cuenta el pH, tiempo,
temperatura y tipo de enzimas. Previo a la aplicacion del método propuesto se realizé
la validacién parcial del mismo, cuyos resultados se recogen en el capitulo V.
Finalmente, en el capitulo VI se aplica la metodologia seleccionada a muestras de
sedimentos de la Bahia de Cienfuegos y de la Bahia de Cadiz, previa validacion de los
pardmetros de desempefio de la misma. Con ello se evalla la biodisponibilidad de los
metales en estas muestras de sedimentos procedentes de dos ecosistemas de alto
valor ecoldgico en Cuba y Espafia, respectivamente, cumpliendo asi ademas uno de

los objetivos colaborativos del Programa Iberoamericano de Doctorado en Ciencias.
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ll. EVALUACION DE LAS OPERACIONES PREVIAS DE
PREPARACION DE LA MUESTRA

En la evaluacién de la concentracion de metales en los sedimentos no solo influye el
método de digestion que se aplique, puesto que antes, es preciso someter a los
sedimentos a otro tipo de procesos. Dos de las etapas fundamentales en este tipo de
estudio las constituyen el muestreo y el pretratamiento de las muestras antes de su
digestion y cuantificacion. De hecho, antes del muestreo los sedimentos se
encuentran en equilibrio o estado estacionario con el medio circundante. Una vez que
ocurre el muestreo, este equilibrio puede romperse. Asi sucede con el cambio del pH
o del potencial redox, la temperatura, etc., que puede provocar una modificacién de la
composiciéon fisico-quimica del sedimento y, consecuentemente, reestructuracion
debido a estos cambios®®. Por esta razén las etapas de muestreo y pretratamiento de

las muestras tienen gran importancia en la evaluacion de la concentracién de los

% Bordas, F.; Bourg, A.C.M. (1998) A critical evaluation of sample pretreatment for storage of contaminated sediments to be
investigated for the potential mobility of their heavy metal load. Water, Air, & Soil Pollution 103, 137-149.
19



Mirella Pefia Icart

metales en los sedimentos, debido a que durante las mismas pueden ocurrir

modificaciones en dichas concentraciones que sera preciso evitar.

II.1. INTRODUCCION

El proceso de preparacion de muestras y en particular de sedimentos consta de cuatro
etapas fundamentales:

1. Toma de muestra 0 muestreo

2. Pretratamiento de la muestra

3. Conservacion de la muestra 'y

4. Transformacion de la muestra de acuerdo al tipo de analisis que se realizara.
A continuacién se abordaran en este capitulo las tres primeras etapas, mientras que la

cuarta sera objetivo de capitulos siguientes.

[1.1.1. Toma de muestra

Una etapa fundamental en todo proceso analitico lo constituye la toma de muestra, ya
gue se pueden cometer errores que anulen completamente todo el proceso de
analisis.

En la toma de muestras se deben tener en cuenta diferentes factores del tipo fisico,
como son la profundidad de recoleccion, la granulometria de las muestras y la
posibilidad de penetracién en el fondo marino de los equipos para el muestreo. Otro
aspecto a tener en cuenta es el objetivo para el que se toma la muestra, ya sea para
la determinacion de materia orgénica, de metales u otras variables fisico-quimicas.

En la actualidad se conocen varias técnicas de muestreo de sedimentos. Dos de las
fundamentales son el muestreo superficial y el muestreo a profundidad o muestra
testigo. La primera de ellas se puede realizar con diferentes modelos de dragas y
cucharas como la Van Veen, Petersen, Ponar, Shipek, Franklin-Anderson, Dietz-
LaFond y la Smith-MclIntyre. Una de las ventajas de este tipo de técnica es que se

pueden tomar muestras de sedimentos en su estado original, sin causar grandes
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disturbios en la superficie, ni tampoco modificaciones en el estado original de los
metales presentessg. Por otra parte, el muestreo a profundidad o toma de testigo como
también se le conoce, se puede realizar a diferentes profundidades, permitiendo
estudiar la evolucion de la contaminacién antropogénica a lo largo del tiempo. Sin
embargo, tiene como desventaja que se requiere habilidad y familiarizacion del
operario para la manipulacién de los equipos de muestreo debido a que son mas
complejos. Ademas, se necesita mayor conocimiento de la zona, como por ejemplo de
la profundidad del agua, del efecto del clima imperante o de la naturaleza de los
sedimentos, entre otros*’. Generalmente, este segundo tipo de muestreo se utiliza
exclusivamente cuando se requiere realizar un estudio histérico de la contaminacion
de la zona. Es el muestreo superficial, entre 5y 10 cm, el mas utilizado para estudios
de contaminacién ambiental debido a que esta capa superficial puede ejercer mayor
efecto sobre la biota, ya que se encuentra en contacto directo con el agua y algunos

organismos vivos que habitan directamente sobre ella.

[1.1.2. Pretratamiento de la muestra

Una vez tomadas las muestras, las mismas pueden ser sometidas a un tratamiento
preliminar o pretratamiento. Se entiende por pretratamiento de muestra a la etapa
intermedia entre el muestreo y el tratamiento para su analisis. El pretratamiento se
encuentra condicionado por las propiedades de cada muestra, es decir, por sus
caracteristicas*’. Para las muestras de sedimentos el pretratamiento puede definirse
en dos etapas fundamentales, la primera de ellas es la seleccién del tamafio de grano
0 particula (tamizado), y la segunda el secado para su posterior molturacion y

homogenizacién.

% Groot, AJ.; Zschuppe, K.H.; Salomons, W. (1982) Standardization of methods of analysis for heavy metals in sediments.
Hydrobiologia 92, 689-695.

40 Glew, J.R.; Smol, J.P.; Last, W.M. (2001) 5. Sediment core collection and extrusion. En: W. M. Last & J. P. Smol (eds.),
Tracking Environmental Change Using Lake Sediments. Volume 1: Basin Analysis, Coring, and Chronological Techniques.
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands.

4 Cémara, C.; Fernandez, P.; Martin-Esteban, A.; Pérez-Conde, C.; Vidal, M. (2002) Toma y tratamiento de muestras.
Sintesis, Espafia.

21



Mirella Pefia Icart

1.L1.2.1. Tamizado

En el estudio de la contaminacion por metales en sedimentos se deben considerar las
diferentes texturas (tamafio de grano) y la mineralogia de las muestras colectadas en
diversas regiones para poder establecer estudios comparativos. Por otro lado, se debe
tener en cuenta el impacto antropogénico al que se encuentran sometidos los
sedimentos, asi como otras fuentes naturales de contaminacion, ya que muestras
tomadas en puntos muy proximos pueden presentar contenidos de metales y
composiciones mineralégicas muy diferentes**,

Uno de los factores que mas repercute en la concentracion de metales en el
sedimento es el tamafio de particula de la porcion de ensayo que se analiza,
precisamente por ser uno de los parametros que mas afecta las interacciones,
procesos de adsorcién y desorcion del metal con el sedimento. Los elementos traza
de origen antropogénico se concentran principalmente en las fracciones de arcilla del
sedimento, constituidas fundamentalmente por las particulas de diametro menor que

63 “m24,28,44,45,46_ E

| enriquecimiento de estas fases se debe al fuerte poder de
adsorcion de las arcillas minerales, que constituyen una gran parte de las mismas, asi
como a la abundancia de los grupos carboxilos, fendlicos, carbonatos y sulfatos que
participan en la adsorcién®’. También se atribuye a la gran area superficial que tienen
las particulas pequefias con relacion a su volumen, lo que favorece la adsorcion de los

28,29,48

metales en las mismas . La tendencia de union de los metales a las particulas de

didmetro menor a 63 pm se relaciona también con la co-precipitacion y complejacion

42 §¢angar, J.; Milagig, R.; Horvat, M. (2000) Comparison of various digestion and extraction procedures in analysis of heavy

metals in sediments. Water, Air, & Soil Pollution 118, 87-99.

43 pérez Santana, S.; Pomares Alfonso, M.; Villanueva Tagle, M.; Pefia Icart, M.; Brunori, C.; Morabito, R. (2007) Total and

EAartiaI digestion of sediments for the evaluation of trace element environmental pollution. Chemosphere 66, 1545-1553.
Salomons, W.; Forstner, U. (1984) Metals in the Hydrocycle. Springer-Verlag, Berlin.

4 Krumgalz, B.S.; Fainshtein, G.; Cohen, A. (1992) Grain size effect on anthropogenic trace metal and organic matter

distribution in marine sediments. The Science of the Total Environment 116, 15-30.

4 Krumgalz, B.S. (1989) Unusual Grain Size Effect on Trace Metals and Organic Matter in Contaminated Sediments. Marine

Pollution Bulletin 20, 608-611.

" Bartels, J.M. (2001) Methods of soil analysis. Part 3. Chemical methods. Soil Science of America, American Society of

Agronomy Inc.

48 Singh, A.K., Hasnain, S.I., Banerjee, D.K. (1999) Grain size and geochemical partitioning of heavy metals in sediments of

the Damodar River- a tributary of the lower Ganga, India. Environmental Geology 39, 90-98.
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de los mismos en las capas superficiales de los sedimentos®. Asf, en la superficie de
los sedimentos, se pueden adsorber los complejos formados entre los metales y los

acidos himicos presentes en el agua®®?

. En cuanto a la precipitaciéon de los metales,
los aniones sulfato, carbonato, hidréxido y fosfato juegan un importante papel y en
presencia de Al, Fe o Mn puede ademds ocurrir una co-precipitacion de otros metales
presentes en las aguas® .

Por otro lado, en ocasiones se ha observado un enriquecimiento de la concentracion
de metales en las fracciones gruesas y se argumenta que las particulas gruesas
podrian documentar mejor el impacto antropogénico debido a su limitado transporte y

largo tiempo de residencia*®**

. En este sentido, Krumgalz observé un enriquecimiento
elevado inusual de metales pesados y materia organica en la fraccién de arena gruesa
e intermedia (> 250 ym y > 500 pym) explicando este fendmeno por la formacion de
grandes aglomerados (> 250 uym), durante el tamizado en seco a partir de las
particulas mas pequefias del sedimento previamente ya enriquecidas en los

elementos estudiados durante su permanencia en el lecho marino®>*°

. En particular,
se ha reportado el enriquecimiento de la fraccibn gruesa en muestras con altos
contenidos organicos debido a la formacién de clusters o aglomerados de fracciones
finas que ocurre en el secado y durante el tamizado en seco®. También se ha
mencionado como posible causa de este enriquecimiento de la fraccion gruesa el
incremento en el espesor del recubrimiento de Fe y Mn o a la formacién de nddulos de

52,53

estos metales™>°. Y por ultimo, se ha llegado a plantear que una posible causa de

este enriquecimiento pueda deberse a la presencia de minerales pesados detriticos y

productos de desechos de particulas gruesas®**.

9 Bolan, N.S., Adriano, D.C., Naidu, R. (2003) Role of phosphorus in (Im)mobilization and bioavailability of heavy metals in
the soil-plant system. Environmental Contamination Toxicology 177, 1-44.

%0 Adriano, D.C. (2001) Trace elements in terrestial environment. Biogeochemistry, bioavailability and risk of Metals.
Springer, New York USA.

* Moore, J.N.; Brook, E.J.; Johns, C. (1989) Grain size partitioning of metals in contaminated, coarse-grained river
floodplain sediment: Clark Fork River, Montana, U.S.A. Environmental Geology Water Science 14, 107-115.

52 Calvert, S.E.; Price, N.B. (1977) Geochemical variation in ferromanganese nodules and associated sediments from the
Pacific Ocean. Marine Chemistry 5, 43-74.

s Delgado, J.; Nieto, J.M.; Boski, T. (2010) Analysis of the spatial variation of heavy metals in the Guadiana Estuary
sediments (SW Iberian Peninsula) based on GIS-mapping techniques. Estuarine, Coastal and Shelf Science 88, 71-83.

% Borovec, Z. (2000) Elements in size-fractionated bottom sediments of the Elbe River in its Czech part. Aquatic Science 62,
232-251.

%5 Forstner, U. (1982) Accumulative fases for heavy metals in limnic sediments. Hydrobiologia 91, 269-284.
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Sin embargo, se encuentra mas extendida la hipotesis de que la fraccion gruesa de los

sedimentos actla como diluyente de la concentracion de los metales que se

56,57,58

encuentran en la fraccién fina . Esto conlleva, por tanto, una gran dificultad para

realizar comparaciones de niveles de metales en los sedimentos tomados en diversas
partes del mundo y con granulometrias diferentes.

Por este motivo, varios autores plantean que para poder comparar la concentraciéon de
metales en distintas muestras, se deben aplicar métodos de correccidén que minimicen

los efectos de la granulometria, proponiendo que la fraccion por debajo de un tamafio

46,48,59,60

determinado sea la que se someta a analisis . Asi, se han estudiado diferentes

fracciones con el propésito de conocer el tamafio de particula en la cual se enlazan
61,62 61,63 64,65 45,46,61,65,66

mayor cantidad de metales: < 2 uym , <16 um”>™7, < 20 ym~™™°, < 63 ym ,

< 75 ym® y < 125 pm®’. En otros trabajos se utiliza directamente la fraccién

6869 an la cual s6lo se eliminan los restos méas

granulométrica por debajo de 2 mm
gruesos. Una de las conclusiones a las que arriba Horowitz es que el tamafio de
grano, la superficie del mismo y la fase geoquimica estan tan interrelacionados que

puede ser dificil diferenciar entre los efectos individuales de los tres®.

56 Birch, G.F.; Evenden, D.; Teutsh, M.E. (1996) Dominance of point source in heavy metal distributions in sediments of a
major Sydney estuary (Australia). Environmental Geology 28, 169-174.
5 Luiz-Silva, W.; Riberiro, R.H.; Chavez, G.; Machado, W. (2006) Variabilidade espacial e sazonal da concentracdo de
elementos-traco em sedimentos do sistema estuarino de Santos-Cubatdo (SP). Quimica Nova 29, 256-263.
8 Greaney, K.M. (2005) An assessment of heavy metal contamination in the marine sediments of Las Perlas Archipielago,
Gulf of Panama. Tesis de Master, School of Life Sciences Heriot-Watt University, Edinburgh.
%9 Forstner, U.; Patchineelam, S.R. (1980) Chemical associations of heavy metals in polluted sediments from the Lower
Rhine River. Particulates in Water. Chapter 7. Advances in Chemistry 189, 177-193.
0 Vaithiyanathan, P.; Ramanathan, A.L.; Subramanian, V. (1993) Transport and distribution of heavy metals in Cauvery
river. Water, Air, & Soil Pollution 71, 13-28.
61 Horowitz, A.J.; Elrick, K.A. (1987) The relation of stream sediment surface area, grain size and composition to trace
element chemistry. Applied Geochemistry 2, 437-451.
62 Irion, G.; Muller, G. (1987) Heavy Metals in the Environment. Proceeding International Conference New Orleans, LA. 2,
38-41.
% De Groot, A.J. (1964) Mud transport studies in coastal waters from the western Scheldt to the Danish frontier. Deltic and
Shallow Marine Deposits. L.M.Y.U. van Straaten, Dev. Sedimentology 1, 93-103.
 Ackermann, F. (1980) A procedure for correcting the grain size effect in heavy metal analyses of estuarine and coastal
sediments. Environmental Technology Letters 1, 518-527.
&5 Ackermann, F.; Bergmann, M.; Schleichert, G.U. (1983) Monitoring of heavy metals in coastal and estuarine sediments - a
gsuestion of grain-size: <20 um versus <60 um. Environmental Technology Letters 4, 317-328.

Tam, N.F.Y; Wong, Y.S. (2000) Spatial variation of heavy metals in surface sediments of Hong Kong mangrove swamps.
Environmental Pollution 110, 195-205.
&7 Martincic, D.; Kwokal, Z.; Stoeppler , M.; Branica, M. (1989) Trace metals in sediments from the adriatic sea. Science of
the Total Environment 83, 135-147.
% Diz, H.R. (2005) An assessment of sediment contamination in Presque Isle Bay, PA, with historical comparisons. Aquatic
Ecosystem Health & Management. 8 (1), 21-31.
69 Adami, G., Aleffi, F., Barbieri, P., Favretto, A., Predonzani, S. & Reisenhofer, E. (1997) Bivalves and heavy metals in
polluted sediments: A chemometric approach. Water, Air, & Soil Pollution 99, 615-622.
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A pesar de esta gran variabilidad en los estudios, son muchas las investigaciones que
proponen trabajar con la fraccién < 63 ym por diversas razones™.
- Los metales de origen antropogénico se encuentran fundamentalmente

ligados a esta fraccion.

- Debido a la elevada relacién que se encuentra entre los metales en esta
fraccion y la materia en suspension, ya que la suspension es la forma de
transporte de las particulas presentes en el sedimento.

- Latécnica de tamizado de esta fraccidn es rapida y sencilla y no afecta a las

concentraciones de los metales de la muestra.

- Se puede realizar una mejor comparacion con los trabajos encontrados en la
literatura, debido a que son numerosas las investigaciones que trabajan con
este tamafio de particula.

Por todo lo antes expuesto las muestras de sedimentos no se analizan en su totalidad,
si no, por regla general, en su fraccion por debajo de 63 pm, lo cual permite realizar
comparaciones entre resultados de diferentes zonas. Para ello se realiza previamente
al tratamiento un tamizado de las muestras.

El tamizado es un método fisico que se emplea para separar mezclas de particulas de
diferentes tamafios. Las particulas del tamafio deseado pasan a través del tamiz, que
puede estar constituido por un tejido de hilos metalicos o de plastico que se
entrecruzan formando una malla de diferente tamafio de luz o bien puede tratarse de
placas metalicas perforadas. Estas mayas o placas permiten sélo el paso de aquellas
particulas de un tamafio menor al de la luz del tamiz empleado.

Existen varios tipos de tamizado dependiendo de la técnica empleada, como el
tamizado seco y el himedo o el manual y mecénico. El primero de ellos se emplea
generalmente con materiales que tienen poca humedad o que fueron secados
previamente. En el caso de los sedimentos el tamizado en seco sélo se puede
emplear si las muestras han sido liofilizadas previamente®. En algunos casos se
sugiere que las muestras se liofilizen cuando van a ser guardadas por largos periodos
de tiempo, asi como cuando se ha realizado el tamizado como paso posterior al

secado®.
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En el tamizado humedo se realiza la adicién de agua al sedimento con el objetivo de
que el liquido arrastre las particulas de la muestra més finas a través del tamiz. En
este caso es preciso tener en cuenta que el agua afiadida puede producir la lixiviacion
de los metales mas mdviles asociados al sedimento. Como ambos tipos de métodos
tienen sus ventajas y desventajas, Soares y col. realizan una comparacién entre el
tamizado en seco y en himedo, obteniendo diferencias entre ambos métodos, siendo
el tamizado en humedo el més eficiente, con alrededor de un 63 % de recuperacién de
la fraccion fina respecto al porcentaje obtenido por el tamizado en seco™. Sin
embargo, para la fraccion de 500 um los porcentajes de recuperacion fueron similares
con ambos tipos de tamizado. Por otro lado también obtienen mayor concentracion de
metales en las muestras que fueron tamizadas por via hUmeda, probablemente debido
a una mayor eficiencia en la desagregacion de las particulas finas. En la misma linea,
otros autores proponen el tamizado himedo para los estudios de metales pesados
para evitar la subestimacion de la fraccion fina que se produce con el tamizado en
seco’® ™,

Para el caso del tamizado manual y mecéanico, la diferencia radica fundamentalmente
en el empleo de un equipo (tamizadora) que permite de manera mecanica realizar
esta operacion. Este equipo facilita y agiliza el proceso de tamizado.

11.L1.2.2. Secado

Debido a los diferentes contenidos de humedad que pueden presentar los sedimentos,
es necesario realizar un paso previo de secado de las muestras, de forma tal que los
resultados finales puedan ser referidos al peso seco. De este modo se facilita la
comparacion del resultado de diferentes areas. En el caso del tamizado en seco este

€s un paso previo a la disgregacion de la muestra y posterior tamizado, mientras que

w0 Soares, H.M.V.M.; Boaventura, R.A.R.; Machado, A.A.S.C.; Esteves da Silva, J.C.G. (1999) Sediments as monitors of
heavy metal contamination in the Ave river basin (Portugal): multivariate analysis of data. Environmental Pollution 105, 311-
323.

"> Cobelo-Garcia, A.; Prego, R. (2004) Influence of point sources on trace metal contamination and distribution in a semi-
enclosed industrial embayment: the Ferrol Ria (NW Spain). Estuarine, Coastal and Shelf Science 60, 695-703.
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en el tamizado en himedo éste es el paso posterior al tamizado y previo a la
disgregacion de la muestra.

Las muestras de sedimentos se pueden secar a la temperatura ambiente o en estufa
abarcando un amplio rango de temperaturas, entre 30 - 110° C. En todos los casos el
tiempo de secado debe ser suficiente como para eliminar toda la humedad de la
muestra, finalizando la etapa de secado cuando se obtiene un peso constante de la
misma. Se plantea que para la determinacién de metales no volatiles, cualquiera de
los procedimientos de secado es aceptable, sin embargo, por encima de 40° C se
pueden producir pérdidas significativas de mercurio®. También se recomienda trabajar
a esta temperatura para evitar los cambios mineraldgicos en las muestras®. Por tanto,
la temperatura preferida por algunos investigadores para secar las muestras es la de
40° C, aunque es posible utilizar otras temperaturas dependiendo del elemento a
analizar. Por ejemplo, Brook y Moore secan sus muestras a 70° C, probablemente
para evitar la pérdida de As que posteriormente analizan en su estudio .

Una vez que la muestra se ha secado, se necesita disgregarla y homogenizarla,
mediante la molturaciéon empleando, por ejemplo, un mortero de 4gata. Con este paso
se logra aumentar la superficie de contacto y que la digestion ocurra por igual en toda
la muestra. Una vez terminado este paso, se pasa a almacenar la muestra para su

posterior tratamiento quimico o analisis.

[1.1.2.3. Almacenamiento y conservacion

Las muestras se almacenan dos veces durante todo el proceso de analisis, la primera
de ellas es a su llegada al laboratorio, antes del pretratamiento, y la otra luego del
pretratamiento hasta su digestion.

Una vez tamizadas, secadas y disgregadas, las muestras deben ser almacenadas
para su posterior andlisis. Es por ello que se debe controlar no sélo las temperaturas
méaximas y minimas de almacenamiento, sino también la humedad y el efecto que la

luz puede producir sobre las muestras*'. Bordas propone que para cortos periodos de

IS Brook, E.J.; Moor, J.M. (1998) Particle-size and Chemicals control fo As, Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, and Zn in bed sediment
from the Clark Fork river, Montana (U.S.A.). The Science of the Total Environment 76, 247-266.
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tiempo, almacenar las muestras de sedimentos a 4° C es suficiente, pero no mas de
dos semanas. Los sedimentos andxicos deben ser preservados evitando el contacto
con el oxigeno atmosférico, e independientemente del método utilizado para
almacenar la muestra, debe inhibirse la actividad microbiana debido a que puede
producir cambios en algunas especies quimicas®®. Por otro lado, también sugiere que

para largos periodos de tiempo, las muestras deben liofilizarse o secarse.

Concluyendo, para realizar el tratamiento previo de las muestras, asi como su
posterior conservacion, el trabajo debe realizarse de manera tal que se evite la
contaminacion por metales y la pérdida de constituyente o elementos volatiles antes
del analisis. En este estudio se ha evaluado el efecto que diferentes tipos de
tamizados provoca en las concentraciones de metales en muestras de sedimentos, asi

como el efecto que provoca el tamafio de grano sobre dicha concentracion.

[I.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

[1.2.1. Toma de muestras

Para estudiar el efecto que tiene el pretratamiento de los sedimentos sobre la
concentracion de metales se utilizaron cinco muestras de un ecosistema de gran
importancia ambiental de la Bahia de Céadiz, denominado Rio San Pedro (RSP).

Como se observa en la Figura Il.1, el RSP se ubica concretamente en una zona
situada en las Marismas del Rio Guadalete, al oeste de la Provincia de Cadiz. Durante
el periodo Cuaternario, el RSP constituia una brazo del Rio Guadalete, sin embargo,
fue cortado artificialmente en la década de los 50 al desecarse parte de las marismas
situadas al norte de Puerto Real”. Es por ello que en la actualidad el RSP tiene una

longitud de 12 km y es catalogado como un brazo de mar cuyas aguas proceden de la

& Mendiguchia, C. (1999) Estudios sobre acumulacion de metales pesados en sedimentos de zonas de explotacion
acuicola de alto valor ecoldgico. Tesina de Licenciatura, Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales, Universidad de Cadiz.
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Bahia de Cadiz’*. Su margen oriental bafia el pueblo de Puerto Real, fluyendo
principalmente por el Pinar de La Algaida, mientras que su margen occidental fluye
junto al término municipal del Puerto de Santa Maria, bafiando las marismas de Los

Torufios”, que constituye un parque metropolitano.

Figura Il.1. Mapa de la zona de muestreo de Rio San Pedro en la
Bahia de Cadiz.

La toma de muestras fue realizada en los cinco sitios sefialados en la Figura Il.1, con
el empleo de una draga Eckman-Birge (Figura 11.2). Posteriormente los sedimentos
fueron envasados en bolsas de polietileno y refrigerados hasta su tratamiento previo.

4 Mendiguchia, C.; Moreno, C.; Manuel-Vez, M.P.; Garcia-Vargas, M. (2006) Preliminary investigation on the enrichment of
heavy metals in marine sediments originated from intensive aquaculture effluents. Aquaculture 254, 317-325.
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Figura I1.2. Draga Eckman-
Birge empleada en el
muestreo.

Los sitios muestreados cubrieron distintas fuentes antropogénicas. El punto RSP1 se
encuentra en la zona méas externa del brazo de mar, alejado de las influencias
acuicolas, y recibe poca influencia antropogénica, limitada al impacto de los astilleros
cercanos al mismo. El punto RSP2 recibe aportes del poblado de Rio San Pedro,
mientras que el punto RSP3 se encuentra cercano a una carretera con alta densidad
de trafico y recibe el aporte de la ciudad del Puerto de Santa Maria. Los puntos RSP4
y RSP5 reciben el aporte de la granja acuicola cercana, encontrandose cerca de los
mismos el centro de investigaciones y las instalaciones para el cultivo de peces

(dorada), respectivamente.

[1.2.2. Pretratamiento de las muestras

Con el objetivo de evaluar el efecto sobre la concentracién de metales en las muestras
en estudio, se realizo el andlisis después de someterlas a tamizados de forma manual
y mecénica, por via himeda y seca. En el caso del tamizado manual, que se realizé
siempre por via himeda, se pesé una porcién de sedimento de 100 g y se paso a
través de un tamiz de tamafio de poro de 63 um, afiadiendo lentamente agua milli-Q y
con la ayuda de una espéatula se movio el sedimento para facilitar el paso del mismo a

través del poro del tamiz. Finalmente se recogié el sedimento junto al agua que
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atraveso el tamiz y se secO en estufa a una temperatura de 105° C hasta peso
constante.

El tamizado mecénico se realizé tanto por via himeda como por via seca. En ambos
casos se uso la tamizadora que se muestra en la Figura 11.3 (A). Para el tamizado en
himedo se pesaron 100 g del sedimento y se trasvasaron al tamiz superior.
Dependiendo del andlisis a realizar, se utilizaron tamices de diferentes tamafios de
poro. Se puso en marcha la tamizadora y se afiadi6 dos veces agua milli-Q en
cantidad aproximada a 1 L a intervalos de cinco minutos. Al finalizar el ciclo se
enjuago el tamiz con suficiente agua hasta que ésta salié transparente. Se recogié la
fraccion tamizada y se puso a secar en estufa a 105° C hasta peso constante. Para el
tamizado en seco se procedioé secando en primer lugar la muestra en estufa a 105° C
hasta peso constante. Posteriormente se tamizé en ausencia de agua y con la ayuda
de un pincel se trasvaso el sedimento tamizado a un vaso de precipitados previamente
tarado.

Figura 11.3. Tamizadora empleada en el estudio (A). A la derecha los tamices empleados:
(A): Tamiz metélico y (B): Tamiz de plastico.

En todos los casos se calcul6 el porcentaje de cada fraccion tamizada a partir de los
pesos del sedimento obtenido en cada tamiz respecto al peso total de la porcion de
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sedimento empleada. Finalmente, y con el objetivo de estudiar el efecto del material
del tamiz en las muestras se pasd una porcion de muestra por una torre de tamices
plasticos (nylon) y otra por una de tamices metalicos (Figura 1.3 (B) y (C)). Este
estudio se realizé por via hUmeda y tamizado mecanico.

Finalmente, con el objetivo de conocer la concentracion de los metales en los
diferentes tamafos de granos, se instalé una torre de tamices de diferentes tamafios
de luz en la tamizadora. Los didmetros evaluados fueron: < 63 um, 63 pm-2 mmy > 2
mm. Una vez tamizadas las distintas fracciones fueron secadas a 40° C y molturadas
con mortero de agata. En este caso se opto por una temperatura menor debido a que
se iba a realizar la determinacion de la concentracion de varios metales, entre ellos el
Pby el As.

En todos los casos de tamizado mecanico se utilizaron una potencia del nivel 8 y un
ciclo de 9 s.

I1.2.3. Digestion y analisis de las muestras

Como ya se ha mencionado, la digestion de las muestras es una de las etapas
determinantes en la deteccién y cuantificacion de los metales en los sedimentos
cuando la determinacion se realiza mediante las técnicas analiticas mas comunmente
empleadas que requieren la transformacién del sedimento a fase liquida. Existe gran
variedad de normas internacionales para la digestion total o parcial de las muestras.
Los métodos que emplean la fusion de la muestra, con ayuda de una mezcla fundente,
no son recomendables para la determinacion de elementos trazas por razones bien
fundamentadas en la literatura’. En su lugar se emplean las conocidas digestiones
acidas. En este caso, para el analisis de la concentracion total de los metales se
realizé una digestion total &cida empleando una modificacion del método EPA 3052°.

El objetivo de esta modificacion, fundamentalmente, es el de reducir la cantidad de

" Agemian, H.; Chau, A.S.Y. (1976) Evaluation of extraction techniques for the determination of metals in aquatic
sediments. Analyst, 101, 761-767.

i Benomar, M.; Mendiguchia, C.; Er-Raioui, H.; Marhraoui, M.; Lafraoui, G.; Oulad-Abdellah, M.K.; Garcia-Vargas, M;
Moreno, C. (2012) Analysis of heavy metals in sediments from northern moroccan coast using simple and low-cost
methodology. The Open Environmental Pollution & Toxicology Journal 3, (Suppl 1-M6) 47-54.
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muestra a digerir, conllevando a una reduccion de la cantidad de reactivos empleados.
El método consiste en pesar aproximadamente 0,25 g de muestra y trasvasarla a un
reactor de politetrafluoroetileno (PTFE), adicionandole 4 ml de HNO; concentrado y 1
ml de HF. Posteriormente se coloca en un horno microondas siguiendo un programa
de dos etapas. La primera consiste en un calentamiento durante 5 minutos con una
potencia de 500 W y una temperatura de 130° C, mientras que en la segunda etapa se
mantiene durante 16,5 minutos a una temperatura de 180° C y una potencia de 1000
W. Posteriormente las muestras se dejan enfriar hasta temperatura ambiente y se les
afade alrededor de 12 ml de disolucién de acido bodrico al 5 % para eliminar el exceso
de HF. Finalmente, las muestras digeridas se trasvasan cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 50 ml y se enrasan con agua milli-Q.

Finalmente se determind la concentracion total de los metales en las disoluciones con
un espectrometro de emisién atémica con plasma acoplado por induccion (ICP-OES),
utilizando la adicion de un estandar interno de Li. Por este motivo la concentracion
total de Li fue determinada en otra porcion de la muestra digerida mediante un
Espectrometro de Absorcién Atdmica, en modo de emision, al que se acopldé un
sistema de inyeccion en flujo (FIA) para realizar la adicién de la disolucion buffer (KCl
2%) a las muestras. En este caso se trabajo con una llama de aire/acetileno, flujo de
C,H, de 1,0 l-min™ y de aire de 5,0 I-min’*, ancho de banda espectral de 0,5 nm, altura

del quemador de 10 mm y una longitud de onda de 670,8 nm.

[1.2.4. Andlisis estadistico de los resultados

Para realizar las comparaciones entre los resultados obtenidos con los diferentes tipos
de tamizado, se calcul6 la concentracién media de tres réplicas de digestion en cada
condicion experimental de las muestras de sedimento de RSP, sus respectivas
desviaciones estandar e intervalos de confianza (a = 0,05, n = 3). En primer lugar,
para conocer la exactitud de la metodologia de digestion total empleada se comparé
mediante una prueba estadistica t la concentracion media experimental con la

concentracion conocida en una muestra de referencia certificada (MAR GBW 07313).
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La comparacion entre las concentraciones del metal obtenido en la misma fraccion del
sedimento, pero con diferentes tipos de tamices se realiz6 mediante una prueba de
significacion t de comparacion de dos medias experimentales.

Finalmente, para evaluar las relaciones entre los metales y su distribuciéon en los
diferentes tamafios de grano y sitios de muestreo se realiz6 un Analisis de
Componentes Principales (ACP). Como el Cd en la fraccion del sedimento con tamafio
de grano < 500 um se encoriirpor debajo del limite de detecciéon, su valor fue
sustituido por la mitad de dicho limite y asi poder evaluar dicho metal”’. Para una
mejor comprension de los resultados se aplicd una rotacién Varimax, asi como las
nuevas componentes principales se seleccionaron segun el principio de Kaiser, que
considera como relevante las nuevas componentes principales cuyo autovalor es >
1”". También se considero la variabilidad explicada por cada una y la variabilidad total
explicada. Las cargas fueron empleadas para evaluar el impacto de las variables
originales sobre las nuevas componentes, mientras que las puntuaciones de las
nuevas componentes seleccionadas fueron utilizadas para evaluar las similitudes y las
diferencias entre los sedimentos estudiados. Por ultimo, el estudio de agrupamiento
jerérquico se aplicé para evaluar las distancias entre las muestras y conjuntos de
datos y confirmar los resultados obtenidos mediante el ACP.

11.3. RESULTADOS

[1.3.1. Efecto de las condiciones de tamizado

A continuacién se exponen los resultados obtenidos para las diferentes condiciones de
tamizado estudiadas, asi como cuales fueron las mejores condiciones de tamizado
gue seran empleadas en estudios posteriores.

En primer lugar, se procedié al estudio de la eficiencia de tamizado de acuerdo a la

técnica empleada. Para ello se compararon los porcentajes de la fraccion fina (< 63

" Reid, MK.; Spencer, K.L. (2009) Use of principal components analysis (PCA) on estuarine sediment datasets: The effect
of data pre-treatment. Environmental Pollution 157, 2275-2281.
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pum) obtenidos mediante tamizado manual y mecanico, tanto en via himeda como
seca para el segundo caso. En la Figura 1.4 se muestran los resultados de
recuperacion como porcentaje del peso de la fraccion menor a 63 pm recuperada
respecto al peso total de la porcion de sedimento pesada. Como se observa el
tamizado mecanico por via himeda resulté ser el mas eficiente, debido a que se
obtiene mayor cantidad de muestra en las fracciones tamizadas, asi como resultados
mas reproducibles que en el tamizado mecanico seco. Resultados similares fueron

.”°. La menor reproducibilidad del tamizado mecanico seco

obtenidos por Soares y co
puede deberse a que la muestra se recoge en ausencia de agua y no se arrastra la
totalidad de las particulas del fondo del tamiz. Por tanto, ocurre una pérdida no

constante de peso de muestra.

15

-
o
T

Cantidad tamizada, %
o

Tipo de tamizado

Figura I1.4. Efecto del tipo de tamizado en cantidad de la fraccion < 63
um tamizada respecto al total pesado. (]): Manual, ((J): Mecénico via
himeda y (@): Mecanico via seca. Las barras de error representan la
desviacién estandar del analisis.

Por las razones antes mencionadas se escogi6 el tamizado mecanico por via hUmeda

para los estudios posteriores.
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11.3.2. Efecto del tiempo de tamizado

Una vez seleccionado el tamizado mecanico via himeda, se estudié el tiempo
necesario para recuperar la mayor cantidad de las fracciones tamizadas. Para ello se
evaluaron tres tiempos, 5, 10 y 15 minutos. De manera general se obtuvieron muy
bajos porcentajes en las fracciones: menor a 2 mm, entre 630 um - 2 mm y entre 63 -
630 um, encontrdndose la mayor cantidad de la muestra en las fraccion < 63 pum para
los diferentes tiempos. Los resultados obtenidos para dicha fraccién se muestran en la

Figura II.5. Los resultados para el resto de los tamafios de grano se pueden encontrar

en el Anexo 1.

I
T

Cantidad, g

5 10 15
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Figura I11.5. Influencia del tiempo de tamizado en el porcentaje de la
fraccion tamizada < 63 pm. Las barras de error representan la
desviacion estandar del analisis.

Como se puede observar en la figura, la cantidad de muestra tamizada de fraccién fina
(< 63 um) aumenta cuando el tiempo aumenta de 5 a 10 minutos, y se mantiene
constante si el tiempo se aumenta hasta los 15 minutos. Por tanto, 10 minutos es
tiempo suficiente para arrastrar la mayor cantidad de muestra posible de dicha

fraccion durante el tamizado y fue seleccionado para los estudios posteriores.
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Una vez establecidas las condiciones de tamizados se procedié a la separacion de las
fracciones de las particulas > 2 mm, entre 2mm — 63 pm, y < 63 um, usando ambos
tipos de tamices de las cinco muestras de RSP. La Tabla Il.1 muestra los porcentajes

de cada fraccion tamizada para ambos materiales.

Tabla I.1. Composicion granulométrica de las muestras de RSP obtenidas con tamices
de materiales diferentes. Los resultados estan expresados en %.

MUESTRA TAMIZ >2mm  2mm- 63 pm <63 um TOTAL
METALICO 19,2 71,5 0,73 91,4
RSP1 i
PLASTICO 17,2 81,4 0,85 99,5
METALICO 6,9 91,4 571 104,1
RSP2 i
PLASTICO 2,6 94,9 4,2 101,7
METALICO 0,18 55 89,2 94,9
RSP3 i
PLASTICO 0,16 7,2 83,8 91,2
METALICO 20,1 15,04 57,1 92,2
RSP4 i
PLASTICO 23,3 12,6 58,8 94,7
METALICO 1,31 29,3 62,04 92,7
RSP5 i
PLASTICO 2,4 28,2 66,1 96,7

Como se puede apreciar, la fraccion predominante en las muestras RSP1 y RSP2 es
la que se encuentra entre 2 mm - 63 um, mientras que en las muestras RSP3, RSP4 y
RSP5 la fraccién predominante es la fina, es decir, la inferior a 63 um. Este hecho se
debe a que las muestras RSP1 y RSP2 se corresponden a la zona del RSP donde
existe una mayor renovacién de agua y por tanto, mayor movimiento y transporte de la
fraccion fina. Por el contrario, en los puntos RSP3, RSP4 y RSP5 existe escaso

movimiento de aguas que favorece la deposicién del material mas fino.

[1.3.3. Efecto del material del tamiz

Para realizar la comparacion de la influencia del material del tamiz sobre la

concentracion de metales en los sedimentos, se analizaron la concentracion total de
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todos los elementos en la fraccion menor a 63 pm, tamizada tanto con el tamiz
metalico como con el plastico mediante tamizado mecanico en himedo por 10
minutos. Primeramente se evalué el sesgo del método de digestion para garantizar el
correcto desempefio del mismo. Para ello se realizo la digestion total de una muestra
de referencia certificada y las concentraciones se compararon con su valor certificado.
Las concentraciones medidas de metales en la muestra de referencia certificada se
aparecen en la Tabla 1.2 junto con las concentraciones de referencia y los resultados

de la prueba t de comparacién de un valor experimental con un valor certificado.

Tabla 11.2. Resultados de la prueba t para la muestra de referencia
certificada expresados en mg-kg™.

Elemento C:tug Cnhxs texperimenta  Pruebat
Al 13,75+ 0,09 13,3104 1,95 Aceptado
As 58+0,8 59+0,9 0,19 Aceptado
Cd* - 0,13 + 0,07 -

Co 76,7+ 1,2 72,2+5,4 1,44 Aceptado
Cr 58,4+ 1,3 57,4+5,2 0,33 Aceptado
Cu 4248+ 8 414 £ 11 1,72 Aceptado
Fe 6,58 + 0,07 6,3+0,3 1,62 Aceptado
Li* - 40,6 + 6,4 -

Mn 0,43 £ 0,01 0,41 + 0,09 0,39 Aceptado
Ni 150+ 4 149,2+1 1,39 Aceptado
Pb 29,3+1,1 26+8 0,80 Aceptado
Ti* - 3787 £ 24 -

\Y 112 +5 111 +9 1,35 Aceptado
Zn 160+ 3 156 + 11 0,63 Aceptado

taba = 4,30 para n-1=2, a=0,05. C. concentracion certificada, Cpn:

Concentracion medida. *metales no certificados en la muestra

Los resultados de la aplicacion de la prueba estadistica t (n = 3 y a = 0,05) no
mostraron diferencias significativas entre la concentracion certificada y la determinada
en el MRC para ninguno de los metales cuantificados lo que garantiza la confiabilidad

de los resultados.
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Una vez cuantificadas las muestras, como primer resultado se puede mencionar que
la concentracién obtenida para todos los metales fue similar independientemente del
tipo de tamiz empleado, mostrandose el Ni como ejemplo en la Figura I1.6.
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Figura 11.6. Efecto del material del tamiz en la concentracion de Ni,
[): tamiz metalico y (): tamiz plastico. Las barras de error
respresentan la desviacién estandar.

Esta similitud dentro de los limites del error experimental se demostré mediante una
prueba t de comparacién de dos medias experimentales, no encontrandose
diferencias significativas entre los dos tipos de material de los tamices para un
intervalo de confianza del 95 % (a = 0,05) para todos los metales y muestras
estudiados. La tabla de los resultados de la prueba t para todos los metales
estudiados se muestra en el Anexo 2 de este trabajo.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que, para las muestras de sedimentos
evaluadas, se puede utilizar indistintamente cualquiera de los dos tipos de tamices,
plastico o metal, sin correr el riesgo de afectar la concentracion de los metales
mediante contaminacion debido al material del tamiz.
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11.3.4. Efecto del tamafio de grano

Para evaluar la relacién entre el tamafio de grano y la concentracion de los metales en
la muestra de sedimentos que se analiza se compard la concentracion determinada en
las fracciones menores de 63 um y de 500 um. La seleccion de la fraccién fina se
encuentra ampliamente respaldada por la literatura, como antes se ha expuesto. La
fraccion menor a 500 um fue también considerada en el presente estudio porque
existen trabajos sobre metales en el RSP para este tamafio de grano y de este modo
permitiria realizar la comparacion de los resultados actuales con los anteriormente
reportados’™ ™.

De manera general se observaron dos comportamientos bien definidos. El primero
incluye a la mayoria de los metales (As, Cd, Co, Cu, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V, Zn y materia
organica), los cuales mostraron una mayor concentracion en la fraccion menor a 63
UM que en la fraccion menor a 500 um. Este comportamiento se muestra en la Figura
I1.7, donde se representan los resultados obtenidos para el Cu a modo de ejemplo.

400

0 ke =1 | [ [T [

RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5

Figura 11.7. Comparacion de la concentracion de Cu determinada a
[): <63 um y ([): < 500 um. Las barras de error representan la
desviacion estandar.
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Como se mencioné en la Introduccién, los metales de origen antropogénico se
concentran fundamentalmente en la fraccion fina de los sedimentos, tal y como se
obtiene en el presente trabajo.

Como se ha comentado previamente, este comportamiento es el que se observa para
los metales en los sedimentos de manera general. El enriquecimiento de la fraccion <
63 um se debe que las particulas pequefias presentan mayor area especifica respecto
a su volumen que las particulas mayores. Este hecho produce un aumento
significativo de la superficie total de interaccion con los metales presentes en el medio
para una misma cantidad dada de sedimento cuando las particulas son menores, lo
que conduce a una mayor retencién de la cantidad de metales®®. Como se comenté en
la Introduccion, esta tendencia frecuentemente se atribuye a los procesos de
adsorcién, co-precipitacion y complejacion de los metales que se favorecen en la
superficie de las particulas.

El segundo grupo de metales, que estd formado por el Al, Cr y Fe, mostré sin
embargo, un comportamiento opuesto, como se puede observar en la Figura 1.8
donde se muestran los resultados obtenidos para el Fe a modo de ejemplo. En este
caso, la concentracién obtenida en la fraccion menor a 500 pm es mucho mayor que la
obtenida para la fraccion menor a 63 um. La concentracién obtenida para todos los
metales en ambos tamafios de grano se puede encontrar en el Anexo 3.

Este comportamiento ha sido observado anteriormente por otros autores para algunos

metales, como el Cd, Cu, Pb, Zn, Fe, Mn*“¢>.72

, Y se atribuye a varios procesos,
como se ha descrito en la Introduccion de este capitulo. En el presente caso, es
probable que el enriquecimiento en Al y Fe de la fraccién de 500 um pueda deberse
fundamentalmente a la presencia de minerales detriticos, presentes en la composicién

mineraldgica de los sedimentos analizados.
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Figura 11.8. Efecto del tamafio de grano en la concentracion de Fe
a (): <63 umy ([): < 500 pm. Las barras de error representan

la desviacion estandar.

En la Figura I1.9 se muestra el difractograma para la muestra RSP1 menor a 500 um a
modo de ejemplo, donde se puede apreciar la anortita, silicato del grupo de los

feldespatos, que en su composicién quimica pueden contener al Al.
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Figura I1.9. Difractograma de la muestra RSP1 menor a 500 pm. Q:
cuarzo, C: calcita y A: anortita.
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Para poder evaluar la relacion y comportamiento de los metales en las dos fracciones
analizadas, asi como la tendencia espacial de las muestras, se realiz6 un Analisis de
Componentes Principales (ACP). Los resultados de las cargas y puntuaciones se
muestran en la Figura 11.10.

Durante la reduccion de variables se identificaron tres componentes principales (CP1,
CP2 y CP3), las cuales en su conjunto representan un 92,8 % de la variabilidad total
contenida en los datos.

La variabilidad explicada por la CP1 es del 48,1 %. Las cargas indican que la
contribucion principal sobre esta componente corresponde al As, Co, Cu, Ni, Ti, Vy
Zn, metales traza y medios que con excepcién del Co y el Ti, son elementos téxicos
y/o indicadores de la contaminacion antropogénica. Todos ellos estdn asociados,
fundamentalmente, a la fraccién fina del sedimento, como se destaca particularmente
bien en la Figura 11.10 para la fraccion menor de 63 pm de los sedimentos colectados
en los sitios RSP3-RSP5. La segunda componente principal representd un 30,5 % del
total de la varianza. En esta componente se agruparon fundamentalmente los
elementos litogénicos Al, Fe, Cr y Li, asi como el Cd con influencia negativa sobre
esta componente. En CP3, con una varianza explicada de 14,15 %, se reflej6 sélo la
influencia de una variable original, el Mn. La materia organica distribuye su carga entre
las CP1 y CP3, nétese que tiene cargas entre 0,5 y 1 en ambas componentes,
mientras que la carga sobre la componente 2 es menor a 0,5.

Por otro lado, cuando se analizan las puntuaciones se puede observar en la Figura
[1.10 una clara diferenciacién de las muestras analizadas por las el tamafio de sus
particulas (< 63um y < 500 ym), agrugndose principalmente en dos componentes
diferentes. La mayoria de las muestras (RSP3-RSP5) de 63 ym se agruparon en el
extremo positivo del eje x, en la CP1, mientras que en el extremo positivo del gje v,
CP2, se agruparon la mayoria de las muestras analizadas (RSP3-RSP5) de la fraccion
< 500 pum (Figura 11.10).
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Figura 11.10. Representaciéon de las cargas y las puntuaciones sobre el
espacio de las nuevas componentes. CP1 vs CP2.

También se puede observar una diferenciacion de las muestras RSP1 y RSP2 de 500
pm agrupadas en el extremo izquierdo del mismo eje, destacando asi el bajo
contenido en esas dos muestras de los elementos traza y medios indicadores de
contaminacion. Como se menciond previamente, las muestras ubicadas en la parte
interior del brazo de mar (3, 4 y 5) reciben mayor impacto antropogénico,
principalmente de la granja acuicola. Estos resultados corroboran con mayor claridad
lo observado para ambos tamafios de grano durante el andlisis univariado previo.

Resulta interesante también la asociacion entre la muestra RSP2 de fraccion fina y el
Mn en contraste con la asociacion de las muestras RSP3, RSP4 y RSP5 de diametro
< 500 um a los elementos Fe, Al y Cr. Cuando en realidad todos son basicamente de
origen litolégico y sin embargo aparecen asociados a diferentes tamafios de grano.
Esto pudiera indicar la presencia de algun tipo de mineral de Mn que se acumula
preferentemente en la fraccién fina de la muestra RSP2. Por otro lado, el Mn es el
Unico metal que mostré un comportamiento diferente a lo largo del rio en la fraccion

fina, siendo similar la concentracién del mismo en todos los sitios de muestreo.
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A modo de conclusién, las mejores condiciones de tamizado para las muestras
estudiadas fueron el tamizado mecanico via himeda, con un tiempo de tamizado de
10 minutos. Por otro lado, las muestras de RSP pueden ser tamizadas con tamices
plasticos o metalicos, sin correr el riesgo de contaminar la misma con metales a partir
del material del tamiz. Ademas, como era de esperar, la mayoria de los metales se
concentran en la fraccion fina, menor a 63 pm, y sélo el Al y Fe muestran mayor
concentracion en la fraccion mas gruesa (menor a 500 um). Por tanto, se decidio
realizar los estudios posteriores sobre la fraccion menor de 63 um, para evitar posibles
diluciones de los metales debido a la granulometria y obtener resultados mas
facilmente comparables con otros obtenidos en distintas areas del mundo.
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IIl. SIMULACION DE LOS PROCESOS DIGESTIVOS DE
PECES MEDIANTE METODOS QUIMICOS

Se ha mencionado anteriormente el riesgo que implica la contaminacion por metales
para la vida en el planeta debido a su toxicidad, persistencia y naturaleza
bioacumulativa, asi como que los sedimentos han sido usados frecuentemente para la
evaluacion de dicha contaminacion. Se conocen hasta el momento muchos métodos
de digestién de sedimentos que permiten evaluar la fraccion biodisponible de metales
en los mismos, sin embargo, cada vez es mayor el interés por conocer realmente qué
fraccion de esos metales pasan a los organismos acuaticos a través de la ingestion
directa de los sedimentos. Por esta razon, la presente tesis centra su atencién en la
bldsqueda de un método que permita simular en el laboratorio las condiciones ue se
encuentran en el sistema digestivo de los peces en que produce la extraccion de los
metales presentes en particulas del sedimento que ha sido ingerido. Esto permitiria
una mejor evaluacion desde el laboratorio de la cantidad de metales que

efectivamente se incorpora al tracto digestivo del organismo acuético. Este tema se
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abordara en dos capitulos, el primero dedicado a los métodos quimicos y el segundo a

los métodos enzimaticos.

I11.1. INTRODUCCION

[11.1.1. Biodisponibilidad y ecotoxicidad

La biodisponibilidad es utilizada frecuentemente como el indicador clave del riesgo
potencial que suponen los productos quimicos, metales y otras sustancias para el
medio ambiente. Sin embargo, el término biodisponibilidad se define en muchas
ocasiones de manera inadecuada, con multiples ambigledades en la literatura al no
estar claro el concepto sobre el cual se define”®.

El término biodisponibilidad tuvo su origen natural en la farmacologia/toxicologia, y
desde su introduccion su definiciobn ha sido usada dependiendo de la disciplina
ambiental y del organismo receptor.

Algunos autores definen la biodisponibilidad como la fraccion de la cantidad total de
una sustancia quimica en un compartimiento medioambiental que, dentro de un
periodo de tiempo determinado, esta disponible o se puede hacer disponible para la
absorcién por plantas y otros organismos bien por la via directa a partir del medio
circundante, o por la ingestion de alimentos. Por tanto, la biodisponibilidad en su
concepto mas amplio debe ser estudiada como un proceso dinamico, en el cual se
debe tener en cuenta de manera explicita la exposicion significativa y la ruta de
captacion de los metales, los flujos quimicos para determinadas especies bioldgicas,

79,80

asi como la dependencia del tiempo™™. Por otro lado, la biodisponibilidad ha sido

definida en términos de absorcién de las plantas®. En el mismo se plantea que un

8 Naidu, R.; Semple, K.T.; Megharaj, M.; Juhasz, A.L.; Bolan, N.S.; Gupta, S.K.; Clothier, B.E.; Schulin, R. (2008)
Bioavailability: Definition, assessment and implications for risk assessment. Developments in Soil Science 32, Chapter 3,
39-51.

o Peijnenburg, W.J.G.M; Jager, T. (2003) Monitoring approaches to asses bioaccessibility and bioavailability of metals:
Matrix issues. Ecotoxicology and Environmental Safety 56, 63-77.

8 Peijnenburg, W.J.G.M.; Zablotskaja,M.; Vijver, M.G. (2007) Monitoring metals in terrestrial environments within a
bioavailability framework and a focus on soil extraction. Ecotoxicology and Environmental Safety 67, 163-179.

8 Gupta, A.K.; Sinha, S. (2006) Chemical fractionation and heavy metal accumulation in the planto f Sesamum indicum (L.)
var. T55 grown on soil amended with tannery sludge: Selection of single extractants. Chemosphere 64, 161-173.
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elemento quimico es biodisponible si estd presente como, o puede ser transformado
facilmente a, especies de iones libres, que se pueden mover hacia las raices de las
plantas en una escala de tiempo relevante para el crecimiento y desarrollo de las
mismas, y que una vez absorbido por la raiz, afecta el ciclo de vida de las plantas. Por
otra parte, también se ha definido en términos de absorcién de las plantas la fraccion
de metales extraibles que se correlaciona con la captacion total de metal en las
plantas’®. Otras definiciones han sido dadas en términos mas generales de absorcion
en microorganismos y organismos superiores, e incluso, en términos de
biodegradacion’®. En la primera de estas dos Ultimas definiciones se han referido al
grado en que un producto quimico en una fuente potencial es libre para la captacion, o
para ser desorbido fisiolégicamente, pudiendo ser absorbido a través del tracto
gastrointestinal llegando de esta manera a la sangre. Ademas, en el caso de los
microorganismos se puede definir desde la perspectiva de su metabolismo, su
capacidad para crecer en estos productos quimicos, cambiar su fisiologia y tal vez su

modulacién de la respuesta genética® %%

. En el segundo caso, para la definicion de
biodisponibilidad descrita en términos de biodegradacion se refiere al grado en el que
un contaminante esta disponible para la conversion biolégica, la cual es una funcion
del sistema bioldgico, las propiedades fisico-quimicas de los contaminantes y los
factores ambientales.

Finalmente, muchos autores definen la biodisponibilidad como la méxima cantidad de
un contaminante que se encuentra disponible o disuelto en el medio gastrointestinal

85,86

de un organismo™"". Una de las ventajas de este concepto es que tiene en cuenta la

liberacion de metales en el sistema digestivo de los organismos, por esta razon esta

82 Peijnenburg, W.J.G.M.; Posthuma, L.; Eijsackers, H.J.P.; Allen, H.E. (1997) A conceptual framework for implementation of
bioavailability of metals for environmental management purposes. Ecotoxicology and Environmental Safety 37, 163-172.

83 Beresford, N.A.; Mayes; R.W.; Cooke, A.l; Barnett, C.L.; Howard, B.J.; Lamb, C.S.; Naylor, G.P.L. (2000) The importance
of source-dependent bioavailability in determining the transfer of ingested radionuclides to ruminant-derived food products.
Environmental Science and Technology 34, 4455-4462.

84 Ruby, M.V.; Schoof, R.; Brattin, W.; Goldade, M.; Post, G.; Harnois, M.; Mosby, D.E.; Casteel, S.W.; Berti, W.; Carpenter,
M.; Edwards, D.; Cragin, D.; Chappell, W. (1999) Advances in evaluating the oral bioavailability of inorganics in soil for use
in human health risk assessment. Environmental Science and Technology 33, 3697-3705.

% Turner, A.; Olsen, Y.S. (2000) Chemical versus enzymatic digestion of contaminated estuarine sediment: Relative
importance of iron and manganese oxides in controlling trace metal bioavailability. Estuarine, Coastal and Shelf Science 51,
717-728.

8 Bignasca, A.; lanni, C.; Magi, E.; Rivaro, P. (2011) Using proteolytic enzymes to assess metal bioaccessibility in marine
sediments. Talanta 86, 305-315.
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definicion es a la que se hara referencia durante todo el presente trabajo cuando se
use el término de biodisponibilidad.

Teniendo en cuenta este concepto, la biodisponibilidad de los metales asociados a los
sedimentos dependera en gran medida de la movilidad de los metales hacia el medio
géstrico, asi como de la capacidad de los organismos de asimilarlos por la ingestion
directa de los sedimentos®’.

Como es bien sabido, la movilidad de un metal depende de una variedad de procesos
quimicos, fisicos y biolégicos como se muestra en la Figura IIl.1. Dentro de los
procesos quimicos encontramos la disolucion/precipitacion, desorcion/adsorcion y
complejacién/agregacion. Para los procesos fisicos se pueden mencionar la
adveccién/resuspension, difusion/asentamiento y la fotélisis/entierro. Por dltimo, entre
los procesos bioldgicos encontramos la degradacion, transformacion, produccion de

heces vy filtracion®.

Figura 11l.1. Procesos que influyen en la movilidad de los metales
en el medio acuético.

87 Amiard, J.C.; Geffard, A.; Amiard-Triquet, C.; Crouzet, C. (2007) Relationship between the lability of sediment-bound
metals (Cd, Cu, Zn) and their bioaccumulation in benthic invertebrates. Estuarine, Coastal and Shelf Science 72, 511-521.

52



Capitulo I1I: Simulacién de los procesos digestivos mediante métodos quimicos

Por todo lo expuesto hasta este momento podemos decir que el concepto de
biodisponibilidad es complejo, puesto que es especifico a la relacion especies-metal-
sedimento, y no es necesariamente equivalente a la cantidad de metal que se absorbe
dentro del tejido de un organismo. A su vez, la movilidad de los metales también
dependera del pH del entorno gastrointestinal de los organismos acuaticos, de los
cationes y la capacidad de intercambio i6nico de los sedimentos, su contenido de

arcilla y materia organica, entre otros.

l11.1.1.1. Métodos para evaluar la biodisponibilidad

Existen diferentes aproximaciones al estudio de la biodisponibilidad, sin embargo
hasta el momento no existe un método estandarizado para evaluarla. A esta falta de
consenso se une el hecho de que la biodisponibilidad se encuentra influenciada por
diferentes factores como las propiedades del medio, forma quimica del elemento y
tiempo de exposiciéon del organismo, lo cual dificulta ain mas su evaluacion. Para ello
se han propuesto diversos métodos que abarcan desde ensayos quimicos hasta
pruebas con microorganismos, invertebrados, plantas y organismos superiores'®.

Entre los métodos mas utilizados para evaluar la biodisponibilidad en los sedimentos
se pueden encontrar las pruebas quimicas, los ensayos de toxicidad, la estimacion o
mediciéon de la bioacumulacién directamente del medio ambiente, la estimacion de
biodisponibilidad utilizando las propiedades del suelo o sedimento, reactivos para
conocer la potencial biorremediacion, conocimiento de la bioaccesibilidad (mediante
extracciones fisioldgicas), biosensores microbianos y pruebas en animales’®.

La forma mas comun de conocer la biodisponibilidad de un metal en los sedimentos
esta relacionada con la disponibilidad del mismo a diferentes reactivos quimicos
(extracciones simples) o a mezclas de los mismos por etapas (extracciones
secuenciales), asi como con la relacién entre la disponibilidad del metal y las
diferentes fases mineralégicas del sedimento a la que se encuentra asociado. A pesar
de tener una base empirica, se ha demostrado en algunos casos, que la

concentraciéon obtenida con estos métodos correlaciona con la encontrada en
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diferentes organismos y plantas®®.

Los ensayos para el estudio de la fraccion
biodisponible de metales a menudo se basan en la solubilizacion por ataques
quimicos relativamente débiles respecto a la matriz del sedimento®. Entre las fases
mas biodisponibles de los sedimentos podemos mencionar los carbonatos, la
débilmente adsorbida y la intercambiable. Por tanto, los metales enlazados a las
mismas, serdn mas biodisponibles que si se encontraran enlazados a fases mas
resistentes. Por otro lado, los métodos secuenciales se han desarrollado también con
el objetivo de estudiar la especiacion de los metales en los sedimentos, y por tanto, su
biodisponibilidad de acuerdo a su forma de asociacion. También se puede mencionar
gue es posible evaluar la biodisponibilidad de manera operacional, en la cual los
reactivos utilizados para extraer el metal del sedimento se seleccionan para simular
las condiciones que ocurren en el estémago de los organismos®>91:92:93.94.95

Otra de las formas para evaluar la biodisponibilidad es el estudio de toxicidad en los
organismos. Las pruebas de toxicidad se basan en el estudio de la respuesta tdxica
gue provoca la inhibicion de diferentes funciones del organismo. También se evalla la
biodisponibilidad mediante estudios de bioacumulacion de los contaminantes, que
pueden ser obtenidos mediante el analisis de los niveles de los metales en los tejidos
de los organismos. Tal es el caso de la estimacion de la bioacumulacion mediante la
férmula BAF= Cb/Cm, donde Cb es la concentracion del contaminante en los tejidos,
Cm la concentracién en el medio (sedimentos) y BAF el factor de bioacumulacién’®.
Por otra parte, se puede predecir de manera cualitativa la biodisponibilidad de un

sedimento teniendo en cuenta sus propiedades fisicas y quimicas. Por ejemplo, la

8 Langston, W.J.; Burt, G.R.; Pope, N.D. (1999) Bioavailability of metals in sediments of the Dogger Bank (central North
Sea): a mesocosm study. Estuarine, Coastal and Shelf Science 48, 519-540.

89 Mayer, L.M.; Chen, Z.; Findlay, R.H.; Fang, J.; Sampson, S.; Self, R.F.L.; Jumars, P.A.; Quetel, C.; Donard, O.F.X. (1996)
Bioavailability of sedimentary contaminants subject to deposit-feeder digestion. Environmental Science and Technology 30,
2641-2645.

© Ettajani, H.; Amiard, J.C. (1995) Biodisponibilit¢ de quelques métaux fixés sur les matiéres en suspension (MES) en
milieu estuarien. Hydroécologie Appliquée 7, 75-89.

o Ettajani, H.; Amiard-Triquet, C.; Jeantet, A.Y.; Amiard, J.-C. (1996) Fate and effects of soluble or sediment-bound arsenic
in oysters (Crassotrea gigas Thun). Archives of the Environmental Contamination and Toxicology 31, 38-46.

2 |ee, B.G.; Luoma, S.N. (1998) Influence of microalgal biomass on absorption efficency of Cd, Cr and Zn by two bivalves
from San Francisco Bay. Limnology and Oceanography 43, 1455-1466.

o Wang, W.X.; Yang, Q.L.; Fan, W.; Xu, Y. (2002) Bioavailability of sedimentary metals from a contaminated bay. Marine
Ecology Progress Series 240, 27-38.

9 Ojo, A.A.; Wood, C.M. (2007) In Vitro andlisis of the bioavailability of six metals via the gastro-intestinal tract of the
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquatic Toxicology 83, 10-23.

% Abd El Gawad, SSI. (2009) The Mollusk Gastropod Lanistes carinatus (Olivier, 1984) as a biomonitor for some trace
metals in the Nile river. International Journal of Zoological Research, 1-11.
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biodisponibilidad de muchos contaminantes guarda relacién inversa con el contenido
organico en los suelos, la biodisponibilidad del plomo esta estrechamente relacionada
a los cambios de pH y la forma en la que se encuentra este contaminante. Por tanto,
en este Ultimo caso, si se cuenta con la informacion adecuada, se puede predecir de
manera cualitativa la biodisponibilidad de los contaminantes’®.

Existe igualmente una serie de metodologias con el objetivo de conocer la
biodisponibilidad de los contaminantes transmitidos por el suelo para evaluar el
potencial de biorremediacion. La mayoria de los trabajos se han centrado en la
evaluacion de los métodos de extraccion no exhaustivos con disoluciones “suaves”.
Los alcoholes de bajo peso molecular primarios (metanol, etanol, propanol y butanol)
se han utilizado para evaluar la biodisponibilidad de los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAH). Se pueden mencionar varios trabajos donde encuentran correlacién
entre los PAH extraidos y los PAH biodegradables en suelos. Por otro lado, también
se ha encontrado correlacién entre la concentracion extraida de PAH con el uso de
hidroxipropil-b-ciclodextrina (HPCD) y la concentracion de los PAH producto de la
degradacion microbiana, siendo un método de determinacion rapida, robusta, y
reproducible para evaluar la degradacién microbiana en suelos®®’.

Los estudios de disponibilidad o bioaccesibilidad fisiolégica (PBET por sus siglas en
inglés) emplean métodos basados en la fisiologia y ensayos gastrointestinales de las
especies a evaluar. Asi, pueden utilizar contenido gastrointestinal de diferentes
especies o diferentes enzimas presentes en el sistema gastrointestinal de los mismos
para simular las condiciones de dicho sistema.

En general, se conocen dos formas fundamentales para simular las condiciones del
sistema digestivo en los organismos: por la via quimica, donde se emplean reactivos
que representen el pH del estbmago o del intestino, y por la via enzimética con
algunas de las enzimas presentes en los sistemas digestivos de los organismos.

En este capitulo se abordan las digestiones quimicas, mientras que las enzimaticas

serdn tratadas en el capitulo siguiente.

% Liste, H.H.; Alexander, M. (2000) Plant-promoted pyrene degradation in soil. Chemosphere 40, 7-10.
o7 Reid, B.J.; Stokes, J.D.; Jones, K.C.; Semple, K.T. (2000) Nonexhaustive cyclodextrin-based extraction technique for the
evaluation of PAH bioavailability. Environmental Science and Technology 34, 3174-3179.
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l1.1.2. Métodos de digestibn quimica para evaluar la
biodisponibilidad de metales en sedimentos

Para evaluar el contenido total de metales en un sedimento es preciso, en general,
realizar una etapa de digestibn previa a la determinacion instrumental por
espectrometria de absorcion/emision. Técnicas que indudablemente son muy
empleadas con estos fines tanto en laboratorios de rutina como en investigaciones
ambientales en todo el mundo. Existen otras técnicas, por ejemplo las conocidas
técnicas analiticas nucleares, como la Fluorescencia de Rayos X y el Andlisis por
Activacion Neutrénica (AAN), cuya principal ventaja es que son no destructivas. Pero
estas técnicas tienen algunas limitaciones, por ejemplo, el alto costo del equipamiento
para el AAN y la relativa dificultad en la preparacion de patrones de calibracion en fase
s@lida comparada con su preparacién en fase liquida. También se pueden mencionar
los elevados limites de deteccién en algunos casos®®. Sus limitaciones han impedido
gue las técnicas antes mencionadas hayan podido sustituir a otras como las
espectrometrias de absorcion y emision atémica. Por otro lado, el estudio de la
biodisponibilidad, en cualquiera de sus acepciones, requiere la extraccion de solo una
parte de los metales presentes en el sedimento, lo que es imposible hacer analizando
directamente la muestra en fase soélida. En la actualidad se conocen una gran
variedad de métodos de digestion para la transformacion del sedimento a fase liquida.
Estos métodos se pueden clasificar segun los siguientes criterios (ver también la
Figura l11.2):

1. Simple (de una etapa) o secuenciales (de varias etapas): en cada etapa se

introduce un extracto en fase liquida del sedimento para la cuantificacion.
2. Los métodos simples pueden ser totales o parciales: cuando la porcion de ensayo
es transformada total o parcialmente a fase liquida.

3. Los métodos de digestion simple pueden ser mediante fusion o digestion &cida. En

el primer caso la muestra es previamente transformada a una fase, con el uso de

% Hoenig, M. (2001) Preparation steps in environmental trace element analysis-facts and traps. Talanta 54, 1021-1038.
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alguna mezcla fundente, que luego es facilmente soluble en acidos. En el segundo
caso solo se emplean &cidos.

4. Los métodos de digestion parcial pueden ser de digestion fuerte o débil: segun la
naturaleza del acido o mezcla de acidos empleado.

5. Por dltimo, los métodos parciales de digestion débil pueden emplear reactivos

quimicos, como los acidos por ejemplo, o reactivos enzimaticos como la tripsina y

pepsina.
Fusion alcalina
- EPA
Métodos de :> Digestion | | 3052
digestion 4cida ISO
14869
ISO 11466
HCI, HOAc
Pepsina
Tripsina

Figura Il.2. Una clasificacion de los métodos de digestion.

La seleccion del método de digestion depende, entre otros factores, de la composicion
quimica y mineraldgica de la muestra, de los elementos a determinar, de la cantidad
de muestra disponible, de los recursos materiales que el laboratorio posea, de la
precision y exactitud deseada, del entrenamiento del personal técnico y del tiempo
disponible para el andlisis®. El objetivo final del andlisis deber ser también
considerado, en particular cuando se pretende evaluar la biodisponibilidad de los
metales en particulas del sedimento ingeridas por especies marinas.

Es recomendable realizar diversos ensayos para elegir un método adecuado al
objetivo final que se persigue con el andlisis, aunque alguna de las caracteristicas a

conseguir son rapidez, econémico y simple, que introduzca la menor contaminacion en

% Chao, T.T.; Sanzolone, R.F. (1992) Decomposition techniques. Journal of Geochemical Exploration 44, 65-106.
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el empleo de varios reactivos y que presente la exactitud adecuada, lo que se traduce
en la mayor confiabilidad de los resultados obtenidos.

La mayoria de los métodos simples o secuenciales, representados en la Figura Il1.2,
han sido utilizados ampliamente para el estudio de contenidos de metales en

sedim entos43,75, 100,101,102,103, 104.

Sin embargo, no existe un consenso internacional
acerca de un Unico método de digestién que conlleve a la interpretacién homogénea
de los resultados obtenidos en diferentes partes del mundo®’. Los métodos simples
(de una etapa) son muy convenientes para el analisis de rutina debido a su rapidez y
simplicidad y han sido ampliamente utilizados, aunque los métodos secuenciales
también tienen un gran campo de aplicacién’>*°%°4102103,

Dentro de los métodos simples se pueden encontrar métodos de digestion total o
parcial, siendo estos Ultimos los més interesantes para evaluar la biodisponibilidad de

metales en sedimentos.

111.1.3. Métodos de digestién total

Aunque los métodos de digestion total no aportan informacion suficiente sobre la
biodisponibilidad de los metales, siguen siendo de gran interés en los estudios
ambientales, y su uso, combinado con el de otros métodos parciales, contribuye a
obtener la fraccion del metal méas biodisponible®”***3,

Generalmente, el reactivo mas utilizado para este tipo de tratamiento es el &cido
fluorhidrico (HF) combinado con otras mezclas y acidos, puesto que es el Unico que

permite la digestion de la fase silicatada que frecuentemente abunda en todo tipo de

100 Sutherland, R.A. (2002) Comparison between non-residual Al, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn released by a three-step

sequential extraction procedure and a dilute hydrochloric acid leach for soil and road deposited sediment. Applied
Geochemistry 17 (4), 353-365.
101 Townsend, A.T.; Snape, I.; Palmer, A.S.; Seen, A.J. (2009) Lead isotopic signatures in Antarctic marine sediment cores:
A comparison between 1 M HCI partial extraction and HF total digestion pre-treatments for discerning anthropogenic inputs.
Science of the Total Environment 408, 382-389.
192 UNEP/IOC/IAEA, February 1995. Manual for the geochemical analyses of marine sediments and suspended particulate
matter. Reference Methods for Marine Pollution Studies No. 63. United Nations Environment Programme.
108 Larner, B.L.; Palmer, A.S.; Seen, AJ.; Townsend, A.T. (2008) A comparison of an optimised sequential extraction
procedure and dilute acid leaching of elements in anoxic sediments, including the effects of oxidation on sediment metal
P{srtitioning. Analytica Chimica Acta 608, 147-157.

de Andrade Passos, E.; Alves, J.C.; dos Santos, |.S.; do Patrocinio, J.; Alves, H.; Garcia, C.A.B.; Spinola, A.C. (2010)
Assessment of trace metals contamination in estuarine sediments using a sequential extraction technique and principal
component analysis. Microchemical Journal 96, 50-57.
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sedimento®®

. EI HF es el Unico acido que disuelve completamente la red cristalina de
Si, liberando todos los metales asociados, tales como el Al, Fe y Li, que son
ampliamente usados en los estudios de normalizacién®. De este modo se consigue la
disolucion total de la muestra y la determinacion de practicamente todos los elementos
presentes en la misma, exceptuando el Si, que se volatiliza durante la evaporacion a
sequedadgs. Sin embargo, el uso de este reactivo conlleva un procedimiento largo,
peligroso y problematico por lo que no se recomienda para los andlisis de rutina'®.
Por otra parte, cuando la muestra contiene altos contenidos de cromo, se suele
recurrir a la fusion para que sea disuelta eficientemente, dificultando ain més el
proceso e introduciendo posibles contaminaciones y pérdidas de metales por los
reactivos y temperaturas usados respectivamente.

A pesar de que los métodos totales brindan una medida exacta del contenido total de
metales acumulados, como se ha comentado, este criterio no es suficiente para
predecir la capacidad de movilizacion de los mismos hacia el medio acuético, asi
como para predecir la toxicidad de estos contaminantes para los animales

28,81,87,104

acuaticos , para lo cual los métodos parciales son mucho méas adecuados.

[11.1.4. Métodos de digestién parcial

Actualmente existe una gran variedad de métodos de digestion parcial, pudiendo
dividirse fundamentalmente en dos grandes grupos, los métodos de ataque fuerte y
los de ataque moderado o débil.

I11.1.4.1. Digestion parcial fuerte

Entre los métodos parciales encontramos los de ataque fuerte, que generalmente

emplean acidos fuertes, y permiten la disolucion parcial de casi todos los elementos

excepto los silicatos insolubles®. Estos métodos se emplean ampliamente para la

1% pavidson, Ch.M.; Thomas, R.P.; McVey, S.E.; Perala R.; Littlejohn, D.; Ure, A.M. (1994) Evaluation of a sequential

extraction procedure for the speciation of heavy metals in sediments. Analytica Chimica Acta 291, 277-286.
106 Sastre, J.; Sahuquillo, A.; Vidal, M.; Rauret, G. (2002) Determination of Cd, Cu, Pb and Zn in environmental samples:
microwave-assisted total digestion versus aqua regia and nitric acid extraction. Analytica Chimica Acta 462, 59-72.
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evaluacion de los niveles de contaminacién en la monitorizacion ambiental®”#%431%

Como ejemplos de reactivos que se utilizan en este tipo de digestién encontramos el
acido nitrico (HNO3), el peréxido de hidrogeno (H,O,) o combinaciéon de ambos, el
agua regia, el &cido sulfirico (H,SO,) y el acido perclorico (HCIO,) entre
0tr0327'107'108'109'110.

El HNO3 es muy utilizado para la descomposicion de la materia organica, debido a que
es un agente oxidante fuerte. Se usa comuUnmente para descomponer sulfuros,
seleniuros, teluros, arseniuros y sulfoarseniuros mediante la degradacién oxidativa®.
No es efectivo en la disolucién de éxidos de Mn y Fe, y en ocasiones se usa en
presencia de H,SO,, el cual degrada parcialmente al material mas resistente por el
aumento de la temperatura de ebullicién®. Sin embargo, la relativa alta densidad de
este 4cido, junto a la del acido fosforico, por ejemplo, puede introducir interferencias
en el andlisis mediante las técnicas de la emision y absorcion atdmica, que son
facilmente evitables con otros &cidos. Por esta raz6n también se usa el &cido nitrico
con HCIO,4, que continta la oxidacion después de ser eliminado el nitrico, y con el
H,O, por sus propiedades oxidantes, contribuyendo a la degradacion de la materia
organica con mayor rapidez y evita las mencionadas interferencias™.

Algunos autores han empleado el HNO3; concentrado para estimar la concentracion
total extraible de metales en los sedimentos y poder realizar comparaciones con otros
métodos de digestion mas débiles™.

[11.1.4.2. Digestién parcial débil

Los métodos parciales débiles son usados para simular en el laboratorio la
transferencia natural de los elementos desde la muestra hacia otro compartimiento del
medio ambiente. Por ejemplo, para estudiar la asimilacion de elementos trazas desde
el suelo hacia la planta, asi como para conocer la fraccion del elemento que se

197 USEPA, 1996. Acid digestion of sludges, solids and soils, USEPA 3050B, In SW-846 Pt 1. Office of Solid and Hazardous

Wastes, USEPA, Cincinnati, OH.

%8150, 1995. Soil quality, extraction of trace elements soluble in agua regia, ISO 11466.3.

%9 DIN, Januar 1983. Deutsche norm: Schlamm und Sedimente (gruppe S), DIN 38414, Teil 7.

10 AS 4479.2—1997. Australian Standard. Analysis of soils Part 2: Extraction of heavy metals and metalloids from soil by
aqua regia—Hotplate digestion method.
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pudiera liberar desde el sedimento como consecuencia de cambios que ocurran en el
medio, tales como la variacion del pH. Son por ello, los métodos mas adecuados para
estudiar la biodisponibilidad de los metales en los sedimentos.

Entre los reactivos mas comunes en este tipo de digestion podemos encontrar el 4cido
clorhidrico (HCI) a diferentes concentraciones y el acido acético (HOAc), ademas de
algunas sales entre las que se destacan el cloruro de potasio (KCI), el nitrato de
amonio (NH4NO3), el cloruro de aluminio (AICI3), y algunos agentes quelatantes, tales
como el el cloruro de calcio (CaCl,), el acido etilendiaminotetraacético (AEDT), vy el
acido dietilentriaminopentaacético (ADTP), empleados para disolver determinadas

fracciones de suelos y sedimentos'*"*?

. Otras digestiones débiles que se recogen en
la literatura incluyen reactivos enzimaticos, tales como la pepsina, la tripsina y la
proteinasa K, pero estos Ultimos seran analizados en detalle en el capitulo siguiente.
Para nuestro estudio, centraremos la atencién en este capitulo en el HCl y el HOAc y
otros estudios comparativos de las extracciones quimicas y sus correlaciones con los

organismos marinos.
l11.1.4.2.1. Acido clorhidrico

El HCI es el 4cido mas empleado, dentro del grupo de los halogenuros de hidrégeno,
para la disolucion de muestras geoldgicas. Disuelve a los carbonatos, fosfatos,
boratos y sulfatos, con excepcién de la barita, asi como solubiliza los sulfuros volatiles
acidos (AVS por sus siglas en inglés). Ademas, es mejor disolvente que el &cido
nitrico para el Fe y el Mn asociados a los sedimentos, debido a su propiedad reductora
y a la capacidad del anién CI” para formar complejos®.

El acido clorhidrico diluido es uno de los reactivos utilizados para disolver la fase no
silicatada de una variedad de sélidos del medio ambiente. Para ello se han propuesto
diversas condiciones experimentales, variando la concentracion del HCl y el tiempo de

™ Rao, C.R.M; Sahugillo, A.; Lopez Sanchez, J.F. (2008) A review of the different methods applied in environmental

geochemistry for single and sequential extraction of trace elements in soils and related materials. Water, Air, & Soil Pollution
189, 291-333.
12 Rauret, G. (1998) Extraction procedures for the determination of heavy metals in contaminated soil and sediment.
Talanta 46, 449-455.
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extraccion. Asi se encuentran ejemplos que varian desde 0,5, 1 y 24 horas de

75,100.113.114 " Fote 4cido diluido ha sido

extraccion, y concentraciones de 0,05 My 1 M
propuesto para satisfacer los requerimientos esenciales de la disolucién minima de los
silicatos detriticos’, y para predecir la biodisponibilidad de los metales en diferentes
especies de invertebrados marinos'**.

Su uso en estudios de biodisponibilidad en sedimentos se debe a que esta
naturalmente presente en los jugos gastricos de especies marinas y es conocido que
entre sus principales funciones estd la de activar la coenzima de la pepsina,
favoreciendo de esta manera el proceso digestivo. Por esta razon, el HCI ha sido
también empleado para estudios de liberacién de drogas simulando la digestion en

115

humanos™. En el caso de los peces, el pH del estbmago puede variar entre 2 - 5

dependiendo del tiempo transcurrido desde la ingestion del alimento. Aunque en

ayunas, el pH del estdmago puede ser de hasta 1'*°

. Sin embargo, son pocos los
trabajos encontrados que emplean el HCI para estudiar la desorcion de los metales
simulando las condiciones de digestion gastrica de organismos acuaticos. En los
trabajos revisados, practicamente todos se encuentran enfocados a especies
detritivoras u organismos filtradores.

Entre ellos podemos mencionar el trabajo de Luoma y Bryan, en el cual realizan un
estudio comparativo entre la concentracion de Pb en los tejidos blandos del organismo
detritivoro Scrobicula plana y las caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos
estuarinos de Inglaterra y Francia. En este trabajo concluyen que la biodisponibilidad
de este metal esta controlada fundamentalmente por el Fe, pudiendo predecirse esta
concentracion en bivalvos a partir de la relacion Pb/Fe extraida del sedimento con HCI

1 Nll7

13 Ying, W.; Batley, G.E.; Ahsanullah, M. (1992) The ability of sediment extractants to measure the bioavailability of metals

to three marine invertebrates. The Science of the Total Environment 125, 67-84.

4 McCready, S.; Birch, G.F.; Taylor, S.E. (2003) Extraction of heavy metals in Sydney Harbour sediments using 1M HCI
and 0.05M EDTA and implications for sediment-quality guidelines. Australian Journal of Earth Sciences 50, 249-255.

115 Castela-Papin, N.; Cai, S.; Vatier, J.; Keller, F.; Souleau, C.H.; Farinotti, R. (1999) Drug interactions with diosmectite: a
study using the artificial stomach—duodenum model. International Journal of Pharmaceutics 182, 111-119.

116 Guillaume, J.; Kamskik, S.; Bergot, P.; Métailler, R. (2004) Nutricion y alimentacion de los peces y crustaceos., Ediciones
Mundi-Prensa, Capitulo 4. Fisiologia digestiva y digestibilidad de los nutrientes en los peces. Pag. 53, 57-73.

7 Luoma, S.N; Bryan, G.W. (1978) Factors controllling the availability of sediment-bound lead to the estuarine bivalve
Scrobicularia plana. Journal of the Marine Biological Association, UK 58, 793-802.
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En otro trabajo, Bryan y Langston realizan una revisién sobre la biodisponibilidad, la
acumulacion y los efectos de los metales en los sedimentos de estuario del Reino
Unido™®. En la misma plantean que se han encontrado correlaciones entre el Sn en
las almejas y el Sn inorganico de los sedimentos extraido por el HCI 1 N, asi como
que la concentracion de Cr en dos especies detritivoras es directamente proporcional
al Cr total en el sedimento.

Por otra parte, Turner y col., estudian un método de digestién in Vitro con pepsina,
donde uno de los objetivos es el de discriminar si las extracciones son debido a la
digestién acida o enzimatica, asi como establecer la idoneidad del método estandar

con pepsina para el uso habitual en estudios ambientales™®

. Estos autores plantean
que el principal mecanismo de digestién y liberacion de metales en sedimentos
contaminados, en presencia de la pepsina (tema que se abordard en el siguiente
capitulo), es debido a la disolucion con HCI de la superficie o del material inorganico
hidrogenado accesible, tales como los 6xidos amorfos. También exponen que el
mecanismo en presencia de la pepsina provoca la re-adsorcion de algunos metales
(Al, Cu y probablemente el Fe) a las superficies de las particulas digeridas. Por tanto,
plantean que el uso del HCI diluido por si solo, no proporciona un sustituto adecuado
para la digestion biolégica del sedimento contaminado, siendo necesaria la presencia
de algunas enzimas que se encuentran en el sistema digestivo de los organismos
marinos.

En otro trabajo de Turner y Olsen se realiza una comparacion de la extracciéon de Fe,
Cu, Mn y Zn, bajo la accién de diferentes reactivos quimicos (acidos y no acidos),
enzimaticos y una extraccion con fluido gastrointestinal (Gl) de Pleuronectes Platessa
L. ajustados a pH = 2 y pH = 7 (aGl y Gl respectivamente)®®. Para los metales
estudiados, la extraccion con HCI fue superior a la obtenida con el resto de los
reactivos evaluados, excepto para el Fe, cuya concentracion con este &cido fue
inferior respecto a la obtenida con el oxalato de amonio, mientras que las

concentraciones de Cu y Mn fueron similares entre ambas extracciones. Por otro lado,

18 Bryan, G.W.; Langston, W.J. (1992) Bioavailability, accumulation and effects of heavy metals in sediments with special

reference to United Kingdom estuaries: a review. Environmental Pollution 76, 89-131.
119 Turner, A., Henon, D.N., Dale, J.L.L., (2001) Pepsin-digestibility of contaminated estuarine sediments. Estuarine, Coastal
and Shelf Science 53, 671-681.
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con el objetivo de analizar la especiacion o localizacion del Cu y Zn biodisponibles
respecto a los 6xidos, realizan una normalizacion de cada uno de estos metales con el
Fe y el Mn, concluyendo que la fase receptora dominante de Cu y Zn biolégicamente
disponible es la de Mn. La justificacion la basan en que obtienen menores
concentraciones de Cu y Zn cuando estdn normalizados respecto al Fe con los
reactivos acidos que con el fluido gastrointestinal, mientras que en la relacion Cu o
Zn/Mn las extracciones acidas son similares a las géstricas, siendo el Mn mas
biodisponible que el Fe. Por ultimo, concluyen que el HCI 1 M sobreestima la fraccion
de Fe lixiviada, puesto que obtiene una extraccion del 72 % respecto a la del aGl, y
por ende, influye en una mayor extraccion de los metales asociados a esta fase,
respecto al resto de los métodos comparados.

Por otro lado, Ettajani y Amiard realizan un estudio sobre sedimentos de estuario para
evaluar la biodisponibilidad de Ag, As, Cd, Cu, Pb y Zn en primavera y verano™. Para
ello someti6 los sedimentos a tratamientos teniendo en cuenta diferentes salinidades,
el pH, para este dltimo con HCI 0,1 N (pH encontrado en el tracto digestivo de los
bivalvos) y la accién de las enzimas digestivas principales de los organismos
detritivoros en sedimentos colectados en dos estaciones, primavera y verano. El
primer resultado al que arriban es que la desorcion de los metales con HCI varia
dependiendo de las estaciones y son relativamente superiores en primavera, tanto en
los sedimentos del fondo como en los superficiales, de manera general, siendo més

importantes esta diferencia para Cd, As 'y Ph.
111.1.4.2.2. Acido acético (HOAc)

El 4cido acético es uno de los métodos de digestion mas empleados para extraer los
metales mas débilmente enlazados al sedimento, y segun varios autores, es un buen

estimador de la contaminacién antropogénica debido a que disuelve las fases mas

27,42,102,120,121

labiles del sedimento El empleo de este método con HOAc, definido

120 Sahuquillo, A.; Rigol, A.; Rauret, G. (2003) Overview of the use of leaching/extraction tests for risk assessment of trace

metals in contaminated soils and sediments. Trends in Analytical Chemistry 4, 152-159.
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operacionalmente, se basa en la liberacion de los metales débilmente enlazados en
posiciones de intercambio iénico, compuestos amorfos de Fe y Mn, carbonatos y los
metales débilmente asociados a la materia organica, fases a las que se asocian los
metales de origen antropogénico. Asi, este método deja intacta la red cristalina y los
minerales de Fe y Mn mas resistentes y algunos compuestos organicos™*'. Las
concentraciones mas utilizadas en la literatura para estudios de lixiviacion de metales
con HOAc son 0,11 M, correspondiendo a la primera etapa del método de digestion
secuencial propuesto por la Oficina Comunitaria de Referencia (BCR por sus siglas en
inglés)43'86'122'123, 0'43 M123,124 ' y el 25 %27,85,102,121.

De la misma manera en la que se han encontrado pocos trabajos que estudien la
desorcién de metales simulando condiciones de pH del tracto gastrointestinal de
especies marinas con acido clorhidrico, también son pocos los trabajos que muestran
esta clase de estudios con el HOAc o que realicen comparaciones de alguno de estos
métodos con la lixiviacién obtenida por métodos que simulen las condiciones de
digestién de dichas especies.

Entre ellos, el trabajo de Turner y Olsen, mencionado anteriormente, donde se plantea
que el &cido acético al 25 % es el que mejor representa la fracciéon biodisponible
respecto a la obtenida con el contenido gastrointestinal estudiado para el Mn, y por
tanto, para el Cu y Zn por encontrarse presumiblemente asociados a esta fase. Ellos
deducen que este comportamiento es probablemente debido a que la tendencia
reductora del i6n acetato es muy cercana a la de las enzimas naturales, asi como
porque el pH del HOAc al 25 % (pH = 1,73) es similar al encontrado generalmente en
las condiciones gastricas®®. Por otra parte, Bignasca y col. realizan dos estudios
comparativos de diversos métodos de digestion, entre los que se encuentra la primera
etapa del BCR®®. Para el primer estudio se compar6 la concentracién de metales
obtenida por la pepsina sin activar, es decir, en ausencia de HCI, frente al método del

2 Loring, D.H.; Rantala, R.T.T. (1992) Manual for the geochemical analyses of marine sediments and suspended

articulate matter. Earth-Science Reviews 32, 235-283.

2 Quevauviller, Ph.; Rauret, G.; Lopez-Sanchez, J.-F.; Rubio, R., Ure, A.; Muntau, H. (1997) Certification of trace metal
extractable contents in a sediment reference material (CRM 601) following a three-step sequential extraction procedure. The
Science of the Total Environment 205, 223-234.

Cappuyns, V.; Swennen, R. (2008) “Acid extractable” metal concentrations in solid matrices: A comparison and
evaluation of operationally defined extraction procedures and leaching tests. Talanta 75, 1338-1347.
24 Ure, AM. (1996) Single extraction schemes for soil analysis and related applications. The Science of the Total
Environment 178, 3-10.
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HOAc 0,11 M. En este caso, las movilidades de la pepsina y el HOAc 0,11 M son muy
similares y diferentes al resto de los métodos evaluados, presumiblemente debido a la
ausencia de medio &cido. En el segundo caso evaluaron la movilidad de tres métodos
de digestion enziméticos (pepsina/HCI, proteasa k y tripsina en una disolucién
reguladora de H3;PO4/NaOH pH = 7,5) con la obtenida a partir de la primera etapa del
BCR, observando que las concentraciones obtenidas con la pepsina son iguales o
superiores para algunos metales que las extraidas por el HOAc. A partir de ambos
resultados, los autores concluyen que la liberacién de los metales en los sedimentos
estad definida fundamentalmente por el pH acido del medio de la enzima activada,
siendo cercano a 1 en la enzima y de 2,8 para el HOAc 0,11 M®°.

Una vez realizada la disolucion de la muestra de sedimento se hace necesaria la
deteccioén y cuantificacién de los metales presentes en dicha disolucion, es por ello

gue se emplean diferentes técnicas analiticas para la determinacion de los metales.

l11.1.5. Técnicas analiticas empleadas para la determinacion de

metales

Las técnicas analiticas que se emplean con mayor frecuencia son la Espectroscopia
de Absorcion Atomica (EAA), en cualquiera de sus variantes: con llama, por
generacion de hidruros u horno de grafito, y la Espectrometria de Masas con Plasma
Acoplado por Induccién (ICP-MS) o la Espectrometria de Emisién Atdmica con Plasma
Inductivamente Acoplado (ICP-AES)™>1?%127:128 todas de gran exactitud, bajos limite

de deteccion y reproducibilidad, pero con el inconveniente de ser técnicas destructivas

128 Sastre, J.; Sahuquillo, A.; Vidal, M.; Rauret, G. (2002) Determination of Cd, Cu, Pb and Zn in environmental samples:

microwave-assisted total digestion versus aqua regia and nitric acid extraction. Analytica Chimica Acta 462, 59-72.

% Klemm, W.; Bombach, G. (1995) Trace element determination in contaminated sediments and soils by ultrasonic slurry
sampling and Zeeman graphite furnace atomic absorption spectrometry. Fresenius Journal Analytical Chemistry 353, 12-15.
2 prichard, E.; Mackay, G.M. (1996) Inorganic analytes, sample preparation in trace analysis: A structured approach to
obtaining reliable results, Chapter 3. J. Points, Royal Society of Chemistry, Cambridge.

128 Arpadjan, S.; Vuchkova, L.; Kostadinova, E. (1997) Sorption of arsenic, bismuth, mercury, antimony, selenium and tinon
dithiocarbamate loaded polyurethane foam as a preconcentration method for their determination in water samples by
simultaneous inductively coupled plasma atomic emission spectrometry and electrothermal atomic absorption spectrometry.
Analyst 122, 243-246.
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y ademas, tienen la necesidad de transformar las muestras sélidas a liquidas antes de

ser analizadas™®®.

[11.1.5.1. Espectrometria de Absorcion Atdmica

La Espectrometria de Absorcion Atdmica es una técnica que permite determinar la
concentraciéon de méas de 62 metales diferentes en una disolucién. Aunque esta
técnica fue descubierta alrededor del siglo XIX, la forma moderna se desarrollo
principalmente durante la década de los 50.

La técnica se basa en que los electrones de los &tomos gaseosos pueden ser
promovidos a orbitales de mayor energia mediante la absorcion de radiacion
electromagnética a una determinada longitud de onda. Esta longitud de onda se
refiere especificamente a una transicion de electrones en un elemento en particular, y
por lo general, cada longitud de onda corresponde a un solo elemento. La cantidad de
energia absorbida se relaciona con la cantidad de &tomos del elemento mediante la
ley de Lambert- Beer, pudiendo por tanto, realizar andlisis cuantitativos.

Para determinar los constituyentes atémicos de una muestra primeramente es
necesario atomizarla para obtener atomos en estado gaseoso que puedan absorber la
radiacion. Para poder atomizar una muestra en absorcién atomica, frecuentemente se
usa una llama, pero también existen otros atomizadores, tales como el horno de
grafito.

La Espectrometria de Absorcion Atémica (EAA) es una técnica muy difundida, por
tanto permite la comparacion de resultados, tiene un costo razonable y su
manipulacion instrumental es sencilla. Presenta pocas interferencias espectrales, las
cuales estan bien caracterizadas, ademas de buena sensibilidad y precision*®* 313,

Entre las desventajas en el caso de la llama podemos mencionar los elevados limites

29 Sneddon, J., Hardaway, C., Bobbadi, K. and Reddy, A. (2006) Sample preparation of solid samples for samples for metal

determination by atomic spectroscopy-An overview and selected recent applications. Applied Spectroscopy Reviews 41, 1-
14.
130 Rucandio, |. (1997) La espectrometria de absorcion atdmica y sus aplicaciones medioambientales. Medidas de
contaminantes inorganicos ambientales. CIEMAT. Espafia.

31 Tsalev, D.L.; Dedina, J. (1995) Hydride generation atomic absorption spectrometry. Wiley.

132 Robinson, J. W. (1996) Atomic spectroscopy. Second Ed. Marcel Dekker, Inc. New York. ISBN 0-8247-9742-6.
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de deteccién, en ocasiones superiores a los que se encuentran en las muestras a
analizar. Por regla general, no permite la determinacion simultanea de elementos.

Ya para finales del siglo XX se introduce el uso de la técnica de Espectrometria de
Absorcién Atdmica con fuente de radiacién continua. La principal modificacion consiste
en el empleo de una ldmpara de arco de Xe en lugar de las de cétodo hueco
tradicionales, asi como un sistema de monitoreo continuo de emisiones entre 190 y
850 nm, que permite una determinacion analitica multielemental. Este tipo de equipo
de EAA presenta mejoras significativas respecto a los equipos tradicionales. Entre las
ventajas de esta técnica se puede mencionar la mejora de la estabilidad de la sefial.
Este aspecto combinado con la radiacién de mayor intensidad de la ldmpara de Xe,
provoca que se obtenga sefial en niveles mas bajos de los analitos, conllevando a una
mejora de los limites de detecciébn. Como segunda y tercera ventajas podemos
mencionar la mejora en la correccién de fondo y la ampliacion del rango lineal
respectivamente. Permite ademas determinar elementos no metalicos debido a su
potencial de controlar las lineas moleculares y por dltimo, sélo se emplea una

133

lampara™. Es una técnica que se esté utilizando para la determinacion de metales en

diferentes tipos de muestras, entre las que destacan fertilizantes, petréleo, polimeros y

alimentos entre otras'3*135:136.137,

133 Resano, M.; Rello, L.; Flérez, M.; Belarra, M.A. (2011) On the possibilities of high-resolution continuum source graphite

furnace atomic absorption spectrometry for the simultaneous or sequential monitoring of multiple atomic lines.
Spectrochimica Acta Part B 66, 321-328.

3 Maranh3o, T.A.; Silva, J.S.A.; de Andrade, R.M.; Bascufian, V.L.AF.; de Oliveira, F.J.S.; Curtius, A.J. (2012)
Determination of As and Hg in acetic acid extract by vapor generation coupled to atomic spectrometry for solid waste
classification. Microchemical Journal, http://dx.doi.org/10.1016/j.microc.2012.06.001.

35 Nunes, A.M.; Acunha, T.S.; Oreste, E.Q.; Lepri, F.G.; Vieira, M.A.; Curtius, A.J.; Ribeiro, A.S. (2011) Determination of
Ca, Cu, Fe and Mg in Fresh and Processed Meat Treated with Tetramethylammonium Hydroxide by Atomic Absorption
Spectrometry. Journal of Brazilian Chemical Society 22, 1850-1857.

% Resano, M.; Bricefio, J.; Belarra, M.A. (2009) Direct determination of Hg in polymers by solid sampling-graphite furnace
atomic absorption spectrometry. A comparison of the performance of line source and continuum source instrumentation.
Sgectrochimica Acta Part B 64, 520-529.

37 Freire, A.S.; Santelli, R.E. (2012) Trace elements determination in high salinity petroleum produced formation water by
high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry after matrix separation using Chelex-
100® resin. Spectrochimica Acta Part B 71-72, 92-97.
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[11.1.5.2. Espectrometria de Emision Atdmica con Plasma Acoplado por

Induccioén

La Espectrometria de Emisién Atébmica es una técnica espectroscopica que analiza las
longitudes de onda de los fotones emitidos por los &tomos durante su transicion desde
un estado excitado hacia un estado inferior de energia. Cada elemento emite un
conjunto caracteristico de longitudes de onda discretas en funcion de su estructura
electrénica.

La espectrometria de emision se desarroll6 a finales del siglo XIX, y los esfuerzos
tedricos por explicar los espectros de emision atdmica condujeron a la mecanica
cuantica. La espectrometria de emisiébn atomica también suelen Illamarla
espectrometria de emision Optica, debido a la naturaleza de la luz que emite.

Las técnicas que emplean plasmas acoplados por induccién, pueden realizar una
rapida y multielemental determinacién en las muestras. También presentan mejores
limites de deteccién que la absorcién atémica con llama, mayor estabilidad, mayor
sensibilidad y mayor capacidad de excitacion de los espectros atdmicos e ionicos
gracias a las altas temperaturas que alcanzan. Por otro lado, es una técnica de
deteccion simultdnea de méas de 20 elementos. En la actualidad los costos de los
Espectrometros de Emision Atémica con Plasma Acoplado por Induccion se han
reducido considerablemente a niveles competitivos, aunque continda siendo
relativamente menos econémica que los sistemas mas simples de absorcién atémica

con llama.

[11.1.5.3. Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado por Induccion

La espectrometria de masas con plasma acoplado por induccién es una técnica de
andlisis inorganico capaz de determinar y cuantificar la mayoria de los elementos de la
Tabla Periédica. También se puede decir que es una variante de las técnicas de
andlisis por espectrometria de masas. Su principal caracteristica es que posee unos
limites de deteccién para la mayoria de los elementos que la hace ideal para el
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analisis de elementos traza. Los limites de deteccion se encuentran en el intervalo de
la partes por trillén, generalmente 2 - 3 6rdenes de magnitud menores que con ICP-
AES. Por otra parte, el espectro de masa inorganico es méas sencillo y facil de
interpretar. Otra de sus ventajas radica en su alta precisién cuando se emplean
adecuadamente los métodos de estandarizacion interna, siendo una técnica rapida y
multielemental, ademés de permitir detectar mas de un isétopo del mismo elemento™*®.
Esta técnica combina dos propiedades analiticas que la convierten en un potente
instrumento en el campo del andlisis de trazas multielemental. Por un lado, obtiene
una matriz con menos interferencias debido a la eficiencia de ionizacion del plasma de
Ar y por otro lado, presenta una alta relacion sefal-ruido caracteristica en las técnicas
de espectrometria de masas. Sin embargo, como desventaja podemos mencionar que
el gas utilizado en el plasma puede provocar la formacion de especies poliatomicas

que interfieren en la determinacion.

A modo de conclusion podemos decir que se conocen muchos métodos de digestion
gue permiten evaluar la biodisponibilidad de los metales en los sedimentos, sin
embargo, pocos de ellos han sido empleados de manera tal que simulen las
condiciones digestivas de las especies marinas. Algunos de los trabajos analizados
concluyen que el pH del medio es el factor fundamental que influye en la extracciéon de
los metales, aunque por si sélo el HCI puede llegar a subestimar la concentracion de
Fe y por tanto, la de aquellos metales enlazados a esta fraccion. A continuacion se
expone el estudio comparativo de la eficiencia de extraccion de varios métodos de
digestion que emplean reactivos quimicos sobre los catorce metales en sedimentos
considerados en la presente tesis. En un capitulo posterior se evaluaran otros
métodos de extraccion enzimatica.

38 Cocherie, A.; Robert, M. (2007) Direct measurement of lead isotope rations in low concentrations environmental samples

by MC-ICP-MC and multi-ion counting. Chemical Geology 243, 90-104.
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[11.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para evaluar la extraccion de los metales por los distintos sistemas quimicos
estudiados se utiliz6 una muestra compuesta a partir de diferentes sedimentos
tomados en una granja de cultivo intensivo de peces, conocidos por el nombre de
dorada, que se encuentra ubicada en la Bahia de Cadiz. Al tratarse de sedimentos
que reciben una cantidad moderadamente alta de residuos, fundamentalmente debido
a las heces de los propios organismos que alli se cultivan, la concentracion de metales
en las muestras se esper6 que fueran suficientemente altas para permitir el estudio.

Las muestras fueron colectadas con una draga Eckman-Birge (Figura I1.2) y ya en el
laboratorio fueron tamizadas a 500 ym. Posteriormente fueron secadas a 105° C para
el estudio de las condiciones de tamizado y a 40° C para la comparacion de la
influencia del material de tamiz en la concentracion de los metales. Posteriormente,
las muestras tamizadas fueron molturadas en mortero de agata. Finalmente, los
sedimentos fueron debidamente almacenados en frascos de polietileno y guardados

hasta su analisis.

[11.2.1. Estudio sobre la composicién mineraldégica de la muestra

La composicion mineralégica se caracterizd con el objetivo de conocer las fases
principales que componen la muestra y se realiz6 a través de una Difraccion de Rayos
X (DRX). La DRX se efectu6 con un Difractometro D8 Advance (Bruker) y radiacion
monocromatica Cu Ka (A= 1,54183) con filtro de Ni, fijando un intervalo angular de 10-
110° 28, con paso angular de 0,025/ 26 y un tiempo de conteo de 5 segundos en

cada paso.
[11.2.2. Analisis de la materia organica (MO) de la muestra
Es conocida la relacién existente entre la materia organica y los metales en los

sedimentos, actuando la primera como agente secuestrante de los segundos gracias a
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su elevada capacidad de complejacion. Este hecho es de suma importancia en las
zonas donde los aportes de materia organica a los sedimentos pueden ser
abundantes, tal y como sucede en las zonas de cultivos acuicolas como la que se
estudia en el presente trabajo. Existen varias metodologias para la determinacion de
la materia organica: 1. Mediante la cuantificacion del Carbono Organico Total (COT),
2. Por la determinacién de la materia volatil, también llamada pérdida por ignicién (LOI
por sus siglas en inglés) y 3. La llamada otra materia organica (OMO), que es la
diferencia entre el LOI 'y el COT (OMO= LOI-COT)",

En este caso, la MO se determiné en el sedimento mediante el andlisis de la LOI y de
COT. Para el primero de los casos se puso en una mufla aproximadamente 1 g de
muestra de sedimento durante 3 horas a 500° C. El valor de materia organica se
calcul6 mediante la diferencia de peso de la muestra antes y después de la
calcinacién. Para determinar el Carbono Orgénico Total (COT) se utilizé un equipo
analizador que mide el carbono total (CT), donde el COT se obtiene por la diferencia
entre el CT obtenido antes y después de eliminar el carbono inorganico mediante la
adicion de HCI concentrado gota a gota a las muestras de sedimentos secos y

previamente pesados (entre 200-400 mg). Cada muestra fue analizada por duplicado.

l11.2.3. Métodos de digestion de la muestra de sedimento

En primer lugar se realizé una digestion total de la muestra basada en la modificacion
del método EPA 3052 anteriormente mencionada cuya confiabilidad fue evaluada con
una muestra de referencia certificada como se explicé en el capitulo Il. De este modo
es posible evaluar los contenidos totales de los metales de la muestra en estudio y
realizar las comparaciones del porcentaje de extraccidbn obtenidos con otras
metodologias respecto al total. Posteriormente se compararon las eficiencias de
extraccion de diferentes métodos de digestion parciales débiles que podrian simular
las condiciones gastricas de los organismos marinos. En concreto se estudia la
extraccion bajo diferentes condiciones con HCI. Este &cido se escogi6 debido a que es

el que se encuentra naturalmente en el sistema digestivo de los organismos marinos.
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Posteriormente se comparé la eficiencia de extraccion del HCI con otros &cidos, el
HOAc y el HNOs.

Todas las digestiones de este capitulo se realizaron por triplicado y con su respectivo
blanco de digestién.

La concentracion extraida por los métodos parciales fue determinada mediante un
espectrometro de masa con plasma acoplado por induccion (ICP-MS) y adicion de
estandar interno de Ga-Rh-Bi y con gas CCT (1 % amoniaco y el resto de helio) para

la correccion del efecto de matriz.

[11.2.3.1. Digestion con &cido clorhidrico (HCI)

Para realizar este estudio se prepararon seis disoluciones de HCI con pH de 1 a 6.
Este rango fue seleccionado debido a que abarca el espectro de pH que se puede
encontrar en el estémago de algunas especies marinas''°. Para realizar la extraccion
se adicionaron 25 ml de cada disolucién de HCI a 0,25 g de sedimento en un reactor
de politetrafluoretileno. Posteriormente los reactores se agitaron mecanicamente a una
temperatura y durante un tiempo dentro del intervalo estudiado para cada parametro y
las muestras parcialmente digeridas fueron filtradas al vacio con un filtro de acetato de
celulosa de didmetro de poro de 0,45 pm. De esa disolucion se tomaron
aproximadamente 23 ml y se enraso en 25 ml. Finalmente el filtrado fue reservado en
frascos de polietileno hasta su analisis.

Siguiendo esta metodologia se realizaron estudios a temperaturas de extraccion de

100, 20°y 40° C y los tiempos de extraccion de 1, 12 y 24 horas.

[11.2.3.2. Digestién con &cido nitrico

La extracciéon con &cido nitrico se realizé siguiendo la metodologia que se expone a
continuacién. Se pesaron aproximadamente 0,25 g de muestra de sedimento y se
colocaron en un reactor de PTFE. Seguidamente se adicionaron 25 ml de HNO; a pH

= 1 y se dejé en agitacién mecanica durante 12 horas a 40° C. Finalmente, las
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muestras digeridas fueron filtradas siguiendo la misma metodologia utilizada para el
HCI.

[11.2.3.3. Digestién con acido acético

En este caso se siguieron dos métodos de digestion diferentes. En el primer caso, se
usé una concentracion de &cido acético (HOAc) 0,11 M, siendo este procedimiento
similar a la primera etapa del método de extraccion secuencial de tres etapas
BCR**®'?2 para llevarlo a cabo se pesaron 0,25 g de sedimento y se trasvasaron a
un reactor de PTFE. Posteriormente se adicionaron 25 ml de HOAc 0,11 M y se agit6
mecéanicamente durante 10 horas a 40° C. El pH final de esta disolucion fue de 2,87.
Para la segunda extraccion (HOAc 25 %), el procedimiento es similar al utilizado por
Turner y Olsen®. Se pesaron 0,25 g de sedimento seco aproximadamente y se
colocaron en un reactor de PTFE. Posteriormente se agregaron 25 ml de la disolucion
de HOAc y se agitdé mecanicamente durante 16 horas y a 40° C. El pH final de esta
disolucion es igual a 1,73.

Las muestras digeridas por ambos métodos fueron filtradas siguiendo la misma
metodologia empleada para el método de HCI. Finalmente, las disoluciones filtradas

fueron reservadas en frascos de polietileno hasta su analisis.

[11.2.4. Andlisis estadistico de los resultados

Para todos los metales estudiados se calcul6 la concentracion media de tres réplicas
de digestion en cada condicion experimental, sus respectivas desviaciones estandar e
intervalos de confianza (a = 0,05, n = 3) para realizar las comparaciones estadisticas.

En primer lugar se realiz6 un ANOVA para la evaluacion del efecto de las diferentes
condiciones de pH, tiempo y temperatura, en todo el intervalo de variacién de cada
variable, sobre la extraccion de metales en el método de HCI. Previamente se
comprobd si las muestras cumplian con la normalidad (prueba de Kolmogorov-
Smirnov) y homogeneidad de varianza (prueba de Levene). Todos los metales

cumplieron con la normalidad, excepto el Fe y Li. El Li cumplié con la normalidad
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mediante el empleo de la raiz cuadrada de la concentracién, y el Fe a través de la
transformacion logaritmica. Posteriormente al andlisis de la varianza, en el caso de
que los factores estudiados mostraran diferencias significativas sobre la variable, se
aplico la prueba de Tukey para encontrar donde se encontraban esas diferencias.
Estas pruebas se realizaron empleando el programa Statistica 8. Ademas, se realizd
un Andlisis de Componentes Principales (ACP) para evaluar la capacidad de
extraccion del método con HCI en las diferentes condiciones experimentales. Antes de
realizar el andlisis, los valores de concentracion no detectados fueron reemplazados
por la mitad de su correspondiente limite de deteccién’”**°,

La evaluacion estadistica demostr6 altos coeficientes de correlacion entre todas las
variables estudiadas, la prueba de Bartlett (cuyo nivel de significacién fue 0.000) y la
prueba de Kaiser-Meyer-Olkin indicaron la conveniencia de realizar un analisis de
reduccién de la dimensionalidad por medio del Andlisis de Componentes Principales
(ACP)*°. EI ACP se realizd inicialmente sin rotacién, con dos y tres nuevas
componentes, y en los casos que fueron necesarios, se aplic6 ademas la rotacion
Varimax para facilitar la interpretacion de los datos mediante una mejor definicién de
las variables originales sobre las nuevas componentes principales. La significacion de
los autovalores de cada componente se evalud segun el principio de Kaiser, en el cual
se aceptan aquellas componentes con autovalores >1. Las cargas se consideraron
significativas cuando fueron >0,6""**,

Las nuevas componentes también fueron seleccionadas basadas en la variabilidad

explicada de los datos™*"**?

. Las cargas fueron consideradas para evaluar el impacto
de las variables originales en las nuevas componentes, mientras que las puntuaciones
de las nuevas componentes principales seleccionadas fueron empleados para evaluar

las similitudes y las diferencias entre los casos estudiados.

139 Petrovic, D.; Todorovic, M.; Manojlovic, D.; Krsmanovic; V.D. (2009) Speciations of Trace Metals in the Accumulation

Bogovina on the Crni Timok River. Polish Journal of Environmental Studies 18, 873-884
140°Cela, R. (1994). Avances en Quimiometria Practica. Ed. Univ. Stgo. de Compostela.
141 DelValls, T.A.; Forja, J.M.; Gonzalez-Mazo, E.; Gomez-Parra, A.; Blasco, J. (1998) Determining contamination sources in
marine sediments using multivariate analysis. Trends in Analytical Chemistry 17, 181-192.
142 Arambarri, |.; Garcia, R.; Millan, E. (2003) Assessment of tin and butyltin species in estuarine superficial sediments from
Gipuzkoa, Spain. Chemosphere 51, 643—-649.
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Finalmente se realizé un analisis de conglomerados para corroborar los resultados
obtenidos por el ACP. Para ello se utilizé el método de la vinculacion intergrupos y la
distancia euclidea. El ACP y el analisis de conglomerados se realizaron empleando el

programa SPSS 16 para Windows.

[11.3. RESULTADOS

[11.3.1. Caracterizacién de la muestra

La muestra de sedimentos a utilizar en los estudios posteriores se caracterizd
mediante el andlisis de su composicién mineralégica, de los contenidos totales de los

catorce metales estudiados y del contenido de MO.

[11.3.1.1. Composicién mineraldgica

En primer lugar, la composicion mineralégica de la muestra de sedimentos se
caracterizé mediante Difraccion de Rayos X, mostrandose el difractograma obtenido
en la Figura 11.3.

Como puede apreciarse, las fases fundamentales son el cuarzo (SiO,), la calcita
(CaCOy) y la mica. El cuarzo representa alrededor del 53 % de la composicion
mineraldgica, mientras que la calcita representa cerca del 36 % y la mica el 11 %.
Estos resultados concuerdan con los propuestos por Achab y Gutiérrez, donde
concluyen que el cuarzo es el mineral mas importante en los sedimentos de la Bahia
de Cadiz, con cerca de un 62 % y se concentra fundamentalmente en la fraccién mas
fina. Ademas plantean que a pesar del caracter siliciclastico de los sedimentos de la
Bahia, los mismos presentan un contenido medio de carbonatos, alrededor del 23 %,
asi como que la calcita es el mineral predominante en la fraccion de carbonatos,
siendo el segundo mineral mas abundante en la Bahia después del cuarzo. Por ultimo,

también los autores refieren que otro componente terrigeno en la Bahia de Cadiz es la
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mica, mineral que se concentra en las sub-fracciones mas finas y estan practicamente

ausentes en las fracciones mas gruesas, aunque presentando poca abundancia*®.
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Figura 11.3. Difractograma de la muestra de sedimento. M: Mica,
C: Calcitay Q: Cuarzo.

111.3.1.2. Contenidos totales de metales

Respecto a la concentracién total de metales en la disolucion del sedimento, en la
Tabla Ill.1 se puede observar que el Al, Fe y Ti constituyen los elementos mayoritarios
en esta muestra, mientras que resto de los metales pueden clasificarse como
elementos traza.

Es posible que parte del Al, Cr, Fe, Mn, Li, V y Zn pueden encontrarse formando parte
de la estructura de la mica que constituye aproximadamente el 20 % de la muestra, tal

y como se ha comentado en el apartado anterior™*.

13 Achab, M; Gutiérrez, J.M. (2005) Nature and distribution of the sand fraction components in the Cadiz Bay bottoms (SW-
Spain). Revista de la Sociedad Geoldgica de Espafia 18, 133-143.
44 Pauling, L. (1930) The structure of the micas and related minerals. Proceedings of the National Academy of Sciences 16,
123-129.
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Tabla Ill.1. Concentracion total de los elementos determinados
en la muestra de sedimento.

Elemento [Metal] £s, mg-kg™
Al 66342 + 11
As 10,8+ 0,2
Cd 0,11 +0,01
Co 760,55
Cr 85+2
Cu 25,9+0,8
Fe 36111 + 58
Li 21,5+0,9
Mn 532 + 17
Ni 37+1
Pb 44 + 2
Ti 3692 + 13
V 116 £ 2
Zn 73+ 3

11.3.1.3. Materia organica

Como ya se conoce, la materia organica es una de las fases del sedimento que puede
acumular metales en elevada proporcion. Por tanto, la evaluacién de su concentracion
resulta imprescindible para los estudios de metales en los sedimentos. En este caso,
como ya se ha comentado, se evalud la concentracién de MO como LOI y COT,
mostrandose los resultados obtenidos en la Tabla 111.2.

Tabla I1l.2. Materia organica (LOI) y carbono orgéanico total (COT)
determinados en la muestra de sedimento estudiada.

Muestra LOI (%) COT (%)

Sedimentos 9,7 1,4
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Como se puede observar en la Tabla Ill.2, el 9,7 % del total de la muestra se
corresponde a la materia organica (LOI) y s6lo el 1,4 % se corresponde con el carbono

organico, siendo el valor de la LOI moderadamente elevado™*

. Este hecho puede
relacionarse con la existencia de los cultivos acuicolas, ya que es conocida la relacion
existente entre la materia organica y la presencia de este tipo de actividad econdmica.
En este sentido, Mendiguchia y col., obtienen resultados similares para el contenido
de MO en sedimentos tomados en la zona de la Bahia de Céadiz, que reciben el
impacto de la granja acuicola’. Pawar y col. encontraron contenidos similares de MO
determinada por LOI en sedimentos cercanos a granjas acuicolas, siendo superiores a
los determinados en el punto de control. En el caso de estos autores, el contenido de

MO fue de 9,4y 10,3 % en las zonas de Tashima y Yokota respectivamente’®.

[11.3.2. Estudio de métodos quimicos para simular el proceso

digestivo de los peces

111.3.2.1. Método del acido clorhidrico

Como se ha comentado anteriormente, la extraccion con HCIl se realizd en distintas
condiciones de pH, temperatura y tiempo de contacto. Para evaluar el efecto que
ejerce cada una de estas variables en todo el intervalo estudiado de cada una de ellas
sobre el proceso de extraccion, se realiz6 un estudio de andlisis de varianza (ANOVA).
En la Tabla Ill.3 se muestran los resultados obtenidos para cada factor estudiado en
términos de probabilidad.

Como se puede observar en la Tabla 111.3, el efecto de los factores, en el intervalo total
de variacion de cada uno de ellos, fue significativo para la extraccion de todos los
elementos, con la excepcién del Cd, cuya extraccion no presentd diferencia para los
distintos tiempos de extraccién, pudiendo quizas relacionarse con aspectos

experimentales dado los bajos limites de deteccién de este elemento.

15 pawar, V.; Matsuda, O.; Yamamoto, T.; Hsshimoto, T.; Rajendran, N. (2001) Spatial and temporal variations of sediment
quality in and around fish cage farms: A case study of aquaculture in the Seto Inland Sea, Japan. Fisheries Sciences 67,
619-627.
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Tabla Il.3. Resultados del ANOVA para los factores estudiados.

Factor p <0,05 p > 0,05
pH Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Se, Ti, V, Zn -
Tiempo Al, As, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V, Zn Cd

Temperatura  Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Se, Ti, V, Zn -

Una vez llegado a este punto, se realizd el analisis de los post-hoc empleando la
prueba de Tukey para cada uno de los metales, con el objetivo de localizar las

diferencias observadas, las cuales se explican a continuacion para cada factor.

111.3.2.1.1. Efecto del pH en el porcentaje de extraccion

Como cabia esperar, para todos los metales la variacion del pH fue significativa
independientemente del intervalo de tiempo y temperatura. En la Tabla 11l.4 se
muestran los porcentajes de extraccion para los dos primeros pH evaluados a 12
horas y 40° C a modo de ejemplo. Como se puede observar, se obtuvieron
comportamientos bien diferenciados dividiéndose los metales principalmente en dos
grupos. En el primero de ellos se obtuvo extraccion por encima del limite de deteccion
a pH = 1, mientras que para el segundo grupo se obtuvo extraccién por encima del
limite de deteccion a solo pH = 1 y pH = 2 para todo el intervalo de tiempo y
temperatura evaluados. Como se observa en la Tabla Ill.4, en el primer grupo
encontramos al Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Pb y Zn, mientras que el segundo grupo lo
conforman el Li, Mn, Ti y V. No obstante, para estos ultimos metales el porcentaje de
extraccién obtenido a pH = 2 fue mucho menor que a pH = 1, siendo esta disminucion
mucho més notable en el caso del Mn. Este resultado se corrobor6 con la prueba de
Tukey en el andlisis de post-hoc, que mostr6 que las diferencias se encuentran
principalmente entre las concentraciones obtenidas a pH = 1 y el resto de pHs para
todo el intervalo de tiempo y temperatura estudiados. Si se continta el aumento del pH
por encima de 2, las concentraciones se encuentran por debajo del limite de

deteccién. Este mismo comportamiento fue observado para el resto de las condiciones
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de tiempo (10, 20 y 40°) y temperatura (1, 12 y 24 horas) estudiadas. El resto de los
resultados de extraccién a los diferentes tiempos y temperaturas de contacto se
muestran en el Anexo 4.

111.4. Efecto del pH en el porcentaje de extraccion del HCI (12 horas

y 40° C).
[Metal], %
Elemento

pH=1 pH=2
Al 4,4 <04
As 39,8 <23
Cd 72,7 <18,2
Co 90,9 <26
Cr 59 <48
Cu 51 <4,6
Fe 8,9 <1
Li 36,7 5
Mn 92,5 10,5
Ni 32,2 <31
Pb 26,8 < 10,5
Ti 1,6 0,4
\% 21,7 16,6
Zn 34,2 <0,014

Como se puede observar en los porcentajes de extraccion obtenidos a pH = 1 los
metales mas moaviles fueron el Mn y Co con una extraccién del 92,5 % y 90,9%
respectivamente. Por otro lado, el As, Cd, Cu, Li, Ni, Pb, V y Zn muestran elevadas
movilidades, mientras que el Al y el Ti fueron los elementos menos extraidos, y
consecuentemente los menos méviles con HCl a pH = 1.
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111.3.2.1.2. Efecto de latemperatura en el porcentaje de extraccion

Para el caso de la temperatura también se observaron diferencias significativas para
todos los metales estudiados, fundamentalmente por las extracciones a 10° C, que
fueron significativamente diferentes y menores a las dos temperaturas restantes,
siendo generalmente menores que el resto de las temperaturas evaluadas. Este
resultado lo podemos observar en la Figura 1.4, en la cual se muestra el porcentaje
de extraccion de todos los metales en funcion de la temperatura y el tiempo para pH =
1. Los resultados para pH = 2 se pueden encontrar en el Anexo 4.

Como se puede apreciar en la Figura Ill.4, se obtiene menor extraccion a 10° C para
todos los metales y condiciones, exceptuando el de Pb a 24 horas, que no mostro
diferencias entre las extracciones a 10 y 20° C. Por otro lado, en general a 40° C se
encontraron las mayores extracciones para los mayores tiempos de extraccion, con la
excepcion del As, Cdy Pb a 12 horas y el As y Cd para 24 horas que no mostraron
diferencias significativas entre los resultados a 20° y 40° C. Este resultado fue
previamente descrito mediante el analisis de varianza (ANOVA), en el cual se observé
qgue la temperatura presenté diferencia significativa para todos los catorce metales

evaluados.
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Figura Ill.4. Variacion de la extraccién de metales
con la temperatura y tiempo para pH = 1. (Hl): 10° C,
([): 20° C y (M): 40° C y tiempos (a): 1h, (b): 12hy
(c): 24h.
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111.3.2.1.3. Efecto del tiempo en el porcentaje de extraccion

Para el caso del tiempo, como se observa en la Figura 111.4, la mayoria de los metales
mostro diferencias significativas debido a que para 1 hora de digestién se obtiene una
concentraciéon menor al resto de los tiempos estudiados, excepto para el Fe, donde a
10° C no hubo variacion de la extraccién en el tiempo, debido a que practicamente no
hay extraccion (0,2 - 0,3 %). Para el Cd el tiempo no fue significativo, y se debe a que

no hubo variacion en la extraccién entre los tres tiempos para 10°, 20°y 40° C.

Una inspeccion mas detallada de los datos revela que, una vez evaluada la extraccion
de los metales en funcién del tiempo y la temperatura se diferencian tres grupos
fundamentales.

Para el primer grupo, donde se encuentran la mayoria de los metales (Al, As, Co, Cr,
Cu, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V y Zn), la extraccién del metal parece ser bifasica, con una
liberacion inicial rdpida durante las primeras 12 horas de digestion, como se observa
en la Figura IlI.5 para el Ni a modo de ejemplo. Pasado ese tiempo, la extraccion es
mucho més lenta o se detiene su incremento observandose un valor practicamente
similar para las 24 horas de digestion. Este efecto se hace més notable a 40° C. El

comportamiento bifasico es similar al observado por Turner y col.**?

para la extraccion
de un reducido nimero de elementos (Cu, Mn y Zn) mediante el empleo de la pepsina
en disolucién &cida a pH = 1, asi como a los resultados obtenidos por Chen y Mayer
para Cu y Pb en estudios in vitro usando fluidos digestivos reales extraidos de

organismos vivos*“.

6 Chen Z.; Mayer, L. (1999) Sedimentary metal bioavailability determined by the digestive constraints of marine deposit

feeders: gut retention time and dissolved amino acids. Marine Ecology Progress Series Ser. 176, 139-151.
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Figura 111.5. Variacién en la extraccion de Ni con el tiempo para
diferentes temperaturas: (H): 10° C, (®): 20° C y (¥): 40° C.

En el segundo grupo, donde encontramos al Fe, la concentracién aumenta con el
aumento del tiempo de digestion, por lo que se hace necesario continuar aumentando
el tiempo hasta 24 horas para obtener la maxima lixiviacion de Fe, como se puede
observar en la Figura Ill.6. En este caso, el comportamiento bifasico no fue observado,
y la extraccion aumentd constantemente con el aumento del tiempo. Este mismo
comportamiento también fue observado por Turner y col. para el Fe'**
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Figura Il1.6. Variacién en la extraccion de Fe con el tiempo para

diferentes temperaturas de digestion: (H): 10° C, (®): 20° C y
(®): 40° C.

El tercer grupo estd compuesto por el Cd, cuya extraccién no se ve afectada por la
variacion del tiempo, como se puede observar en la Figura Ill.7. En este caso, la

extraccion varia con la temperatura, como en el resto de los metales estudiados.
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Figura II.7. Variacion en la extraccion de Cd con el tiempo para

diferentes temperaturas: (H): 10° C, (®): 20° C y (®): 40° C y

pH=1.
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111.3.3. Estudio multivariado de la extraccién en las diferentes condiciones de

digestion

Finalmente, la extraccion del método de HCI fue analizada como un sistema
multifactor mediante un andlisis de componentes principales (ACP) para evaluar el
efecto de las distintas condiciones sobre los diferentes metales desde un punto de
vista conjunto. En este estudio, la concentracién de cada uno de los catorce metales
(variables originales) es una funcion de las diferentes condiciones experimentales del
tratamiento del sedimento. Las condiciones experimentales son mostradas en la Tabla
[I.5.

Tabla II.5. Condiciones experimentales de extraccion (pH,
temperatura y tiempo) evaluados en el ACP.

Condiciones pH Temperatura Tiempo

1 1 10° 1h
2 1 10° 12h
3 1 10° 24h
4 1 20° 1h
5 1 20° 12h
6 1 20° 24h
7 1 40° 1h
8 1 40° 12h
9 1 40° 24h
10 2 10° 1h
11 2 10° 12h
12 2 10° 24h
13 2 20° 1h
14 2 20° 12h
15 2 20° 24h
16 2 40° 1h
17 2 40° 12h
18 2 40° 24h
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Para este ACP sélo se consideraron los resultados a pH = 1 y 2, debido a que son los
Unicos en los que se produjo extraccion de los metales. De esta manera, se preparé
una matriz de datos (concentraciones) de 14 columnas que corresponden a los
catorce metales variables originales: Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V,
Zn y 18 filas correspondientes a cada una de las condiciones experimentales de
estudiadas.

Después de la reduccién de los variables, se conformaron dos nuevas componentes,
componente principal 1 (CP1) y componente principal 2 (CP2) que explican el 94,81 %
de la variabilidad total contenida en los datos. En la CP1 se agrup6 la mayoria de las
variables (con cargas superiores a 0,8), mientras que el Cr comparte su influencia
sobre la CP1 (0,729) y CP2 (0,640), pudiéndose observar este resultado en la Tabla
[1.6.

Tabla lll.6. Cargas de las nuevas componentes.

Variable CP1 CP2
Al 0,968 0,196
As 0,927 -0,326
Cd 0,911 -0,212
Co 0,986 -0,142
Cr 0,729 0,640
Cu 0,975 -0,213
Fe 0,843 0,474
Li 0,824 0,394
Mn 0,965 -0,225
Ni 0,996 -0,009
Pb 0,977 -0,165
Ti 0,930 0,104
Y 0,978 -0,189
Zn 0,964 -0,064
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Con el objetivo de obtener una mejor definicion de las variables en las nuevas
componentes, se aplicd una rotacién Varimax, después de la cual se conformaron dos
componentes principales que explicaron el 94,81 % de la variabilidad total contenida

en los datos. En la Tabla Ill.7 se muestran las cargas de dichas componentes rotadas.

Tabla IIl.7. Cargas de las nuevas componentes

rotadas.

Variable CP1 CP2
Al 0,678 0,718
As 0,946 0,268
Cd 0,867 0,351
Co 0,888 0,452
Cr 0,227 0,943
Cu 0,919 0,388
Fe 0,416 0,874
Li 0,446 0,797
Mn 0,918 0,373
Ni 0,820 0,566
Pb 0,894 0,428
Ti 0,700 0,621
\% 0,908 0,409
Zn 0,825 0,503

En la CP1 se agruparon As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, V y Zn, mientras que en la CP2
se agruparon el Cr, Fe y Li, los elementos de mayor y menor movilidad
respectivamente como se menciond previamente. Por otro lado, Al y el Ti presentan
practicamente igual peso sobre ambas componentes. Esto pudiera indicar dos fuentes
o tipos diferentes de procedencia de ambos metales. En el gréfico de puntuaciones,
mostrados en la Figura 1ll.8, se puede observar que todas las condiciones
experimentales en las cuales el pH = 2 (de las condiciones 10 a la 18) tienen su peso
en el extremo izquierdo sobre la CP1. Mientras que en el extremo opuesto derecho de
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la propia CP1 se agruparon el resto de las condiciones experimentales (de la
condicion 1 a la 9) que corresponden al pH = 1. La inclusion de las variables originales
en esta misma figura demuestra que todos los metales se asocian principalmente a las
condiciones de extraccion de pH = 1, debido a que son éstas las condiciones

experimentales con mayor extraccion.
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Figura 111.8. Cargas y puntuaciones de las condiciones estudiadas en el
espacio de las CP1y CP2.

De los resultados obtenidos se deduce por tanto, que el pH es el parametro fisico
quimico entre los estudiados, que mayor influencia tiene sobre los resultados, ya que
segun su valor se realizan las agrupaciones tanto de variables originales (metales)
como de condiciones experimentales diferentes estudiadas.

Para estudiar mas detalladamente el efecto de las otras variables, tiempo y
temperatura, en la extraccion de los catorce metales se decidié repetir el ACP sélo
para aquellas condiciones de pH = 1, puesto que son las condiciones que producen la
extraccion de todos los metales.

De esta manera se redujo la matriz de datos anterior de dieciocho a las nueve
primeras filas correspondientes a las condiciones de digestién a pH = 1 y manteniendo

las mismas catorce columnas de metales ya evaluadas anteriormente. Después de
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aplicado el ACP se obtuvieron dos nuevas componentes, CP1 y CP2, que explican el
85,86 % de la variabilidad contenida en los datos. En Tabla 1.8 se puede observar
gue se agruparon en la CP1 el Al, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Tiy V, mientras que
en la CP2 se agruparon el As con carga positiva y el Cd en el extremo opuesto, con
carga negativa. El Zn es el Unico elemento que comparte pesos similares en ambas
componentes. Resulta interesante que el As y Cd, posiblemente los dos més toxicos

de los estudiados, no se agrupen junto al resto de los elementos.

Tabla Il1.8. Cargas de las nuevas componentes para

pH=1.
Condiciones CP1 CP2
Al 0,969 -0,131
As 0,363 0,793
Cd 0,397 -0,561
Co 0,957 0,123
Cr 0,907 -0,204
Cu 0,976 0,024
Fe 0,908 -0,280
Li 0,968 0,099
Mn 0,888 0,388
Ni 0,973 -0,143
Pb 0,866 -0,093
Ti 0,812 0,363
Y 0,906 0,305
Zn 0,697 -0,616

Una vez definidas las cargas sobre las nuevas componentes, se calcularon las
puntuaciones de todas las condiciones de extraccién a pH = 1, cuyos resultados se
pueden apreciar en la Figura I11.9. Practicamente todos los metales se agrupan con las
condiciones de mayor temperatura (40° C) y tiempo de digestion (entre 12 y 24 horas).
El As, Cd y Zn se separaron de este comportamiento. El Cd y el Zn tienen menor
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carga sobre la CP1 que el resto de los elementos e influyen basicamente con un
mayor peso positivo sobre la CP2. Parece ser, por tanto, que después del pH, el factor
gue mejor define el comportamiento de las variables es la temperatura, puesto que en
virtud de este pardmetro se realizan los agrupamientos en este segundo ACP, donde

la variable pH no ha sido considerada.
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Figura I11.9. Puntuaciones de las nuevas componentes para la
extraccion con HCl a pH = 1.

De manera general, estos resultados confirman el andlisis univariado realizado. En
general, es el pH la variable que mas influye sobre la extraccién de los elementos y
gue aumenta con el aumento del tiempo de digestion y la temperatura en el intervalo
estudiado. Este comportamiento es similar para la mayoria de los elementos
estudiados.

El resultado del andlisis de conglomerados se representa mediante un dendrograma
en la Figura II1.10, en el cual se confirma el resultado obtenido por el ACP realizado.
En este caso se puede observar que el comportamiento se divide en tres grupos. En el
primero se agrupan las condiciones experimentales de tiempo y temperatura mayores

(8 y 9), las cuales ya mostraban un comportamiento diferente a los otros elementos en
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el ACP. En el segundo grupo se encuentran las condiciones 4, 5y 6 de temperatura
intermedia (20° C), mientras que en el tercer grupo se encuentran las condiciones de
menor temperatura (1, 2 y 3) y la de menor tiempo para 40° C (condicion 7).

CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num  +———- b i i b i b b

1h-10°
12h-10° T
| h4®

24n-10°
1h-20°
12h-20°
24n-20° _|
12h-40°

24nh-40F Q

Figura 111.10. Dendrograma para las diferentes condiciones de temperatura y tiempos
evaluados so6lo a pH = 1.

En este punto, se decidid seleccionar el método de acido clorhidrico a pH = 1,
temperatura = 40° C y tiempo de digestion de 12 horas como el método de referencia
para posteriores consideraciones y comparacion con otras metodologias, debido a que
éstas son las condiciones donde se obtiene la méxima extracciéon de la mayoria de los
metales estudiados. De esta manera, cualquier riesgo de subestimacion de la
concentracion del elemento que se transfiere al estomago de las especies acuaticas
desde las particulas del sedimento durante los procesos digestivos, es desechado,
debido a que las condiciones seleccionadas producen la maxima extraccion entre

todas las posibles condiciones que se pudieran encontrar en un caso real.

111.3.4. Balance de masas

Para todas las dieciocho condiciones experimentales de pH, temperatura y tiempo
estudiadas se realiz6 un balance de masas como indicador de la validez de la

metodologia. Este indicador fue seleccionado porque no existen sedimentos de
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referencia certificados para los métodos de digestion parcial considerados en este
trabajo. Para efectuar el balance de masas todos los residuos obtenidos fueron
digeridos totalmente por el método modificado USEPA 3052 y se determind la
concentracion total de los metales en los residuos. La suma de la concentracion de
metal presente en el residuo (C;) mas la concentracion de metal extraido por el
proceso de digestion parcial (Cgso) S€ compard con la concentracion total de la
muestra previamente determinada (C,). El Balance de Masa (BM) se expresdé como

porcentaje de recuperacion mediante la siguiente ecuacion:

_ CdisoI+Cr *
BM—[ C ] 100

t

Los resultados obtenidos a pH = 1, tiempo de 12 horas y temperatura de 40° C se
muestran como ejemplo en la Tabla I11.11.

Como se puede observar, para la todos los metales investigados, el BM fue mayor o
cercano al 90 % y la precision en la determinacion dada por la desviacion estandar
relativa fue entre 89 y 99 %, demostrando la validez de los resultados obtenidos para
estas condiciones de trabajo. Por otro lado, el valor del BM para el resto de las
condiciones experimentales se encontré entre el 85 — 90 %. En estos casos la
concentracion determinada en el residuo fue cercana, pero por debajo limite de
cuantificacion del elemento lo que pudiera explicar esta moderada disminucion de la
recuperacion. Los resultados obtenidos para el resto de las condiciones de digestion
se muestran en el Anexo 5.

Por tanto, de esta manera se asegura el correcto desempefio del método de digestion
parcial con HCI, para el cual, obviamente, no se cuenta con muestra de referencia

certificada.
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Tabla Ill.11. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de HCl a pH =
1, 12 horas y 40° C.

[metal] + s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total
Al 2925 + 47 61359 + 6 66342 + 11 97+3
As 4,3+0,2 58+0,3 10,8 +0,2 93+1
Cd 0,08 + 0,03 0,021 +0,008 0,11+0,01 92+1
Co 6,9+0,1 0,5%+0,1 7,6 +0,5 98+4
Cr 50+0,1 78,5+0,2 85+2 98+3
Cu 13,2+0/4 10,5+0,3 25,9+0,8 92+5
Fe 3220 +76 29098 + 1 36111 + 58 90+3
Li 8,0£1,0 14,2+0,1 21,5+0,9 99+1
Mn 492 £ 10 30,7+0,2 532 + 17 98+1
Ni 11,9+0,2 249+0,1 37,0+1,0 99+1
Pb 11,8+0,5 275+0/4 44,0+ 2,0 89+3
Ti 58 + 2 3586+ 1 3692 + 13 98+1
\Y 25,2+0,6 78,7+0,1 116,0+ 2,0 97 +1
Zn 25,0+1,0 42,3+£0,4 73,0+ 3,0 92+1

111.3.5. Estudio de biodisponibilidad con HCI

A continuacién se realizé un estudio comparativo de la extraccion de los diferentes
elementos con HCI pH = 1, 12 horas y 40° C. Los elementos Co y Mn fueron los mas
biodisponibles al ser completamente extraidos respecto a su total, con porcentajes de
extraccion entre el 90 — 100 %, seguidos por el Cd, Cuy el Zn con un 72, 51y 34,2 %
respectivamente (Tabla lll.4). Para el resto de los elementos la extraccién se mantuvo
por debajo del 35 %, siendo el Al y el Ti los metales menos extraidos (~ 2 — 5 %) y por
tanto, los menos biodisponibles probablemente por su mayor asociacion a la fase de
silicatos. Se puede concluir, por tanto, que los metales Mn, Co, Cu, Cd y Zn se
encuentran mas biodisponibles para los organismos acuaticos, pudiendo provocar

algunos de los efectos adversos mencionados previamente.
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Estos resultados son comparables con otros obtenidos previamente para el Al, Fe, Mn,
Zn y Ti mediante el empleo del HCI a concentraciones mas elevadas (0,3 M) que las
usadas en este trabajoloo. Sin embargo, en este caso se obtuvieron mayores
porcentajes de extraccion para Cu y Ni que los alcanzados por el método propuesto
en el presente trabajo, mientras que para el Cr y el Pb los porcentajes fueron
menores. Las diferencias en las extracciones obtenidas en ambos casos pudieran
estar relacionadas con las diferentes formas de asociacion de los metales en los

distintos sedimentos asi como a la diferencia en la concentracién de HCI utilizado?’.
111.3.6. Método con HNO3

Para evaluar si la seleccién de un tipo u otro de acido influye sobre el proceso, se
realiz6 un estudio para el HNO; en las condiciones de mayor extraccion seleccionadas
previamente con el HCI, siguiendo la metodologia descrita en la parte experimental.
Primeramente se realiz6 una prueba t de comparacion de dos medias experimentales,
cuyos resultados se muestran en la Tabla I11.12. Para el caso del Cry V no se realiz6
la prueba t debido a que no se obtuvo extraccion con HNO;z; por encima del limite de
deteccion.

Como se puede observar en la Tabla 111.12 existen diferencias significativas para los
elementos As, Cu, Fe, Pb, Ti, y Zn, mientras que no hay diferencias significativas entre
ambos métodos de digestion para el Al, Cd, Co, Mn y Li.

En la Tabla 111.12 también se muestra la concentracion obtenida mediante el empleo
de ambos métodos. Como se puede observar, para el As, Cu, Fe, Pb, Tiy Zn, el HNO3
extrajo mayor cantidad del metal que el HCI, probablemente debido al poder oxidante
gue tiene este &cido, que permite disolver parte de la materia organica liberando los

metales enlazados a la misma, tal es el caso del As, Cu, Pb y Zn*°.
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Tabla [l1.12. Resultados de la prueba t para la comparacion de las
concentraciones obtenidas con el HNO3 y el HCI expresadas en mg-kg™.

[metal] +'s, mg-kg™
Metal Prueba t
HCI HNO; texperimental

Al* 2925 + 47 2959 + 291 1,7 Aceptado
As 4,3+0,2 115+3 4,3 Rechazado
Cd 0,08 + 0,03 0,1+0,04 12 Aceptado
Co 6,91 + 0,08 7,0£0,7 0,1 Aceptado
Cr 50+0,1 <0,8 - -
Cu 13,2+0,4 3,5+£0,3 4,5 Rechazado
Fe 3220 +76 27498 + 2 8,5 Rechazado
Li 8+1 14+1 2,0 Aceptado
Mn 492 £ 10 37,5+04 0,7 Aceptado
Ni 11,9+0,2 14+3 2,2 Rechazado
Pb 11,8+0,5 25+2 3,7 Rechazado
Ti 58 +2 14,2+ 0,6 40,2 Rechazado
\% 25,2+0,6 <47 - -
Zn 251 372 3,0 Rechazado

ttabia (N = 4, 0= 0,05) = 2,78 y * tiapia (N = 2, 0= 0,05) =4,30

Por otro lado, el Cry V se encontraron por debajo del limite de deteccién mostrando,
por tanto, una mayor extraccion por el método de HCI, probablemente debido a que
una fraccion de los mismos puede estar enlazada a fases susceptibles a la formacion
de complejos. En este caso podria estar predominando la accién complejante del ion
CI por encima de la accién oxidativa del nitrico. Ademas, el hecho de que el HNO; se
encuentre diluido puede estar contribuyendo a que algunas fases organicas mas
resistentes, en la que pudieran estar enlazados estos metales, no puedan ser
disueltas.

Finalmente, el Al, Cd, Co, Li, Mn y Ni fueron disueltos en igual proporcién por ambos

acidos, pudiéndose pensar que la propiedad predominante es la &cida para la
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disolucion de estos metales, que podrian encontrarse enlazados fundamentalmente a

la fase carbonatada.

111.3.6.1. Balance de Masas

En la Tabla I11.13 se muestran los resultados del BM realizado para el método de

HNO; siguiendo la misma metodologia que se emple6 con el HCI. Los resultados del

Cr y V no se muestran por encontrarse por debajo del limite de deteccion en la

disolucién con HNO;.

Tabla 111.13. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de HNOs.

[metal] + s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total

Al 2959 + 291 61856 * 4 66342 + 11 98+1
As 11,5+3 0,050 + 0,003 10,8+ 0,2 106+ 1
Cd 0,10 £ 0,04 0,009 + 0,008 0,11 £ 0,01 99+2
Co 7,0£0,7 0,05+ 0,01 7,6 +0,5 93+6
Cu 20,0+ 3,0 3,5+0,3 25,9+0,8 91+8
Fe 5334 + 424 27498 £ 2 36111 + 58 91+9
Li 6,0+0,9 14,0+1,0 21,5+0,9 98+3
Mn 492 + 67 38,0+1,0 532 + 17 99,5+0,1
Ni 14+3 21+1 371 95+4
Pb 15+1 25+ 2 44 £ 2 91+6
Ti 14+1 3601 +6 3692 + 13 98+3
Zn 33x4 37+2 73+3 96+ 3

Como se observa en la tabla para la mayoria de los metales las recuperaciones

estuvieron en el rango de 91 — 106 % con una precision dada por la desviacion

estandar relativa fue entre 0,5 a un 9 %. Con lo cual queda demostrado el buen

desempenfio analitico del método de acido nitrico.
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111.3.6.2. Estudio de biodisponibilidad con HNO3

Observando el porcentaje de extraccion obtenido para el HNO; es posible concluir que
los metales mas biodisponibles fueron el As, Cd, Co y Mn con porcentajes de
extraccion entre el 93 — 106 %, seguidos por el Cu con un 79 % de extraccion. Para el
resto de los metales la extraccién se mantuvo por debajo del 46 %, siendo el Al y el Ti
los menos extraidos (~ 0,4 — 4,5 %), y por tanto, los menos biodisponibles como
ocurria para el HCI.

El orden de biodisponibilidad de los metales para la extracciéon con HNO; fue el
siguiente: As> Mn> Cd> Co> Cu> Zn> Ni> Pb> Li> Fe> Al> Ti. Se puede pensar, por
tanto, que el As, Cd, Co y Mn se encuentran mas biodisponibles, liberAndose ademas
otros metales que pudieran estar asociados al Mn.

Si comparamos este orden con el del HCI (Mn> Co> Cd> Cu> As> Li> Zn> Ni> Pb>
V> Fe> Cr> Al> Ti) podremos notar algunas diferencias. El As, por ejemplo, pasa de
una biodisponibilidad intermedia con el HCI a ser el mas biodisponible con el HNO3,
mientras que el Li pasa de ser mas biodisponible que el Zn, Ni y Pb con HCI, a ser
menos biodisponible que estos metales con el nitrico. Esto puede deberse
probablemente a que este metal se encuentra en alguna fase que se disuelve

mediante la accion complejante del ion CI'.

Para evaluar otros posibles efectos sobre la extraccion y completar el estudio de
métodos de digestion quimicos, se realizara a continuaciébn una comparacion con
otros métodos que han sido utilizados en la bibliografia, basados en el empleo del
HOAc.

111.3.7. Método con HOAc (0,11 My 25 %)

Una vez evaluada la extraccion de dos digestiones con acidos fuertes y diferentes

propiedades, acidas y agente complejante para el HCl y acidas y oxidantes para el
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HNO3, tiene sentido realizar una comparacion con otro acido con propiedades
complejante, pero cambiando la fortaleza del ataque. Para este estudio utilizamos el
HOACc a dos concentraciones (0,11 M y 25 %) siguiendo la metodologia descrita en la
parte experimental.

Se escoge el HOAc, ademas, porque es un método propuesto con frecuencia para
disolver las fases mas labiles del sedimento, carbonatos e intercambiable, y por tanto,
propuesto para extraer los metales mas biodisponibles. Los resultados obtenidos por

ambos métodos se pueden observar en la Tabla I11.14.

Tabla lll.14. Comparacion de la extraccién con ambos métodos de HOAc.
[metal] + s, mg-kg™

Elemento texperimental Prueba t
[HOAC], 25 % [HOAC],0,11 M
Al 391+ 26 <235 -
As 1,40 + 0,03 <0,2 -
Cd 0,08 + 0,06 0,025 + 0,009 9,5 Rechazado
Co 36+0,2 1,43 + 0,05 22,7 Rechazado
Cr <4 <4 -
Cu 1,50 + 0,09 <1 -
Fe 936 £ 72 <698 -
Li 0,63 + 0,03 0,370 + 0,003 15,2 Rechazado
Mn 23+£0,2 23,4+£0,7 0,5 Aceptado
Ni 23+0,1 1,16 + 0,05 13,1 Rechazado
Pb 5,6+0,3 <5,4 -
Ti <4 <4 -
\ 9,1+0,5 <4,8 -
Zn 0,013 + 0,001 <0,01 -

ttabla (n =4, a= 0,05)= 2,78

Una primera conclusion de estos resultados se relaciona con las diferentes

concentraciones de metales extraidos por ambos métodos a pesar de que los dos han
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sido utilizados con un mismo fin: evaluar la biodisponibilidad de los metales hacia los
organismos Vivos.

Para comparar ambos métodos se realizé una prueba t de comparacion de dos
medias experimentales para a = 0,05 y n = 6 con los metales que se encontraron por
encima del limite de deteccién por ambos métodos. Como se puede apreciar en la
Tabla Ill.14, hay diferencia significativa entre las concentraciones de Cd, Co, Li y Ni,
mientras que ambas concentraciones de Mn no muestran diferencias.

En la Tabla 11.14 se puede observar que con HOAc 0,11 M la extraccién de metales
es muy baja, ya que para este método la mayoria de los metales no pudieron ser
determinados por encontrarse por debajo del limite de deteccidn. So6lo se cuantificaron
el Cd, Co, Li, Mn y Ni. Sin embargo, en un estudio similar realizado por Bignasca y
col., estos autores obtienen, ademas, extraccién para el Cr, Cu, Fe, Pb y Zn, siendo
inferiores al 40 % las concentraciones obtenidas de todos los metales detectados®.
Las discrepancias entre ambos resultados puede deberse a las posibles diferencias en
la composicion (elemental y estructural) entre ambas muestras estudiadas. Por otro
lado, el método de HOAc 25 % extrajo a la mayoria de los metales en cantidades
apreciables, exceptuando al Cr y el Ti, los cuales se encontraron por debajo del limite
de deteccién. Como se puede observar en la tabla, este Gltimo método extrajo mayor
cantidad para casi todos los metales respecto al HOAc 0,11 M, probablemente debido
a la diferencia de pH entre ambos métodos, el cual es de 2,87 y 1,73 para el HOAc
0,11 M y al 25 % respectivamente. La Unica excepcién a este comportamiento se
obtuvo para el Mn, el cual se extrajo en cantidades similares independientemente de
la concentracién del 4cido acético utilizado. Esta extracciéon puede estar influenciada
por la alta movilidad de este metal observada en otros ataques acidos, y que fue

extraido con HCl tanto a pH = 1 como a pH = 2.

111.3.7.1. Balance de Masas

Siguiendo la misma metodologia de los métodos anteriores, se realizd el BM a los
elementos detectados para cada concentracion del acido acético usado como

extrayente. Las Tablas I11.15 y I11.16 muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 111.15. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de HOAc 0,11 M.

[metal] £'s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total

Cd 0,10 £ 0,04 0,009 + 0,002 0,11 £ 0,01 99+1

Co 1,43 £ 0,05 59+0.1 7,6 +0,5 96+ 3

Li 0,37 £ 0,01 20,9+0,1 21,5+0,9 99+1

Mn 23,4+0,1 505,9+0,8 532 + 17 99+1

Ni 1,16 £ 0,05 33+2 37+1 92+7

Para el método del HOAc 0,11 M, el BM se encontrd entre 92 - 99 %, asegurandose

de esta manera el correcto desempefio analitico del mismo.

Tabla 11l.16. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de HOAc 25 %.

[metal] + s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total

Al 391 + 26 60370 £ 15 66342 + 11 92+4
As 1,40 £ 0,03 8,7+0,3 10,8+ 0,2 94+6
Cd 0,08 + 0,06 0,02 + 0,01 0,11 £ 0,01 91+9
Co 3,6+0,2 3,5%0,1 7,6 +0,5 937
Cu 1,50 + 0,09 23,8+0,8 25,9+0,8 98+2
Fe 936 + 72 31601 £ 2 36111 + 58 909
Li 0,63 + 0,03 19+1 21,5+0,9 91+9
Mn 23,00 = 0,02 508 + 4 532 + 17 99,8+0,1
Ni 2,3%+0,1 32+2 37+1 93+5
Pb 56+0,3 36,7+0,2 44 £ 2 9% +4
\Y 9,1+0,5 101+ 1 116+ 2 95+5
Zn 0,013 £ 0,001 711 73+3 97+3
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Para la todos los metales representados en la Tabla 111.16, el BM fue superior al 90 %,
encontrandose entre el 90 — 99 %. Los metales que no se representaron no se
detectaron en la disolucion de HOAc 25 % (por debajo del limite de deteccién). De
esta forma, también se aseguré el correcto desempefio analitico de este método de

digestion.
111.3.7.2. Estudio de biodisponibilidad con HOAc 25 %

La biodisponibilidad y el resto de las comparaciones fueron realizadas con el método
de HOAc 25 % debido a que con la primera etapa del BCR fueron detectados pocos
metales. La biodisponibilidad del HOAc 25 % fue: Cd> Co> As> Pb> V> Ni> Cu> Mn>
Li> Fe> Al> Zn. De este resultado se puede plantear que los metales mas
biodisponibles con este método fueron el Cd, Co y As, mientras que los menos
biodisponibles fueron el Cr y el Ti, los cuales no fueron detectados en el extracto.
Recordemos que estos elementos estan presentes a concentraciones de 85 mg-kg™ y
3692 mg-kg'l respectivamente en el sedimento analizado.

Seguidamente se realizé una prueba t para conocer si existen diferencias significativas
entre la concentracién extraida con el HOAc y la obtenida con el HCI, los resultados se
muestran en la Tabla 1l1l.17. A los elementos Cr y el Ti no se les aplicé la prueba
debido a que no fueron detectados por el HOAc. Como se puede observar en la tabla,
para todos los metales, exceptuando el Cd, se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones obtenidas por cada uno de los métodos de digestion
comparados, siendo mayor la extraccion con el método de HCI, exceptuando el Cd,

cuya concentracion con este acido fue similar a la obtenida con HOAc 25 %.
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Tabla [ll.17. Resultados de la prueba t para la comparacion de las
concentraciones obtenidas por el HOAc y el HCI expresadas en mg-kg™.

[metal] +'s, mg-kg™
Metal Prueba t
HCI HOACc texperimental
Al 2925 + 47 391 + 26 133,6 Rechazado
As* 4,3+0,2 1,40 £ 0,03 29,5 Rechazado
Cd 0,08 + 0,03 0,08 + 0,06 0,04 Aceptado
Co 6,9+0,1 3,6+0,2 32,2 Rechazado
Cr 50+0,1 - - -
Cu* 13,2+0,4 15+0,1 45,0 Rechazado
Fe 3220 +76 936 + 72 37,7 Rechazado
Li* 8,0£1,0 0,63 + 0,03 9,6 Rechazado
Mn* 492 £ 10 23,0+£0,1 83,4 Rechazado
Ni 11,9+0,2 2,3%+0,1 77,2 Rechazado
Pb 11,8+0,5 56+0,3 17,5 Rechazado
Ti 58,0+ 2,0 - - -
\Y 25,2+0,6 9,1+05 36,8 Rechazado
Zn* 25,0+1,0 0,013 £ 0,001 33,8 Rechazado

trapia (N =4 y a =0,05) = 2,78 y *tapia (N = 2y a = 0,05) = 4,30

Finalmente, al compararse la biodisponibilidad del HOAc respecto a la del HCI se
pueden observar algunas diferencias. El Cd, As, Pb y V pasaron a ser elementos mas
moviles con el HOAc que con el HCI, mientras que el Cu, Mn y Zn disminuyeron su
movilidad con el empleo del HOAc. Estas diferencias en las movilidades de los
elementos puede deberse al tipo de ataque de los acidos. Mientras que el HCI es un
acido fuerte, el HOAc es un &cido débil, asi como el pH empleado de HCI (pH = 1) es
mas acido que el pH del acético al 25 % (pH = 1,73). Por otro lado, en la literatura se

plantea que el HCI remueve mas eficientemente al Mn, mientras que el HOAc 25 % no
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extrae eficientemente los nédulos de Fe y Mn'*’

, resultado que se corrobora en este
trabajo. Para el caso del Cu y el Zn pudiera ser que una fraccion de estos metales se
encuentre asociada a la fase de Mn, y por ende no esté siendo extraia igualmente por
el HOAc. Estos resultados sugieren que con el empleo del HOAc, se corre el riesgo de
subestimar la concentracion de los metales disponibles y pudieran existir riesgos para
la biota y no ser detectados. Por otro lado, estos resultados confirman los comentarios
realizado por Luoma®*® durante la extraccién de un nimero limitado de elementos (Ag,
Cd, Co, Cu, Pb y Zn), el cual expresa que, aparentemente, el método de HCI es la
mejor técnica para la determinacion de disponibilidad biolégica de los metales en

comparacioén con otras técnicas simples, como por ejemplo el método de HOAc 25 %.

Como conclusion importante de estos resultados se puede decir que, a pesar de su
uso extendido, el HOAc puede subestimar la concentracion de metales extraidos bajo
condiciones gastricas debido a su bajo poder acido. Por otro lado, las propiedades
oxidantes del HNO; pueden contribuir a la sobreestimacion de los elementos a
estudiar. EI HCI no presenta dichas propiedades oxidantes, mientras que sus
propiedades acidas y formadoras de complejos son mucho mas fuertes que las que
presentan el HOAc. Se debe recordar ademas, que es el HCI el que se encuentra
naturalmente presente en el estbmago de las especies marinas y, por tanto, parece
ser el mas adecuado para simular las condiciones digestivas. No obstante, no es el
unico componente del jugo géastrico responsable del proceso digestivo, en el cual
también intervienen diferentes enzimas. En el siguiente capitulo se estudiara el efecto
de dos enzimas en la extraccion de metales. Asi, se determinard si son necesarias o
no en el desarrollo de un método de digestiébn que simule en el laboratorio los
procesos digestivos y que permita evaluar los metales mas biodisponibles del
sedimento en el entorno digestivo.

7 Chester, R.; Hughes, M.J. (1967) A chemical technique for the separation of ferro-manganse minerals, carbonates

minerals and adsorbed trace elements from pelagic sediments. Chemical Geology 2, 249-262.

Luoma, S.N.; Bryan, G.W. (1982) A Statistical Study of Environmental Factors Controlling Concentrations of Heavy
Metals in the Burrowing Bivalve Scrobicularia plana and the Polychaete Nereis diversicolor. Estuarine, Coastal and Shelf
Science 15, 95-108.
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V. SIMULACION DE LOS PROCESOS
DIGESTIVOS DE PECES MEDIANTE METODOS
ENZIMATICOS

IV.1. INTRODUCCION

Como se ha mencionado anteriormente, el riesgo ecotoxicoldgico que posee un
sedimento contaminado va a depender de la movilidad de los metales hacia el agua,
asi como de la capacidad de los organismos vivos de asimilarlos directamente desde
las particulas sedimentarias ingeridas®.

Como se ha visto, una de las metodologias que permite conocer la biodisponibilidad
de los metales es la que simula la absorcion digestiva de las sustancias unidas a
particulas del sedimento ingeridas por los organismos marinos.

En este sentido, la extraccion de metales de los sedimentos bajo las condiciones que

prevalecen en el tracto digestivo de los organismos acuaticos ha sido presentada
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como una posible via para predecir la absorcion digestiva de estos elementos desde
las particulas. Principalmente se han encontrado dos posibles formas de realizar este
estudio. La primera de ellas usando directamente jugos gastricos extraidos

85,89,149,150

previamente del organismo acuatico , ¥ la segunda mediante el empleo de

enzimas a los pHs que habitualmente estan presentes en los jugos gastricos de los

Organism 0385,86,91,119, 151

. Estos estudios tienen gran importancia ya que reflejan una
mejor aproximacion a lo que realmente pudiera estar ocurriendo en los peces y otras
especies marinas al ingerir las particulas de sedimentos.

Sin embargo, los modelos experimentales de las cadenas alimenticias que han sido
disefiados para determinar la retencion de metales en los organismos acuaticos, se
han centrado principalmente en los filtradores, aunque se han publicado algunos
trabajos sobre otras especies como la trucha, encontrandose en algunos casos
correlacién entre la asimilacion de metales en organismos acuaticos y la movilidad de
los metales en los sedimentos® %9394

Son, por tanto, mucho mas escasos los trabajos donde se simulan las condiciones
digestivas de otros organismos marinos como los peces, que también pueden ingerir
particulas procedentes del sedimento durante su proceso digestivo. Por este motivo,
éste ha sido uno de los objetivos de la presente tesis, cuyo desarrollo se expone en
este capitulo.

Después de efectuada previamente la comparacion de la extraccion de diferentes
métodos quimicos, en este capitulo se evalldan algunos métodos enzimaticos que
simulen las condiciones digestivas de los peces y se realiza una comparacion de los
mismos con el método de HCI seleccionado anteriormente (en las condiciones
experimentales de 12 horas y 40° C a pH = 1). En los métodos enziméticos se ha
trabajado con las dos principales enzimas presentes en la digestion de los organismos
acudticos, la pepsina, que actla basicamente en el estdbmago y la tripsina en el

intestino.

149 Wang, W.X.; Yan, Q.L.; Fan, W.; Xu, Y. (2002) Bioavailability of sedimentary metals from a contaminated bay. Marine

Ecology Progress Series 240, 27-38.

0 Fan, W.; Wang, W.-X. (2003) Extraction of spiked metals from contaminated coastal sediments: a comparison of different
methods. Environmental Toxicology and Chemistry 22, 2659-2666.

51 Rigaud, S.; Di Giorgio, C.; Radakovitch, O.; Garnier, J.M.; De Méo, M. (2012) Genotoxicity of sediment extracts of the
Berre lagoon (France). Chemosphere 88, 937-944.
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IV.1.1. Sistema digestivo de los peces y alimentacion

Los peces, como cualquier ser vivo, requieren tomar del medio en que se desarrollan
las sustancias nutritivas para crecer y cumplir con sus funciones vitales. Es por ello
gue el conocimiento de su sistema digestivo es de gran importancia para la acuicultura
y desarrollo en general de las especies marinas.

Entre los peces 6seos existen muchas adaptaciones especiales del tracto digestivo y

esto es debido a los distintos regimenes alimenticios™*

. El tubo digestivo se inicia en
la boca, al igual que el resto de los vertebrados y contindia sucesivamente con la
faringe, es6fago, estdmago e intestino, terminando en el ano como se muestra en la

Figura IV.1.

FORCION PILORICA DEL ESTOMAGO

HIGADD

ESOFAGO

INTESTING  ANO

—

CIEGOS PILORICOS

PORCION CARDIACA OEL ESTOMAGO

Figura IV.1. Sistema digestivo de los peces carnivoros.

De todo el sistema digestivo, el estudio que se presenta en el siguiente capitulo
centrard su atencion en el estbmago y el intestino. El estbmago tiene una serie de
capas musculosas y varios estratos de tejido conjuntivo adyacente. En el epitelio

estomacal existen principalmente dos tipos de células excretoras™®:

52 Edward, C.; Hume, I.D. (1995) Comparative physiology of the vertebrate digestive system. Cambridge University Press,

UK.
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1. Células adelomorfas: su funcion es la de producir pepsindgeno, sustancia
precursora de la pepsina, su mision es el desdoblamiento de las grandes moléculas de
proteina

2. Células parietales: Su mision es secretar acido clorhidrico (HCI) para producir
un medio &cido en el estbmago que propicia el correcto funcionamiento de la pepsina.
Asi mismo, el HCI tiene la misién de eliminar las bacterias introducidas con el alimento
y ayudar a la desnaturalizacion de las proteinas.

El estobmago tiene tres funciones fundamentales:

1. Almacenamiento de los alimentos mientras no pasen al intestino

2. Tratamiento fisico de los alimentos

3. Primer tratamiento quimico de los alimentos en presencia de HCl y pepsina.
Seguidamente se encuentra el intestino, quien presenta numerosas variaciones segun
la especie. Por regla general, el intestino de los peces herbivoros es mas largo que el

de los carnivoros'*®

. La digestion en el intestino tiene lugar gracias a la accion de
productos secretados por la propia pared intestinal y por las glandulas anexas: higado
y pancreas. El pH del intestino es neutro (pH ~ 7) en la parte anterior y ligeramente
alcalino en la parte posterior. El pancreas es el encargado de la secrecién de tripsina,
una enzima cuya funcion fundamental es la de hidrolizar péptidos en sus componentes
estructurales basicos conocidos como aminodcidos''®. Esto es necesario para el
proceso de absorcion de las proteinas presentes en los alimentos, por tanto, la tripsina
realiza la hidrdlisis de los enlaces peptidicos.

Como bien se ha mencionado, dos de las enzimas mas importantes presentes en el
sistema digestivo de los vertebrados son la pepsina y la tripsina. A continuacién se

exponen algunas de las propiedades de estas dos enzimas.
IV.1.1.1. Pepsina

La pepsina es una proteasa gastrica de los vertebrados que es secretada en el
estbmago y su funcién fundamental es la degradacion de las proteinas,

proporcionando péptidos y aminoacidos en un ambiente muy &cido. El precursor de la
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pepsina es el pepsindgeno, que cuando pierde aminoacidos queda en forma de

18 Esta enzima, en su estructura

pepsina pudiendo finalmente actuar como proteasa
primaria cuenta con 327 aminoacidos, de los cuales, 43 son aminoacidos acidos y sélo
4 aminodcidos basicos'®. Es mas activa a un pH entre 2 - 3 y se desactiva
permanentemente a un pH superior a 6'*°. Por tanto, esta enzima se puede usar como
representativa del medio gastrico a nivel de estémago®°**°.

La digestion con pepsina es importante en muchos organismos bénticos y los
vertebrados, pero no es importante en invertebrados. El conocimiento de la
digestibilidad mediante la pepsina es de interés y puede revelar mecanismos
generales mediante enzimas que son mMA&s representativos de los organismos
acuaticos.

La pepsina es ampliamente utilizada en acuicultura para examinar la digestibilidad de
las dietas, entre otros objetivos. Por otro lado, también se ha descrito un método
estandar de digestion in vitro por la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC

por sus siglas en inglés)'*®

. Este método fue empleado por Turner y Olsen para
evaluar la bioaccesibilidad para Al, Fe, Mn y Zn, demostrandose en este trabajo que la
bioaccesibilidad es dependiente de la concentracion de las enzimas en el sistema
digestivo®™. Este método se puede emplear para examinar la digestibilidad de los
sedimentos contaminados, o especificamente, la fraccion soluble del metal en el

estomago.

IV.1.1.2. Tripsina

La tripsina es una proteasa representativa de los invertebrados, aunque también se
encuentra en los vertebrados, que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas,
todavia incapaces de ser adsorbidas tal cual, mediante hidrdlisis formando péptidos de
menor tamafio y aminoacidos todavia incapaces de ser adsorbidas tal cual™®. Esta
enzima es producida en el pancreas y secretada en el intestino delgado siendo

85,86

esencial para la digestion La tripsina se compone de 223 residuos de

53 Helrich, K. (2005) Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists (fifteenth edition). AOAC,

Arlington.
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aminoacidos™. La tripsina se activa a pH basico, aunque el pH 6ptimo para el
funcionamiento de la misma es entre 7 - 8 y la temperatura éptima es de alrededor de
370 CM°.

A continuaciébn se examinardn algunos trabajos publicados donde se realizan
diferentes estudios de desorcion de los metales empleando estas enzimas y jugos

géstricos naturales.

IV.1.2. Simulacion de las condiciones digestivas de los organismos

marinos empleando enzimas presentes en la digestion

Anteriormente se ha comentado extensamente el concepto de biodisponibilidad de los
metales en los sedimentos y la importancia que el conocimiento de la misma tiene
para el medio ambiente.

La manera mas comun de conocer esta biodisponibilidad estd relacionada con la
reactividad del contaminante a diferentes reactivos quimicos, asi como con la relacién
entre la disponibilidad del metal y las diferentes fases geoquimicas del sedimento. La
base fundamental de esta aproximacion es totalmente empirica, al demostrarse en
algunos casos que la concentracién extraida del sedimento con estos reactivos
quimicos correlaciona con la encontrada en diferentes organismos detritivoros®*°>*%.
En otras ocasiones se ha realizado una definicion operacional, en la cual el metal
biodisponible seria extraido por reactivos que simulan las condiciones que se

encuentran en el estémago de los organismos™’.

4 Liu, Y.; Cao, R; Qin, P.; Liu, R. (2012) Assessing the potential toxic effect of one persistent organic pollutant: Non-

covalent interaction of dicofol with the enzyme trypsin. Spectrochimica Acta Part A 89, 210- 215.

%5 Bryan, G.W.; Langston, W.J. (1992) Bioavailability, accumulation and effects of heavy metals in sediments with special

reference to United Kingdom estuaries: a review. Environmental Pollution 76, 89-131.

%6 Goodyear, K.L.; McNeill, S. (1999) Bioaccumulation of heavy metals by aquatic macro-invertebrates of different feeding
uilds: a review. The Science of the Total Environment 229, 1-19.

*" Jin, ZW.; Simkins, S.; Xing, B.S. (1999) Bioavailability of freshly added and aged naphthalene in soils under gastric pH

conditions. Environmental Toxicology and Chemistry 18, 2751-2758.
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En el caso de los peces, se conocen dos rutas fundamentales de exposicion a
metales™®;

1. La principal via de entrada de estos productos quimicos en especies de peces
es a través de las branquias o el transporte de los contaminantes disueltos en
el agua a través de membranas bioldgicas y el intercambio idnico, etc.

2. La ruta secundaria es a través de la ingestion de particulas de alimentos o de
los sedimentos con posterior transporte a través del intestino

Los estudios revelan que la ruta gastrointestinal es la via méas importante
particularmente para la absorcion de metales™®.

En el capitulo anterior ya se han comentado distintas aproximaciones mediante el uso
de reactivos quimicos, principalmente &cidos. EI mayor problema con esta
aproximacién es que mientras la selectividad geoquimica se ha demostrado, la
significacion biolégica de estos métodos no ha sido rigurosamente demostrada. Es por
ello que se considera un estudio mas apropiado aquel que incorporen, ademas,
enzimas presentes en el tracto gastrointestinal de especies marinas, ya que son
compuestos que se encuentran realmente presentes en el proceso digestivo.

Sin embargo, son pocos los trabajos encontrados donde se estudie la desorcion de
metales en sedimentos empleando diferentes enzimas presentes en el tracto digestivo
de especies marinas, especialmente son pocos los que evalian a la pepsina y la
tripsina.

Varios de estos estudios realizaron, ademas, la comparacion de estos procesos con
otros métodos como el de HCI y HOAc comentados en el capitulo anterior. A este
respecto, Amiard y col realizaron un estudio de biodisponibilidad del Pb en moluscos,
empleando técnicas que simulaban las condiciones que prevalecen en el tracto
digestivo. Para ello evaluaron diferentes enzimas como la a-amilasa, pepsina,
lisozima, peptidasas y fosfatasas &cidas y alcalinas, todas a sus pH
correspondienteslsg. Entre las conclusiones fundamentales, estos autores sugieren

que el efecto de los cambios de pH es mas importante que el efecto de las enzimas

158 Gupta, A.; Rai, D.K.; Pandey, R.S.; Sharma, B. (2009) Analysis of some heavy metals in the riverine water, sediments

and fish from river Ganges at Allahabad. Environmental Monitoring Assess 157, 449-458.
59 Amiard, J.C.; Ettanjani, H.; Jeantet, A.Y.; Ballan-Dufrancais, C.; Amiard-Triquet,C. (1995) Bioavailability and toxicity of
sediment-bound lead to a filter-feeder bivalve Crassostrea gigas (Thunberg). BioMetals 8, 280-289.
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sobre la liberacion del Pb a partir del contenido intestinal de los bivalvos. Por otro lado,
obtienen mayor liberacion de Pb cuando se trata el sedimento con HCI 0,1 N que con
las enzimas, cuestionandose la significacion biolégica del resultado obtenido con este
acido. En este trabajo se plantea que las mayores desorciones del Pb estan mas
expuestas a las condiciones de pH solamente, por encima de la combinacién de las
condiciones de pH y enzimas. Por ultimo, los resultados obtenidos con el modelo
experimental de una cadena de alimentacion sobre la transferencia del Pb desde los
sedimentos hacia las ostras sugieren que ni la accién enzimética ni la lixiviacion a
bajos pH promueven la liberacion de cantidades importantes de Pb.

En una linea de trabajo similar, Turner y Olsen®, estudian la extraccién de Cu, Fe, Mn
y Zn en sedimentos mediante diferentes tipos de reactivos (acidos, no &cidos y
enzimaticos), comparando los resultados entre todos ellos. Entre los reactivos mas
importantes se pueden mencionar el HNO; concentrado, el HCl 1 M y el HOAc 25 %
como métodos quimicos &cidos, y entre los enziméticos, la pepsina, la tripsina, asi
como experimentos in vitro con el contenido gastrico de Pleuronectes platessa L.
ajustados a dos pH diferentes. Entre los principales resultados obtienen que la
pepsina extrae mayor cantidad de metales que los reactivos no acidos propuestos
para disolver las fracciones soluble e intercambiable (agua de mar y acetato de
amonio), sugiriendo que la complejacién por ligandos enzimaticos es un mecanismo
importante en el medio digestivo. Ademas, encuentran que el modelo gastrointestinal
disuelve mayor cantidad de metal que el modelo enzimético. También los autores en
este trabajo exponen que el Mn presenta mayor movilidad que el Fe de manera
general, sugiriendo que el principal mecanismo de liberacién es por la formacion de
complejos superficiales y la disolucion reductiva de los éxidos de Mn, siendo un
proceso que se ve aumentado a bajos pH. Este trabajo realiza una comparacion
ademas de los reactivos quimicos frente a la extraccién con la pepsina y la tripsina. En
este caso, la extraccién con &cido acético (HOAc) es la que mejor representa la
fraccion disponible de Mn, Cu y Zn, porque se corresponde con los resultados de los
estudios con los fluidos gastricos, sugiriendo que la tendencia reductora del ion
acetato es similar a los ligandos encontrados en el medio ambiente digestivo, asi

como el pH del HOAc es similar al encontrado en estos ambientes. Parte de las
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conclusiones de este trabajo plantea que cuando el fluido gastrointestinal es
acidificado aumenta la solubilizacion del Fe, Mn y Zn, pero se reduce la solubilizacién
del Cu, mientras que la fraccion de Fe esté sobre-estimada por la aplicacién del HCl y
el oxalato de amonio®.

En otro trabajo de Turner y col. se realiza un estudio de las condiciones a tener en
cuenta para la extraccion de cinco metales por un método estandar para la digestion

de sedimentos in Vitro con 2 % de pepsina en 0,075 N HCI**®

. El objetivo del mismo es
evaluar la fraccién “biodisponible” o “soluble en el estomago” del carbono, nitrégeno,
minerales y elementos trazas. La primera conclusion a la que arriban es que la
extension de los procesos bioldgicos y quimicos envueltos en la digestion de los
sedimentos es muy diferente a la de los procesos envueltos en la digestién de
alimentos. Plantean que la digestién de sedimentos esté restringida a la hidrdlisis del
material rico en nitrégeno y proteinas, el cual comparado con la dieta de los
vertebrados, es bajo en abundancia y con poco valor nutricional, y que con la posible
excepcion del Mn, éstas no son fases significativas para contener metales. También
proponen que el principal mecanismo de liberacién de metales mediante el método
estdndar de pepsina aparentemente es debido aparentemente a la disolucion por el
HCI de los sedimentos superficiales o del material hidrogenado inorganico accesible,
tales como los éxidos amorfos. Concluyen ademés que el uso del HCI diluido s6lo no
es un indicador de respuesta biolégica a la digestion de sedimentos contaminados
debido a que sobreestima la concentracion del Cu, Al, Fe y Zn. Terminan concluyendo
gue si bien tiene como inconveniente que la digestiébn de la enzima activa es mas
fuerte que la de los jugos géstricos naturales, la pepsina es mas representativa de las
condiciones de medicién de biodisponibilidad de los contaminantes en el jugo géastrico
gue los métodos convencionales, y es suficientemente simple y barata para ser
aplicada como andlisis de rutina para estudios a gran escala.

Por su lado, Bignasca y col. probaron dos enzimas proteoliticas (pepsina y tripsina)
para evaluar la biodisponibilidad de los metales (Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Vy
Zn) en sedimentos marinos®. Los autores estudiaron algunas condiciones de trabajo,
entre las que se pueden mencionar el tiempo de incubacion, la concentracién de las

enzimas y la proporcion disolucion/sélido, y evaluaron ademds los mecanismos de
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liberacion de los metales empleando las enzimas sin tratar y desnaturalizadas. Todos
los resultados fueron comparados con los obtenidos para la proteasa K en un trabajo
previo de los autores™®.

En el caso de la pepsina, plantearon que el mecanismo es totalmente diferente al de la
proteasa K, debido a que pertenecen a fases diferentes de la digestién. La principal
diferencia radica en el pH al que ambas se activan, pepsina a pH acido y la proteasa K
a un pH cercano al neutro. Por otro lado, los resultados de la concentracion
bioaccesible de la pepsina no fueron mostrados debido a que obtuvieron baja
reproducibilidad y por tanto, valores pocos confiables. Los autores plantearon que
estos resultados pueden ser debidos a la alta especificidad de la enzima en la
hidrdlisis de los enlaces peptidicos. En este caso, s6lo se mostraron los resultados de
las extracciones de los metales. También comentaron la importancia del control del pH
ya que puede variar desde acido a un pH cercano al neutro al ponerse en contacto la
pepsina con la muestra, por la accion del HCI frente a la fase de carbonatos. En estas
condiciones de pH la pepsina se desactiva, y por tanto, se puede suponer que la
fraccion de metales liberados a mayores tiempos se debe fundamentalmente a la
formacion de complejos con la enzima.

La comparacion de la tripsina con la proteasa K mostrd que los valores de metales
obtenidos eran menores con la tripsina en todos los casos. Al igual que con la
pepsina, los resultados de la concentracién bioaccesible de la enzima sola no se
mostraron debido a que no fueron reproducibles y por tanto, no son confiables,
probablemente por la misma razén previamente dada. Concluyen ademés, que como
la tripsina y la proteasa K, son representativas del mismo momento del proceso
digestivo, es mas recomendable el uso de la segunda para estudios
medioambientales.

Por ultimo, los autores también realizaron dos comparaciones entre estas extracciones
y la primera etapa de la extraccion secuencial BCR (&cido acético al 0,11 M),
operacionalmente definido para la fraccién de carbonatos. La primera de ellas se

realizé entre el la pepsina sin tratar y el HOAc y la segunda entre la pepsina activada

160 lanni, C.; Bignasca, A.; Magi, E.; Rivaro. (2010) Metal bioavailability in marine sediments measured by chemical

extraction and enzymatic mobilization. Microchemical Journal 96, 308-316.
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(con el HCI) y el HOAc. Los autores concluyeron que el &cido acético sobreestima la
fraccion determinada por la pepsina sola, claro esta, si no se toma en cuenta la
contribucion del HCI, fundamental en la activacion de la enzima. Por tanto, si se toma
en cuenta la presencia de HCI, la fraccién biodisponible medida por la pepsina/HCI a
menudo es similar o superior a la encontrada con el HOAc, para los elementos Al, As,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Vy Zn. Sélo el Cd y el Pb mostraron menores extracciones con la
pepsina respecto al HOAc. Finalizan el trabajo evaluando la validez de los resultados
segun la movilidad de los metales y el factor de enriquecimiento. Asi, concluyen que la

proteasa K muestra mayor capacidad de reproduccion de los procesos naturales®®.

IV.1.3. Extraccién de metales empleando jugos gastricos de

especies marinas

En los Ultimos afios se ha desarrollado un nuevo método para desorber y disolver
metales desde las particulas de sedimentos simulando las condiciones reales del
tracto digestivo de especies marinas, fundamentalmente de invertebrados. Para ello
se recogen los liquidos digestivos de animales y se realiza una digestion in Vitro de los
sedimentos para luego cuantificar los metales extraidos'®’. Estos estudios han
proporcionado datos importantes que permiten evaluar los ligandos quimicos
presentes en los fluidos digestivos que mas influyen en la desorcién de los metales
desde las particulas de los sedimentos ingeridos, sugiriendo que la desorcién es un
requisito previo para la posterior asimilacién de los metales por los organismos'®’. El
estudio de extraccion de metales por jugos gastricos a partir de animales acuaticos
permite, por tanto, evaluar la biodisponibilidad potencial del metal hacia el interior del
estobmago de los animales. En esta linea de investigacion, la fraccion del metal
extraida por los jugos géstricos obtenidos de los propios organismos detritivoros
podria representar el maximo nivel de biodisponibilidad de los metales desde el

sedimento®.

161 Griscom, S.B.; Fisher, N.S. (2004) Bioavailability of sediment-bound metals to marine bivalve mollusc: An overview.

Estuaries 27, 826-838.
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Mayer y col. realizaron un estudio biomimético en el cual miden directamente la
solubilizacion de contaminantes por fluidos digestivos obtenidos de dos organismos
detritivoros, Arenicola marina y Parastichopus californicus®®. En este trabajo los
autores encontraron una alta y neta concentracion de metales en los fluidos digestivos
procedente del sedimento. Debido al gran impacto antropogénico de las areas de
estudio se encontraron grandes concentraciones de Cu en las muestras y, para una
muestra, concentraciones significativas de Pb. Tras la incubacion con los sedimentos
del puerto que presentaban altos niveles de contaminacion de Cu, los liquidos
digestivos de ambas especies mostraron un gran aumento en la concentracién de este
metal disuelto. Sin embargo, no hubo cambios importantes en la concentracion de Li,
Co, Rb, Al y Mo, entre otros.

Otro grupo de autores estudiaron la biodisponibilidad de Cd, Cr y Zn, en bivalvos,
especificamente almejas (Mactra veneriformis) y organismos detritivos (Sipunculus

nudus)**

. Para este fin cuantifican y correlacionan los metales extraidos empleando
jugos gastricos con las concentraciones de los metales en las diferentes fases
mineralégicas determinados mediante una extraccién secuencial. Los autores
demuestran que existe una marcada diferencia en la asimilacion de los metales por los
organismos benténicos estudiados en relacion a los sedimentos contaminados. El Cd
y el Zn fueron apreciablemente asimilados por las almejas, aunque la concentracion
de metales en los sedimentos estudiados tiene poca influencia en la digestiéon y
asimilacién de los metales por estos bivalvos. Mencionan que los metales se retienen
en el intestino por mas tiempo en los organismos detritivoros estudiados que en las
almejas, siendo una de las causas el tamafio de cada especie. Por otro lado, la
biodisponibilidad del Cd en los organismos filtradores aumenta con el aumento de la
contaminacion en el sedimento, esto es resultado del aumento de la lixiviacion de la
fase facilmente intercambiable y la disminucién de la extraccion en la fase reducible.
Plantean que este comportamiento del Cd pueda deberse a que la liberacién de este
metal de la fase facilmente intercambiable probablemente se encuentra controlada por
la desorcién en el intestino animal, mientras que la inhibicion del Cd en la fase
reducible pueda estar provocada por la competencia entre el Cd y el Fe por los

ligandos disponibles en el intestino. También encuentran una correlacion entre la
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asimilacién del Cd y el carbono orgéanico total (COT) en los sedimentos, concluyendo
que el COT no es el Unico factor que afecta la asimilacion del Cd en estos sedimentos
contaminados. Por consiguiente, la eficiencia de asimilacién del Cd se correlacion6
directamente con la extraccion de este metal por los jugos gastricos in vitro en los
detritivoros estudiados, mientras que no se encontrd correlacién para el Cry el Zn.

Otro grupo de investigadores estudiaron la extraccion del Hg inorganico, su

162 Estos

especiacion y biodisponibilidad en sedimentos preparados artificialmente
autores realizaron una comparaciéon de la extraccion de Hg a través de diferentes
métodos de digestion, entre los que incluyeron el jugo gastrico de la especie
Sipunculus nudus, asi como un estudio de especiacion de metales donde se realizd
una extraccion secuencial donde el segundo paso fue la extraccion del metal soluble
en los acidos del estbmago (pH = 2 HCI/HOAc). Concluyeron que la arcilla y el
complejo Hg-materia organica inhibe la extraccion del metal por el contenido
gastrointestinal*®.

Por otra parte, en el trabajo mencionado anteriormente de Turner y Olsen, realizaron
una comparacion de los diferentes extractantes, quimicos (acidos y no &cidos) y
enzimaticos, con la concentracion obtenida con el fluido gastrointestinal (sin acidificar
y acidificado) del Pleuronectes platessa L. para definir operacionalmente la fraccion
biodisponible de contaminantes®. Este fluido generalmente solubilizé mayor cantidad
de metales que los modelos enziméticos, o cual sugiere que existe una gran afinidad
de los metales enlazados a los sedimentos por los grupos funcionales enzimaticos
presentes en el ambiente natural gastrointestinal. Los autores plantean que cuando el
fluido gastrointestinal es acidificado a pH = 2, la solubilizacion de Fe, Mn y Zn
aumenta, pero se reduce la del Cu posiblemente como resultado de la readsorcion de
los complejos de Cu en los sitios de sorcién de las particulas restantes o0 en nuevos
sitios expuestos. Los resultados obtenidos sugieren que la disolucion del Fe y Mn
enlazados a los sedimentos se lleva a cabo por solubilizacién reductiva mediante la
formacion de complejos organicos en las superficies de las particulas. Los autores

plantean que este mecanismo aumenta en condiciones de pH bajos, siendo

162 Zhong, H.; Wang, W.-X. (2008) Effects of sediment composition on inorganic mercury partitioning,speciation and

bioavailability in oxic surficial sediments. Environmental Pollution 151, 222-230.
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considerablemente mas efectivo para el caso del Mn, el cual se disuelve el 80 % del
total, mientras que para el Fe sélo se disuelve el 5 % del total. Por tanto, estos
resultados sugieren que los metales enlazados a los 6xidos de Mn son mas
biodisponibles que los enlazados a los éxidos de Fe.

También se puede mencionar el trabajo de Fan y Wang en el cual realizan una
comparacion de diferentes métodos de digestion para Cd, Cr y Zn en sedimentos
contaminados™. Los métodos fueron agua de mar normal, agua de mar acidificada a
pH = 5, agua de mar con sodio dodecil sulfato 1 % (SDS) y el contenido gastrico del
gusano Sipunculus nudus. Como primera conclusion plantean que, en general, la
extraccion con el contenido gastrico es superior al resto de los métodos empleados
para los metales estudiados. Por otro lado, la correlacion obtenida entre la
concentracion de Cd y varios de los métodos estudiados, entre los que se incluyen el
uso del contenido gastrico y el agua de mar, puede indicar que la desorcion de este
metal no esta necesariamente controlada por la actividad digestivo-enzimética y si, al
parecer, por los parametros fisicos-quimicos del proceso de desorcion. Resultados
similares se encontraron para el Zn, aunque siendo menor dicha correlacién. Por otro
lado concluyen que la disminucion del pH aumenta la extraccion de los metales.

En general, el método que aplica el jugo gastrointestinal es eficaz y confiable, sin
embargo, tiene como aspecto negativo la necesidad de sacrificar gran cantidad de
animales para obtener dicho jugo. Es por ello que sigue siendo necesario desarrollar
otros métodos en el laboratorio que simulen las condiciones encontradas en
ambientes gastrointestinales, ya sea mediante el empleo de acidos, o incorporando
diferentes enzimas presentes en la digestién. En el capitulo anterior se han expuesto
los resultados obtenidos para algunos métodos usando extrayentes &acidos. A
continuacion se analizan los resultados obtenidos del estudio de desorcion con

pepsina y tripsina realizado en este trabajo.
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IV.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para evaluar la influencia en la extraccion de los metales por dos de los tipos de
enzimas mas importantes en la digestion de los peces, se trabajé con la misma
muestra compuesta utilizada en el capitulo anterior.

Para ello se realizaron diferentes digestiones con las enzimas pepsina y tripsina

siguiendo los procedimientos que se explican a continuacion.

IV.2.1. Desorcion de metales empleando pepsina

Para realizar este estudio, 25 ml de disolucion de pepsina acidificada (0,15 % wi/v de
pepsina ajustada a pH = 1 con HCI) fueron afadidos a 0,25 g de muestra de
sedimento en un reactor de PTFE y a continuacion se agitaron mecanicamente a 40°
C y durante 12 horas. A continuacion, las muestras se filtraron a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0,45 um de diametro y se siguio la misma metodologia utilizada
en el método con HCI. La enzima utlizada fue la Pepsina A de la mucosa del
estdmago porcino con una actividad de 600 unidades por mg de proteina. Este estudio

también se realizé para los pH 2, 3y 4.

IV.2.2. Desorcion de metales empleando tripsina

El estudio con la enzima representativa de las condiciones digestivas del intestino de
los peces se realiz6 mediante la siguiente metodologia. Se pesaron 0,25 g de muestra
de sedimento al que se le afiadieron 25 ml de disolucién de tripsina (0,15 % w/v de
tripsina 1I-S ajustada a pH 7,6 con NaOH) en un reactor de PTFE y se puso a
reaccionar durante 12 horas a 40° C. A continuacion se siguio el mismo procedimiento

de filtrado y conservacion de los métodos anteriores.
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IV.2.3. Desorcion de metales empleando una mezcla de pepsina + tripsina

Este estudio se realiz6 para conocer la influencia de la mezcla de ambas enzimas en
la extraccion de metales en los sedimentos. Por otro lado se evalud la influencia del
tiempo de contacto de cada enzima en la extraccion de los metales. Asi, se realiz6é un
primer estudio con un tiempo de contacto de seis horas para cada enzima y un total de
12 horas de digestion. En el segundo estudio fueron doce horas de contacto para cada
enzima para un total de 24 horas de digestion.

Para ello, se pesaron alrededor de 0,25 g de sedimento por triplicado y se agregaron
en un reactor de PTFE al que se le adicionaron 25 ml de disolucién de pepsina
(siguiendo las condiciones de la digestibn con pepsina a pH = 1) agitdndose
mecanicamente durante seis horas a 40° C. Posteriormente se agregaron 25 ml de
disolucion de tripsina (siguiendo las condiciones de la digestion con tripsina), subiendo
el pH de la disolucion a 8,2 y se continué agitando por otras seis horas a 40° C.
Finalmente, la muestra fue filtrada siguiendo el mismo procedimiento previamente
descrito en los otros métodos.

Este mismo procedimiento se repiti6 pero aumentando el tiempo de digestiéon a 12
horas para cada una de las enzimas. Al primero de los métodos de combinacién de
pepsina + tripsina le llamaremos Pep+Trip (6h) y al segundo Pep+Trip (12h).

IV.3. Evaluacion de métodos enzimaticos para simular los

procesos digestivos de los peces

IV.3.1. Método de pepsina

En primer lugar, se realizé un estudio de extraccién de metales pesados a un pH en
un intervalo entre 1 y 4, representativo de las condiciones gastricas, a una
temperatura de 40° C y un tiempo de contacto de 12 horas. De esta manera, se pudo
estudiar la influencia de los pH en la desorcion del metal bajo condiciones similares de
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tiempo de contacto y temperatura seleccionados como referencia para el método de
HCI estudiado.

Como se observé para la extraccion con HCI, el método de pepsina (peps/HCI) mostré
dos comportamientos diferentes. Por un lado, el Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Ni, Pby
Zn mostraron extracciones por encima del limite de deteccién solo para pH = 1. Por
otro lado, el Mn, V y Ti mostraron también extracciones por encima del limite de
deteccién para pH = 2, como se observa en la Tabla IV.1. Cuando se aumenté el pH a
3 y 4, las concentraciones extraidas de todos los metales quedaron por debajo del
limite de deteccion.

IV.1. Efecto de la variacion del pH en la extraccion con pepsina.

[Metal], %
Elemento

pH=1 pH=2
Al 3,2 <0,3
As 38 <25
Cd 72,7 <17
Co 78,7 <24
Cr 5,8 <49
Cu 56,4 <5
Fe 9,5 <11
Li 14 <1,7
Mn 74,4 8,5
Ni 31,4 <29
Pb 24,8 <9
Ti 0,8 0,2
\% 18,3 1,7
Zn 46,3 < 0,06

Este comportamiento es similar al observado para la extraccion con HCI, excepto para
el Li, que con la peps/HCI no fue detectado a pH = 2. Para el As, Cd, Cr, Ni, Pb, Tiy V

los porcentajes de extraccion se encuentran en el mismo orden, siendo cercanos o
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similares en muchos casos. Sin embargo, para el Al, Co, Cu, Fe, Li, Mn y Zn los
porcentajes de extraccion obtenidos por los métodos de HCI (pH = 1) y peps/HCI (pH
= 1) presentaron algunas diferencias que se expondran mas adelante.

IV.3.1.1. Balance de masas

Una vez mas se realiz6 el BM para este método de digestion parcial. Sélo los
resultados para pH = 1 se muestran en la Tabla IV.2, mientras que el resto de los

resultados para pH = 2 se pueden encontrar en el Anexo 6.

Tabla IV.2. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de peps/HCI a pH =1, 12 horas
y 40° C.

[metal] + s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total

Al 2130+ 15 59707 + 12 66342 + 11 93+4
As 4,1+0,1 6,0£0,3 10,8+ 0,2 94+6
Cd 0,08 + 0,03 0,021 + 0,008 0,11 £ 0,01 100+1
Co 5,98 + 0,06 1,2+0,1 7,6 +0,5 94+3
Cr 49+0,3 77%3 85+2 96+ 3
Cu 14,6 +0,7 89+04 25,9+0,8 91+6
Fe 3439 + 58 30690 + 66 36111 + 58 95+5
Li 3,0£0,3 172 21,5+0,9 93+5
Mn 3959+0,4 120+ 6 532 + 17 97+3
Ni 11,6 +0,2 25+ 2 37+1 98,9+0,7
Pb 10,9+0,7 29+ 1 44 £ 2 905
Ti 302 3658 + 6 3692 + 13 99+1
\Y 21,2+0,6 873 116+ 2 93+5
Zn 33,8+0,1 38+4 73+3 98+2

Como se puede observar en la tabla, la recuperacion estuvo entre un 90 - 99 %. Para

el pH = 2, los resultados estuvieron entre un 88 — 95 % de manera general. Los
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valores inferiores al 90 % pueden deberse a que se estd trabajando con
concentraciones muy cercanas al limite de cuantificacién en las disoluciones de
pepsina.

Una vez mas, con estos resultados, se asegurd el correcto desempefio analitico del

método de digestion parcial estudiado.

IV.3.1.2. Estudio de biodisponibilidad con peps/HCI

A continuacion se realiz6 un estudio de la biodisponibilidad de los metales
considerados con peps/HCI (pH = 1), donde el orden encontrado fue Co> Mn> Cd>
Cu> Zn> As> Ni> Pb> V> Li> Fe> Cr> Al> Ti. El Cd, Co y el Mn fueron extraidos en un
73, 79y 74 % respectivamente. El Cu y el Zn se extrajeron por su parte en un 56 y un
46 % respectivamente, seguidos por el As con un 38 %, mientras el resto de los
metales fueron extraidos por debajo del 31 %, siendo el Al, Cr y Ti los menos
lixiviados (~ 0,8 - 6 %). Cuando se compara este orden de biodisponibilidad con el
obtenido por el método de digestion con HCI (pH = 1) se concluye que nuevamente el
Cd, Co y Mn son los elementos méas biodisponibles, mientras que el Al, Cr y Ti los
menos biodisponibles. Por otro lado, si comparamos estos resultados de extraccion

con pepsina, con los publicados por Bignasca y col.?®

, Se puede observar que en su
estudio, para ambos casos, el Cd y el Mn son los elementos mas mdéviles, mientras
que el Fe y el Cr los menos moviles. Sin embargo, el Zn y el Ni muestran diferencias
entre el presente estudio y el de Bignasca y col., siendo ambos metales mas moéviles
que el Cu en el presente trabajo probablemente debido a las posibles diferencias en la
asociacion de los metales en ambos sedimentos. En los sedimentos estudiados por
Bignasca y col. predomina la calcita como fase fundamental, con cerca de un 60 %,
mientras que en el sedimento evaluado en el presente trabajo la calcita se encuentra
en menor proporcién, con alrededor del 36 %, pudiéndose encontrar mas

biodisponibles algunos metales en las muestras estudiadas por Bignasca y col.®* %,

163 Bellucci, L.C.; Frignani, M.; Paolucci, D.; Ravanelli, M. (2002) Distribution of heavy metals in sediments of the Venice

Lagoon: the role of the industrial area. The Science of the Total Environment 295, 35-49.
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Por otra parte, cuando se comparan los comportamientos de extraccion de los metales
para los métodos de digestion con peps/HCIl y HCI (pH = 1) las biodisponibilidades
fueron similares de manera general. Como se aprecia en la Tabla 1V.3, al aplicarse
una prueba t de una sola cola para la comparacion de dos medias experimentales
para una cola, se observa que las diferencias fueron significativas para el Al, Co, Li,
Mn, Ti, V y Zn, observandose mayores extracciones para la peps/HCI en el caso del
Zn, y menores para el Al, Co, Li, Mn, Ti y V. Este resultado se aprecia en la Figura
IV.2, donde se muestran los porcentajes de extraccion de los métodos con peps/HCl y
HCI (pH = 1) para los metales detectados.

Tabla 1V.3. Resultados de la prueba t para la comparacion de las concentraciones
extraidas por la peps/HCl y el HCI (pH = 1) expresadas en mg-kg™.

Metal [metal] +s, mg kg~ Pruebat
HCI pepsina texperimental

Al 2925 + 47 2130+ 175 53 Rechazado
As 4,3+0,2 41+04 0,6 Aceptado

Cd* 0,08 + 0,03 0,080 + 0,004 1,6 Aceptado

Co 6,91 + 0,08 6,0+0,7 2,6 Rechazado
Cr 50+0,1 49+04 0,4 Aceptado

Cu 13,2+0,4 146+5 0,5 Aceptado
Fe 3220 +76 3439 + 350 1,1 Aceptado
Li 8+1 3,0+£0,6 2,3 Rechazado
Mn 492 £ 10 396 + 38 4,2 Rechazado
Ni 11,9+0,2 11+1 0,4 Aceptado
Pb 11,8+0,5 11+1 1,0 Aceptado
Ti 58 +2 30,1+4 12,4 Rechazado
\Y 25,2+0,6 212 2,8 Rechazado
Zn 251 33,8+0,8 9,0 Rechazado

tiabia (N = 4, a = 0,05) = 2,13 y * trania (N = 2, @ = 0,05) = 4,30
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Figura IV.2. Comparacion de la extraccion de metales obtenida con el
HCI: (M) y Peps/HCI: ().

El hecho de que ambos métodos muestren extracciones similares para As, Cd, Cr, Cu,
Fe, Ni y Pb, indica que la presencia de pepsina no varia la extraccion del HCI. Sin
embargo, la reduccion en la extraccién de Al, Co, Li, Mn, Tiy V; y el aumento del Zn si
indican un efecto sinérgico propiciado por la presencia de pepsina que influye en la
extraccion del analito.

La mayor extraccion obtenida para un grupo de elementos en presencia sélo de HCI
concuerda con algunos resultados encontrados en la literatura. Tal es el caso de
Amiard y col., que plantean que el efecto del pH influye mas en la extraccion de los
metales que la accién de la enzima en si**°, o el de Turner y col., que concluyen que el
principal mecanismo de liberacion de metales es debido a la accién del HCl y no a la
pepsina*™.

Para el caso del Zn, en el cual la concentracion obtenida con la pepsina es superior a
la obtenida con el HCI, se propone en algunos trabajos en la literatura, que el
mecanismo de accion de la pepsina para disolver metales de los sedimentos pudiera
ser a través de la formacion de complejos metal-enzima, de manera tal que a la accion

del pH se le uniria este mecanismo de accion de formacién de complejos®®**°.
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Del estudio con peps/HCI se puede concluir que la mayor importancia la tiene la
accion positiva del caracter acido del HCI en la extraccion de los metales estudiados
gue de la enzima en si, cuya presencia puede incluso llegar a reducir la extraccion de
algunos metales. Sdlo la extraccion del Zn es significativamente mayor en presencia
de Pepsina que con el acido sélo.

Aunqgue son varios los autores que sefialan la posibilidad de que el mecanismo de
extraccion de metales debido a la accién de la pepsina sea mediante la formacion de
complejos, hasta el momento no se han encontrado referenciados trabajos en los que
se demuestre mediante alguna técnica la presencia del complejo metal-pepsina. En
este trabajo se decidio realizar un estudio por espectrometria ultravioleta con el
objetivo de comprobar la posible formacién de un compuesto entre los metales y la
pepsina que favorezca la extracciéon, ya que en el caso del zinc se observé mayor
lixiviacion en presencia de la enzima. Estos estudios, aunque no concluyente, si
permitieron establecer diferencias entre el comportamiento metal-enzima para los
diferentes metales estudiados.

Para ello se evaluaron los espectros de una disolucion de metal a una concentracion
determinada, de una disolucion de pepsina (2 %) y de una disolucién con la mezcla de
ambos (al ponerse en contacto ambas disoluciones previamente mencionadas), todas
ellas en matriz de HCI (pH = 1). Es de esperar que si no se forma algin tipo de
compuesto entre el metal y la enzima el espectro resultante de la mezcla debe
coincidir con la suma de los espectros individuales (disoluciones independientes de
metal y pepsina). De este modo se obtuvieron espectros para todos los metales,
comentando a continuacién los ejemplos mas significativos.

Para la mayoria de los metales el espectro resultante de la mezcla se correspondio
con la suma de los espectros individuales, no presentando evidencias de formacion de
complejos enzima-metal. Este resultado se muestra en la Figura 1V.3 para el Cd a
modo de ejemplo, donde se puede observar que no hay diferencia entra la sefial de la

mezcla y la de los espectros individuales en todo el intervalo del espectro estudiado.
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Figura 1V.3. Espectro de ultravioleta del Cd frente a la pepsina. (—):
ACd, ("‘ —): Apep& (_ ' _): ACd+peps y (—) [ACd+Apeps'ACd+peps]-

Un segundo comportamiento diferenciado fue el observado para los metales cobre y
zinc, en los que si pudo establecerse diferencias en los espectros de absorbancia
registrados. El primero de ellos se muestra en la Figura IV.4, pudiendo observar que el
rango de longitud de onda a la que absorbe cada compuesto se diferencia totalmente,
lo que facilita la interpretacion de los resultados. Se ha decidido no mostrar en la
grafica las absorbancias mayores a 0,5 por la diferencia de escala entre los dos
espectros. En la figura es posible observar claramente que al mezclarse ambos
compuestos se produce un descenso en las absorbancias de las bandas que
corresponden a cada uno de ellos, de modo que la diferencia en este caso es menor a
cero en el rango de longitudes de onda en que absorbe el cobre. Esto pone de
manifiesto que en la mezcla la cantidad de metal y/o pepsina disminuye en relacion a
la inicial, pudiendo deberse a que se produce la formacién de un nuevo compuesto

(Cu-pepsina) entre ambos.
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Figura 1V.4. Espectro de ultravioleta del Cu frente a la pepsina. (—):
ACu, ("‘ —): Apeps, (_ ' _): ACu+Peps y (—):[ACu+Apeps'ACu+peps]-

Aungue este resultado parece indicar que, como sefialan algunos autores, la pepsina
podria extraer el Cu mediante la formacion de complejos, las extracciones obtenidas
en este trabajo en presencia de HCI con y sin pepsina no muestran diferencias
significativas, como se muestra en la Tabla IV.3. Esto podria significar que los
complejos no son suficientemente fuertes como para competir con los enlaces del
metal al sedimento o bien que la formacién de este complejo puede ser en cantidades

tales que la extraccion adicional por este mecanismo no es significativa.

Un comportamiento similar se ha observado para el Zn, representado en la Figura
IV.5, en la cual, a pesar de que ambas sefales, la del metal y la de la pepsina, se
encuentran muy cercanas, al restarlas de la mezcla nuevamente el valor de
absorbancia es inferior a cero, con lo cual se podria estar formando un compuesto

entre el Zn y la pepsina.
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Figura IV.5. Espectro de ultravioleta del Zn frente a la pepsina. (—):
AZn, ("‘ —): Apep& (_ ' _): AZn+Peps y (—):[AZn+Apeps'AZn+peps]-

Al contrario de lo observado en el caso del Cu, para el Zn si que existe un aumento
significativo de la extraccion en presencia de pepsina, como muestra la Tabla IV.3, por
lo que en este caso el mecanismo de formacién de complejos si podria tener mayor
importancia durante el proceso.

Del estudio con pepsina se puede concluir que, en general, parece ser mas importante
la accion del pH que de la enzima en si. La accion de esta enzima afecta
relativamente poco la extraccion de los metales. Solo la extraccion del Zn es
significativamente mayor que con el acido so6lo. Con vistas a la seleccion de un
método que simule en el laboratorio la extraccidbn de metales en particulas del
sedimento ingeridas por especies marinas, la seleccion del método de HCI sin la
pepsina parece ser mas adecuado, porque en Ultima instancia produciria una cierta
sobreestimacion de la extracciéon para algunos elementos. Es preferible correr este

riesgo, que el de la subestimacion que se produciria al incluir la Pepsina.
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IV.3.2. Método de Tripsina

A continuacion se expondran los resultados obtenidos del estudio con trips/NaOH a
pH = 7,8. Como se puede observar en la Tabla V.4, donde se muestra la
concentracion de los metales extraida por el método de tripsina en la muestra de
sedimento y sus respectivos porcentajes de extraccion, se obtuvo poca extracciéon de
los metales estudiados mediante el empleo de este método. La mayoria de los
metales se encontraron por debajo del limite de deteccion, con la excepcion del As,
Co, Cu, Li, Ni, y Zn.

Tabla IV.4. Resultado de la extraccion con el método de Tripsina.

Metal [metal] + s, mg-kg™ Extraccion, %
Al <230 -
As 0,4+0,1 3,7
Cd < 0,021 -
Co 0,30 £ 0,01 3,9
Cr <472 R
Cu 7,4+05 28,6
Fe < 304 -
Li 0,63+0,1 2,9
Mn <20 -
Ni 3,1+0,3 8,4
Pb <4,7 -
Ti <3 -
\Y <5 -
Zn 2,2+0,5 3

En general, la cantidad de cada metal extraida fue menor al 4 % del contenido total
presente en los sedimentos, exceptuando el Cu con un 28,6 % y el Ni con un 8,4 %.
Por tanto, se obtiene menor biodisponibilidad de los metales evaluada por la accién de

esta enzima respecto a la biodisponibilidad evaluada con las extracciones con HCI (pH
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= 1) y pepsina, lo que se aprecia en la Figura IV.6. Esto puede deberse a que la
tripsina es representativa de otra parte del sistema digestivo de los peces, el intestino,
con un pH del medio diferente, de 7,8. En estas condiciones de pH la accién acida del
HCI es totalmente inhibida, lo que confirma la importancia de la accién del pH del

medio para la extraccion de metales respecto a la accidon enziméatica.

80

Extraccion, %
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Al As Cd Co Cr Cu Fe Li Mn Ni Pb Ti V Zn
Figura IV.6. Porcentajes de extraccion de los metales con las

digestiones de (H): peps/HCIl y (@): trips/NaOH. Las barras de error
representan la desviacion estandar.

IV.3.2.1. Balance de masas

Siguiendo la misma metodologia empleada hasta el momento, se realiz6 el BM para
los elementos que fueron detectados. En la Tabla V.5 se muestra la concentracion de
metales en la disolucion, la concentracidén obtenida en el residuo y el porcentaje de
recuperacion de cada metal.

Como puede observarse, todas las recuperaciones son mayores al 90 %, por tanto, se

garantiza el correcto desempefio analitico del método evaluado, para este caso, el
método de Tripsina.
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Tabla IV.5. Balance de Masa (BM) para el método de digestién de Tripsina/NaOH a pH =7,8.

[metal] + s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total
As 0,4+0,1 9,4+0,7 10,8+ 0,2 91+5
Co 0,30 + 0,01 71 7,6 +0,5 96+ 3
Cu 7,4+£05 161 25,9+0,8 90+4
Li 0,6+0,1 19+3 21,5+0,9 91+6
Ni 3,1+£0,3 313 37+1 92+5
Zn 22+05 68+ 6 73+3 9% +4

IV.3.2.2. Estudio de biodisponibilidad con tripsina

Como se ha mencionado anteriormente, la biodisponibilidad de los metales con el
método de digestion de trips/NaOH, fue menor que la obtenida con las digestiones
acidas y con la peps/HCI de manera general. No solo se detectaron menor nimero de
metales, sino también los que pudieron ser cuantificados muestran bajos porcentajes
de extraccion respecto al resto de los métodos. El orden de biodisponibilidad con la
trips/NaOH fue Cu> V> Ni> Co> As> Zn= Li> Cr. Si se comparan estos resultados con
el método de HCI pH =1y con la peps/HCI, se observan muchas diferencias. Entre las
diferencias encontradas se encuentran el Cu y el Ni fueron los elementos mas
biodisponibles con tripsina que con los dos métodos mencionados previamente,
mientras que el Zn y el Li pasaron a ser los elementos menos biodisponibles con el
empleo de la trips/NaOH.

De manera general, se confirma la fuerte influencia del pH en la liberaciéon de los
metales en los sedimentos, donde la digestibn con pepsina ocurre a un pH
fuertemente &cido y la digestion con la Tripsina, a un pH basico. Teniendo en cuenta
este resultado, se pudiera pensar que la fase mas importante en la extraccion de los
metales del sedimento en el sistema digestivo de los peces, es la que tiene lugar en el
estbmago, debido fundamentalmente al bajo pH en esta zona. El intestino tiene menor

influencia en la extraccién o movilizacién de los metales presentes en los sedimentos.
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Cuando se comparan los resultados de extraccion con trips/NaOH de este trabajo con
los de Bignasca y col. se pueden encontrar similitudes en los 6rdenes de movilidad.
Sin embargo los porcentajes de extraccion obtenidos en la presente tesis fueron
superiores a los encontrados en el trabajo previamente citado®®. Por otra parte, los
elementos Cd, Cr, Fe, Mn y Pb, los cuales no fueron detectados en este trabajo, si
fueron extraidos en el trabajo de Bignasca y col.?®. En ambos trabajos el Cu es el
elemento mas mavil bajo la accion de la tripsina, sin embargo, son notables algunas
diferencias entre ambos trabajos. Tal es el caso del Zn, que resultdé ser uno de los
metales menos mdaviles en este estudio, sin embargo es el segundo elemento més
movil en el trabajo citado. Finalmente, se encontrd un comportamiento contrario para
el Ni, que es el segundo metal mas movil en el presente trabajo y es uno de los menos
moviles reportado por Bignasca y col. Las desigualdades entre ambos trabajos
pudieran explicarse por las diferencias en la composicién de los sedimentos evaluados
en ambos estudios. Por Ultimo, en ambos trabajos la extraccion de los metales con

pepsina es superior a la obtenida con la tripsina.

IV.3.3. Método combinado de Pepsina + Tripsina

Los resultados obtenidos para los dos métodos evaluados, para diferentes tiempos de
contacto de los sedimentos con las enzimas, se muestran en la Figura IV.7 como
porcentajes de extraccion para cada metal.

Se debe comenzar mencionando que el Cry Ti se encontraron por debajo del limite de
deteccién para ambos métodos evaluados, por esta razdbn no se encuentran
representados en la Figura IV.7. Sélo el As, Cd, Cu, Li y Ni se encontraron por encima
del limite de deteccién por el método Pep+Trip (12h), mientras que el Al, As, Cd, Co,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V y Zn fueron detectados por el método Pep+Trip (6h). Para el
método de digestion Pep+Trip (6h) el porcentaje extraido fue superior al 25 % para la
mayoria de los metales estudiados, mientras que, contrariamente a lo esperado, la

extraccion disminuyd notablemente con el aumento del tiempo de contacto a doce
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horas de digestion para cada enzima, siendo menor al 25 % la lixiviacion de los

metales por el método Pep+Trip (12h), excepto para el Cd.
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Figura IV.7. Comparacion de los porcentajes de extraccion de los
metales para el método de pepsina y tripsina. (H): Pep+Trip (6h) y (H):
Pep+Trip (12h).

En primer lugar, se puede plantear que, como se ha mencionado previamente, la
digestién debe ocurrir durante las primeras seis horas de contacto, bajo la accion de la
pepsina en condiciones &cidas. Al afadirse la tripsina, bajo condiciones basicas, la
extraccion no soélo se detiene, sino que parece comenzar un proceso de precipitacion
de los metales o readsorcién en el sedimento debido al cambio brusco del pH, que
como se ha comentado anteriormente pasa de pH = 1 a 8 aproximadamente. Por otro
lado, la extraccion con el método de Pep+Trip (6h), obtiene resultados intermedios
entre la extraccién con HCI o peps/HCI y el método de trips/NaOH solo. En el caso del
método de HCI o peps/HCI, la extraccién se extendié a doce horas, que es donde la
mayoria de los metales alcanzan el maximo de extraccion. El resultado obtenido con
la mezcla de enzimas también sugiere que seis horas no son suficientes para extraer
el metal disponible mediante la primera fase de la digestién. Sin embargo, como se
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puede observar, para el Cd no es necesario el aumento del tiempo de extraccion,
puesto que con seis horas se extrae alrededor del 90 % del metal disponible a esta
reaccion. Este resultado con la mezcla de enzimas para la extraccion de Cd coincide
con la extraccion de este metal por el HCI pH = 1 realizado previamente, donde la
variacion del tiempo no era significativa para la extraccion de este metal.

El orden de biodisponibilidad para el método Pep+Trip (6h) fue Cd> Cu> Mn> Zn> Co>
Pb> As> Ni> V> Al> Fe, mientras que para el método Pep+Trip (12h) fue Cd> Cu>
Co> As> Ni> Li. En ambos casos los elementos mas biodisponibles fueron el Cd y el
Cu, sin embargo, las biodisponibilidades del resto de los metales varian
significativamente. Tal es el caso del Mn, Zn, Ni, V, Al, Fe los cuales no fueron
detectados por el método de doce horas, mientras que el Li se encontrd por debajo del
limite de deteccién por el método de Pep+Trip (6h).

Cuando se comparan estos resultados con los métodos de HCI y de peps/HCI, son
evidentes algunas diferencias. EI Cu pasa a ser el segundo elemento mas
biodisponible bajo la accién de ambos métodos combinados, por lo que se puede
pensar que este metal se encuentra parcialmente asociado a alguna fase muy |abil
gue puede estarse disolviendo durante las primeras horas de reaccién. Por otro lado,
el Coy el As pasaron a ser menos biodisponibles que el Zn y el Pb respectivamente.
En este caso puede estar ocurriendo una precipitacion o re-adsorcion del Co y el As
debido al cambio brusco del pH, lo cual conlleva a una disminucién de su
biodisponibilidad. El Pb y el V, mantienen el mismo porcentaje de extraccion que los
obtenidos por los métodos de HCI y peps/HCI, mientras que el Zn mantiene el mismo
porcentaje de extraccion que el método de HCI. Se debe recordar que el Zn fue mas
extraido por el método de la peps/HCI que con el HCI. En el caso de los metales que
no fueron detectados, pudiera pensarse que el proceso de precipitacion o re-adsorcion
debido al cambio brusco del pH es mayor que para el Co y el As, de ahi su
disminucion en la biodisponibilidad. Esta posible re-adsorcién fue mencionada por
Bignasca y col., donde incluye al Cu como ejemplo de los metales que pueden ser re-
adsorbidos bajo los efectos del cambio de pH®. Por otro lado, cuando se compara la
movilidad del método Pep+Trip (12h) con los métodos de HCI pH = 1 y el de Pepsina,

no se muestran diferencias entre los 6rdenes de movilidad, pero si en los porcentajes
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de extraccién, que como ya se ha mencionado, son menores por el método de
pepsina y tripsina.

De manera general, se puede pensar que la principal extraccién de metales desde los
sedimentos, dentro del tracto digestivo de las especies acuéticas, tendra lugar en el
estomago debido a la accién del HCI del medio, segregado en este 6rgano tras la

llegada del bolo alimenticio.

IV.3.3.1. Balance de masas

Como se ha hecho anteriormente a lo largo de todo el trabajo, se evaluo el porcentaje
de recuperaciéon de ambos métodos mediante el estudio de un Balance de Masas. Las

Tablas IV.6 y IV.7 muestran los resultados obtenidos.

Tabla IV.6. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de Pep+Trip (6h).

[metal] +'s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total
Al 1878 + 84 60003 + 12 66342 + 11 93+4
As 2,8+0,4 7,1+0,2 10,8+0,2 92+6
Cd 0,10 + 0,02 0,010 + 0,002 0,11 £ 0,01 100+ 2
Co 2,7%+0,1 4,4+0,1 7,6 +0,5 932
Cu 10,0+0,2 139+0,6 25,9+0,8 92+1
Fe 805 + 23 32330 £ 66 36111 + 58 92+4
Mn 2013 120+ 6 532 + 17 97+3
Ni 8,6+0,1 263 37+1 94 +2
Pb 125+0,1 303 44 £ 2 97+3
\Y 21+1 905 116 £ 2 9% +4
Zn 263 39,3+0,4 73+3 89+5

Como se puede observar en la Tabla V.6, para todos los metales el porcentaje de

extraccion se encontrd por encima del 90 % cuando se usa el método de Pep+Trip
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(6h), excepto para el caso del Zn, donde se recuperd un 89 % del total presente en la

muestra. Se demuestra asi el buen desempefio analitico del procedimiento.

Tabla IV.7. Balance de Masa (BM) para el método de digestion de Pep+Trip (12h).

[metal] +s, mg-kg™

Elemento BM, %
Disolucién Residuo Total
As 2,0£0,3 7,8+0,4 10,8+ 0,2 91+2
Cd 0,05+ 0,01 0,058 + 0,001 0,11 +0,01 98+2
Co 1,6 £0,06 57+0,3 7,6 +0,5 96+ 3
Cu 6,0£1,0 18,3+ 0,7 25,9+0,8 94+4
Li 0,50 + 0,02 203 21,5+0,9 95+5
Ni 2,1+0,1 33+2 37+1 95+3

Como se puede observar en la Tabla 1V.10, todas las recuperaciones del BM para el
método de Pep+Trip (12h) estuvieron por encima del 90 %, mostrando el correcto

desempefio analitico del método estudiado.

IV.3.4. Comparacion de los diferentes métodos empleados para simular

las condiciones digestivas de los peces

Para una mejor interpretacion de los resultados e identificacion de las relaciones entre
los diferentes metales y procedimientos de extraccion, asi como posibles tendencias
ocultas en los resultados, fue conveniente la realizacion de un Analisis de
Componentes Principales (ACP) que permita agrupar los metales y los métodos de
digestién seguin sus comportamientos.

La matriz de los datos se conform6 con las concentraciones extraidas de los catorce
elementos estudiados: Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, V y Zn ordenados
en catorce columnas, por los nueve procedimientos estudiados y que fueron
ordenados en nueve filas. Los elementos constituyen las variables originales y las

nueve filas corresponden a los nueve métodos de digestion: HCI pH = 1, HCI pH = 2,
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HNO3;, HOAc 0.11 M, HOAc 25 %, peps/HCI, trips/NaOH, Pep+Trip (6h) y Pep+Trip
(12h).

Como resultado de la aplicacion del ACP, las variables originales fueron reducidas a
las dos primeras componentes, CP1 y CP2 siguiendo el criterio de seleccionar las
componentes con autovalor > 1. Las mismas explican el 88,1 % (CP1: 74.2 % y CP2:
13,9 %) del total de la variabilidad contenida en los datos iniciales.

Para conocer cuéles de las variables iniciales fueron mejor representadas en cada una
de las nuevas componentes seleccionadas se calcul6 la matriz de cargas, la cual se

muestra en la Tabla IV.8.

Tabla IV.8. Cargas de las
nuevas variables resultantes
del ACP sin rotacion

Componente
1 2
Al 0,989 -0,012

As 0,834 -0,505
Cd 0,777 -0,258
Co 0,940 -0,035
Cr 0,597 0,713
Cu 0,915 -0,227
Fe 0,926 -0,221

Li 0,869 0,158
Mn 0,991 0,052
Ni 0,986 -0,073
Pb 0,932 -0,210
Ti 0,705 0,643

\Y 0,458 0,728
Zn 0,941 -0,058
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Como se puede observar, practicamente todos los metales influyen sobre la CP1,

exceptuando el Cr y V que tienen mayor carga sobre la CP2. El Ti también que

comparte la carga sobre la CP2 y la CP1.

Con el objetivo de obtener una mejor definicion de la influencia de cada una de las

variables originales en las nuevas componentes, se aplic6 una rotacion del tipo

varimax.

De esta manera se conformaron dos nuevas componentes principales, las cuales

explican igualmente el 88,1 % de la variabilidad total contenida en los datos. Las

cargas sobre las nuevas componentes se muestran en la Tabla IV.9.

Tabla IV.9. Cargas de las
nuevas variables resultantes
del ACP con rotacién varimax

Componente

1 2
Al 0,887 0,436
As 0,972 -,074
Cd 0,810 0,121
Co 0,854 0,394
Cr 0,210 0,906
Cu 0,918 0,211
Fe 0,926 0,221
Li 0,704 0,534
Mn 0,861 0,495
Ni 0,913 0,380
Pb 0,926 0,234
Ti 0,339 0,892
\% 0,080 0,856
Zn 0,866 0,373
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Como puede observarse en la Tabla IV.9, la mayoria de los metales (Al, As, Cd, Co,
Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb y Zn) muestran mayores cargas sobre la CP1, mientras que el
Cr, Ti y V se definen completamente sobre la CP2. Esto pudiera explicarse porque el
Cr, Tiy V son de los elementos menos méviles segln todos los métodos de digestion
aplicados. Por lo tanto, puede sugerirse que la CP2 representa los metales con menor
movilidad. Estos resultados también pueden ser apreciados en la Figura V.8, donde

se muestran las cargas y puntuaciones de las nuevas componentes principales.

2F C1'pH=1
Pepsina
L]
E(-:r.T'
HCI pl—1=2
Pepsina+
o™
o 0 ipsina L4 by
Q Tripsipe Pepsina+
Tripsina 6H
HO& @Ac
0.11M™—25% .
HNO,
2+
L 1
-2 0 2

CP1

Figura 1V.8. Representacion de las cargas y las puntuaciones en el
espacio de las nuevas componentes.

Las puntuaciones de los nueve métodos de digestion se representaron dentro del
espacio de las CP1 y CP2, como se puede observar en la Figura IV.8. El método de
HNO; fue perfectamente diferenciado del resto de los métodos, localizandose en el
extremo derecho del eje de la CP1, mostrando las mayores puntuaciones asociadas a
este componente. Este hecho concuerda con la mayor extraccion observada para este
método para la mayoria de los elementos (Al, As, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb y Zn)
determinados que aparecen mejor agrupados sobre CP1 y diferenciados del V, Cry
Ti, mejor agrupados en CP2. Los métodos de HCI (pH = 1) y peps/HCI tienen mayores
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puntuaciones positivas sobre la CP2, agrupandose entre si, lo que sugiere que ambos
métodos tienen un comportamiento relativamente similar entre si y diferenciado del
resto de los métodos estudiados. Este comportamiento diferenciado de ambos
métodos respecto al resto se asocia principalmente a los elementos Cr, Ti y V
representados por la CP2. Son precisamente estos dos métodos (HCl pH = 1 y
peps/HCI) los que mayor concentracion extraen de Cr, Ti y V. Estos métodos obtienen
elevados porcentajes de extraccion para el Al, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Pb y Zn
representados por la CP1. Sin embargo, el agrupamiento observado en la Figura V.8
indica que es mas significativa su diferenciacion del resto de los métodos respecto a la
mayor extraccién de Cr, Tiy V. Los dos métodos de digestion de HOAc (0,11 My 25
%), trips/NaOH y el métodos Pep+Trip (12h) se agruparon entre si y relativamente
cercanos al eje de coordenadas pero con ligeras y aproximadamente similares cargas
sobre las CP1 y CP2. Esto indica que la extraccion de estos cinco métodos se
diferencia significativamente del resto y que este comportamiento incluye por igual a
todos los elementos que se encuentran representados por ambas componentes CP1y
CP2, lo cual confirma el resultado previo del estudio univariado y comparativo de los
mismos, donde se observo que son los métodos que producen una menor extraccion.
Los métodos de HCI pH = 2 y Pep+Trip (6h) se alejaron de los grupos, lo que indica un
comportamiento diferenciado del resto. Este es posiblemente el método que extrae
menor cantidad de los elementos representados por la CP1.

Por dltimo, la proximidad de los métodos de HCI pH = 1 y peps/HCI confirma la
similitud de la extraccion de cada uno para la mayoria de los elementos estudiados,
confirmando que el efecto de la enzima es despreciable en comparacién con el efecto
del pH, que es comUn en ambos métodos, y que se ha planteado por otros autores en
trabajos previos®.

Por Gltimo, se realizo el Andlisis de Conglomerados para comprobar la formacién de
grupos diferentes de métodos como parece intuirse en el ACP. El dendrograma se
muestra en la Figura 1V.9, donde se pueden apreciar dos grandes grupos de métodos.
En el primero encontramos los métodos de HCI (pH = 1), HNOg, peps/HCI y Pep+Trip
(6h) los que indudablemente obtienen, de manera general, mayores porcentajes de

extraccion. Dentro de este grupo, se diferencian tres subgrupos, el primero para el
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HNO;3; que se separa del resto, mientras los métodos con peps/HCl y HCI pH = 1 se
agrupan en el segundo, demostrando que ambos métodos tienen comportamientos
similares entre si y a la vez diferentes del HNOs. En el tercer grupo se encuentra el
método de Pep+Trip (6h). El resto de los métodos que, de manera general, producen
las menores extracciones, se agrupan en el segundo grupo del dendrograma. El

andlisis de conglomerados corrobora, por tanto, los resultados obtenidos por el ACP.

CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num +-——-——-—- ¥ SR—— ¥ SU— K SR—— ¥ SE— +

HOAc 0,11M
Pep+Trip (12h)
HCl pH=2
HOAc 25%
trip/NaOH

Pep+Trip (6h)——
HCl pH=1:|7
peps/HCI

HNO3

Figura IV.9. Conglomerados de los métodos de digestion

Concluyendo se puede decir que el método de peps/HCI extrajo para la mayoria de los
metales concentraciones similares al método de HCI a pH = 1, esto sugiere que la
enzima esta ejerciendo un papel minimo en la extraccion de los metales, siendo
fundamentalmente el pH la principal condicién que influye en la lixiviacion de los
elementos. EI método con Tripsina extrajo pocos metales, pues la mayoria se
encontrd por debajo del limite de deteccion. Los metales determinados mostraron
porcentajes de extraccion por debajo del 4 %, exceptuando el Cu y Ni con
aproximadamente un 29 % y 8 % de lixiviacion respectivamente. Los porcentajes
obtenidos con Tripsina son inferiores a los obtenidos por los métodos de HCIl y
Pepsina, evidenciando que este método es representativo de otra parte del sistema
digestivo de los peces, que ocurre a un pH basico a diferencia de los métodos de HCI
y Pepsina, que ocurren a un pH &cido. Por otro lado, los métodos combinados de
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Pepsina + Tripsina muestran comportamientos diferentes. En el caso del método que
emplea seis horas de contacto de cada enzima, extrajo una concentracion inferior a
los métodos de Pepsina y HCI pH = 1, pero superior de manera general al método de
Tripsina, mientras que el método combinado de mayor tiempo de contacto mostré

menor efectividad en la lixiviacién de los metales.
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V.1. VALIDACION PARCIAL DEL PROCEDIMIENTO

La validacion de un método es un requerimiento necesario e importante en la quimica
analitica antes de su correcta aplicacion. De manera general, la validacion debe
verificar que el método desarrollado es adecuado para su propdésito a través de todo el
rango de concentraciones del analito en los que se aplica'®. Es importante que los
estudios de validacion sean representativos, es decir, los estudios deberian, en la
medida de lo posible, llevarse a cabo para proporcionar una visién realista de la
variedad de efectos operativos durante el uso normal del método, asi como para cubrir
los intervalos de concentracion y tipo de muestras dentro del &mbito del método. El
desarrollo de un método y su validacién se encuentran estrechamente ligados, y en
muchas ocasiones no es posible determinar exactamente donde termina el desarrollo
del método y comienza su validacion. Un método bien desarrollado debe ser facil de

validar*®.

164 Rambla-Alegre, M.; Esteve-Romero, J.; Carda-Broch, S. (2012) Is it really necessary to validate an analytical method or

not? That is the question. Journal of Chromatography A 1232, 101-109.
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En el caso del presente trabajo, el problema planteado es la determinacion de catorce
metales en muestras de sedimentos marinos, mediante un tratamiento previo de la
muestra y determinacion por espectrometria de masas con plasma inductivamente
acoplado. Una vez definido el problema analitico se debe proceder a especificar el
mensurando, el cudl se encuentra definido por el Vocabulario Internacional de
Términos Bésicos y Generales en Metrologia (VIM por sus siglas en inglés) como la
cantidad que se pretende medir, e incluye el entorno y las operaciones previas a la

aplicacion del método™®

. En la presente tesis el mensurando queda definido como la
concentracion de metal en una muestra seca de sedimento marino determinada
mediante ICP-MS.

En este caso, la validacién parcial se realizé en dos etapas fundamentales, la primera
de ellas centrada en los parametros de desempefio de la determinacién instrumental y

la segunda basada en los parametros de la digestion de las muestras.

V.2. Validacion parcial de la determinacién por ICP-MS

En la Tabla V.1 se muestran los pardmetros de la regresion de la curva para cada uno
de los elementos evaluados a partir de seis patrones.

En el caso del limite de deteccién (LD) instrumental, la Eurachem cita que la
Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO por sus siglas en inglés) la cual
define el LD como la concentracion minima detectable en una muestra, es decir, como
la concentracion real del analito en el material a analizar que conducira con
probabilidad (1-B) a la conclusién de que la concentracion del analito analizada es

166

mayor que la de la matriz™—". Como LD se considerd por tanto, la concentracion que

corresponde a la sefial promedio del blanco de calibracién, mas tres veces su

desviacién estandar como se muestra en la ecuacion V.1*":

%5 1SO Guide 99:2007, International vocabulary of metrology - Basic and general concepts and associated terms (VIM).

ISO, Geneva, (2007). http://www.bipm.org as JGCM 200:2008

% The Fitness for Purpose of Analytical Methods. Eurachem Guide, 1998.

167 Pinto, J.J.; Garcia-Vargas, M.; Moreno, C. (2012) Enhanced spectrophotometric methods for trace metal determination in
waters: zinc as an example. Analytical Methods 4, 147-152.
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(Y, +3s,)—n
m

LD = V.1

Donde Yb es la media de la sefial medida diez veces del blanco de curva, s, su
desviacion estandar, n la ordenada en el origen de la curva de calibracion y m su
pendiente. Por otro lado, el limite de cuantificacion (LC) en este trabajo se determiné

mediante la ecuacion V.2:

(Y, +10s,)—n
m

LC= V.2

En la Tabla V.1 se muestran los valores de LD y LC obtenidos para la técnica

instrumental empleada.

Tabla V.1. Limites de deteccion y
cuantificacion de la  técnica
instrumental expresado en pg-I™.

Metal LD LC
Al* 0,2 0,5
As 0,8 0,9
Cd 0,02 0,07
Co 1,6 1,7
Cr 0,6 0,7
Cu 6,3 7,0
Fe* 0,6 1,0
Li 4,0 4.8
Mn* 2,0 7,0
Ni 2,8 4,0
Pb 1,6 2,8
Ti 7,0 11,0
\Y/ 9,6 16,0
Zn 6,8 8,0

*LD y LC expresados en mg-I™
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Como se puede observar en la Tabla V.1 los LD y LC instrumentales son suficientes
para el analisis de los metales en los sedimentos estudiados en el presente trabajo.
En la tabla V.2 se muestran los parametros de la regresiéon lineal determinados

mediante el coeficiente de calidad de la curva de calibracion.

Tabla V.2. Parametros de la regresion lineal.

Metal Pendiente (m) Ordenada en el origen R*
Al 276513 10510 0,9978
As 29,891 232,82 0,9994
Cd 60,915 7,7 0,9986
Co 610,56 3450,4 0,9969
Cr 372,01 1714,2 0,9992
Cu 388,43 336,48 0,9986
Fe 463636 28014 0,9997
Li 106,11 2429,4 0,9991
Mn 470,71 2170,6 0,9998
Ni 153,62 101,6 0,9983
Pb 180,96 1418 0,9981
Ti 23,241 134,46 0,9986
\Y 337,13 424,28 0,9947
Zn 106,11 2429,4 0,9997

V.3. Validacion parcial del método de digestion
A continuacioén se validaran los LD y LC, la precisién de repetibilidad y reproducibilidad

intermedia, asi como se determinard la incertidumbre expandida del método de

digestién propuesto en la presente tesis.
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V.3.1. Determinacién del limite de deteccion y cuantificacion del método de

digestion propuesto

Para la validacién parcial del método de digestion se establecieron los limites de
deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del mismo, bajo condiciones de reproducibilidad
intermedia, con el mismo analista y equipo pero en tiempos diferentes (diferencia de
un mes). Para este calculo se tomé en cuenta la concentracién de diez blancos de
digestion independientes mas tres y diez veces su desviacion estandar como se

166

establece en la norma Eurachem™". Se sugiere realizar las medidas de diez blancos

independientes para obtener una mayor aproximacion de la dispersion de los

168

resultados ofrecidos por el método™". Para el célculo del LD se utilizé la formula V.3.

LD=Y, +3s, V3

Donde Y, es la media de la sefial de diez blancos de digestion y s, su desviacion
estandar. Por otro lado, el LC se determindé mediante la ecuacion V.4 que se muestra

a continuacion.

LD =Y, +10s, V.4

En la Tabla V.3 se muestran los resultados del LD y LC del método de digestion.
Como se puede observar, fueron adecuados para la determinacion de los metales en
la muestra, siendo superiores a los obtenidos por la determinacién instrumental, con lo
cual, la deteccion y cuantificacion de los metales estard condicionada al método de
digestién aplicado. Estos limites son suficientes para realizar el andlisis de los metales
en las muestras estudiadas en el presente trabajo tal y como se demostrara en el

proximo capitulo.

168 Lépez, J.A. (2010) Interaccion atmoésfera-hidrosfera: incidencia de los aportes atmosféricos y fluviales en la zona de

influencia mareal del Rio Guadalquivir y estudio de la especiaciéon quimica de contaminantes. Tesis doctoral, Universidad
de Céadiz.
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Tabla V.3. Limites de deteccion y
cuantificacion del método de
digestion expresado en mg-kg™.

Metal LD LC
Al 43 143
As 0,9 2,8
Cd 0,04 0,09
Co 1,8 3
Cr 0,7 1,7
Cu 6,8 7,5
Fe 22 73
Li 4,3 5,6
Mn 6,0 19,0
Ni 3,4 4,1
Pb 1,9 3,0
Ti 7,5 11,3
\% 9,9 16,7
Zn 8,0 10,0

Por otro lado, se determind la precision mediante un estudio de repetibilidad y de

reproducibilidad intermedia.

V.3.2. Precision

La precision da una idea de la dispersion de los resultados de las medidas realizadas,
al cual pertenecen dos grados de precision: la repetibilidad y la reproducibilidad,
siendo la primera evaluada en una escala de tiempo corta, por un mismo analista, en
un mismo laboratorio, mientras que la segunda se refiere a analisis en una escala de

tiempo mas larga, por diferentes laboratorios.
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La repetibilidad se determiné realizando el andlisis de tres réplicas independientes de
la muestra por un mismo analista, durante el mismo dia y equipo. La misma se
expres6 como la desviacion estandar relativa (RSD) de los tres resultados
individuales. En la Tabla V.4 se muestran los resultados obtenidos de repetibilidad
para todos los metales evaluados en la muestra de sedimento.

Como se observa en la Tabla V.4, la repetibilidad expresada como RSD se encuentra
por debajo o cerca del 5 % para todos los metales analizados lo cual es adecuado

para el andlisis™®’.

Tabla V.4. Estudio de repetibilidad.

Metal Cm, mg-kg™ S RSD, %
Al 1295 18 0,1
As 4,2 0,1 2,4
Cd 0,099 0,001 1,010
Co 5,60 0,07 1,25
Cr 2,69 0,05 1,86
Cu 11,5 0,6 5,2
Fe 1382 15 1
Li 2,90 0,08 2,76
Mn 398 7 2
Ni 8,6 0,3 3,5
Pb 12,0 0,2 1,7
Ti 31,0 0,9 2,9
\Y 19,0 0,5 2,6
Zn 14 1 7

Cm: concentracion media, s: desviacion estandar

La reproducibilidad intermedia fue expresada como la desviacion estandar relativa de

seis réplicas independientes del andlisis de la muestra natural para cada elemento

169 Sutherland, R.A.; Tack, F.M.G.; Tolosa, C.A.; Verloo, M.G. (2001) Metal extraction from road sediment using different

strength reagents: impact on anthropogenic contaminant signals. Environmental Monitoring and Assessment 71, 221-242.
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estudiado. Las determinaciones se realizaron para cada concentracion de los
elementos por un analista, determinadas con un mes de diferencia y en el mismo
equipo. La Tabla V.5 muestra los resultados de reproducibilidad intermedia para los

catorce metales evaluados en la muestra de sedimento.

Tabla V.5. Estudio de reproducibilidad intermedia.

Metal Cn, mg-kg™ S RSD, %
Al 1299 272 2
As 4,2 0,1 2,4
Cd 0,101 0,001 0,990
Co 5,64 0,1 1,8
Cr 2,71 0,06 2,2
Cu 11,4 0,7 6,1
Fe 1390 18 1,3
Li 2,92 0,1 34
Mn 399 12 3
Ni 8,7 0,5 5,7
Pb 12 1,32 11
Ti 30,4 1,0 3,3
\Y 18,9 0,4 2,1
Zn 13 1 8

Cm: concentracion media, s: desviacion estandar

La reproducibilidad intermedia del método fue, para todos los elementos, inferior al 10
% de manera general. Los valores de RSD fueron comparables y adecuados para la
determinacion de metales en la muestra en estudio™.

En el presente estudio se evalud el sesgo del procedimiento mediante el BM en el
capitulo 11l por no contarse con una muestra de referencia certificada para digestiones

parciales.
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V.4. Estimacion de la Incertidumbre

La incertidumbre, definida segun el Vocabulario Internacional de Términos Basicos y
Generales en Metrologia (VIM por sus siglas en inglés), es un parametro no negativo
gue caracteriza la dispersion de los valores de una magnitud que son atribuidos a un
mensurando, a partir de la informacién que se utiliza'®. Este concepto tiene una
profunda influencia en muchos aspectos de la quimica analitica, tanto practicos como
tedricos y se debe entender como un valor afiadido para el resultado de la mediciéon

tanto para el laboratorio, como para el cliente'’>*"

. Contribuyendo al estudio de la
trazabilidad del método en cuestion.

La incertidumbre debe tener en cuenta cada uno de los factores que puedan provocar
variabilidad en los datos obtenidos aplicando un método determinado, siendo cada
uno de los pasos del proceso analitico fuente de incertidumbre'®®.

Con el objetivo de cuantificar la incertidumbre, se calculan las incertidumbres de cada
una de las fuentes que pueden provocar variabilidad en los datos obtenidos, la misma
puede expresarse como desviacion estdndar o incertidumbre estandar (u;). Una vez
establecida la u; de cada una de las fuentes, se procede a calcular la incertidumbre
combinada (u;), la cual se determina mediante la ley de la propagacion de la

incertidumbre, la cual se determina mediante la ecuacién V.5*":

TR R TIC

Para la presentacion de los datos finales se utiliza la incertidumbre expandida (U), que

ofrece un intervalo en el que la confianza de que se encuentre el valor es mayor. Este

70 Jiménez-Chacon, J.; Alvarez-Prieto, M. (2009) Modelling uncertainty in a concentration range. Accreditation and Quality

Assurance 14, 15-27.
i Alvarez-Prieto, M.; Jiménez-Chacén, J.; Montero-Curbelo, A. (2009) Do we need to consider metrological meanings of
different measurement uncertainty estimation? Accreditation and Quality Assurance 14, 623-634.
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intervalo se obtiene mediante la multiplicacion de la incertidumbre combinada (uc) por

un factor de cobertura k que se selecciona para un nivel de confianza dado'®"*".

Para poder estimar la incertidumbre de la medida se deben seguir una serie de pasos:
1. Definicion del mensurando

Descripcion de cada etapa del proceso y funcion modelo que la describe

Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Cuantificacion de los componentes de la incertidumbre (us)

Célculo de la incertidumbre combinada (uc)

S e A

Célculo de la incertidumbre expandida (uy)
7. Evaluar el peso relativo de cada foco en la incertidumbre expandida
Por ultimo, los resultados deben expresarse en un lenguaje universal, que no dé lugar

a confusiones®”.

- ldentificacién de los focos de incertidumbre

El objetivo fundamental de esta etapa es la de identificar los pasos del proceso
analitico que pueden afectar la variabilidad del resultado final. Una forma de
representar estos focos de incertidumbre lo constituyen los diagramas de
causa/efecto, los cuales pueden ser usados para evitar repetir una causa o para evitar
olvidar efectos relevantes o correlaciones entre las variables.

El método propuesto en este trabajo presenta una serie de etapas cuya incertidumbre
afecta la variabilidad del resultado final. En este sentido, se debe tener en cuenta no
s6lo la pureza de los reactivos de trabajo sino también las operaciones realizadas
durante el proceso de analisis, asi como las condiciones del laboratorio.

En tal sentido, los focos de incertidumbre del método propuesto para la digestion de
metales biodisponibles al entorno gastrointestinal de los peces en los sedimentos se

representan en la Figura V.1, mediante el diagrama de causa/efecto:

172
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A

JCGM Guide 100, Evaluation of Measurement Data—Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, 2008.
Traceability in chemical measurements (2003) Eurachem/CITAC. Eds., Ellison. S.L.R.; King, B.; Réslein, M.; Williamns,
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Patrén
intermedio Digestion de la muestra

Patron

) _—

intermedio . .
» . Masa025g —»
Volumenpatron
intermedio Ve=2tm —m8 —»

Volumenfinal ——M8 ——»

Cmue:ha
seca

Patron certificado —— —»

Valumen patron
certificado
Volumenfinal

Curvade
calibracion

Sefial| ———»

Curva de calibracian Cm

Figura V.1. Diagrama causa-efecto de propagacion de la incertidumbre

- Digestion de la muestra a determinar: Para esta etapa se pesO exactamente
alrededor de 0,25 g de sedimento seco (m), a la cual se le afiaden 25 ml de
disolucion y se llevd a cabo la digestiéon de la muestra a 20° C por 12 horas.
La disolucion resultante se llevd a un volumen fina utilizando un matraz
aforado de 25 ml.

- Preparacién de un patrén intermedio: En los casos donde la concentracién de
los patrones de la curva de calibracion era muy pequefia, se prepard un
patron intermedio de una concentracién determinada a partir del patréon de
1000 mg.l'l con el objetivo de evitar pipetear volimenes muy pequefios.

- Preparacion de los patrones de la calibracion: Los diferentes patrones fueron
preparados mediante dilucién del patrén intermedio, tomandose un volumen
correspondiente y llevandolo a un volumen final de 25 ml en el matraz
aforado.

- Determinacion instrumental: Consiste en el registro de las sefiales de los
patrones y de las muestras mediante el ICP-MS.

- Expresion de los resultados: La concentracion final determinada en las
muestras se calculé6 mediante la interpolacién en la curva de calibracion lineal

utilizando la sefal registrada en la etapa de determinacion instrumental.

La forma mas habitual de calcular la incertidumbre, es mediante la ley de la
propagacion de la incertidumbre. Para este propdsito se pueden utilizar distintos
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métodos numeéricos en su establecimiento, siendo el mas empleado el método de

Kragten, el cual es facil de implementar en hojas de calculo™"™.

Para este trabajo se tuvo en cuenta en la determinacion de la us de cada etapa los
datos certificados correspondientes a la balanza analitica, el material volumétrico
empleado y las medidas repetidas en el laboratorio. En el caso de la incertidumbre de

la balanza analitica, por seguir una distribucion rectangular, se dividio su incertidumbre

estandar certificada por \/§ mientras que la incertidumbre del material volumétrico se

dividié por 4/6 por seguir una distribucién triangular'’.
A continuacién se muestra el célculo de las incertidumbres estdndar, acumulada y
expandida obtenidas para el cobre como elemento representativo. El mismo

procedimiento se llevd a cabo para cada uno de los metales estudiados.
V.4.1. Incertidumbre de la preparacién del patron intermedio

El patrén intermedio de 1 mg-I"* se preparé mediante la dilucién del patrén certificado
de Cu de 1000 + 2-mg-I". La ecuacién V.6 responde al modelo para el célculo de la

incertidumbre de este patron:

c 1 Vos 4
Cl o= 1000 mgH H V.6
mo Vas mi

En la Tabla V.6 se puede observar la incertidumbre calculada del patrén intermedio
donde se expresa ademas la desviacion estandar relativa de la incertidumbre (RSu).

e Kragten, J. (1994) Tutorial review. Calculating standard deviations and confidence intervals with an universally applicable

spreadsheet technique. The Analyst 119, 2161-2165.
5 v curso Principios y aplicaciones de metrologia en quimica. Aspectos practicos de la 1ISO-17025. TrainMIC 2012,
Madrid.
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V.6. Incertidumbre de la preparacion del patron intermedio.

Elemento Magnitud Unidades Valor Us Uc RSu
(%)
Cpatrén certificado mg-l'l 1000 2 0,2
Vosmi ml 25 0,02 0,08
Cu
Vosu pl 25 0,4 1,6
Cpatrén 1 mg-l_l mg'l_l 1 - 0,02 2

V.4.2. Incertidumbre de la preparacion de los patrones de calibracién

La preparacion de los patrones de la curva de calibracion tiene en cuenta la
incertidumbre del patron intermedio, asi se utiliza dicha incertidumbre com us para

calcular la u. del siguiente paso. Para ello se ha seguido ecuacion V.7:

C]_mg4|’1 : V2,3 ml

patron mg-It

Vs mi V.7

En la Tabla V.7 se muestra el célculo de la incertidumbre del patrén de 0,092 mg-I™* de

la curva de Cu a modo de ejemplo.

V.7. Incertidumbre de la preparacion de los patrones de la curva de calibracion.

Elemento Magnitud Unidades Valor Usg U¢ RSu (%)
Cimgi mg-I™ 1 0,02 2
Vasmi ml 25 0,02 0,08
Cu
Va3 m ml 2,3 0,01 0,4
Co.002 mgl mg-I” 0,092 - 0,0008 0,9
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V.4.3. Incertidumbre de la concentracion del metal en la muestra en disolucién

La concentracion de los metales (C) se calculé mediante la interpolacién de la sefial
de la muestra en la curva de calibracion, entre la sefial (S) de los patrones inferior y
superior siguiendo la ecuacién V.8:

C _ Cpatrén inf * (Spatrén sup Smuestra) + Cpatrén sup (Smuestra - Spatrc’)n inf)
muestra S S V.8

patrénsup  “patrén inf

Las fuentes de incertidumbre en esta etapa son la preparacion de los patrones asi
como la sefial instrumental de patrones y muestras que se pueden observar en la
Tabla V.8.

Tabla V.8. Incertidumbre de la concentracion del metal.

Elemento Magnitud Unidades Valor Us Ue RSu
Cpatrén 0,092mg-l_ mg'l_l 0,092 0,0008 0,9
1
Cpatrén 0,12 mg-l_l mg'l_l 0,120 0,0009 0,8
Spatrén 0,092mg-1 abs:s 35448 1026 2,9
1
Cu
Spatrén 0,092mg-1 abs:s 48594 1647 3
1
Scu muestra abs:s 43476 10 0,02
Ccu muestra mg-l'l 0,109 0,002 2

V.4.4. Incertidumbre del método de digestion

En la etapa final del proceso, se procedié a calcular la incertidumbre del método
propuesto en el presente trabajo de digestion para evaluar la biodisponibilidad de los

metales en los sedimentos. En esta etapa se tuvo en cuenta la masa pesada, el
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volumen final y la concentracion de la muestra en la disolucion. Para este calculo se

siguid el modelo V.9:

C _ Cm disol 'Vfinal
muestra seca — V.9
mpesada

En la Tabla V.9 se muestran los valores de cada foco de incertidumbre tomado en
consideracion.

Tabla V.9. Incertidumbre de la concentracion final en la muestra seca.

Elemento Magnitud Unidades Valor Us Uc RSu
Mpesada o] 0,25 0,002 1,0
Cu Viinal ml 25,00 0,04 0,2
Chn disol mg-I™* 0,109 0,002 2
Crnuestra seca mg-kg™ 10,91 - 5.10° 5.10°

V.4.5. Contribucién de los focos de incertidumbre

Una vez calculada la incertidumbre expandida se procedidé a evaluar los focos que
contribuyen a la variabilidad de los resultados. Definir la contribucion de cada foco de
incertidumbre permite identificar los puntos del método a los que se les debe prestar la
debida atencién y se encuentran susceptibles de mejorar. En la Figura V.2 se muestra
el resultado obtenido.
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E masa(pesada)
m V(final)
O C disol

Figura V.2. Contribuciéon a la incertidumbre del
método.

En este caso, la mayor contribucion a los focos de la incertidumbre es debida a la
concentraciéon en la disolucion seguida de la pesada de la muestra. Para la
concentracion de la disolucion se debe analizar los focos de incertidumbre, para ver
cuales tienen mayor influencia y se debe tratar de mejorar. Para ello se paso a evaluar
la contribucién de los focos que influyen en la variabilidad de los resultados en la
determinacion de la concentracion en la disolucion.

En el caso de la determinacion de la concentracion medida en la disolucion, los focos
de incertidumbre son fundamentalmente debidas a la sefial del patron inferior y
superior asi como la concentracién del patrén maximo, como se puede observar en la
Figura V.3.

B CPatron min
O Spatr6n min

O CPatron méax
O Spatr6n max

O Smuestra

Figura V.3. Contribucion a la incertidumbre de la muestra.
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Por otra parte, la concentraciéon de los patrones inferior y superior también contribuye,
aunque en menor medida a los focos de incertidumbre. La incertidumbre de esta
concentracion puede estar determinada por la preparacion del patrén intermedio. Para
ello se analizaran los focos de incertidumbre de la preparaciéon del mismo.

En el caso de los focos de incertidumbre en la preparacion de la curva de calibracion,
el volumen del matraz es el que menos contribuye, siendo las contribuciones mas
importantes la preparacion del patrén de 1 mg-I" y el volumen pipeteado de dicho

patron. Los resultados se muestran en la Figura V.4.

B4 volumen
matraz

H patrén 1 mg-l-1

& Vpatrén 1 mg-l-
1

Figura V.4. Contribucién a la incertidumbre de la
preparacion del patrén de 0,092 mg.I™.

En el caso de todos los patrones intermedios la mayor contribucién se corresponde
con el volumen pipeteado del patrén de 1000 mg:I™ al preparar las correspondientes
diluciones, siendo mayor en la medida que se toma menor volumen, como se puede

observar en la Figura V.5.
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H volumen
matraz

B patron 1000
ppm

£ v(patron 1000
mg-l-1)

Figura V.5. Contribucién de los focos de incertidumbre
de la preparacion del patron primario.

V.4.6. Incertidumbre expandida de la determinacién de los metales en la muestra

de sedimento

Una vez que se ha calculado la incertidumbre combinada del método (u.), se puede
calcular finalmente la incertidumbre expandida multiplicando por el factor de cobertura
k que asegure que la concentracion del analito se encuentra en el rango determinado
por la misma para un 95 % de confianza. El factor de cobertura se elige dependiendo
del nivel de confianza que se quiere considerar. De esta manera, si se quiere un nivel

2 Enla

de confianza de aproximadamente el 95 %, el factor de cobertura sera k = 2
Tabla V.1 se muestran las concentraciones de todos los metales analizados y su
incertidumbre para un 95 % de confianza, calculadas para todos los elementos

estudiados en el presente trabajo.
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Tabla V.10. Concentracion de metales +
U para la muestra estudiada. (k = 2)

Metal [metal], mg-kg™ V]

Al 1222 25
As 0,38 0,01
Cd 0,103 0,002
Co 4,8 0,4
Cr 3,7 0,7
Cu 13,80 0,04
Fe 1253 1
Li 4,3 0,4
Mn 368 12
Ni 91 2,0
Pb 10,7 2,0
Ti 17,9 0,9
\% 111 9
Zn 11,0 2,0

Una vez establecido los parametros de desempefio, se aplico el método propuesto a
dos ecosistemas de interés. Las zonas seleccionadas fueron, por un lado la Bahia de
Cienfuegos en Cuba, y por otro, el Rio San Pedro, ubicado en la Bahia de Cadiz

(Espafia).
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VI. APLICACION DEL METODO PROPUESTO PARA
EVALUAR LA BIODISPONIBILIDAD DE METALES EN
SEDIMENTOS DE DOS ECOSISTEMAS MARINOS

Los sedimentos marinos acumulan metales derivados de los procesos naturales y
antropogénicos y juegan un rol fundamental en la redistribucién de estos elementos al
agua y a la biota acudtica. Generalmente se considera que un sedimento con
elevadas concentraciones de metales es un sedimento peligroso para los organismos.
Se cree que esas elevadas concentraciones provienen fundamentalmente de fuentes
antropogénicas. Habitualmente se considera que esta concentracion de metales de
origen antropogénico es mas biodisponible, y por consiguiente, méas féacil de
incorporarse a la cadena trofica mediante su asimilacion por los organismos acuaticos.
Por esta razén se determina en muchas ocasiones la concentraciéon total de los
sedimentos, para de esta manera, evaluar la contaminacién antropogénica y asi
decidir si resulta perjudicial o no para la vida.
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Para ello se han desarrollado diversos procedimientos que permiten la evaluacion del
riesgo potencial de los sedimentos, asi como diferentes indices y guias de calidad que
permiten valorar si existe enriquecimiento de metales en los mismos y su probable
dafio o no sobre la biota. Todas estas evaluaciones se realizan sobre la base de la
concentracion total de los metales en los sedimentos. Como se ha mencionado
anteriormente, a pesar de que los métodos totales brindan una medida exacta sobre la
contaminacion por metales, este criterio no es suficiente para predecir la capacidad de
movilizacién de los mismos hacia el medio acuatico asi como no predice
necesariamente la toxicidad de estos contaminantes hacia los animales
acuaticos" #8104,

Asi, pudiera suceder que grandes concentraciones de metales en los sedimentos no
impliquen que éstos puedan llegar a los organismos, por lo que también se realizan
estudios que permiten evaluar la concentracion de metales biodisponibles empleando
extracciones parciales. A continuacién se exponen algunas aplicaciones de todos
estos criterios para evaluar el grado de biodisponibilidad y riesgo ecotoxicoldgico para

los organismos de los metales en los sedimentos.

VI.1. Estimacion de la “toxicidad potencial” de un sedimento

mediante las concentraciones totales de los metales

Tradicionalmente, el nivel de contaminacion de los sedimentos ha sido determinado
mediante la comparacion de las concentraciones totales de metales comparadas con
los valores de fondo o de referencia. Para ello se han desarrollado diversas guias de
calidad de sedimentos (GCS) en diferentes partes del mundo, basadas
fundamentalmente en dos enfoques*’®:
1- Un enfoque empirico o estadistico que permita establecer la relacion entre la
contaminacion encontrada de los sedimentos y la respuesta toxica observada
en el medio.

78 Burton, G.A. (2002) Sediment quality criteria in use around the world. Limnology 3, 65-75.
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2- Un enfoque tedrico que intenta explicar las diferencias entre las

biodisponibilidades a través del equilibrio de particion.

VI.1.1. Guias de Calidad de Sedimentos

Los criterios de calidad de sedimentos han sido desarrollados para hacer frente a
muchos problemas ambientales y poder regular la cantidad de metales que se vierten
al medio ambiente, asi como para establecer los niveles en que esos metales pueden
producir efectos perjudiciales en los organismos vivos.

Las guias de calidad de sedimentos originales se desarrollaron comparando los
valores de los compuestos determinados con los del fondo o de referencia,
proveyendo poca informacién relacionada con el impacto potencial ecotoxicoldgico,
mientras que las empiricas se basan en la quimica del sedimento combinando los
datos de efectos biolégicos obtenidos mediante estudios de campo o de

laboratorio*’®*"’

. Sin embargo, a pesar de las limitaciones de las primeras guias,
permiten obtener una base para evaluar la calidad de los sedimentos.

El objetivo principal que persiguen las guias de calidad de los sedimentos es el de
proporcionar datos cuantitativos basados en fuertes evidencias cientificas para

177

proteger la vida marina de los efectos adversos™''. Estos estudios permiten establecer

la dosis-respuesta que describe la toxicidad aguda y crénica a diferentes compuestos

quimicos del sedimento de algunos organismos acuaticos'’’.

Sin embargo, estas
condiciones ideales no pueden ser obtenidas en la practica, y por tanto, la relacién
dosis-respuesta para todos los contaminantes quimicos no se puede obtener para
todos los organismos y para cualquier sitio del planeta. Por otro lado, el tema de la
biodisponibilidad no esta bien tratado en las guias de calidad debido a que sus valores
se basan en la concentracion total. No obstante, las guias de calidad sirven como
punto de partida para evaluar los posibles efectos que los metales en los sedimentos

pueden provocar en los organismos.

wr Bjgrgeseeter, A.; Gray; J.S. (2008) Setting sediment quality quidelines: A simple yet effective method. Marine Pollution

Bulletin 57, 221-235.
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Se conoce gran cantidad de guias de calidad de sedimentos, entre las que se pueden
mencionar por su frecuente utilizacion, la Guia de Calidad de Sedimentos para la
Proteccion de la vida acuatica de Canada (SQG por sus siglas en inglés)'’®, la Guia
de Calidad de la Administraciéon Nacional Oceanica y Atmosférica (NOAA por sus
siglas en inglés)'™, la guia de calidad del Consejo de medio ambiente y conservacion
de Australia y Nueva Zelanda (ANZEEC por sus siglas en inglés)™, entre muchas
otras. En todas ellas se establecen diferentes niveles de efectos toxicos. En las Tablas
VI.1y V1.2 se muestran como ejemplos los niveles de las SQGs canadiense y la de la
NOAA, respectivamente.

Tabla VI.1. Niveles guias para la vida acuatica:

sedimentos marinos. Guia de Calidad de sedimentos
178

canadiense™’". Todas las concentraciones estan
expresadas en mg-kg™.
Metal ISQG PEL
As 7,24 41,6
Cd 0,7 4,2
Cr 52,3 160
Cu 18,7 108
Pb 30,2 112
Zn 124 271

78 CCME, Protocol for the Derivation of Canadian Sediment Quality Guidelines for the Protection of Aquatic Life. Canadian

Council of Ministers of the Environment 1995, CCME EPC-98E, Otawa.

9 NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) (1999) Screening quick reference tables (SquiRTs)
<http://response.restoration.noaa.gov/cpr/sediment/squirt/squirt.html>

180 ANZECC (Australian and New Zealand Environment and Conservation Council) (1997) ANZECC interim sediment quality
guidelines. Report for the Environmental Research Institute of the Supervising Scientist. Sydney, Australia.
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Tabla VI1.2. Niveles guias de calidad de sedimentos con efectos bioldgicos
posibles, desarrollado por NOAA'®. Todas las concentraciones estan
expresadas en mg-kg™.

Metal TEL ERL PEL ERM
As 7,2 8,2 41,6 70
Cd 0,68 1,2 4,2 9,6
Cr 52,3 81 160 370
Cu 18,7 34 108 270
Ni 15,9 20,9 42,8 51,6
Pb 30,2 46,7 112 218
Zn 124 150 271 410

Las concentraciones propuestas en cada una de las guias establecen diferentes
niveles de probabilidad de ocurrencia de efectos tdxicos sobre la vida acuética. En el
caso de la NOAA, se han desarrollado las Tablas de Monitorizacion de Referencia
Rapida (SQUIRT por sus siglas en inglés) con fines de seleccion que ha sido obtenida
mediante el uso de diferentes enfoques. Esta guia se divide en varias categorias de
manera creciente de efectos observables, que han sido derivadas a través de la

utilizacién de varios enfoques diferentes'®*

. De esta manera se puede mencionar el
ISQG (valor guia del sedimento en la guia canadiense) y el TEL (nivel de efecto
umbral en la guia de la NOAA), como el nivel de concentracion del elemento o
compuesto por debajo del cual no existe riesgo potencialmente téxico para los
organismos. EL ERL (rango de efectos bajos) es indicativo de las concentraciones por
debajo de la cual rara vez se producen efectos adversos, mientras que el PEL (nivel
de efecto probable) representa la concentracion por encima de la cual es probable que
los efectos adversos ocurran. Por dltimo, el ERM (rango de efecto medio) representa
la concentracion por encima de la cual los efectos adversos pueden producirse con
frecuencia®.

Un aspecto negativo respecto al uso de las guias de calidad viene dado por la falta de

consenso respecto a los valores guias que puedan ser utilizados de manera

8L Spencer, K.L.; MacLeod, C.L. (2002) Distribution and partitioning of heavy metals in estuarine sediment cores and

implications for the use of sediment quality standard. Hydrology and Earth System Sciences 6, 989-998.
82 MacDonald, D.D.; Ingersoll, C.G.; Berger, T.A.; (2000) Development and evaluation of consensus-based sediment quality
guidelines for freshwater ecosystems. Archives of Environmental Contamination and Toxicology 39, 20-31.
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generalizada. Por ejemplo al As tiene valor de ERL de 8,2 mg.kg'l por la norma de la
NOAA y de 20 mg.kg™ por la norma ANZEEC'®. Por otra parte, dependiendo de la
guia que se tenga en cuenta, la evaluacion de los riesgos toxicos variara. Por ejemplo,
la guia canadiense s6lo muestra dos niveles dentro de su clasificacién, mientras que
la guia propuesta por la NOAA presenta varios niveles de clasificacion. Esto, sumado
a las limitaciones mencionadas anteriormente, implica que su uso e interpretacion
debe ser puramente informativo.

La NOAA resume la informacién de varias guias de calidad, como se observa en las
Tablas VI.1 y V:2, en la cual los valores ISQG y TEL coinciden para los metales
evaluados. Por tanto, en este trabajo sélo se considerd la guia propuesta por la
NOAA. Las muestras fueron consideradas como no téxicas cuando la concentracion
se encontré por debajo del TEL, como rara vez téxicas cuando las concentraciones
fueron superiores al ERL y muy toxicas cuando el valor de concentracion superoé el
ERM.

VI.1.2. Normalizacion respecto a un elemento conservativo

Se puede decir que la normalizacion es la relacion lineal entre un elemento y un
elemento conservativo que se utiliza para reducir la variabilidad de los metales traza
causada por el tamafio de grano o por la mineralogia, ademas, también se utiliza para

183 se han establecido dos

identificar las contribuciones anémalas del metal analizado
categorias bien definidas para normalizar los metales, la granulométrica y la
geoquimica. La técnica granulométrica se basa en la normalizacidon respecto al
porcentaje que representa la fraccion fina (< 63 ym) o de la fracci 6n total de arcilla (< 4

184

pMm) presentes en el sedimento™ . De esta manera se pueden comparar resultados

obtenidos en diferentes sitios de muestreo.

183 Loring, D.H. (1990) Lithium - a new approach for the granulometric normalization of trace metal data. Marine Chemistry

29, 155-168.
184 Loring. D.H. (1991) Normalization of heavy-metal data from estuarine and coastal sediments. Journal of Marine Science
48, 101-115.
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Por otro lado, la normalizacién geoquimica se basa en la comparacion entre la
concentracion del metal en el sedimento y la concentracion de otro elemento de
“referencia” o también conocido como elemento conservativo.
Por otra parte, son varios los elementos que han sido empleados como referencia
para normalizar en sedimentos, destacando el Al, carbono organico, Fe,
|j18>186:187,188,189,190,191,192.193 " ytr05 metales como los elementos de las tierras raras,
ademas del Cr, Mn, Ti, etc., también han sido empleados para normalizar, aunque su
uso se encuentra menos extendido.
Como se puede observar, hay diversidad de criterios sobre cual es el elemento que
mejor permite normalizar a los metales en sedimentos. Segun la literatura, la
utilizacién de un elemento conservativo como normalizador requiere que se cumplan
un nimero de suposiciones™:
1. El normalizador debe co-variar proporcionalmente al contenido de origen
natural del metal de interés
2. El normalizador debe ser insensible a las entradas procedentes de fuentes
antropogénicas
3. El normalizador debe ser estable y no debe variar su composicion debido a

influencias ambientales tales como la reduccién / oxidacion, adsorciéon /

185 Xia, P.; Meng, X.; Feng, A.; Yin, P.; Zhang, J.; Wang, X. (2012) Geochemical characteristics of heavy metals in coastal

sediments from the northern Beibu Gulf (SW China): the background levels and recent contamination. Environmental Earth
Sciences 66, 1337-1344.

186 Pastorinho, M.R.; Telefer, T.C.; Soares, A.M.V.M.. Heavy metals in urban channel sediments of Aveiro City, Portugal.
Interdisciplinary studies on environmental chemistry — Biological Responses to Contaminants, N. Hamamura, S. Suzuki, S.
Mendo, C. M. Barroso, H. Iwata and S. Tanabe, 197-204. © by TERRAPUB, 2010.

87 windom, H.L.; Schropp, S.J.; Calder, F.D.; Ryan, J.D.; Smith, R.G.; Burney, L.C.; Lewis, F.G.; Rawlinson, C.H. (1989)
Natural trace metal concentrations in estuarine and coastal marine sediments of the southeastern United States.
Environmental Sciences & Technology 23, 314-320.

188 Banerjee, U.; Gupta, S. (2012) Source and distribution of lead, cadmium, iron and manganese in the river Damodar near
Asansol industrial area, West Bengal, India. International Journal of Environmental Sciences 2, 1531-1542

189 Sohrabi, T.; Ismail, A.; Nabavi, M.B. (2010) Distribution and normalization of some metals in surface sediments from
south Caspian Sea. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 85:502-508.

190 Morse, J.W.; Presley, B.J.; Taylor, R.J. (1993) Trace metal chemistry of Galveston Bay: Water, Sediments and Biota.
Marine Environmental Research 36, 1-37.

191 Daskalakis, K.D.; O ' Connor, T.P. (1995) Normalization and elemental sediment contamination in the coastal United
States. Environmental Sciences & Technology 29, 470-477.

192 schropp, S.J. ; Lewis, F.G.; Windom, H.L.; Ryan, J.D.; Calder, F.D.; Burney, L.C. (1990) Interpretation of metal
concentrations estuarine sediments of Florida using aluminum as a reference element. Estuaries 13, 227-235.

9 Hyun-Suk, J.; Seong-Taek, Y.; Byoung-Young, C.; Hyang-Mi, K.; Myungchae, J.; Soon-Oh, K.; Kyoung-Ho, K. (2010)
Geochemical studies on the contamination and dispersion of trace metals in intertidal sediments around a military air
weapons shooting range. Journal of Soils and Sediments 10, 1142-1158.

Ho, H.H.; Swennen, R.; Cappuyns, V.; Vassilieva, E.; Tran, T.V. (2012) Necessity of normalization to aluminum to assess
the contamination by heavy metals and arsenic in sediments near Haiphong Harbor, Vietnam. Journal of Asian Earth
Sciences 56, 229-239.
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desorcidn, y otros procesos diagenéticos tales como la lixiviacion que puede

alterar su contenido en los sedimentos.
VI.2. Factor de Enriguecimiento

Otro de los criterios ampliamente usados para evaluar el grado de contaminacion de
los sedimentos es el Factor de Enriquecimiento (FE), el cual es considerado como una
forma de normalizacion geoquimica de los metales respecto a un elemento

195,196

conservativo . Este criterio se basa en la suposicion de que, bajo las condiciones

naturales de sedimentacion, existe una relacion lineal entre el elemento de referencia

197

y otros elementos en el sedimento™'. Como se ha comentado previamente, entre los

elementos de referencia mas utilizados en la literatura encontramos el Fe, Al y el
Lil4l,195,196,198,199,200

El FE se calcula mediante la siguiente formula:

FE = (Cx/Cer)muestra VI.1
(Cx/Cer )fondo

Donde C, representa la concentracion del metal a evaluar y Ce, la concentracion del

elemento de referencia.

198 Dawutluoglu, O.l.; Seckin, G.; Ersu, C.B.; Yilmaz, T.; Sari, B. (2011) Assessment of metal pollution in water and surface

sediments of the Seyhan River, Turkey, using different indexes. Clean-Soil, Air, Water 39, 185-194.

1% Amin, B.; Ismail, A.; Arshad, A Yap, C.K.; Kamarudin, M.S. (2009) Anthropogenic impacts on heavy metals
concentrations in the coastal sediments of Dumai, Indonesia. Environmental Monitoring Assess 148, 291-305.

7 Idris, AM.; (2008) Combining multivariate analysis and geochemical approaches for assessing heavy metal level in
sediments from Sudanese harbors along the Red Sea coast. Microchemical Journal 90, 159-163.

1% Wu, Y.; Hou, X.; Cheng, X.; Yao, S.; Xia; W.; Wang, S. (2007) Combining geochemical and statistical methods to
distinguish anthropogenic source of metals in lacustrine sediment: a case study in Dongjiu Lake, Taihu Lake catchment,
China. Environmental Geology 52,1467-1474.

199 Mohiuddin, K.M.; Otomo, K.; Ogawa, Y.; Shikazono, N. (2012) Seasonal and spatial distribution of trace elements in the
water and sediments of the Tsurumi River in Japan. Environmental Monitoring and Assessment 184, 265-279.

20 Green-Ruiz, C.; Paez-Osuna, F. (2001) Heavy metal anomalies in lagoon sediments related to intensive agriculture in
Altata-Ensenada del Pabellén coastal system (SE Gulf of California). Environment International 26, 265-273.
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El FE se usa para conocer la extensién de la contaminacién de los sedimentos, siendo
una herramienta efectiva para diferenciar la fuente de enriquecimiento de los metales
entre antropogénica o natural™*®*%%%%,

En funcién de los valores de FE obtenidos se utiliza la clasificacion que sugiere
Acevedo y col. para conocer el grado de contaminacion, tal y como se recoge en la

Tabla V1.3%°%,

Tabla VI.3. Grados de contaminacién en funcién del FE.

Grado de contaminacion FE
No enriquecimiento <1
Enriguecimiento menor <3
Enriguecimiento moderado 3-5
Enriguecimiento moderadamente severo 5-10
Enriguecimiento severo 10-25
Enriguecimiento muy severo 25-50
Enriguecimiento extremadamente severo > 50

De este modo, un FE menor a uno es indicativo de que no existe enriquecimiento
respecto a los valores del fondo natural, es decir, que no existe una contribuciéon de

origen antropogénico.
VI.3. indice de Geoacumulacién

Otro criterio para evaluar el grado de contaminacion por metales en los sedimentos es
mediante el calculo del indice de Geoacumulacion (l4e). Segin algunos autores, este

criterio fue introducido por Mdller, entre 1979-1981, aunque en 1969 ya se publicaba

202,203,204

un trabajo que trataba sobre el tema en sedimentos de fondo . El lgeo permite

201 Acevedo-Figueroa, D.; Jiménez, B.D.; Rodriguez-Sierra, C.J. (2006) Trace metales in sediments of two estuarine

Iagoons from Puerto Rico. Environmental Pollution 141, 336-342.

2% Miller G (1969) Index of geoaccumulation in sediments of the Rhine River. GeoJournal 2,108-118.

208 Mller, G. (1979). Schwermetalle in den sediments des Rheins — Veranderungen Seitt. Umschan, 79, 778-783.

2% Muller, G. (1981). Die Schwermetall belastung der sedimenten des Neckars und Seiner Nebenflusse. Chemiker-Zeitung
6, 157-164.
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la evaluacion de la contaminacién mediante la comparacion de las concentraciones

205,206

actuales con aquellas de periodos preindustriales fundamentalmente . El estudio

de este Indice como indicador de contaminacién de suelos y sedimentos es
ampliamente reconocido en eI mundolgs'196'197'202'203'204'205'206'207'208'209'210.

El método consiste en clasificar el grado de contaminacion por metales de los
sedimentos en siete grupos o clases, basados en el calculo del lg, mediante la

formula:

C

_~-n
1'BB”) VI.2

Igeo = Ing(

Donde C, es la concentracion del metal medida en la muestra de sedimentoy B, es la

concentracion del fondo. El factor 1,5 se introduce con el objetivo de minimizar el

efecto en la variacién de los valores de fondo debido a los efectos litogénicos™®, asi

como para analizar las fluctuaciones naturales en el contenido de una sustancia dada
. . ~ . . ;. 210

en el medio ambiente y las pequefas influencias antropogénicas™ .

Los siete grupos o clases que permiten la clasificacion del nivel de contaminacién por

metales en sedimentos fueron propuestos por Miiller y se muestran en la Tabla V1.4

208 Krishna, A.K.; Govil, P.K. (2008) Assessment of heavy metal contamination in soils around Manali industrial area,

Chennai, Southern India. Environmental Geology 54,1465-1472.
2% Egrstner, U., Miller, G. (1981) Concentrations of heavy metals and polycyclic aromatic hydrocarbons in River Sediments:
Geochemical background, man's influence and environmental impact. GeoJournal 5.5, 417-432.

Kumar, S.P.; Patterson, J.K. (2009) Assessment of metal concentration in the sediments cores of Manakudy estuary,
south west coast of India. Indian Journal of Marine Sciences 38, 235-248.
208 Jayaprakash, M.; Nagarajan, R.; Velmurugan, P.M.; Sathiyamoorthy, J.; Krishnamurthy, R.R.; Urban, B. Assessment of
trace metal contamination in a historical freshwater canal (Buckingham Canal), Chennai, India. Environmental Monitoring
and Assessment. DOI 10.1007/s10661-011-2509-5.
209 Alexakis, D. (2011) Diagnosis of stream sediment quality and assessment of toxic element contamination sources in East
Attica, Greece. Environmental Earth Sciences 63, 1369-1383.
210 Singh, M.; Ansari, A.A..; Miller G.; Singh, 1.B. (1997) Heavy metals in freshly deposited sediments of the Gomati River (a
tributary of the Ganga River): effects of human activities. Environmental Geology 29, 246-252.
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Tabla VI.4. Grados de contaminacién en funcién del lgeo.

Clases Valor Grado de contaminacion

0 lgeo <O No contaminado

1 0<lgeo<1 De no contaminado a moderadamente contaminado
2 1<lgep<2 Moderadamente contaminado

3 2<lgeo<3 De moderado a fuertemente contaminado

4 3<lgeo <4 Fuertemente contaminado

5 4<lgeo<5 De fuertemente a extremadamente contaminado

6 5 <lgeo Extremadamente contaminado

VI.4. Estimacion de la biodisponibilidad de un sedimento mediante

digestiones parciales

Para establecer el impacto de los metales de los sedimentos no s6lo es necesario
considerar el contenido total de los mismos, sino también su movilidad y
biodisponibilidad, puesto que de ella dependera su capacidad de producir efectos
adversos en los organismos al asimilar estos elementos. Por este motivo en los
ultimos aflos muchos trabajos han estado dedicados al desarrollo y modificacion de
métodos de digestion de la muestra que permitan extraer la fraccion del metal
biodisponible, tal y como se ha comentado en los capitulos anteriores.

Una de las formas méas habituales de estimar qué fraccion es més biodisponible ha
sido mediante el uso de extracciones secuenciales. Este método permite establecer la
cantidad de metal asociada a cada fase mineraldgica, que a su vez esta relacionada
con la movilidad del elemento®™. Son varios los trabajos que usan el método de
extraccion secuencial para estimar la biodisponibilidad de los metales enlazados en
los sedimentos. Tal es el caso del trabajo de Vicente-Martorell y col. donde realizan un
estudio de contaminacion por metales en muestras de agua, sedimentos y dos

especies de peces para conocer la biodisponibilidad de los mismos y asi estudiar el

2 Yang, Z.; Wang,Y.; Shen, Z.; Niu,J.; Tang, Z. (2009) Distribution and speciation of heavy metals insediments from the

mainstream, tributaries, and lakes of the Yangtze River catchment of Wuhan, China. Journal of Hazardous Materials 166,
1186-1194.
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posible impacto sobre la biota®*?

. Para este estudio emplearon la digestion secuencial
de tres etapas del BCR. En este estudio, los autores encontraron que el Cd, Zny Cu
fueron los elementos mas disponibles de los estudiados. Por otro lado, como resultado
del estudio de la acumulacién de metales en branquias, higado y musculos de dos
especies de peces, encontraron altas concentraciones de Cu y Zn, fundamentalmente
en el higado, encontrandose ademas correlacién entre el contenido del metal en los
tejidos y las diferentes fracciones del metal en agua y sedimento. Por Gltimo, la dorada
muestra correlaciones con los metales en las aguas, mientras que el lenguado se
encuentra influenciado por los sedimentos.

El trabajo de Yang y col. por otra parte, realiza un estudio comparativo de
concentracion de metales en diversas muestras de sedimentos para finalmente
evaluar el posible riesgo potencial de los metales estudiados. Este estudio lo realizan
aplicando un método de digestion secuencial. También en este trabajo el Cd fue el
elemento mas mavil, seguido por el Cu y el Zn. Seguidamente realizan una evaluacion
del riesgo toxicolégico potencial empleando la férmula propuesta por Hakanson®,
concluyendo que los sedimentos estudiados presentan un riesgo bajo y moderado.

En otro trabajo consultado emplean el método de extraccion secuencial propuesto por
Tessier para evaluar la concentracién de metales en sedimentos y peces®**. De
acuerdo al resultado del fraccionamiento, estos autores también encontraron al Zn, Cd
y Cu como los elementos mas biodisponibles, siendo el Ni y el Co los menos
biodisponibles de su estudio. Finalmente, los autores concluyen que las altas
concentraciones de Zn, Cu, Cr y Pb en el pez estudiado se pueden atribuir a la
asociacion de dichos metales a la fraccion biodisponible.

Por dltimo, en el trabajo de Diaz-de Alba y col. se aplica la digestién secuencial para
evaluar la movilidad de los metales en sedimentos de la Bahia de Algeciras®*®. Sin

embargo, en este trabajo el posible efecto sobre organismos acuaticos lo establecen

212 Vicente-Martorell, J.J.; Galindo-Riafio, M.D.; Garcia-Vargas, M.; Granado-Castro, M.D. (2009) Bioavailability of heavy

metals monitoring water, sediments and fish species from a polluted estuary. Journal of Hazardous Materials 162, 823-836.
3 Hakanson, L, (1980) An ecological risk index for aquatic pollution control: a sedimentological. Approach,Water Research
14, 975-1001.

24 gSekhar,K.C.; Chary, N.S.; Kamala, C.T., Suman, D.S.; Sreenivasa, A.S. (2003) Fractionation studies and
bioaccumulation of sediment-bound heavy metals in Kolleru lake by edible fish. Environment International 29, 1001-1008.
215 Diaz-de Alba, M.; Galindo-Riafio, M.D.; Casanueva-Marenco, M.J.; Garcia-Vargas, M.; Kosore, C.M. (2011) Assessment
of the metal pollution, potential toxicity and speciation of sediment from Algeciras Bay (South of Spain) using chemometric
tools. Journal of Hazardous Materials 190, 177-187.
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mediante las comparaciones con guias de calidad, el factor de enriquecimiento, el
indice de geoacumulacién y el factor de contaminacion. De estos estudios concluyen
gue los sedimentos analizados se encuentran en estado pristino, exceptuando el As,
Ni, Cr, Pby Cd.

Por otro lado existen distintos métodos de digestion parcial que permiten estudiar la
biodisponibilidad de los metales desde los sedimentos. Entre los métodos mas
empleados podemos mencionar la digestion total, el agua regia, asi como otros
métodos que emplean el HOAc, HCI, AEDT, ADTP, entre otros.

En el trabajo de Gupta se realiza un estudio de bioacumulacion de diferentes metales
en sedimentos, aguas de rio, y musculos de dos especies de peces utilizando una
mezcla de HNO;, HCIO, y H,S0,™*. Del estudio concluyeron que el Zn fue el metal de
mayor acumulacién en los sedimentos, seguido por el Pb, Cr, Cu y Cd. Por otro lado,
encontraron que la tendencia de la acumulacion de metales en los musculos fue
similar a la hallada en agua y sedimentos, segun el orden Zn> Pb> Cu> Cr> Cd,
indicando que el Zn es el elemento que mas se acumula en sedimentos y musculos.
En el trabajo anteriormente citado también se realizé una evaluacién del riesgo
potencial de los metales evaluados mediante la digestiéon con ADTP, obteniéndose
extracciones significativas para el Cd, Co, Cu, Ni, Pb y Zn, con el siguiente orden de
extraccion Cu> Cd= Pb> Zn> Co> Ni.

Un trabajo menos reciente realiza la extraccién con siete métodos de digestiéon en

2 ) os

muestras de sedimentos y en una especie de bivalvo, Cerastoderma glaucum
métodos estudiados fueron: HOAc 25 %, HCI 10 %, agua regia, HCI 6 M, HNO3; 8 M,
una mezcla de HCI/ HNO3 (10:1) y, por ultimo, la mezcla de HCI, HNOz y HF. En este
trabajo s6lo se encontré correlacion entre el Fe determinado en el sedimento y en el
bivalvo para los métodos de agua regia y HCI 6 M, no siendo significativas las
correlaciones para el resto de los métodos y metales evaluados. Los autores atribuyen
este comportamiento a que los métodos de extraccion no son lo suficientemente

selectivos para las diferentes fases quimicas del sedimento.

216 Arjonilla, M.; Forja, J.M.; Gémez-Parra, A. (1994) Sediment analysis does not provide a good measure of heavy metal

bioavailability to Cerastoderma glaucum (Mollusca: Bivalvia) in confined coastal ecosystems. Bulletin of Environmental
Contamation and Toxicology 52, 810—817.
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Concluyendo, se conocen diversos criterios para evaluar el nivel de contaminacion por
metales en los sedimentos, sin embargo, todos estos criterios se basan en la
determinacion total de los metales. Sin embargo, la concentraciéon total no provee
informacién respecto a la movilidad, biodisponibilidad o toxicidad de los metales en los
sedimentos. Por tanto, es posible que un sedimento contaminado por metales no
manifieste efectos toxicos, dependiendo de los procesos geoquimicos que controlan la
biodisponibilidad del metal en el sedimento®’. Son muchos los trabajos que estudian
la contaminacion por metales en los sedimentos, sin embargo, son pocos los que
relacionan dicha concentraciébn con la posible asimilacion de metales en los
organismos acuaticos mediante el proceso de digestion. Es por ello que a
continuacién se mostraran los resultados de la aplicacion del método de digestion
propuesto en este trabajo en la Bahia de Cienfuegos (Cuba) y el Rio San Pedro en la
Bahia de Cadiz (Espafia), dos zonas de alto interés ambiental.

El primero de los ecosistemas, la Bahia de Cienfuegos, es una de las cinco bahias
mas importantes de Cuba. Representa una de las fuentes de reserva natural mas
significativas de la provincia de Cienfuegos, debido a las actividades pesqueras, el

218219 por estas

transporte maritimo, la industria turistica y los parques naturales
razones, la Bahia de Cienfuegos ha sido explotada intensivamente, provocando un
deterioro ecoldgico entre los que se pueden mencionar la pérdida de la biodiversidad,
desplazamiento de las comunidades benténicas, la reduccion de los niveles de
tamafio y captura de especies marinas comerciales y la erosién de la costa®™. La
bahia es el receptor final de 116 fuentes de contaminacion de las 131 identificadas en
toda la provincia. De estas 116 fuentes, 54 son de origen industrial, 55 de origen
pecuario y 22 de origen domésticas, donde sélo el 47 % de las fuentes reportadas

presentan sistemas de tratamiento eficiente. La carga organica estimada en el 2009

a7 Garcia, C.A.B.; Barreto, M.S.; Passos, E.A.; Alves, J.P.H. (2009) Regional geochemical baselines and controlling factors

for trace metals in sediments from the Poxim River, Northeast Brazil. Journal of the Brazilian Chemical Society 20, 1334-
1342.

218 Alonso-Hernandez, C.M.; Diaz-Asencio, M.; Munoz-Caravaca, A.; Delfanti, R.; Papucci, C.; Ferretti, O.; Crovato, C.
(2006) Recent changes in sedimentation regime in Cienfuegos Bay, Cuba, as inferred from 2°Pb and **¥Cs vertical profiles.
Continental Shelf Research 26, 153-167.

219 Alonso-Hernandez, C.; Perez-Santana, S.; Munoz-Caravaca, A.; Dias-Asencio, M.; Gomez-Batista, M.; Brunori, C.;
Morabito, R.; Delfanti, R.; Papucci, C. (2005) Historical trend in heavy metals pollution in the sediments of Cienfuegfos Bay,
defined by *°Pb and **’Cs geochronology. Nucleus 37, 20-26.
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220 por todas estas razones, se

fue de 15000 Ton de DBO por afio en este ecosistema
comenzd un programa de investigacion del medioambiente para definir las principales
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de la bahia, cuyo conocimiento constituye
la base para el correcto manejo del area®®. Estudios previos realizados en la bahia
demuestran la presencia de metales en sedimentos, aguas y organismos marinos,
siendo identificadas la termoeléctrica, la industria del plastico y las descargas urbanas
las principales fuentes de contaminacién por metales. Entre los mas destacados se
encuentran el V, Zn, Cr, Cd y Pp??%%##1:222,

En el segundo ecosistema, Bahia de Cadiz (Espafia), existen mas de 2000 Has
autorizadas para el cultivo acuicola. EI mayor impacto ambiental de los Ultimos afios
fue debido a la desecacion de alrededor de 5500 Has, con lo cual se perdié la mitad
de la superficie de la bahia interior y ocasiond la corta del Rio San Pedro y la
desecacion de gran parte de su cauce’. Las aguas de este ecosistema bafian parte
del Parque Natural Bahia de C&adiz, importante habitat por tanto, de especies
migratorias de la avifauna y presenta gran diversidad de ecosistemas de transicion
maritimo-terrestre. El cuidado y proteccién de este ecosistema se encuentra recogido
en el Plan Corrector de vertidos, desarrollado por la Junta de Andalucia y por el Plan
de Ordenacién de los Recursos Naturales del Parque Natural Bahia de Cadiz como
zona C de proteccion”®.

Finalmente, los resultados del método propuesto en el presente trabajo seran
comparados con los obtenidos con el método de HOAc 0,11 M, el cual es
ampliamente utilizado en la literatura para estimar la fraccion biodisponible de metales

en sedimentos.

220 Alonso-Hernandez, C.; Perez-Santana, S.; Gomez-Batista, M.; Munoz-Caravaca, A.; Dias-Asencio, M.; Brunori, C.;

Morabito, R. Registros histéricos de acumulacién de metales pesados en los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos, Cuba.
garticulo sin publicar).

Gonzalez, H. (1991) Heavy-metal surveys in sediments of 5 important Cuban bays. Biogeochemistry 14, 113-128.
Gonzélez, H.; Ramirez, M.; Ablanedo, N. (1991) Heavy-metals in fish (Micropogonias-Furnieri) from Cienfuegos bay,
Cuba. Marine Pollution Bulletin 22, 469-471.
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VI.5. Estudio de los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos

VI1.5.1. Caracterizacion de la zona de muestreo y toma de muestras

La Bahia de Cienfuegos se encuentra ubicada en la costa sur de Cuba y se trata de
una tipica bahia de bolsa, con un largo de 22 Km en direccién norte-sur y con un
ancho de 3 Km en direccion este-oeste. Se encuentra unida al mar Caribe por un
estrecho canal cuya longitud es de 3 Km. La presencia de un bajo submarino entre
Cayo Carena y Punta Las Cuevas, divide a la bahia en dos zonas naturales®. La
ciudad de Cienfuegos se encuentra situada hacia el nordeste de la bahia como se

puede observar en la Figura VI.1.
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Figura VI.1. Mapa de la zona de muestreo de la Bahia de Cienfuegos.
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La Bahia muestra composiciones mineraldgicas bien definidas, predominando la
calcita y los filosilicatos en la zona norte, mientras que en la zona sur aparecen
fundamentalmente el feldespato, filosilicato, cuarzo y calcita. Por otro lado, en la zona
cercana a la entrada de la Bahia predomina la dragonita, la calcita magnesifera y la
calcita. Finalmente, podemos mencionar que la mayor parte de los sedimentos de la
bahia estan formados por arcilla y limo-arcilla, por tanto, cabe esperar que la mayoria
de las muestras presenten un alto porcentaje de la fraccién fina®*®.

La Bahia de Cienfuegos recibe, fundamentalmente, el impacto directo de tres fuentes
antropogénicas industriales: la refineria de petréleo y la industria de fertilizantes al
norte; y mas al nordeste la estacién termoeléctrica. La zona sur recibe poco impacto
antropogénico, principalmente por la desembocadura de los rios Caonao y Arimao,
gue arrastran en sus cauces, fundamentalmente, desechos de la agricultura.

Durante los Ultimos afios diversas campafias de muestreo han tenido lugar en la Bahia
de Cienfuegos con el objetivo de evaluar diferentes parametros, entre los que se
encuentran los niveles de concentracion de elementos trazas presentes en sus
sedimentos. Las nueve muestras (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 y C9) escogidas en
esta tesis para la aplicacion del método propuesto se tomaron en una campafa
realizada en el mes enero de 2012. Las mismas se colectaron en zonas cercanas a
fuentes de contaminacion de la Bahia.

La toma de muestras fue realizada por el Centro de Estudios Ambientales de
Cienfuegos. En la toma de muestras se utiliz6 una draga Petersen, recogiéndose
aproximadamente los primeros 10 cm de la superficie del fondo marino. Estas fueron
cuidadosamente seleccionadas para eliminar la presencia de restos de animales y
plantas y preservadas en envases de polietileno a 4° C. Posteriormente, las muestras
fueron trasladadas al Instituto de Ciencia y Tecnologia de Materiales de la Universidad
de La Habana, donde fueron secadas y envasadas para su traslado hacia Céadiz.
Antes de realizar los andlisis, las muestras se tamizaron con tamices de pléstico de 63
pm de diametro de poro y se secaron a 40° C durante 48 horas en estufa.

Posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente.
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VI.5.2. Concentracion total de metales en los sedimentos de Cienfuegos

En primer lugar se caracterizaron las muestras de la Bahia de Cienfuegos mediante el
andlisis de la concentracion total de los catorce metales estudiados en este trabajo. El
método de digestion total utilizado fue una modificacion del EPA 3052, previamente
descrito en el capitulo Il. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas VI.5 y
VL.6.

Tabla VI.5. Concentracién total + desviacién estandar en mg-kg™ de metales en sedimentos de la
Bahia de Cienfuegos, Cuba. Parte I.

Al As Cd Co Cr Cu Fe

Cl |11636%+12 2,79+0,01 0,10+0,01 3,90+0,10 11,2+0,4 11,4+0,1  7532+14
C2 |20067+76 2,60+0,08 0,17+0,01 5,4+0,1 22,4+0,7 20,4+0,3 13057+18
C3 ]26840+76 3,00+0,02 0,30+0,01 8,0+0,1 21,7¢0,4 25,87+0,04 22083+26
C4 120813463 4,67+0,09 0,46+0,02 5,90+0,30 26,4+0,9 26,51+0,04 16676+17
C5 ]23300481 3,23+0,02 0,20+0,01 5,90+0,70 25,14+0,09 31,3+0,2 15559+17
C6 |24227+47 3,70+0,10 0,25+0,01 6,64+0,09 24,6+0,6 36,9+0,7 17612+29
c7 33448+5 3,55+0,02 0,17+0,01 9,72+0,06 18,15+0,09 50,9+0,2 28263+43
C8 |36958+26 4,40+0,10 0,16+0,01 10,46+0,01 2242 38,2+0,3 28025+14
(01°] 49312+7 2,58+0,02 0,14+0,01 8,60+0,20 39,8+0,9 41,9+0,2 3568314

Tabla VI.6. Concentracién total + desviacién estandar en mg-kg™ de metales en sedimentos de la
Bahia de Cienfuegos, Cuba. Parte II.

Li Mn Ni Pb Ti \Y Zn

C1 7,5+0,1 200+4 14,5+0,4 3,6£0,2 599+36  32,1+0,9  39,3+0,7
C2 | 17,1«0,3 155+3 27,7+0,7 4,0+0,1 962+40 54+1 26,5+0,5
C3 | 26,7+0,7 239+1 26,7+0,3 4,6+0,5 1500+4 67,1+0,2 33,6%0,1
C4 | 13,3+0,8 204,0+0,8 57,0+0,5 291 1100+3  70,1+0,3  37,5%0,3
C5 | 19,0+0,5 188+4 32+3 28,8+0,1 1048+26 62+6 42,2+0,5
C6 | 27,4%0,2 249+3 35,2+0,4  14,3+0,7 1160+18 86+3 138+2

C7 |35,57+0,08 297,57+0,04 24,7+0,3 14,7+0,3 1783x2 78,1+0,6  46,9+0,3
C8 | 37,405 579+4 30,16+0,02 26,4+0,2 1752+20 78,9+0,9 54,7+0,8
C9 | 36,6x0,4 704+1 23,9+0,1 15,2+0,2 1687+22 67,5+0,3 52,2+0,1

Como se puede observar en ambas tablas, el Al, Fe y Ti son los elementos
mayoritarios en las disoluciones de los sedimentos estudiadas, mientras que el Mn
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puede considerarse un elemento de concentracion intermedia. El resto de los
elementos se pueden clasificar como traza de acuerdo a su concentracion.

En general, las concentraciones més bajas para todos los metales se encontraron en
la estacion Cl con un menor impacto antropogénico. Cada metal presentd
concentraciones elevadas en diferentes puntos dependiendo de las actividades
desarrolladas en la zona y de la composicion mineralégica del sedimento. En este
sentido las muestras C7, C8 y C9 presentaron los mayores contenidos de Al, Fe, Li,
Mn y Ti, debido a que estas muestras se tomaron en la zona sur de la bahia, en la
cual predominan en su composicién mineralégica los feldespatos v filosilicatos™® (ver
composicion y estructura en el anexo 12). La mayor concentracion de elementos
litogénicos también pudiera estar relacionada con algin aporte adicional de esos
elementos trasladados por los rios que desembocan en esta zona, provenientes de
alturas cercanas. Por otro lado, el Cu present6 altas concentraciones en la zona lo que
puede explicarse igualmente por el aporte de ambos rios, cuyos cauces corren por
conocidos terrenos agricolas cercanos a su paso, siendo el Cu un elemento que se
relaciona con esta actividad al estar presente en los fertilizantes®**.

Los puntos comprendidos entre C3 y C6 muestran las mayores concentraciones para
la mayoria de los metales en la zona norte que comprenden las muestras desde la C1
hasta la C6, especialmente de Ni y Pb. En general, estas mayores concentraciones se
pueden explicar, como se observa en la Figura V.1, porque las muestras antes
mencionadas se encuentran cercanas a la Ciudad de Cienfuegos y a importantes
industrias (como la de fertilizantes, refineria de petrdleo y la termoeléctrica). Los
residuos procedentes de estas actividades no reciben, en algunos casos, el
tratamiento adecuado por ineficiencia de sus sistemas. También afectan esta zona los
vertidos de hidrocarburos y de residuales procedentes del alcantarillado de la ciudad y

de los buques del puerto®®.

3 Rosas, H.; (2001) Estudio de la contaminacién por metales pesados en la cuenca del Llobregat. Tesis doctoral,

Universidad Politécnica de Catalunia.
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VI.5.2.1. Comparacién con otras campafas de muestreo

Comparando las concentraciones totales obtenidas en este trabajo (2012), con
campafias de muestreo realizadas por el mismo centro en los afios 2009 y 2011 se
puede concluir que no existen grandes variaciones en el contenido de metales en las

muestras®**

. Este resultado se puede observar en la Figura VI.2 (a) y (b) donde se
muestran a modo de ejemplo las concentraciones de Cu y Pb respectivamente. El
resto de los resultados se pueden encontrar en el Anexo 7 (a 'y b).

Como se puede observar en las figuras, no se aprecian grandes variaciones en las
concentraciones de los metales en el tiempo, manteniendo un perfil similar para todos
los casos. El Al, Cr, Fe, Li, Mn y Ti muestran un perfil similar al del Cu, siendo
mayores las concentraciones en las muestras de la zona sur, mientras que el resto de
los metales muestran un perfil similar al del Pb, siendo mayores las concentraciones,
generalmente, en los puntos C5 y C6. Estos puntos se encuentran cercanos a fuentes
de emisién antropogénicas, como se mencioné anteriormente. El resultado obtenido
permite pensar que las fuentes de posible contaminacion son estables, no

aumentando significativamente su impacto sobre la bahia en el transcurso del tiempo.

22 pefia-Icart, M.; Mendiguchia, C.; Villanueva, M.; Moreno, C.; Pomares, M. (datos sin publicar).
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Figura VI.2. Comparacion de la concentracion de Cu y Pb en diferentes

campafias de muestreo. (H): 2009, (#): 2011 y (4) 2012.

Finalmente, para evaluar la influencia antropogénica sobre la concentracion de los
metales en los sedimentos estudiados, asi como su posible riesgo toxicolégico para la
biota, se calcularon los Factores de enriquecimiento y el indice de geoacumulacion
para los catorce metales estudiados, asi como se compararon las concentraciones
obtenidas con las propuestas por la guia de calidad de la NOAA. Posteriormente, se
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aplico el método propuesto por el presente trabajo con el objetivo de estudiar la
biodisponibilidad de los metales en la zona y se comparé con los resultados obtenidos
mediante la digestion con el primer paso de la extraccion secuencial del BCR (4cido
acético 0,11 M).

VI.5.2.2. Estimacion del Factor de Enriquecimiento

Como se ha comentado anteriormente, el Factor de Enriquecimiento (FE) permite
obtener el grado de contaminacion antropogénica existente en una zona determinada.
Para ello es necesario realizar la comparacion de los valores de concentracion total
obtenidos con los de un valor de referencia o fondo. De todas las formas establecidas
para calcular dicho valor, en este trabajo se eligieron, para todos los estudios donde
fuera necesario, los valores medios de la corteza superior terrestre reportados por
Rudnick y col. Estos datos son muy recientes y toman en consideracion los estudios

225

realizados previamente sobre este tema“™. En la Tabla V1.7 se muestran los valores

de referencia de los metales en estudio.

Tabla VI.7. Valores medios de
los metales en la corteza
superior terrestre.

Metal  [Metal], mg.kg™

Al 81458
As 4,8
Cd 0,09
Co 17,3
Cr 92
Cu 28
Fe 39177
Li 24
Mn 774,6
Ni 47
Pb 17
Ti 3835
\Y 97
Zn 67

%5 Rudnick, R.L..; Gao, S. (2005) Composition of the continental crust in R.L. Rudnick. The crust. Elsevier.
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Para el céalculo del FE no sélo se debe tener en cuenta la concentracion del metal
determinado en la zona de estudio, sino que este valor debe ser normalizado respecto
a un elemento conservativo, como pueden ser el Al, Fe o Li. En este trabajo no se
utiliza el Al como elemento conservativo debido que los sedimentos de Cienfuegos
tienen abundante fraccién mineralégica de feldespato, sobre todo en su zona sur, y se
plantea en la literatura que estos minerales presentan un tamafio de grano variable,
teniendo aproximadamente la misma cantidad de Al tanto en la fraccion fina como en
la gruesalss. Por tanto, para la evaluacion del FE en las muestras de Cienfuegos, se
eligio al Li como elemento normalizador al considerar que se trata de un elemento
conservativo y que los metales trazas se asocian a los mismos componentes
mineraldgicos que el Li, como son las micas, y minerales secundarios de arcillas™®**%°.
La Figura VI.3 muestra el FE de las muestras de la Bahia de Cienfuegos para todos
los metales estudiados, calculado en cada caso como se describié previamente, asi
como los umbrales correspondientes a las diferentes categorias presentadas en la
Tabla V.1 que fueron representadas en la figura como lineas discontinuas.

Se debe recordar que cuando los valores se encuentran por debajo de 1 se clasifican
los sedimentos como no enriquecidos mientras que cuando el valor se encuentra entre
1> FE > 3, el enriquecimiento es menor. Cuando los valores se encuentran entre 3 -5
o de 5 - 10, se clasifican como muestras de enriquecimiento moderado a

moderadamente severo.
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Figura VI.3. Factor de Enriquecimiento de los metales en los
sedimentos de Cienfuegos. (M): C1, (®): C2, (4): C3, (V): C4, ():
C5, (4): C6, ( ): C7, (®): C8y (x): C9.

Como se puede observar en la Figura V.3, el Al, Co, Cr, Fe, Mn y Ti no presentan
enriquecimiento en ninguna de las muestras analizadas, puesto que su valor es
inferior a 1 para todos los sitios de muestreo segun la escala propuesta por Acevedo

1 En general, el As, Cd, Cu, Ni, Pb y Zn no mostraron enriquecimiento

en su trabajo
significativo en las muestras con algunas excepciones que se describen a
continuacién. Para la muestra C1 y C4 el Cd y el Pb, respectivamente, mostraron un
enriquecimiento moderado (FE entre 3 - 5). Esta Ultima muestra también mostré un
enriquecimiento moderado para el V y moderadamente severo (FE entre 5 - 10) para
el caso del Cd. Esto se debe, posiblemente, a que algunas de las muestras se
encuentran en la zona cercana a las principales industrias de la provincia y la ciudad
de Cienfuegos.

Sin embargo, se puede decir que, de manera general, los sedimentos de Cienfuegos
presentan bajos niveles de enriquecimiento, pues en su mayoria no tienen
enriquecimiento o el mismo es menor, de acuerdo a los grados de contaminacion,

excepto para los casos comentados anteriormente. De esta manera se puede concluir
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gue los sedimentos de Cienfuegos presentan, de manera general, una baja influencia

antropogénica segun el FE empleado.
VI.5.2.3. Evaluacion del indice de geoacumulacion

Se evaluo el indice de geoacumulacion (lge,) para las muestras mediante la ecuacion
VI.2 descrita anteriormente, mostrandose los resultados obtenidos en la Figura V1.4,
junto con los niveles de referencia representados con las lineas discontinuas. En este
caso, se debe tener en cuenta que cuando el Iy, €S menor que cero, la muestra se
clasifica como no contaminada. Por otro lado, cuando se encuentra entre 0 > lge, > 1,
la muestra se encuentra de no contaminada a moderadamente contaminada mientras
gue cuando su valor se encuentra entre 1 > Igeo > 2 la muestra se clasifica como

moderadamente contaminada.
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Figura VI.4. indice de geoacumulacion de los metales en los sedimentos

de Cienfuegos. (H): C1, (®): C2, (4): C3, (¥): C4, (+): C5, (4): C6, ( ):
C7, (#): C8y (%): C9.
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Como se puede apreciar para el Al, As, Co, Cr, Fe, Mn, Ni, Ti y Zn, ninguna de las
muestras evaluadas presentan contaminacion, puesto que tienen valores de lgeo
inferiores a cero. Sin embargo, para el Cd practicamente todas las muestras
mostraron algin tipo de contaminacion, siendo méas acusado en la muestra C4, donde
también se obtuvieron los mayores FE para este metal. Otros metales que
presentaron algun tipo de contaminacion fueron el Pb en la muestra C6 y C4,
apareciendo en esta Ultima también contaminacion por V, probablemente relacionada
con la cercania de la refineria de petréleo. Para las muestras C7, C8 y C9 fueron
varios los elementos que presentaron contaminacion, como el Cd, Cu, Li y Pb. Esto
puede deberse a las escorrentias de los rios Caonao y Arimao, que desembocan en
los puntos C8 y C9, cuyos cauces arrastran aguas residuales provenientes de la
agricultura. Solo la muestra C6 se clasific6 de no contaminada a moderadamente
contaminada para el Zn, coincidiendo con el enriquecimiento menor en esta muestra
para este metal.

Estos resultados son, por tanto, coherentes con los obtenidos por el analisis del FE,
pudiéndose concluir, de manera general y hasta el momento, que el principal efecto de
la accion humana observado sobre los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos es la
acumulacién de Cd y Pb. Sin embargo, las concentraciones de estos elementos, aln
cuando estan enriquecidos en algunos sitios de muestreo, pueden no resultar
perjudiciales para la biota segun las normas que tienen en cuenta el efecto toxico de
los metales. Es por esta razén que a continuacion se procedera a comparar las
concentraciones de los metales en todas las muestras con los establecidos por la guia

de calidad reconocida internacionalmente propuesta por la NOAA™”.

VI.5.2.4. Posibles efectos toxicologicos de los metales sobre la biota

A continuacion se realizard la comparacion de la concentracion de As, Cd, Cr, Cu, Ni,
Pb y Zn con las concentraciones de referencia dadas en la guia de calidad propuesta
por la NOAA, mostrandose los resultados en las Figuras VI.5 a la VI.11, donde se

observa la concentracién de cada metal y sus correspondientes niveles guias
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representados por lineas discontinuas. El resto de los metales no representados en
las figuras no se estudiaron por no aparecer en las guias consultadas.

En primer lugar se puede mencionar que para ninguna de las muestras estudiadas, las
concentraciones de As, Cd, Cr y Pb alcanzaron niveles lo suficientemente altos como
para producir efectos toxicos sobre la biota (por debajo del TEL), a pesar de que el Cd
mostré FE e lg, importante en todas las muestras. Cabe destacar que el Pb es uno de
los elementos que mostré ligero enriquecimiento e Iy, para algunas muestras, sin
embargo, el mismo no constituye un riesgo potencial para los organismos marinos
como se observa en la Figura VI.8. Se debe recordar que el TEL se define como el
nivel de concentracion del elemento o compuesto por debajo del cual no existe riesgo
potencialmente téxico para los organismos vivos. Por otro lado, en la Figura VI.9 se
observa el Zn, el cual se encontr6 entre el nivel de efecto umbral (TEL) y el rango de
efectos bajos (ERL) para la muestra C6, siendo coherente este resultado con el
obtenido en el FE, cuya clasificacion fue la de enriguecimiento menor para esta
muestra. Este hecho demuestra que, aunque existe un aporte antropogénico en la
zona, el mismo no tiene por qué alcanzar niveles perjudiciales para la biota. No
obstante, el conocimiento de la existencia de dichas fuentes permite mantener un
control sobre sus vertidos y de esta manera evitar el aumento del enriquecimiento

debido a la acumulacion temporal.

[As], mg-kg"
F -

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 OC9

Figura VI.5. Comparacion de la concentracion de As con la
guia de calidad de sedimentos NOAA.
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V.6. Comparacion de la concentracion de Cd con la
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[Pb], mg-kg”
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Figura VI.8. Comparacion de la concentracion de Pb con la
guia de calidad de sedimentos NOAA.
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Figura VI.9. Comparacion de la concentracion de Zn con la
guia de calidad de sedimentos NOAA.

Para el Cu, como se puede observar en la Figura VI.10, sélo la muestra C1 estuvo por
debajo del nivel de efecto umbral sobre la biota, mientras que las muestras de la C2 a
la C5 se encontraron entre el nivel de efecto umbral y el nivel de efectos bajos, a

pesar de que los valores de FE e I, no fueron relevantes para las mismas.
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Figura VI.10. Comparacion de la concentracién de Cu con la
guia de calidad de sedimentos NOAA.

Por ultimo, las muestras desde la C6 a la C9 se encontraron por encima del rango de
efectos bajos pero alejadas del nivel de efectos probables como se puede observar en
la Figura V.10. Este resultado es coherente con el obtenido previamente ya que se
observé un enriquecimiento alto para muestra C6, y un lge, de bajo a moderado para
las muestras C7, C8 y C9.

Al analizarse el Ni podemos observar en la Figura VI.11 que soélo la muestra C1 no
presenta riesgo alguno para la biota. Aunque s6lo la muestra C4 superé el rango de
efecto medio, mientras que el resto de los sitios se encuentran por debajo del nivel
con efectos probables sobre la vida acuatica. A pesar de no mostrar FE e lge
considerables, las concentraciones de Ni para la mayoria de las muestras pueden
tener un ligero efecto sobre los organismos vivos, siendo elevado para el caso de la
muestra C4, debiéndose prestar la debida atencion a este hecho por sus posibles

efectos negativos sobre la biota.
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Figura VI.11. Comparacion de la concentracion de Ni con la guia
de calidad de sedimentos NOAA.

En resumen, se puede plantear que las muestras de la bahia de Cienfuegos presentan
bajos indices de contaminacion y enriquecimiento para la mayoria de los metales
estudiados, con excepcion de algunas muestras y elementos. Tal es el caso del Cd,
gue es el metal que mas altos niveles de enriquecimiento presenta de manera general.
Otro ejemplo es el V, que muestra algunos niveles de contaminacion en los
sedimentos C4 y C6, posiblemente por la influencia de la central termoeléctrica y la
refineria de petroleo. Y por ultimo, el Ni, que a pesar de no mostrar elevados valores
de enriquecimiento ni contaminacién, su concentracién en la muestra C4 esta por
encima del nivel de efecto medio, constituyendo un riesgo potencial para la biota,

siendo necesario, por tanto, el seguimiento de la contaminacion por este metal.

VI.5.2.5. Evaluacion de la biodisponibilidad mediante la primera etapa del
BCR

Como se ha comentado anteriormente, la primera etapa del BCR es un método
ampliamente utilizado para evaluar la biodisponibilidad de metales en sedimentos ya

gue disuelve los metales mas mdviles enlazados a la fraccion intercambiable y de
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carbonatos. Por esta razon, se realizé la digestion con este método a los sedimentos
de la Bahia de Cienfuegos. Posteriormente, estos resultados se compararon con los
obtenidos por el método propuesto en el presente trabajo.

Una vez aplicado el método se puede observar que sélo para el Al, Cd, Cr, Fe y Mn se
obtuvo una extraccién por encima del limite de deteccion para todos los sedimentos,
mientras que para el Zn solo la muestra C9 estuvo por debajo del limite de deteccion.
En la Tabla VI.8 se muestran los resultados de la extraccion expresada en porcentajes
de metal extraido respecto del total para todos los metales y muestras evaluados.
Como se puede observar en la tabla pocos metales pudieron ser detectados, y los que
estuvieron por encima del LD tuvieron relativamente bajos porcentajes de extraccion,
excepto el Cd y el Mn en la mayoria de las muestras y el Zn con méas del 50 % en las
muestras C2, C4 y C5. Por tanto, puede considerarse que en general los metales de
los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos presentan baja biodisponibilidad al ser
evaluados por este método. Evidentemente, se puede pensar que los metales se
encuentran asociados a otras fases ademas de la calcita, debido a que el HOAc esta
propuesto para disolver fundamentalmente a este mineral y los metales asociados a
él.

Tabla VI.8. Fracciéon de metal biodisponible seguin el método de HOAc (0,11M) expresada en %
respecto a la concentracion total.

Metal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9

Al 1 1 1 1 1 1 1 1 0,1
As <10 <10 <10 <10 <10 45 <10 <12 <10
Cd 65 89 86 99 102 109 43 45 35
Co <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11
Cr 3 3 2 3 3 3 2 3 0,2
Cu <6 <6 <6 15 <6 <6 9 13 <6
Fe 1 1 1 0,5 1 0,5 4 4 0,2
Li <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1
Mn 67 97 65 46 54 73 73 19 24
Ni <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5
Pb <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Ti <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01
\% <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Zn 12 76 48 52 52 12 27 15 <7
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Por otro lado, segun la movilidad de los metales por el método de HOAc, se puede
concluir que el Cd fue el elemento mas movil, seguido del Mn. En el caso del Cd, a
pesar de su elevada movilidad, la concentracion extraida no representa riesgo sobre
los organismos marinos, debido a que su concentracién total se encuentra por debajo
del nivel umbral en la guia de calidad empleada. Por otro lado, el Zn en la muestra C6
y el Cu en la C4 se encuentran entre el umbral y el nivel de riesgo probable para la
biota, sin embargo, estos metales mostraron baja biosdisponibilidad en estas
muestras, lo que puede indicar que es poco probable que los organismos marinos
sean afectados por estos metales en esas zonas de muestreo. Similar conclusion se
puede obtener para el Cu en las muestras C7 y C8, donde a pesar de estar entre los
niveles de efectos bajos y probables, muestra baja movilidad, encontrandose poco
biodisponible para la biota. Un caso especial es el Ni en la muestra C4, donde su valor
se encuentra por encima del rango de efecto considerable, sin embargo, la movilidad
de este metal fue inferior al 5 %, encontrandose inclusive por debajo del limite de
deteccidn para esta muestra, y por consiguiente se puede esperar que este metal no
constituya un riesgo para los organismos debido a su muy baja biodisponibilidad.

A continuacion se comparan los resultados obtenidos mediante el método de HOAc

con los obtenidos por el método propuesto en la presente tesis.

VI.5.2.6. Aplicacion del método de digestién de HCI (12 horas y 20° C)

Una vez caracterizadas las muestras y evaluada su biodisponibilidad con el método de
HOACc, se aplicd el método de digestion propuesto en este trabajo para conocer la
biodisponibilidad de los metales hacia los organismos marinos mediante la digestion
directa de los sedimentos. Los resultados de biodisponibilidad, asociada a la movilidad
de los metales en cada sedimento se pueden observar en la Tabla VI.9, donde se

muestran los porcentajes de extraccion para los metales estudiados.
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Tabla VI.9. Fraccion de metal biodisponible segin el método de HCI propuesto en el presente
trabajo expresada en % respecto a la concentracion total.

Metal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9

Al 12 9 11 10 10 10 15 14 3
As 49 65 44 59 55 66 31 25 43
Cd 70 96 101 102 104 93 60 38 42
Co 56 55 55 50 47 64 61 73 32
Cr 14 12 10 19 14 16 13 17 365
Cu 65 53 75 100 64 63 71 90 29
Fe 20 16 15 19 16 15 24 26 5
Li 53 23 15 30 21 15 11 11 11
Mn 101 84 71 55 69 82 105 22 27
Ni 35 30 32 43 47 37 31 34 20
Pb 95 100 102 72 39 65 31 27 14
Ti 2 1 1 1 2 1 1 1 1
\% 55 59 67 102 77 83 39 36 25
Zn 37 84 94 83 92 100 61 50 17

En el grupo de los metales mas biodisponibles se ubican el Mn, Cd, Co, Cuy Zn para
la mayoria de las muestras, con porcentajes de extraccidén superiores al 50 %. Los
metales As, Ni, Pb y V mostraron biodisponibilidad intermedia, con un porcentaje de
extraccion de entre 30 — 70 %, excepto el Pb en las muestras C1, C2, C3y C4yel V
en las muestras C4, C5, C6 que mostraron biodisponibilidades mas elevadas.

Como se puede observar, los metales menos biodisponibles de todo el estudio fueron
el Ti, Al, Cr, Fe y Li, con extracciones inferiores al 30 % en la mayoria de las muestras,
aunqgue Li en la muestra C1 resultd ser uno de los mas moviles debido a su posible
asociacion a los 6xidos de manganeso en el sedimento de ese sitio en particular®®.
Notese que en otros sitios no se mantiene esa relacion entre el Li y el Mn. En la Figura
V.17a, se puede apreciar que el Mn en la muestra C1 fue extraido al 100 %, siendo,
por tanto, el metal el mas biodisponible que a su vez puede liberar a otros elementos,

como el Li, que se encuentren asociados a sus compuestos.

226 Kabata-Pendias, A.; Pendias, H. (1992) Trace element in soils and plants, 1% ed. Boca Raton, F1: CRC Press, p. 365.
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Es interesante destacar que en la muestra C9 se obtuvo la menor extraccién para
todos los metales. Este resultado se puede explicar debido a que en la zona sur de la
bahia las fases mineraldgicas predominantes son las mas estables al ataque de
diversos reactivos, como el cuarzo, los filosilicatos y los feldespatos.

Por otro lado, en la zona norte, especialmente para las muestras C4, C5 y C6 se
observaron elevadas movilidades para la mayoria de los metales. En este sentido se
debe destacar el V, cuyos mayores porcentajes de extraccién se obtuvieron en estos
sitios, coincidiendo con las zonas de mayor concentracion total de este metal. El Ni,
aunque en menor medida, también muestra un aumento de la biodisponibilidd en las
mismas zonas que el V. Ambos metales se asocian principalmente a la industria
petrolera, y son estos puntos los que reciben el impacto directo de la termoeléctrica y
de la refineria de petrédleo. Por otro lado, cabria esperar que la movilidad de muchos
metales sea alta porque se trata de una zona donde la fase mineraldgica que mas
abunda es la calcita.

Si se comparan estos resultados de biodisponibilidad con los riesgos toxicologicos
establecidos mediante el empleo de las guias de calidad se pueden observar algunos
hechos a destacar. Tal es el caso del Cd, cuya concentracién total se encuentra por
debajo del nivel umbral, no provocando efectos adversos a la biota, y sin embargo, es
un metal muy biodisponible en el entorno gastrointestinal, siendo practicamente
liberado en su totalidad en las muestras de la C2 a la C6 y pudiendo ser asimilado por
los organismos acudticos de estas zonas. Otro caso a destacar es el del Cu, el cual es
extraido en su totalidad en la muestra C4. Por tanto, todo el metal puede ser liberado
en el estbmago de los peces a través de la digestién de los sedimentos en este sitio y
con ello, producir un efecto para estos organismos. Por otro lado, el Cu en las
muestras C6, C7 y C8 se encontrd entre el rango de efecto bajo y probable, con lo
cual mas del 50 % de este metal se encuentra disponible en el entorno gastrointestinal
de los peces y por tanto, puede ejercer algin efecto negativo. Un caso al que se le
debe dar seguimiento es al Ni en este mismo sitio (C4) debido a que su concentracion
se encuentra por encima del rango de efecto medio. Sin embargo, este metal presenté
una biodisponibilidad intermedia y s6lo se encuentra biodisponible una fraccion inferior

al 50 % del total determinado. Por dltimo el Zn cuya concentracion en la muestra C6
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es superior al nivel umbral e inferior al rango de efectos bajos, se encuentra 100 %
biodisponible los que aumenta la posibilidad de ser asimilado por los organismos y
causar posibles efectos adversos.

Se debe destacar que la Bahia de Cienfuegos no presenta, en general, elevados
niveles de contaminacion, de acuerdo a los diversos criterios que emplean la
concentracion total del metal presente para evaluar la calidad del sedimento. Sin
embargo, la mayoria de los metales, exceptuando a los elementos de origen
litogénicos (Al, Fe, Li, Ti) y el Cr, presentan elevadas disponibilidades mediante la
digestiéon con HCI, lo que facilita la presencia de estos elementos en el interior del
sistema digestivo de los organismos marinos, debido precisamente a los procesos
digestivos que como se ha demostrado en el presente estudio son mejor simulados
por el HClI a las condiciones seleccionadas. Por otro lado, si se evalla la
biodisponibilidad de los metales en los sedimentos mediante el empleo del HOAc al
0,11 M, que corresponde con la primera etapa del BCR, se puede correr el riesgo de
subestimar esta fraccion y se puede arribar a conclusiones menos reales sobre el
riesgo potencial que representan los metales para las especies marinas a partir de la
subestimacién de la fraccion presente realmente en el entorno gastrointestinal de los
peces. En la Figura VI.12 se muestra para el Zn, tomado como ejemplo, el porcentaje
no extraido por el HOAc respecto al obtenido por el método propuesto en la presente
tesis. A continuacién se describe el comportamiento para el resto de los elementos
estudiados. Para el Al, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Ti y Zn, se extrajo, en la mayoria de los
casos, 50 % menos respecto al HCI. Sdlo para algunas muestras y metales se obtuvo
alguna extraccion con HOAc respecto a lo extraido con el método propuesto. Por
ejemplo, el HOAc extrajo el 1 % del total de As extraido por el método de HCI
propuesto en el presente trabajo en la muestra C1 y alrededor de un 30 % de lo
obtenido por el HCI en las muestras C7, C8 y C9. El HOAc extrae cerca de un 20 %
del Cd obtenido con HCI en las muestras C6 y C9, mientras que se extrae alrededor
de un 40 % y 16 % por HOAc respecto al HCI para el Li y el Mn respectivamente.
Finalmente, el Pb y el V fueron lixiviados alrededor de un 20 % con HOACc respecto al
obtenido por el método de HCI propuesto en las muestras C9 y C1 respectivamente.

El resto de los metales se muestran en el Anexo 8.
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Figura VI.12. Porcentaje de Zn no extraido por HOAc respecto a lo
obtenido por el método propuesto.

Por dltimo, el método propuesto completa en buena medida la informacion que se
obtiene al evaluar la contaminacion de los metales en el sedimento con los diversos
criterios, incluida la comparacién con las concentraciones de referencia dadas en las
guias de calidad. Partiendo de la premisa de que el método de digestién empleado en
las guias es el total, se puede no prestar la debida atencién a determinados metales
por encontrarse por debajo del nivel umbral de riesgo téxico. Sin embargo, como se
puede observar, el Cd es un metal, que sin estar clasificado para los sedimentos de la
Bahia de Cienfuegos como potencialmente téxico, es totalmente removido por el
método propuesto en el presente trabajo, pudiendo pasar a través de la digestion
hacia los organismos y participar en procesos de bioacumulacion y biomagnificacion a

través de la cadena tréfica.
V1.5.3. Estudio de los sedimentos de Rio San Pedro

Para estudiar los sedimentos de Rio San Pedro, se siguio la misma metodologia de
andlisis que para los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos. En este caso se realizd
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ademas un analisis de la composicion mineralégica mediante DRX de las muestras
debido a que no se contaba con esta informacion para las estaciones de muestreo.
Posteriormente se analizaron los contenidos totales de los metales, se evaluaron el FE
e lgeo Y S€ cOompararon con las guias de calidad. Finalmente se realiz6 el estudio de
biodisponibilidad con los métodos de la primera etapa del BCR y el propuesto en la
presente tesis.

La zona y puntos de muestreo se muestran en la Figura 1.1 en el capitulo de
pretratamiento de las muestras. En primer lugar se debe recordar que el Rio San
Pedro esta catalogado como un brazo de mar, con una longitud de 12 km. Gracias a la
existencia de una depuradora en una de sus margenes, las aguas residuales urbanas
e industriales no son vertidas en la Bahia de C&diz sin antes haber pasado por un
tratamiento de depuracion de las mismas. Sin embargo, los efluentes procedentes de
las instalaciones acuicolas que se sittan en la parte final del rio, son vertidos a las
aguas de RSP directamente sin tratamiento previo. En su tramo final el rio posee
forma de U. Esta zona tiene poca renovacion de las aguas, producida sélo por las
mareas lo cual favorece la acumulacion de los sedimentos.

El muestreo se realizé en cinco puntos del RSP. El primero se encuentra ubicado en la
desembocadura del mismo, mientras que el segundo punto corresponde a una zona
intermedia, cercana a un pequefio nucleo urbano (poblacion de Rio San Pedro). Por
ultimo, los puntos RSP3, RSP 4 y RSP 5, se encuentran en el tramo final del RSP,
recibiendo los puntos RSP 4 y RSP 5 la influencia de las instalaciones acuicolas. El
punto RSP 3 se sitla proximo a la Ciudad de El Puerto de Santa Maria y en las
proximidades de una carretera con alta densidad de tréfico, sin embargo, en los
puntos RSP 4 y RSP 5 se encuentran el centro de investigaciones y las instalaciones
para el cultivo de la dorada respectivamente.

Una vez muestreados los sedimentos, se envasaron en bolsas de polietileno y fueron
refrigerados hasta su tratamiento previo, descrito en el capitulo Il. El tamafio de

particula al que se aplic6 el método propuesto fue la menor de 63 um.
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VI1.5.3.1. Caracterizacion de las muestras de RSP

En este caso se realizé un estudio de la composicién mineralégica mediante la DRX

de las muestras y posteriormente se analizaron los contenidos totales de los metales.
VI1.5.3.1.1. Composicion mineral6gica de las muestras de RSP

En la Figura VI.13 se muestra el difractograma obtenido para la muestra RSP1 a modo
de ejemplo. El resto de los graficos se pueden encontrar en el Anexo 8.

Como se puede apreciar en la Figura VI.13, las fases mas abundantes en los
sedimentos de RSP, son la calcita y el cuarzo. La composicion mineralégica

semicuantitativa para todas las muestras estudiadas se lista en la Tabla VI.10.
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Figura V.13. Difractograma de la muestra de RSP1. Q: cuarzo, C:
calcita, M: mica y Ma: magnetita
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Tabla VI.10. Composicion mineralégica semicuantitativa de las muestras de RSP. Las
concentraciones estan expresadas como porcentajes.

Muestra Cuarzo Calcita Mica Arcilla  Magnetita  Anortita
RSP1 30 51 15 - 4 -
RSP2 40 52 8 - - -
RSP3 44 52 4 - - -
RSP4 49 16 3 - - 20
RSP5 35 37 9 3 - 3

La fase calcita predomina en las tres primeras muestras de RSP, mientras que el
cuarzo es superior en la muestra RSP4. Como se ha comentado anteriormente se
pudiera esperar que, en aquellas muestras con elevados contenidos de calcita, los

metales sean mas biodisponibles.

VI1.5.3.1.2. Concentracion total de metales en las muestras de RSP

Siguiendo la misma metodologia de estudio empleada para los sedimentos de la
Bahia de Cienfuegos, inicialmente se realiz6 el andlisis de la concentracion total de los
catorce metales evaluados en los cincos puntos de muestreo de Rio San Pedro, cuyos
resultados se pueden observar en la Tabla VI.11.

En los sedimentos de RSP, el Al, Fe y Ti se clasifican como elementos mayoritarios,
mientras que el As, Cd, Co, Cr, Li y Pb son elementos traza en la muestra. El resto,
Cu, Mn, Ni, V y Zn son elementos de concentracién media. Se puede observar en la
tabla que, de manera general, las mayores concentraciones de los metales se
encontraron en las muestras RSP4 y RSP5, asi como en la muestra RSP1 para el Cd,
Cr, Cu, Ni, Ti, V y Zn. Se debe recordar que las muestras RSP4 y RSP5 reciben
influencia de las instalaciones acuicolas y, debido a la poca renovacién de las aguas,
los sedimentos tienden a asentarse y, por tanto, a acumularse los metales en el

tiempo.
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Tabla VI.11. Concentracién total + desviacion estandar expresadas en mg-kg™ de las muestras
en la fraccion de 63 pm de Rio San Pedro, Cadiz.

Metal RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5
Al 1162+78 5643+30 3008+17 346019 3490+84
As 10,2+0,1 13,0+0,4 13,6+0,5 15,6+0,2 15,0+0,4
Cd 3,1+0,8 1,77+0,08 1,2+0,2 1,06+0,01 1,10+0,03
Co 10,3+0,9 13,1+0,1 13,6+0,2 15,6+0,2 15,0+0,2
Cr 2412 9,4+0,1 18,9+0,6 18,3+0,8 17,7+0,1
Cu 110+2 341 331+2 355+1 300+9
Fe 298+25 341+23 553+18 605+4 595+7
Li 20,0+0,1 21,0+£0,4 30,0+0,2 40,0+0,8 40,0+0,3
Mn 352+20 527+10 372+12 360+3 322+3
Ni 633+20 110+19 34516 357+5 35310
Pb 201 31+3 36,0+0,9 32+2 24+0,2
Ti 5111+1 3302+1 5004+1 45501 48851
\% 165+8 115+7 34010 359+15 353+14
Zn 149+15 93,6+1 143+2 138+2 130+2

La muestra RSP1 situada a la entrada del rio en las aguas de la Bahia de Cadiz,
pudiera presentar altas concentraciones de algunos metales debido a las actividades
antropogénicas de la zona, entre las que se destaca la presencia de astilleros.

A continuacién se comparo la concentracion obtenida en los sedimentos del RSP en el

afio 2010 con otras camparias de muestreo realizadas en 1997, 1998 y 1999°%.

VI.5.3.1.3. Comparacion con otras campafias de muestreo
La Figura VI.14 muestra la distribucién espacial y temporal de las concentraciones de

Cu a modo de ejemplo para las diferentes muestras. El resto de los metales se
pueden encontrar en el Anexo 10. El estudio comparativo, en particular, se realizd

227 Pefa-Icart, M.; Mendiguchia Martinez, C.; Villanueva Tagle, M.; Pomares Alfonso, M.; Moreno Aguilar, C. Extraction of

metals from marine sediments by simulating the conditions of the digestive systems of aquatic species. Comparison with
Acid acetic methods. (En preparacion)
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para la fraccion inferior a 500 pm por ser el tamafio de grano utilizado en los estudios

previos realizados en esta zona'*??®

. No se compararon al As, Cd, Li y V por no
encontrarse datos de estos metales en los muestreos anteriores.

El primer resultado que podemos destacar es que se observé el mismo patrén de
comportamiento en los diferentes sitios para las cuatro campafias, tanto para el 2010,
como para las muestras de afios anteriores, obteniéndose las mayores
concentraciones en las muestras RSP3, RSP4 y RSP5 y las menores en las muestras
RSP1 y RSP2. Por otro lado, se debe destacar que la concentracion de los metales no
mostré grandes variaciones entre los diferentes afios de muestreo, aunque se
observan algunas excepciones como el caso de la concentracion de Cu para 1997 que

fue superior a las obtenidas en el resto de los muestreos en el punto RSP5.
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Figura VI.14. Comparacion de la concentracion de Cu en diferentes
campafas de muestreo. (H): 1997, (@): 1998, (4): 1999 y (¥): 2010.

228 Pefa-Icart, M.; Mendiguchia Martinez, C.; Villanueva Tagle, M.; Moreno Aguilar, C.; Pomares Alfonso, M. Spatial and

temporal evaluation of metals in marine sediments originated from aquaculture effluents in Puerto Real, Spain. (En
preparacion)
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VI1.5.3.1.4. Estimacion del Factor de Enriquecimiento

Al igual que en el caso de la Bahia de Cienfuegos, para la estimacion del FE se utilizd
el Li como elemento referente, utilizando la ecuacién VI.1 y los valores de la corteza
mostrados en la Tabla VI.7. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura
VI.15, donde se muestra el FE para todos los metales en las cinco muestras

estudiadas.
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Figura VI.15. Factor de Enriquecimiento de los metales en los
sedimentos de Rio San Pedro. (W): RSP1, (®): RSP2, (&): RSP3,
(¥): RSP4y (#): RSP5.

Observando dicha figura se puede mencionar que el Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn y Ni no
mostraron enriquecimiento en ninguna de las muestras, reflejandose en que dicho
factor se encontr6 por debajo de 1 en todos los sitios. EI Cd es el elemento mas
enriquecido de manera general en todas las muestras. Particularmente, presenté un
enriquecimiento muy severo en la muestra RSP1, severo en las muestras RSP2 y
RSP3 y moderadamente severo en las muestras RSP4 y RSP5. En las muestras

RSP1 y RSP3 los elementos As, Pb, Ti, V y Zn mostraron un enriquecimiento menor.
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En la muestra RSP2, ademas de los metales antes mencionados como no
enriquecidos, también se incluye el Ti, mientras que el Pb, V y Zn presentan un
enriquecimiento menor. Por (ltimo, para el As en esta misma muestra, se observa un
enriquecimiento moderadamente severo. Cuando se analiza la muestra RSP4 se
observa que, ademas de los metales Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn y Ni, el Ti no muestra
enriquecimiento alguno, mientras que el As, Pb, V y Zn presentan un enriquecimiento
menor, debido a que el valor de FE cumple con la condicién 1 < FE < 3. Al analizarse
la muestra RSP5 tampoco se observa enriquecimiento para el As, Ti y Zn, mientras
que el Pb y el V presentan un enriquecimiento menor. Si se comparan estos
resultados con los obtenidos para los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos, se
puede constatar que los sedimentos de Rio San Pedro presentan niveles superiores
de contaminacién respecto a las muestras cubanas. Esto puede deberse a la baja
renovacion de las aguas del RSP, provocando el asentamiento de los sedimentos y la

acumulacién de los metales.

En resumen puede decirse que el sedimento RSP1 muestra enriquecimientos
moderados para algunos metales, lo que conduce a pensar que, de acuerdo a su
ubicacién, estos niveles pueden deberse probablemente a una fuente procedente de
la Bahia de Céadiz y no de las actividades acuicolas ubicadas dentro del propio RSP.
El Cd, también presento elevados niveles de enriquecimiento a lo largo de todo el rio,
por lo que resulta dificil identificar una Unica fuente de contaminacion para este metal

en la zona.
VI.5.3.1.5. Evaluacion del indice de geoacumulacion

Como se hizo en el caso de la Bahia de Cienfuegos, se realiz6 la evaluacion del Iy,
para las muestras de RSP tomando como referencia para su interpretacion y
clasificacion la Tabla V.2 de la introduccion. En la Figura VI.16 se muestran los
resultados de lge, Obtenidos para todas las muestras y metales evaluados.

Analizando los resultados se puede observar que para ningln punto de muestreo se

encontré contaminacion de Al, Co, Cr, Fe, Mn, Ti y V debido a que los valores de lgeo
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de todas las muestras fueron menores que cero. Nuevamente el Cd mostré elevados
niveles para todas las muestras analizadas, con un enriquecimiento de moderado a
fuertemente contaminado para las muestras RSP2, RSP3, RSP4 y RSP5, mientras
gue para la muestra RSP1 estuvo en el rango de fuertemente a extremadamente
contaminado. En la muestra RSP1 el As y el Li no mostraron contaminacion, mientras
que el Pb y el Zn se encuentran en el rango entre no contaminado a moderadamente
contaminado. En el caso del Cu y del Ni los valores de concentracién se encontraron

entre moderadamente contaminado y fuertemente contaminado respectivamente.
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Figura VI.16. Indice de geoacumulacién de los metales en los
sedimentos de Rio San Pedro. (M): RSP1, (®): RSP2, (&): RSP3,
(¥): RSP4y (®): RSP5.

Cuando se analiza la muestra RSP2 se encontraron las concentraciones de Li, Zny
Cu no contaminadas, el Ni y el Pb se encuentran en la categoria de no contaminados
a moderadamente contaminado, y el As se clasificO de moderado a fuertemente
contaminado. Ademas del Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn y Ni, el Li es otro de los metales no
contaminados en la muestra RSP3, mientras que el As y Zn presentaron niveles entre
no contaminado a moderadamente contaminado. El Ni muestra valores de moderado

a fuertemente contaminado mientras que el Pb se clasifica como de no contaminado a
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moderadamente contaminado. Por otro lado, al igual que ocurrié para el Cd, en esta
muestra RSP3, se encuentra fuertemente contaminada en Cu. Por otro lado, en la
parte més interna del rio, en la muestra RSP5, el Li, Pb y Zn fueron otros metales que
no mostraron contaminacion, encontrandose en el rango de no contaminado a
moderadamente contaminados para la muestra RSP4. Por ultimo, el Ni y el Cu fueron
los metales mas contaminados en las muestras RSP4 y RSP5 después del Cd. El Ni
se encontr6 de moderado a fuertemente contaminado para la muestra RSP4 y
moderadamente contaminado para la muestra RSP5. Nuevamente se ve la influencia
de los cultivos acuicolas en la zona, obteniéndose los niveles mas altos de Cu y Ni en
las muestras cercanas al centro de investigaciones y de la granja acuicola. Esto unido
a la escasa renovacion de sus aguas que favorece el depdésito de materia fina, permite

la acumulaciéon de metales en esta zona del rio.

Una vez evaluado el grado de contaminacién de la zona y con el objetivo de analizar
los posibles riesgos toxicos para los organismos vivos se compararon las
concentraciones de los metales en todas las muestras con los establecidos por dos de

las guias de calidad reconocidas internacionalmente, las propuestas por NOAA®17,

VI.5.3.1.6. Posibles efectos toxicoldgicos de los metales sobre la biota

Como se hizo anteriormente, se realiz6 la comparacion de la concentracion sélo de
As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn con ambas guias de calidad puesto que para el resto de
los metales no existen valores establecidos en esas guias consultadas. Los resultados
se muestran en las figuras VI.17 a la VI.23, donde se puede observar la concentracion
de cada metal y sus correspondientes niveles guias, mostrados en lineas
discontinuas.

Como se puede observar en la Figura VI.17, sélo el Cr mostré valores de
concentracion por debajo del umbral del nivel de efecto en todas las muestras'’’. Este
resultado coincide con el obtenido para este elemento con el FE e lg,, lOos que

indicaron ausencia de contaminacion en todas las muestras analizadas.
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Figura VI.17. Comparacion de la concentracion de Cr con

la guia de calidad de sedimentos NOAA.
Para el Cd, representado en la Figura VI.18, las muestras RSP1 y RSP2 mostraron
contaminacion por encima del nivel de efectos bajos pero por debajo del nivel de
efectos probables, siendo mayor la contaminacion en la muestra RSP1. Este resultado
coincide con el hecho de que la muestra RSP1 mostr6 el valor més elevado de FE de
todas las muestras estudiadas, asi como el mayor lg, de todos los metales analizados
en dicha muestra. Para el resto de las muestras se encontré por debajo del rango de

efecto probable.
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Figura VI.18. Comparacion de la concentracion de Cd con
la guia de calidad de sedimentos NOAA.
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De esta manera se puede decir, que el Cd, en las muestras de RSP, constituye un
riesgo potencial mayor para la biota existente en el rio que las muestras de la Bahia
de Cienfuegos.

En el caso del As, como se puede apreciar en la Figura VI.19, todas las muestras
estuvieron por encima de la concentracion del nivel de efecto bajo, pero alejadas del
nivel de efecto probable. Sin embargo, la muestra RSP5 no mostrd enriquecimiento
alguno y la muestra RSP1 se clasifico como no contaminada de acuerdo a su lgeo. Al
compararse estos resultados con los obtenidos en Cienfuegos, se puede observar que
para el As, nuevamente el RSP muestra valores de concentracién superiores,
pudiendo provocar posibles efectos adversos para los organismos, debido a que, a
diferencia de lo que ocurre en Cienfuegos, las concentraciones estan por encima del

nivel de efecto bajo en estos sedimentos.
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Figura VI.19. Comparacion de la concentracion de As con
la guia de calidad de sedimentos NOAA.

El Cu es uno de los metales que muestra mayor riesgo potencial de efectos adversos
sobre la biota. Si se observa la Figura VI.20 se puede notar que todas las
concentraciones se encuentran por encima del nivel umbral dado en la guia de calidad
de la NOAA. Sélo la muestra RSP2 se encontrd por debajo del rango de efecto
biolégico probable, encontrandose la muestra RSP1 muy cercana al mismo. El resto

de las muestras presentaron concentraciones de Cu por encima del nivel de efectos
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biolégicos considerables. En este caso también se habian encontrado valores de

enriquecimiento e lge, altos indicando un posible aporte en la zona que puede llegar a

ser perjudicial para los organismos.
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Figura VI1.20. Comparacion de la concentracion de Cu con

RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5

la guia de calidad de sedimentos NOAA.

Todas las muestras analizadas para el Ni se encontraron por encima del nivel de

efecto bioldgico considerable, por tanto, se le debe prestar especial atenciéon a este

metal y sus posibles fuentes de contaminacién, sobre todo en la muestra RSP1, que

present6 ademas un alto lge,. LOS resultados para Ni se pueden apreciar en la Figura

VI1.21.

Cuando se comparan los niveles de contaminacion de Ni entre Cienfuegos y RSP. Se

puede decir, de manera general, que los sedimentos del segundo ecosistema se

encuentran notablemente mas contaminados para este metal que los de la Bahia de

Cienfuegos de manera general.
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Figura VI.21. Comparacion de la concentracion de Ni con la
guia de calidad de sedimentos NOAA.

Para el Pb, Figura VI.22, las muestras RSP1 y RSP5 no muestran concentraciones
gue puedan causar efectos bioldgicos para los organismos marinos, mientras que el
resto se encontré por encima del umbral y por debajo del nivel de efectos bioldgicos
bajos, y tampoco representa grandes peligros para la biota. Ya se habian observado
enriquecimientos bajos para este metal en todas las muestras, asi como valores de
lgeo inferiores a cero que lo clasifican como sedimento no contaminado por Pb, excepto
en RSP3 que presentd una concentracion entre no contaminado a moderadamente
contaminado.

Nuevamente, los sedimentos de RSP presentan mayor grado de contaminacion de Pb
gue los evaluados en la Bahia de Cienfuegos. Esta diferencia puede deberse en parte,
a que se trata de dos ecosistemas marinos muy diferentes en cuanto a movimiento y

renovacion de sus aguas.
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Figura VI.22. Comparacién de la concentracion de Pb con
la guia de calidad de sedimentos NOAA.

Para el Zn s6lo la muestra RSP2 se encontrd por debajo del umbral coincidiendo con
la ausencia de contaminacién en este punto, segun los criterios previamente
revisados. Sin embargo, para el resto de las muestras la concentracion se encontré
entre el nivel umbral y el nivel de efectos biol6gico bajo. Este resultado se puede
observar en la Figura VI.23, donde se muestra las concentraciones del Zn en todos los

sitios de muestreo y los valores umbral y del rango de efecto bajo.
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Figura VI.23. Comparacion de la concentracion de Zn con

la guia de calidad de sedimentos NOAA.
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En resumen, las muestras de RSP presentan un considerable FE e Iy, para algunos
metales como el Cd, Cu, Ni y As, aunque soélo representan niveles de efectos
biolégicos probables y en algunos considerable el Cd, Cu y Ni. Por tanto, se le debe
prestar especial atencion a la contaminacién por estos metales en los sitios

analizados.

VI.5.3.1.7. Evaluacion de la biodisponibilidad mediante la primera etapa
del BCR

En primer lugar se evalué la biodisponibilidad utilizando la primera etapa del método
BCR. En este caso solo el Al, Cd, Co, Cr, Mn, Ni y Zn fueron detectados por encima
del limite de deteccion. Todos los metales detectados presentaron biodisponibilidades
muy bajas, menores al 15 % de manera general, excepto el Mn, que presentd
extracciones por encima del 64 %. Se pudiera concluir por tanto, que muy poca
cantidad de metal se encuentra asociada a las fases de carbonatos e intercambiable,
debido a que el HOAc esta propuesto para disolver estas fases fundamentalmente.

Si se tiene en cuenta la movilidad de los metales por el método de HOAc se puede
observar que el Mn es el elemento mas biodisponible, con extracciones superiores al
65 % seguido por el Co (10 %) y el Zn (6 %), mientras que los menos maviles de los
elementos detectados fueron el Al (0,1 %) y el Cd (2,6 %).

Por otra parte, a pesar de clasificarse los sedimentos de RSP como contaminados
para algunos metales, por ejemplo el Cd, los mismos no constituyen un riesgo
biol6gico debido a su baja biodisponibilidad. En la Tabla VI.12 se muestran los
resultados de la extraccion expresada en porcentajes para todos los metales y

muestras evaluados.
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Tabla VI.12 Fraccion de metales biodisponibles segin el método
de HOACc expresada en % respecto al total.

Metal RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5
Al 7,4 0,1 2,3 2,6 2,4
As <9 <9 <9 <9 <9
Cd 2,6 6,1 6,9 8,7 6,8
Co 14,1 16,2 10,7 23,1 17
Cr 0,6 15 0,9 0,9 0,7
Cu <6 <6 <6 <6 <6
Fe <10 <10 <10 <10 <10
Li <1 <1 <1 <1 <1
Mn 68 65 84 104 84
Ni 0,7 4 1 1 1
Pb <3 <3 <3 <3 <3
Ti <01 <01 <01 <01 <01
\Y <2 <2 <2 <2 <2
Zn 6 15 12 8 6

Si se toman en cuenta los valores de referencia dados en las guias de calidad de los
sedimentos se puede plantear que a pesar de que el As, Cu y Pb presentaron
concentraciones en algunos casos elevados y de riesgo potencial importantes, estos
metales no fueron extraidos en ninguna de las muestras analizadas, lo que sugiere
gue no constituyen riesgo alguno para la biota. Similar analisis se puede realizar para
el Ni, que presenta en todas las muestras riesgos potenciales de dafios, sin embargo,
tiene bajas movilidades con el método de HOAc. Este hecho permite concluir que el Ni
tampoco constituye un riesgo para los organismos acudticos, a pesar de las
concentraciones totales encontradas. Una conclusion analoga se puede mencionar
para el Zn para los cinco puntos evaluados.

En comparacién con los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos se puede observar
que el Al, Co y Ni fueron méas biodisponibles en RSP que en los sedimentos del
ecosistema cubano. Sin embargo el Cd, Cr, Fe y Zn mostraron mayor biodisponibilidad
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en los sedimentos de Cienfuegos. Solo el Mn mostré movilidades similares en ambos

ecosistemas mediante el empleo de la primera etapa del método BCR.

VI1.5.3.1.8. Aplicacion del método de digestion de HCI (12 horas y 20° C)

Una vez caracterizadas las muestras respecto a su contenido total y biodisponible con
HOACc, se aplicd el método de digestion propuesto en este trabajo para conocer la
biodisponibilidad de los metales hacia la biota mediante la digestion directa de los
sedimentos. Los resultados de biodisponibilidad, asociada a la movilidad de los
metales con HCI en cada muestra, se pueden observar en la Tabla VI.13. Los metales
mas biodisponibles fueron el Al, As, Co, Mn, Pb y Zn, con porcentajes de extraccion
superior al 50 % para el Mn y el Pb, mientras que para el resto se extrae entre un 20y
un 50 %. Los menos biodisponibles fueron el Cd, Cr, Cu, Fe, Li, Ni, Ti y V, con
extracciones menores al 25 %, exceptuando el Cu en la muestra RSP2 con un 42 %.
Para la mayoria de los metales la biodisponibilidad fue similar en todas las muestras
evaluadas, probablemente debido a la similitud de su composicion mineraldgica,
excepto algunas excepciones, como por ejemplo el Cu, Fe y V en las muestras RSP1
y RSP2, y el Mn en la zona final del rio. La baja movilidad de los metales en los
dltimos puntos de muestreo, fundamentalmente en las muestras RSP4 y RSP5,
coincide con la menor concentracion de calcita encontrada de todas las muestras
estudiadas, pudiendo este factor estar contribuyendo a la poca biodisponibilidad de los
mismos.

Es importante sefialar que los elementos Cu y Ni resultaron ser los menos
biodisponibles para las muestras de RSP. Esto disminuye la posibilidad de riesgo para
los organismos vivos, a pesar de que la mayoria de las muestras evaluadas se

encontraban por encima del rango de riesgo bioldgico considerable.
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Tabla VI.13 Fraccion de metales biodisponibles segin el método
de HCI propuesto expresada en % respecto al total.

Metal RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5
Al 54 24 46 42 47
As 30 32 37 24 25
Cd 3 5 9,6 11 5
Co 40 34 33 37 28
Cr 6 14 9 8 9
Cu 17 42 5 4,8 5,8
Fe 17 25 10 5 5,6
Li 20 20 13 10 10
Mn 80 64 95 112 99
Ni 1 5 2 2 2
Pb 61 54 53 47 54
Ti 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
\% 15 19 7 6 7
Zn 17 29 26 19 20

Por otro lado, los porcentajes de extraccidon con el método propuesto son superiores
para el Al, As, Co, Cr, Cu, Li, Ti, V y Zn respecto a la primera etapa del BCR, mientras
que para el Fe fue inferior y para el Cd, Mn y Ni fueron similares. Se debe recordar
gue el método con HOAC esta propuesto para la disolucién de los carbonatos y la fase
intercambiable, mientras que el HCI ataca ademas los Oxidos de Fe y Mn gracias a su
propiedad reductora®. Por tanto, se puede concluir que al aplicarse el estudio con la
primera etapa del BCR se puede subestimar la fraccion real que puede ser disuelta en
el entorno gastrointestinal de los peces, y de esta manera, arribar a conclusiones
erroneas. Este resultado se demuestra ademas en la Figura V1.24 donde se describe

el porcentaje de Zn no extraido por el método de HOAc respecto al HCI.
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Figura VI.24. Porcentaje de Zn no extraido por HOAc respecto a
lo obtenido por el método propuesto.

Al compararse las biodisponibilidades de los metales en los sedimentos de la Bahia de
Cienfuegos con los del Rio San Pedro, se puede concluir que el As, Cd, Co, Cu, Fe,
Ni, Ti, V 'y Zn son mas moviles en las muestras del ecosistema cubano, conllevando
un mayor riesgo para los organismos marinos. Solo el Cr, Li, Mn y Pb presentan
movilidades similares en ambos ecosistemas, mientras que el Al se encuentra mas
biodisponible en los sedimentos de RSP. Por tanto, a pesar de encontrarse los
sedimentos de RSP mé&s contaminados conllevan menor riesgo para los organismos
marinos que los de la Bahia de Cienfuegos, al presentar los metales menores
movilidades y encontrarse los metales menos asequibles para la biota.

Por otro lado, si se comparan las concentraciones extraidas por ambos métodos
parciales (HOAc BCR y el de HCI propuesto en la presente tesis) con los valores de
posible riesgo ecotoxicoldgico propuesto por la NOAA, se observa en primer lugar que
el método de HOAc del BCR extrae menor cantidad que el propuesto en este trabajo,
con lo cual, se puede correr el riesgo de subestimar el riesgo real que pudiera
representar ese metal en el entorno gastrico de los organismos marinos. Por otra
parte, a pesar de presentar los metales totales riesgo en alguna medida en ambos

ecosistemas, pueden no constituir realmente un peligro, debido a que presentan
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biodisponibilidades por debajo de los niveles umbral o de efectos bajos

fundamentalmente. En la Figura VI.25 se puede observar el As como ejemplo.
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Figura VI.25. Comparacién de las concentraciones biodisponibles
(extraidas con HCI propuesto en esta tesis y el HOAc) y total con los
valores de calidad propuestos por la NOAA.
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En la (Figura VI.25) se muestran las concentraciones biodisponibles del As obtenidas
por el método del Acido Acético y el propuesto en esta tesis con HCI, junto a las
concentraciones totales, tanto para los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos (Figura
VI.25 a) como para los sedimentos del Rio San Pedro (Figura VI.25 b). En ambos
casos también se incluyen los valores de la guia de calidad de sedimentos para este
elemento. En los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos (Figura VI.25 a) ambas
concentraciones, la total y la biodisponible obtenida con HCI, se encuentran por
debajo del nivel umbral (TEL); mientras que la extraida con el HOAc no se representa
por estar debajo del limite de deteccion. Por tanto en los sedimentos de la Bahia de
Cienfuegos la evaluacion de riesgo téxico conduce a resultados similares,
independientemente del tipo de digestion del sedimento empleada, ya que tanto la
cocentracion total como ambas biodisponibles son inferiores a la concentracion del
TEL.

Un andlisis similar en el RSP no conduce a las mismas conclusiones. En este caso,
las cinco muestras estudiadas mostraron concentraciones totales de As por encima
del rango de efectos bajos (ERL). Sin embargo, ambas concentraciones
biodisponibles se encontraron por debajo del umbral de efecto probable (TEL). Por
tanto, si se evalla el riesgo toxico del As segun NOAA, se concluye que en el RSP
existe cierta probabilidad de que aparezcan efectos adversos sobre la biota, lo que
requiere cierta atencién en el control de este metal. Por el contrario, si se compara la
fraccién de ese As biodisponible, que directamente puede pasar al entorno géstrico
del pez cuando este ingiere particulas del sedimento, se concluye que no existe riesgo
de dafio ya que esta por debajo del TEL y no debe constituir un riesgo para los
organismos marinos. Aunque, nuevamente se subestima dicha fraccién biodisponible
con el empleo del HOAc, también sucede que la evaluacién de riesgo téxico usando
esta concentracion biodisponible conduce al mismo resultado, es decir, tampoco debe
producirse dafo, ya que ambas cocentraciones biodisponibles estan por debajo del
TEL. Estas dos conclusiones bien diferentes respecto a la posibilidad de aparicion o
no de dafios a la biota, cuando se compara la concentracion total del As presente en

el sedimento o su fraccién biodisponible con las guias de calidad de sedimento, resulta
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interesante e indica la conveniencia de continuar estudios en esta direccion. Similares

resultados se obtienen para algunos de los otros elementos estudiados.

Finalmente, se puede concluir que si se utiliza el método de HOAc (BCR) para estimar
la fraccién biodisponible en el entorno géastrico de los organismos marinos, se corre el
riesgo de subestimar la fraccion real que puede pasar a través de la digestion directa
de sedimentos hacia dichos organismos. El empleo del método propuesto en el
presente manuscrito, sin embargo, da una aproximacién mas real de la concentracion

gue se digiere en el entorno gastrico de las especies marinas.
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Los parametros del pretratamiento de la muestra tiempo de tamizado y
tamafio de particula del sedimento juegan un papel fundamental en la
concentracion total de los metales presentes en la porcién de ensayo que se
analiza. Los mejores resultados se obtuvieron con diez minutos de tamizado
mecéanico en humedo independientemente de material del tamiz utilizado.

En las cinco muestras de Rio San Pedro evaluadas se observd mayor
concentraciéon de As, Cd, Co, Cr, Cu, Li, Mn, Ni, Pb, Ti, Vy Zn en la fraccion
del sedimento con didmetro de particula menor a 63 um, debido a que el area
especifica de contacto entre el sedimento y el medio natural aumenta
significativamente cuando la muestra esta constituida por particulas pequefias
y se retiene asi mayor cantidad de metales. Sin embargo, la concentracién del
Al y el Fe fue mayor en la fraccion con tamafo de grano entre 63 y 500 pm,
debido fundamentalmente a la presencia en esta fraccion de minerales

detriticos, tales como el cuarzo donde pueden asociarse estos elementos.
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El factor que mayor influencia tuvo en la extraccion hacia la fase acuosa de
metales presentes en el sedimento fue el pH. Es necesario un pH = 1 para
extraer todos los metales estudiados. Un incremento a pH = 2 limita la
extraccion sélo al Li, Mn, Tiy V.

La temperatura fue el segundo factor que mayor influencia tuvo en la
extraccion de metales del sedimento. La méaxima extraccion se obtuvo a 40°
C.

Los elementos mas mdviles, y por tanto, mas biodisponibles utilizando el
método del HCI fueron el Cd, Co y Mn debido a que fueron extraidos
completamente, seguidos por el Cu y Zn. Los elementos menos moviles
fueron el Al y el Ti, con una extraccion inferior al 5 %.

Con el método del HNO; se obtuvieron mayores porcentajes de extraccion
para el As, Cu, Fe, Pb y Zn en comparacion con el método del HCI, y menores
porcentajes para el Cry el V. En el primer caso las diferencias se asociaron
con la accion oxidante del HNO; que podria disolver parte de la materia
organica y por consiguiente, los metales enlazados en la misma. En el
segundo caso la accion complejante del ion CI podria tener una mayor
influencia en el proceso de extraccion.

La extraccion con HOAc al 25 % fue siempre menor que la obtenida con el
método del HCI excepto para el Cd que fue extraido en igual proporcion por
ambos métodos. En todos los casos el HOAc al 25 % extrajo mayor cantidad
de metales que la primera etapa del método del BCR.

El método del HCI es el mas adecuado para simular las condiciones digestivas
de los organismos marinos mediante el uso de reactivos quimicos debido a
dos razones principales: es el acido presente naturalmente en el sistema
digestivo y, ademas, se demostré que los métodos basados en el HNO; y
HOAc sobreestiman o subestiman, respectivamente, los contenidos de
algunos metales.

La extraccion con el método de la pepsina (en presencia de HCI pH = 1)

mostré comportamientos similares a los obtenidos con el método del HCI, lo
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gue demuestra que el efecto del pH del medio es mas importante que la
accion enzimatica durante el proceso de digestion de los sedimentos.

La concentraciéon de metales extraidos con el método de la tripsina/NaOH pH
= 7,8 fue menor que la obtenida por el método de HCI, demostrando que la
fase fundamental de la extraccion de metales presentes en los sedimentos
durante el proceso digestivo ocurre principalmente en el estbmago, debido a
los bajos pH de esa zona, y por tanto, la tripsina no juega un papel principal
en el proceso.

Durante la digestion continua mediante la pepsina y posteriormente la tripsina
pueden ocurrir procesos de readsorcion de algunos metales debido al
aumento brusco del pH por la adicion de la tripsina, por lo que no resulta un
método adecuado para estudios de biodisponibilidad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el presente trabajo se propone el
empleo del HCI a pH = 1 durante 12 horas de digestién a 20° C de
temperatura, como método de digestion del sedimento para estimar la
biodisponibilidad de metales. Este método simula la extraccion de metales en
las condiciones del tracto digestivo de los peces. La temperatura pudiera
ajustarse segun el ecosistema en particular.

El método de digestiéon propuesto para determinar la fraccién biodisponible de
los metales en sedimentos ha sido validado mediante el estudio de los
principales parametros analiticos, demostrando que se trata de una
metodologia que permite obtener resultados fiables.

Los sedimentos de la Bahia de Cienfuegos en Cuba presentan bajos niveles
de factor de enriquecimiento e indice de geoacumulacién. Se concluye que
son sedimentos poco contaminados en los cuales s6lo el Cu y el Ni presentan
algun riesgo potencial para los organismos marinos.

Los sedimentos de Rio San Pedro en la Bahia de Cadiz muestran, en general,
altas concentraciones de metales. Los factores de enriquecimiento e indice de
geoacumulacion son altos en algunos casos. Para muchas muestras, el As,

Cu, Pb y Zn mostraron algin riesgo de efecto toxico sobre los organismos
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marinos. En particular, el Ni, se encontré por encima del nivel de efecto
biol6gico medio en todas las muestras.

16. A pesar de que la concentracion total de metales en los sedimentos de la
Bahia de Cienfuegos fue menor, en términos generales, que en los del Rio
San Pedro, la fraccion biodisponible es mayor y pudieran ser transferidos con
mayor facilidad hacia el estdbmago de los peces a través de la digestion directa

de los sedimentos.
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ANEXO 1

Recuperaciéon de muestra bajo las diferentes condiciones de tiempo de tamizado.
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ANEXO 2

Prueba t para comparar la concentracion total de las muestras de Rio San Pedro

(RSP) tamizados con tamices plastico y metalico.

Muestra RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5

Al 1,2* 0,7 2,1 1,6 19
As 0,42 1,2 1,9 15 0,6
Cd 1,05 11 2,1 0,7 1,8
Co 1,9 1,97 2,2 11 0,0003
Cr 0,3 0,8 1,7 0,4 11
Cu 0,3 1,2 1,3 15 15
Fe 0,3 1,7 2,2 11 2,3
Li 2,02 1,2 1,4 1,9 13
Mn 0,7 0,9 0,3 0,3 1,98
Ni 11 0,54 0,34 0,2 0,4
Pb 2,3 2,4 0,99 0,77 0,71
Ti 0,5 0,5 1,6 1,4 0,2
\% 0,3 2,0 0,7 0,5 1,2
Zn 2,0 2,6 15 0,7 1,7

t4= 2,78 y *to= 4,30
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Concentracion de las muestras de Rio San Pedro menor a 500 um expresada en

ANEXO 3

mg-kg™.
500 pm
Metal
RSP1 RSP2 RSP3 RSP4 RSP5
Al 9934459 141974452 592384770 39440+160 58951+1306
As 2,7£0.4 3,6£0.1 7,5£04 6,4+ 0.3 9,3+ .01
Cd [|<01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Co 3,5+£0.1 5,3£0.2 12,9+ 0.2 10,1+ 0.2 13,1+ 04
Cr 11+ 1 17,6+ 0.6 99+ 1 62+ 1 96+ 3
Cu 1,4+ 0,2 4,6+ 0,3 32,3£ 0,5 21,5+ 0,3 31,9+ 0,6
Fe 8169+ 51 14035+ 250 40691+ 105 32476+ 192 40725+ 88
Li 4,7£0,2 9,7+ 0,4 55,6+ 0,3 32,5+ 0,9 53+ 2
Mn | 272+ 23 355+ 12 435+ 10 377+ 15 409+ 15
Ni 54+04 9,3+ 0,2 39,1+ 0,5 25+ 1 371
Pb 55+0,1 6,1+ 0,2 9,83+ 0,02 9,35+ 0,06 10,4+ 0,2
Ti 989+ 86 1130+ 80 3802+ 76 2656+ 55 3728+ 93
\Y 6,4+ 0,2 18+1 127,5+ 0,3 77+ 2 125+ 4
Zn 7,1+ 0,1 13,1+ 0,3 75,5+ 0,8 51+ 1 751
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ANEXO 4

Efecto del pH en el porcentaje de extraccion para HCI pH = 1, 10°, 20°y 40° C y los

tres tiempos.

10° C 20°C 40° C
Metal Thara TIhoras 24 horas Thora T horas 24 horas Thora 24 horas
'”:: pH=2 P'r pH=2 Pr:= pH=2 [ pH=1| pH=2 Pr:= pH=2 PT pH=2 PT pH=2 | pH=1| pH=2
Al 11 =03 5 =03 1.7 <0.3 b =04 =20 =04 1.5 =04 20 =04 4.1 =04
As ERR B LR =I5 L =I5 FiE] =IZ k=Nl B 40,7 B 30,7 =I3 Eri:] =I3
Td 53,6 o0.F L [ L3N I F e ERE I Z
Co WT | =E | WE| ZF [ o3| =5 | EEE 5 | TR | 5 | WEF| ZF [ WA =F T O=E
Cr 1.5 =45 24 =45 24 =48 45 =T 3z =4 T 3.5 =4 T =0 ECR:] 10,1 ECR:]
Cu WO =45 [ /e | =45 [ #17 | =45 | 450 AT | HE| AT | EE| AT [ HEF| =H4F I 4E
Fe T2 TT | 0.3 T | 0.5 T2 T o z 0.7 %] ) Ly %
Li 5.5 ['R:] 3 (] 10.8 0.3 123 [:] 135 [E:] TZT [ E:] 16,1 40 313 EN]
Mn (5K (5] K L mE =4 [ L] TaE 0.3 TLD (] 54 ) =T )
Ni TEA =5 [ 5| =% [ 03| =5 | 34§ 0 | S| 20 [ &3 =0 B0 [ =57 k!
Fb Z [ 200 [ FA R Y] 23,3 20,0 20, I ['E] ZE ['E]
Ti 0.3 (] 08 (] [:R:] 03 (X (] ['R:] (] 1.0 0.3 T4 03 .7 03
v TZE| OF I T 71 54 LX) 0.g XN E] T 0F 15 i3 X i3
Zn DA WINRET [ 00E IBE] =005 05 [=00%] 187 [ =000 75 [ =008 IZE[00d] &7 [ =004
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ANEXO 5

Balance de masas para los métodos de HCI para los dos primeros pH del estudio y
100, 20° y 40° C de temperatura.

10°C 20°C 400 C
Metal 1 hora 12 horas 24 horas 1 hora 12 horas 24 horas 1 hora 24 horas
pH= pH= pH= pH= pH=
1 pH=2 1 pH=2 pH=2 | pH=1 | pH=2 pH=2 pH=2| pH=1 | pH=2 | pH=1 | pH=2

1 1 1
Al 926 936 955 9425 | 85%16 9525 946 918 965 | §6x14 | 837 D624 955 928 973 9218
As 95+1 952 973 9532 9823 9522 973 95+1 9624 95+1 973 973 95+1 973 803 9bh
Cd g72 952 956+1 g72 973 9623 956+1 955 D624 952 956+1 973 973 807 973 973
Co 973 956+1 954 973 973 9522 973 952 D624 9425 981 952 955 937 956+1 956+1
Cr 806 917 927 918 808 9325 918 90210 | 9425 9218 918 955 955 807 917 808
Cu 99x1 99x1 o723 0624 98+2 991 98+2 o723 99x1 9323 99x1 98+2 99x1 84:5 906 o723
Fe 9425 955 D624 956+1 952 95+1 D624 946 973 981 956+1 g72 955 808 926 973
Li 935 927 9128 | 9010 | 92:8 9326 955 937 808 918 936 946 946 915 937 956+1
Mn 95+1 952 9624 973 95+3 9623 973 g72 946 952 973 g72 95+1 9123 946 95+1
Ni D624 973 952 956+1 956+1 9525 946 956+1 973 9822 | BG4 952 952 917 937 973

Pb g72 981 955 D624 952 8973 955 88211 9425 973 956+1 956+1 952 918 926 973
Ti 9316 9624 974 9624 9624 ETE=] 946 9bh 95+1 973 952 95+1 9823 9218 8010 95+1
v 928 800 | 9128 936 D624 9425 8010 918 946 973 973 955 952 916 807 956+1
Zn 873 9812 9624 873 955 897+3 956+1 956+1 873 956+1 9425 954 1011 935 9218 956+1
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ANEXO 6

Balance de masas para el método de pepsina pH = 2.

Metal pH=2

As  88+12
M 9545
Ti 89+11

Vv 9545
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ANEXO 7a
Comparacion de la concentraciéon de los metales de las muestras de Cienfuegos con
otros muestreos.
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ANEXO 7b

Comparacioén de la concentraciéon de los metales de las muestras de Cienfuegos con

otros muestreos.
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ANEXO 8a
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ANEXO 8b
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Anexo 9

Difractogramas obtenidos por DRX para las muestras de RSP.
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Q: cuarzo, C: calcita, An: anortita, A: arcilla, M: mica y Ma: magnetita
(b): RSP2, (c): RSP3, (d): RSP4 y (e): RSPS.
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ANEXO 10a

Comparacién de la concentracion de los metales de las muestras de Rio San Pedro

con otros muestreos.
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ANEXO 10b

Comparacién de la concentracion de los metales de las muestras de Rio San Pedro

con otros muestreos.
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ANEXO 11a
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ANEXO 11b
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ANEXO 12

Reactivos

- Acido clorhidrico (HCI): 37 % para andlisis, Scharlab (Espafa)
- Acido nitrico (HNO,): 65 % para andlisis, Merck (Alemania)

- Acido fluorhidrico (HF): 40 % para andlisis, Merck (Alemania)
- Acido acético (HOAc): 100 % para analisis, Merck (Alemania)
- Hidréxido de sodio (NaOH): para analisis, Merck (Alemania)

- Acido borico (H3sBOs): 99,8 % para analisis, Scharlab (Espafia)
- Cloruro de potasio (KCI): para analisis, Merck (Alemania)

- Pepsina A de la mucosa del estbmago porcino con una actividad= 600
unidades por mg de proteina, Sharlab (Espafa)

- Tripsina II-S del pancreas porcino, actividad 1300 BAEE unidades por mg
s6lido

Equipos y utiles

- Bomba peristéltica Masterflex, Cole Parmer (EE.UU.)

- Analizador de carbono, multi N/C 3100, Analytic Jena, (Alemania)

- Balanza AA-160, Denver Instrument Company (EE.UU.)

- pHmetro 4330, Jenway (Reino Unido)

- Espectrofotometro UV-VIS, Lambda XLS, Perkin EImer (EE.UU.)

- Espectrofotometro de absorcién atébmica, SolaarM, Thermo (Reino Unido)

- Espectrémetro de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-MS),
Series X-7, Thermo Elemental (Reino Unido)

- Espectrémetro de Emision Atomica con Plasma Inductivamente Acoplado
(ICP-AES) Termo Elemental Iris Intrepid

- Microondas Milestone Ethos 1600

- Difractdbmetro D8 Advance (Bruker)

- Tamizadota Filtra Vibration S.L. FTLVH-0200

- Papel de filtro Filter-Lab 1240 para analisis cuantitativo, @ 125 mm, ANOIA,
S.A. (Barcelona)

- Frascos de polietileno de baja densidad, diferentes voliumenes, Azlon Bibby
(Reino Unido)

- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, Starna Ltd. (EE.UU.)
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- Matraces aforados de vidrio, diferentes volimenes, Afora (Espafia)
- Pipetas de vidrio, diferentes volimenes, Afora (Espafia)
- Micropipetas de volumen variable, Eppendorf (Alemania)

Patrones primarios

- A998 2 mg-l'l en 2,5 % de HNO;3, Merck (Alemania)

- As1000x5 mg-l'l en 2,5 % de HNO3;, Merck (Alemania)

- Cd999+2 mg-l'l en 2,5 % de HNO;3, Merck (Alemania)

- C0999 + 2 mg-I™" en 0,5 mol-I"* de HNO3, Merck (Alemania)
- Cr1000 + 5 mg-I™* en 0,5 mol-I"* de HNOs, Merck (Alemania)
- Cu 1000 + 2 mg-I* en 0,5 mol-I"* de HNO;, Merck (Alemania)
- Fe 1000 + 2 mg-I* en 0,5 mol-I"* de HNO;, Merck (Alemania)
- Li 1000 * 5 mg-I"* en 0,5 mol-I* de HNO3, Merck (Alemania)
- Mn 1001 + 2 mg-I* en 0,5 mol-I"* de HNOs, Merck (Alemania)
- Ni 1000 + 5 mg-I" en 0,5 mol-I"* de HNO;, Sharlab (Espafia)
- Pb 1000 + 2 mg-I"* en 0,5 mol-I'* de HNO3, Merck (Alemania)
- Ti998 +2mg:I" en 0,5 mol-I"* de HCI, Merck (Alemania)

- V998 +5mg-I" en 0,5 mol-I* de HNO3, Merck (Alemania)

- Zn 1000 + 5 mg-I* en 0,5 mol-I"* de HNO;, Sharlab (Espafia)
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ANEXO 13

Pruebas estadisticas utilizadas para el tratamiento de los datos

Pruebas de significacién

Las pruebas de significacién son test estadisticos que contrastan si las diferencias
obtenidas entre dos resultados son o no significativas o si se justifican solamente por
variaciones aleatorias.

Al realizarse una prueba de significacion se intenta probar la certeza de una hipétesis
gue se planeta, denominada hipétesis nula, y se representa como H,. Por nulo se
entiende que no hay mas diferencias que las que se pueden atribuir a la variacién
aleatoria. Por regla general, la Hy se rechaza cuando la probabilidad de que la
diferencia observada ocurra por azar es menor que unas veinte veces, y en este caso
se dice que esta diferencia es significativa para un nivel del 95 % (0,05). Este nivel de
significacion proporciona la posibilidad de rechazar la hipétesis nula plantada cuando
en realidad es verdadera, asi que si se quiere ser mas riguroso en la toma de
decisiones, se puede variar el nivel de significacién a uno menor.

Existen varias pruebas de significacion dependiendo de la Hy planteada. A

continuacion se explican aquellas pruebas que han sido utilizadas en este trabajozzg.

1. Prueba estadisticat de comparacién de una media experimental con un
valor conocido

Esta prueba fue utilizada en el presente trabajo para conocer si existian diferencias
significativas entre las concentraciones obtenidas por una muestra de referencia
certificada utilizando un método analitico propuesto y sus valores certificados. De esta
forma se plantea como Hy = [metal]megiga = [Metal]cenificada- D€ €Sta manera se calcula el
estadistico t mediante la siguiente ecuacion:

o (X=p)/n
S

Donde X es la concentracion media obtenida del dato analitico y pu es el valor
certificado y n el nimero de mediciones o réplicas y s la desviacion estandar.

Este valor de t obtenido se compara con un cierto valor critico que se encuentra en
tablas tomando en consideracion el nivel de significacion de la prueba y del nimero de
grados de libertad, n-1. Si el valor calculado es menor que el tabulado se acepta la Ho,

229 Miller, J.N.; Miller, J.C. (2002) Estadistica y quimiometria para quimica analitica. Pearson Educacion, S.A., Madrid.
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mientras que si el valor calculado es mayor que el tabulado se rechaza la Hy, es decir,
gue las diferencias entre ambos valores no se atribuyen solamente a errores
aleatorios.

2. Prueba estadisticat de comparacién de dos medias experimentales

Esta prueba se realiza con el objetivo de conocer si existen diferencias significativas
entre dos medias ()Tl y )TZ). En este caso de plantea como hipétesis nula que la

diferencia entre ambas medias no difiere de cero (Ho: X, — Xi2 =0).

Antes de realizar esta prueba, se debe comprobar que se cumple con la
homogeneidad de varianza, pues esto marcard la estrategia a seguir. Para conocer si
ambas varianzas no difieren significativamente se realiz6 una prueba de significacion
F, en la cual se plantea como Hg: slzzszz, mientras que la hipétesis alternativa seria
H;: sf#szz para un 95 % de confianza, rechazéndose la Hy cuando la probabilidad de
que la diferencia observada ocurra por azar sea menor del 5 %. El estadistico F se
calcula mediante la ecuacion siguiente:

2
F=>1

s;

El valor de siempre debe ser superior a 1, y se compara con un valor critico que se
encuentra tabulado segun el nivel de confianza y los grados de libertad del numerador
y denominador que responden a n-1 cada uno.

Si se cumple la Ho, en la cual las varianzas son iguales, se puede realizar el célculo de
la varianza conjunta mediante la ecuacion:

2l -1 52+, -1) 53]

n,+n, -2

Y por tanto, el estadistico t se calcula:

t=

Donde t tiene (n;+n,-2) grados de libertad. Si el valor absoluto de t es mayor que su
valor critico (ttabla) para un nivel de confianza determinado se rechazara la Ho.
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En el caso de que las varianzas difieran significativamente el estadistico t se calcula
mediante la siguiente ecuacion:

En el cual los grados de libertad se calculan mediante la siguiente ecuacion
aproximando el valor al nimero entero mas cercano:
2

2 2
S S
St S2

ng n;

g.l.=
4 4
Sy S2

+
ni(n,-1) n(n,-1)

Una vez calculado el estadistico t se compara con su valor critico tabulado (ttabla)
para un nivel de confianza determinado. Si el valor de t obtenido es superior a su valor
critico se rechazari entonces la Ho, tomandose, la H; que plantea que existen
diferencias significativas entre las dos medias comparadas y, por tanto, ambos
métodos evaluados difieren entre si.
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ANEXO 14

Composicion quimica de algunos minerales:

Grupo de las Micas:

Clase: Silicatos, Subclase: Filosilicatos

Presentan como formula general: XY;.3Z24010(OH,F), 0 XY3Si4012

Con X = Ba, Ca, Cs, (H30), K, Na, (NH,)

Y = Al Cr¥, Fe*, Fe*, Li, Mg, Mn**, Mn*", V¥, Zn

Z = Al, Be, Fe*", Si

Anortita:
Clase: Silicatos, Subclase: Tectosilicatos,

Férmula quimica: CaAl,Si,Og

Calcita:
Clase: Carbonatos, Grupo: de la calcita
Férmula quimica: CaCO;

Cuarzo:
Clase: Silicatos, Subclase: Tectosilicatos

Férmula quimica: SiO,

Magnetita:
Clase: Oxidos e hidréxidos

Férmula quimica: Fes04

Arcillas:

Clase: Silicatos, Subclase: Filosilicatos

Ejemplos: Caolinita: Al;Si,O5(OH),4
Talco: MgsSi;010(0OH),

Grupo: Feldespatos



	A pesar de esta gran variabilidad en los estudios, son muchas las investigaciones que proponen trabajar con la fracción < 63 μm por diversas razones39.



