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RESUMEN

Los éteres de difenilo polibromados (PBDE) son compuestos quimicos sintéticos utilizados
principalmente como retardardantes de llama para reducir el riesgo de inflamabilidad de
materiales poliméricos combustibles. Los PBDE son agregados como aditivos (y no como
reactivos) para que no queden enlazados quimicamente a la matriz polimérica y se encuentren
facilmente disponibles para reaccionar neutralizando los radicales libres producidos durante la

ignicion.

Algunos PBDE son considerados contaminantes orgdanicos persistentes (POP) debido a que
producen efectos téxicos en los seres vivos, presentan resistencia a la degradacidn, se pueden
transportar a través de corrientes atmosféricas o hidricas y se depositan a grandes distancias
desde su fuente de emisién pudiéndose acumular en el ambiente, bioacumular en seres vivos y

magnificarse a través de las cadenas tréficas.

En ambientes acuaticos, los PBDE tienden a adsorberse en suelos o sedimentos a causa de su
hidrofobicidad. En la bibliografia se han reportado tanto correlaciones positivas entre las
concentraciones de PBDE y el contenido de carbono organico de sedimentos, como la ausencia
de correlaciones. Estas discrepancias sugieren que algunos aspectos de dicha relacién aun
permanecen inciertos, por lo que el objetivo de la presente tesis es estudiar si existe una posible
asociaciéon de cuatro PBDE (BDE-47,-99, -100y -153) con la cantidad y el tipo de materia organica
de sedimentos, bajo condiciones tanto ambientales como experimentales. Las muestras
utilizadas fueron sedimentos colectados de canales de riego y acequias del Oasis Norte de la
Provincia de Mendoza. A dichos sedimentos se les determinaron sus propiedades fisicoquimicas,
su contenido de materia organica (SOM) y la concentracién de PBDE. Ademads, se caracterizd
quimicamente la SOM por medio de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

(FTIR).

Para llevar a cabo la caracterizacidn de la SOM por FTIR primero fue necesario optimizar una
metodologia de preparacién de muestras que permitiera eliminar las interferencias minerales
de los sedimentos mediante una desmineralizacidn con acido fluorhidrico (DHF). La optimizacion
de la metodologia combind el potencial del andlisis espectral por medio del uso de cocientes de

areas semicuantitativos y herramientas de la estadistica multivariada como el analisis de



componentes principales (PCA). La aplicacién del analisis de varianza (ANOVA, a = 0,05) a los
datos obtenidos del PCA permitid identificar las condiciones dptimas que se alcanzaron luego
de realizar dos ciclos de desmineralizacién con HF 10 % v/v a 60 °C. La DHF bajo condiciones
dptimas no solo mejoré la eficiencia de desmineralizacién frente a la de métodos previamente
publicados, sino que ademds no provocd modificaciones indeseables estadisticamente

significativas en la SOM que pudieran interferir en el analisis por FTIR.

Con el objetivo de determinar los factores que pudieran influenciar la correlacién entre la
concentracién de PBDE y las caracteristicas de los sedimentos, se contrastaron dos modelos,
ambiental y experimental. Las muestras utilizadas para el modelo experimental provinieron de
los sedimentos ambientales cuyas concentraciones resultaron por debajo del limite de deteccion
de la metodologia, que luego fueron enriquecidas con estdndares de los cuatro congéneres
analizados. La concentracion final de los PBDE en cada uno de los sedimentos se determiné por
cromatografia gaseosa con deteccion de captura de electrones. El método de preparacion de
muestras previo al analisis instrumental consistio en realizar una extraccién de los analitos por

Soxhlet y una posterior limpieza.

Los resultados de la caracterizacion de la SOM por FTIR usando el método de DHF optimizado
y las concentraciones de PBDE, junto al pH, la conductividad eléctrica y la densidad de la SOM
se integraron haciendo uso de métodos de aprendizaje multivariado. Se utilizaron el PCA y la
regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) para evaluar las correlaciones entre las
propiedades fisicoquimicas de los sedimentos y sus concentraciones de PBDE tanto para el
modelo ambiental como experimental. Los resultados obtenidos del PCA y del PLS fueron
consistentes y revelaron que las concentraciones de PBDE en los sedimentos se correlacionaron
con una SOM mas degradada, caracterizada por cadenas de hidrocarburos relativamente mas
cortas y ramificadas. Las concentraciones de PBDE también se correlacionaron con valores
relativamente mas altos de densidad de la SOM, que a su vez se correlacionaron con una mayor
degradacion de la misma. Estos resultados evidencian que no solo el contenido de materia
orgdanica determina las concentraciones de PBDE en los sedimentos, sino también, lo que es mas
importante, su grado de degradacion, permitiendo dar respuesta al interrogante abordado en
la presente tesis, el cual se deriva de las controversias bibliogréficas encontradas hasta el

momento en las publicaciones cientificas sobre la concentracidon de PBDE en sedimentos.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO EN INGLES SIGNIFICADO EN ESPANOL
ANOVA analysis of variance analisis de la varianza
BFR brominated flame retardants retardantes de llama bromados
BC baseline correction correccion de linea de base
DHE demineralization With hydrofluoric desmineralizac}iérﬁ con acido
acid fluorhidrico
dw dry weight peso seco
E environmental ambiental
EC electrical conductivity conductividad eléctrica
ECD electron capture detector detector de captura de electrones
FR flame retardants retardantes de llama
FTIR Fourier transform infrared infrarrojo por traTnsformada de
Fourier
GC gas chromatography cromatografia de gases
HBCD hexabromocyclododecane hexabromociclodecano
HCB hexachlorobenzene hexaclorobenceno
HCBD hexachlorobutadiene hexaclorobutadieno
IR infrared infrarrojo
LD50 lethal dose 50 dosis letal media
LOD limit of detection limite de deteccidn
LoQ limit of quantification limite de cuantificacidn
LRAT long range atmospheric transport transporte atmosférico de largo
alcance
MS - material suplementario
NMR nuclear magnetic resonance resonancia magnética nuclear
NSD not significantly different no significativamente diferente
PBB polybrominated biphenyls bifenilos polibromados
PBDE polybrominated diphenyl ethers éteres de difenilo polibromados
PC principal components componentes principales
PCA principal component analysis analisis de componentes principales
PCB polychlorinated biphenyls bifenilos policlorados
PCN polychlorinated naphthalenes naftalenos policlorados
PeCB pentachlorobenzene pentaclorobenceno
PFHxS perfluorohexane sulfonic acid acido perfluorohexano sulfénico
PLS partial least squares minimos cuadrados parciales
PNA - Plan Nacional de Accion
POP persistent organic pollutants contaminar\tes organicos
persistentes
RfD reference dose dosis de referencia
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ABREVIATURA SIGNIFICADO EN INGLES SIGNIFICADO EN ESPANOL
RSD relative standard deviation desviacion estandar relativa
SD significantly different significativamente diferente
SNR signal-to-noise-ratio relacién sefal-ruido
SOM sediment organic matter materia organica de los sedimentos
USEPA United States Environmental Agencia de Proteccion Ambiental de
Protection Agency los Estados Unidos
X experimental experimental
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CAPITULO I: INTRODUCCION
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1.1 CONTAMINANTES ORGANICOS PERSISTENTES

Los contaminantes organicos persistentes (POP, por sus siglas del inglés, persistent organic
pollutants) son compuestos quimicos de origen antropogénico producidos tanto de manera
intencional como involuntaria [1]. Se liberan al ambiente desde fuentes primarias y secundarias.
Las fuentes de los POP varian tanto temporal como espacialmente, siendo las fuentes primarias
de diferentes origenes tales como agricolas, industriales, derivadas de aplicaciones relacionadas
con la salud, e inclusive la liberacidon no intencional a partir de la combustion. Una vez en el
ambiente, los POP pueden reemitirse desde los reservorios donde puedan haberse acumulado
(fuentes secundarias), tales como los suelos, los océanos, la nieve o el hielo. El perfil de los POP
en una dada ubicacidn es uUnico y se ve influenciado por la combinacién de las emisiones

primarias y secundarias(2].

Los POP, como bien expresa su nombre, se denominan persistentes debido a que presentan
resistencia a la degradacion. Son resistentes tanto a la degradacién quimica como biolégica
(hidrdlisis, fotdlisis y transformacién microbiana), y es por esto que pueden permanecer en el
ambiente durante afos e inclusive décadas [1]. Ademas, los POP presentan un transporte
atmosférico de largo alcance o LRAT (del inglés, long range atmospheric transport), pudiendo
depositarse en dreas remotas como por ejemplo en el Artico, o en la meseta tibetana [3]. Dadas
sus caracteristicas lipofilicas y su gran estabilidad, los POP pueden potencialmente ingresar a la
cadena tréfica, bioacumularse y biomagnificarse, llegando a afectar a animales, plantas y seres

humanos, generando efectos adversos en la salud [1].

La creciente preocupacion a nivel global por el deterioro del ambiente ha generado la
participacién e interaccion de paises de todo el mundo con el objetivo de resolver problemas
ambientales. En este sentido, se han celebrado e implementado acuerdos ambientales
internacionales como principal medio y forma efectiva de atender a éstas problematicas. Por
medio del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente se ha generado un conjunto
de convenios que cubre los elementos centrales del manejo y el desecho de sustancias quimicas,
y estos son los Convenios de Basilea, Rotterdam y Estocolmo. En conjunto, estos tres convenios
constituyen el marco internacional que regula la gestion ecolégicamente racional de productos

quimicos peligrosos durante su ciclo de vida [4].
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En 1983 se aprobdé el Convenio de Basilea sobre el control de los movimientos
transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminacién. Este convenio surgié como
resultado de la preocupacion generada en torno a los desechos téxicos vertidos en paises en
desarrollo por parte de paises industrializados, y su objetivo, proteger la salud humana y el
ambiente contra los efectos adversos de los desechos peligrosos. Posteriormente, en el afio
1998 se aprobd el Convenio de Rotterdam sobre el procedimiento de consentimiento
fundamentado previo aplicable a ciertos plaguicidas y productos quimicos peligrosos objeto de
comercio internacional. EI Convenio de Rotterdam exige a las partes que implementen un
conjunto de procedimientos de toma de decisiones para la importaciény exportacién de algunos
productos quimicos y pesticidas extremadamente peligrosos. Por su parte, el Convenio de
Estocolmo sobre contaminantes orgdnicos persistentes fue aprobado en el afio 2001 como
consecuencia de la urgente necesidad de implementar medidas de alcance global para proteger
la salud humana y el medio ambiente de los POP [4], [5]. A cada uno de estos convenios la

Argentina se ha suscripto, siendo ademas ratificados por medio de leyes [6].

CONVENIO DE ESTOCOLMO

El Convenio de Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes se adopto en el afio
2001 y entrd en vigor en el 2004. Con el objetivo de proteger la salud humana y el medio
ambiente frente a los POP, los Estados Parte se comprometen a adoptar medidas para reducir o
eliminar emisiones, intercambiar informacidn y difundirla, y alentar actividades de investigacidn,

desarrollo, vigilancia y cooperacién, entre otras [7].

Inicialmente, en el Convenio de Estocolmo del 2001 se listaron 12 compuestos quimicos
(Tabla 1), los cuales fueron clasificados en tres categorias segln sus fuentes: pesticidas,
productos quimicos industriales y produccidn no intencional [8]. Ademas, se separaron en tres

anexos segun las Partes se comprometieran a:

e Anexo A: Eliminar la produccion y el uso, pudiendo algunas partes especificar
exenciones para su implementacion.

e Anexo B: Restringir la produccion y el uso para cualquier propdsito, especificando
también exenciones.

e Anexo C: Reducir la emisidn involuntaria con el objetivo de continuamente minimizarla,

y cuando sea factible, finalmente eliminarla.
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En subsiguientes reuniones, las Conferencias de las partes fueron realizando las
correspondientes enmiendas, las cuales dejaban expreso, ya sea incorporar nuevos POP o
también modificar su distribucion segun los diferentes anexos, o sus exenciones (Tabla 1). Aun
en la actualidad, se siguen revisando las enmiendas y sugiriendo cambios tales como el
propuesto en la ultima reunidn llevada a cabo del 6 al 17 de Junio del 2022 (ver Tabla 1), la cual
enmendd el Anexo A del Convenio incluyendo el acido perfluorohexano sulfénico (PFHxS), sus
sales y compuestos relacionados sin exenciones especificas [9]. Como puede observarse en la
Tabla 1, entre los POP mas tdxicos se encuentran la endrina con una dosis letal media (LD50, por

lethal dose 50) de 3 mg kg, y el pentaclorofenol con una LD50 de 27 mg kg™.

LEGISLACION ARGENTINA SOBRE POP

El 16 de diciembre del 2004 por medio de la Ley N° 26.011 se aprobd en Argentina el
Convenio de Estocolmo sobre los contaminantes organicos persistentes. Por ser un Estado Parte
del Convenio de Estocolmo, Argentina realizé la presentacion de su Plan Nacional de Accidn
(PNA) en el afio 2007. EI PNA reune la informacién sobre el estado de situacion de cada producto
quimico y establece los objetivos y acciones a implementar por el pais para garantizar su manejo
ambiental. El PNA se actualiza periédicamente para incluir los nuevos POP que se incorporen en
las diferentes enmiendas del Convenio. En noviembre del 2017 se publicé la ultima actualizacion
del PNA. Ademds, los Estados Parte deben realizar reportes periddicos del estado de
implementacién y cumplimiento del Convenio cada cuatro afios. En el afio 2018 Argentina

realizo el cuarto reporte nacional [10].

Por otra parte, existe un Comité Internacional de Evaluacién de los POP que se encarga de
evaluar las propuestas de los paises para incluir nuevos productos quimicos en los anexos A, By
C del Convenio. En la actualidad, la Argentina dispone de un representante experto que forma

parte del Comité en representacién de la region de Latinoamérica y el Caribe.
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Tabla 1. Sustancias quimicas identificadas como Contaminantes Orgdnicos Persistentes por el
Convenio de Estocolmo y sus sucesivas enmiendas.

Toxicidad Oral en Ratas

Anexo Quimico Tipo (LD50) [mg ke1][11]
Convenio de Estocolmo 2001
aldrina pesticida 39-45
clordano pesticida 200
dieldrina pesticida 38
endrina pesticida 3
A heptacloro pesticida ND
mirex pesticida 306
toxafeno pesticida 50
hexaclorobenceno (HCB) PeStICId? € 3500
industrial
bifenilos policlorados (PCB) industrial grupo de compuestos
B dicloro difenil tricloroetano pesticida ND
dibenzodioxinas policloradas y . .
. ) no intencional | grupos de compuestos
c dibenzofuranos policlorados
HCB no intencional 3500
PCB no intencional grupo de compuestos
Enmienda 2009
a-hexaclorociclohexano pesticida 88-190
B-hexaclorociclohexano pesticida 88-190
clordecona pesticida 132
lindano pesticida 88-190
Pentaclorobenceno (PeCB) PeStICId? N 940-1125
industrial
A hexabromobifenilos industrial grupo de compuestos
éter de hexabromobifenilo (hexa-BDE)
y éter de heptabromobifenilo (hepta- industrial grupos de compuestos
BDE) presentes en Octa-BDE comercial
éter de tetrabromobifenilo (tetra-BDE)
y éter de pentabromobifenilo (penta- industrial grupos de compuestos
BDE) en Penta-BDE comercial
sulfonato de perfluorooctano, sus
B sales y fluoruro de perfluorooctano industrial 154-251
sulfonilo
C PeCB no intencional 940-1125
Enmienda 2011
A endosulfan técn'ico y sus isdmeros pesticida 18-110
relacionados
Enmienda 2013
A hexabromociclododecano ‘ industrial >10000
Enmienda 2015
pentaclorofenol y sus sales y ésteres pesticida 27
A naftalenos policlorados (PCN) industrial grupo de compuestos
hexaclorobutadieno (HCBD) Industrial 90
C PCN no intencional grupo de compuestos

17



Toxicidad Oral en Ratas

Anexo Quimico Tipo (LD50) [mg kg™][11]

Enmienda 2017
éter de decabromobifenilo (mezcla

A comercial Deca-BDE) industrial grupo de compuestos
Parafinas cloradas de cadena corta industrial grupo de compuestos
C HCBD no intencional 90
Enmienda 2019
dicofol pesticida 595
A acido perfluorooctanoico, sus sales y industrial ND

compuestos relacionados

Enmienda 2022

PFHXS, sus sales y compuestos
relacionados

A industrial ND

ND: no disponible

1.2 RETARDANTES DE LLAMA BROMADOS

Los retardantes de llama (FR, por sus siglas en inglés, flame retardants) son compuestos
quimicos utilizados para reducir el riesgo de inflamabilidad de materiales poliméricos
combustibles [12]. Existen registros del uso de FR por parte de los egipcios que se remontan a
los afios 450 A.C.; esta civilizacion utilizé sulfato de potasio y aluminio para reducir la
inflamabilidad de la madera. Cerca de dos siglos mas tarde, los romanos mejoraron el proceso

incorporando ademas el uso de vinagre [13].

En la actualidad, las estadisticas muestran que la mayor parte de las pérdidas humanas y
econdmicas que se producen en incendios son causadas por muebles tapizados, seguidos por la
red de distribucidn eléctrica [14]. Es por esto que uno de los métodos de prevencidon y proteccion
contra el fuego mas utilizado se enfoca en el uso de FR sintetizados artificialmente por el ser

humano.

Los FR intervienen en el proceso de combustidn, el cual consiste en una reaccién en fase
gaseosa que involucra una fuente combustible y oxigeno, y se desarrolla en cuatro pasos:
precalentamiento, volatilizacion/descomposicion, combustién y propagacion [15]. Durante el
proceso de combustion se producen radicales libres, agentes altamente oxidantes que son

esenciales para que la llama se propague.
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Existen diferentes tipos de FR, tales como los compuestos halogenados, organofosforados,
inorganicos, nitrogenados, a base de silicio, intumescentes (basados en la formacion de una capa
voluminosa y aislante que actla como proteccion a través de la carbonizacidn y del espumado

simultaneo), nanocompuestos y sinergistas [16].

Los compuestos organohalogenados han sido histéricamente utilizados como FR debido a
gue presentan ciertas caracteristicas que son dificilmente reemplazables, generandose un
desafio al momento de encontrar sustitutos no halogenados. Los haldgenos son efectivos para
atrapar los radicales libres producidos durante la combustién, y por ende, para eliminar la
capacidad de que la llama se propague. La eficiencia de atrapamiento de radicales libres por
parte de los haldgenos es la siguiente: | > Br > Cl > F [17]. Los compuestos organohalogenados
son Utiles para almacenar vy liberar halégenos en los polimeros a los cudles se adicionan los FR.
Sin embargo, algunos de ellos, como los compuestos fluorados presentan una estabilidad tal que
se descomponen a una temperatura mayor a la que los polimeros se combustionan. En el otro
extremo, los compuestos que contienen yodo, no son muy inestables, descomponiéndose a
temperaturas menores, por lo cual, ninguno de los dos tipos de compuestos seria indicado para
cumplir su funcién como FR. En consecuencia, los compuestos organoclorados y
organobromados son aquellos utilizados principalmente como FR halogenados; y dado que
presentan una menor temperatura de descomposicién y una mayor eficiencia para atrapar

radicales libres, los compuestos organobromados son los mas usados [14].

Los retardantes de llama bromados (BFR, por sus siglas en inglés, brominated flame
retardants) se dividen en tres grupos dependiendo de la manera en la que se incorporan a los
materiales poliméricos: aditivos, reactivos y poliméricos [18]. Los BFR reactivos forman enlaces
covalentes con los plasticos, por lo cual son mas estables y no se liberan facilmente al ambiente
[15]. En los BFR poliméricos, los atomos de bromo forman parte de la estructura polimérica,
resultando mas estables. Dado que los BFR aditivos se agregan a la matriz polimérica sin
enlazarse quimicamente a la misma, pueden lixiviarse con facilidad liberandose al medio

ambiente [19].

Debido a su facil liberacion desde las matrices poliméricas, los BFR aditivos son los que
representan la mayor preocupacion a la hora de evaluar impactos ambientales y en la salud [20].
Los principales BFR aditivos son los bifenilos polibromados, los éteres de difenilo polibromados
y el hexabromociclododecano. Las estructuras quimicas de los mencionados compuestos se

muestran en la Figura 1.

19



Bifenilos polibromados (PBBs) | Eteres de difenilo polibromados (PBDEs) | Hexabromociclododecano
209 congéneres 209 congéneres (HB_CD)
o . B1
Br
Br, Br, Bry Bry| Br Br
x+y=1-10 x+y=1-10 Br

Figura 1. Estructura quimica de los principales BFR aditivos.

1.3 ETERES DE DIFENILO POLIBROMADOS

Los éteres de difenilo polibromados (PBDE, del inglés, polybrominated diphenyl ethers) estan
formados por dos anillos bencénicos unidos por un oxigeno a través de un enlace éter. Los 10
atomos de hidrégeno de los anillos bencénicos pueden estar sustituidos total o parcialmente
por 1 a 10 dtomos de bromo (Figura 1). Respecto al nimero de atomos de bromo en la molécula
se pueden identificar 10 grupos homélogos (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-, hepta-, octa-,
nona- y decabromo difenil éteres). A su vez, cada uno de estos grupos puede estar compuesto
por uno o mas isémeros o congéneres. Dependiendo del nimero y la posicidn de los d&tomos de

bromo existe la posibilidad de formar 209 congéneres [15].

La produccién comercial de PBDE de grado técnico es por medio de la bromacion del difenil
éter bajo condiciones cataliticas, resultando en mezclas de PBDE con diferentes grados de
bromacidn [18]. Las mezclas de PBDE que han sido mayormente comercializadas se denominan
Penta-BDE, Octa-BDE y Deca-BDE. En la Tabla 2 puede observarse que la mezcla comercial Penta-
BDE estd compuesta en mayor proporcion por penta-BDE, luego tetra-BDE y en menor
proporcién por hexa-BDE. Los principales usos de la mezcla comercial Penta-BDE son en textiles
y en espumas de poliuretano. Por su parte la mezcla comercial Octa-BDE estd compuesta
principalmente por hepta- y octa-BDE, mientras que contiene aproximadamente 10 % de hexa-
y de nona-BDE, y menos del 1% de deca-BDE (Tabla 2). Sus principales usos son en estirenos,
policarbonatos y termoestables. Por ultimo, la mezcla comercial Deca-BDE estd compuesta
principalmente por deca-BDE (> 97%), conteniendo una muy baja proporcién de nona- y octa-
BDE. La mezcla comercial Deca-BDE es usada en la mayoria de los materiales sintéticos, incluidos

textiles y electrénicos.
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Tabla 2. Composicién y principales usos de mezclas comerciales de PBDE [12], [21].

Mezcla comercial

Grupo Penta-BDE Octa-BDE Deca-BDE
tetra-BDE 24-37 % - -
penta-BDE 50-60 % - -
hexa-BDE 4-8 % 10-12 % -
hepta-BDE - 44 % -
octa-BDE ; 31-35 % muy peguena

proporcién

nona-BDE - 10-11% =3%
deca-BDE - <1% >97 %

En la mayoria de
materiales sintéticos,
incluidos textiles y
electrénicos

Estirenos,
policarbonatos y
termoestables

Textiles y espumas de

Usos .
poliuretano

Las mezclas comerciales Deca-BDE y Penta-BDE eran las mds utilizadas dada su funcién como
retardantes de llama y sus tan diversas y extendidas aplicaciones [15]. Sin embargo, debido a su
toxicidad [22], en el afio 2001 la Unidn Europea anuncié la prohibicién para el 2003 de las
formulaciones Penta-BDE y Octa-BDE [15], las cuales fueron agregadas a la Enmienda del 2009
de la Convencién de Estocolmo (Tabla 1). Finalmente, en la Tabla 1 también puede observarse

que el Deca-BDE fue prohibido en la Enmienda del Convenio de Estocolmo en el aifio 2017.

Histéricamente, los PBDE han sido los BFR mas utilizados, y a pesar de sus restricciones (Tabla
1) y debido a su persistencia, son aun en la actualidad los BFR mas importantes en cuanto a su
presencia y asociacidn con plasticos, liberacidn al ambiente y circulaciéon social [23]. En
particular, los componentes de la mezcla comercial Penta-BDE aun siguen generando
preocupacién debido a que los congéneres que la componen son algunos de los mas
encontrados en el ambiente abidtico [24]. Pese a la prohibicion mas temprana (respecto a la
formulacion Deca-BDE), su presencia actual en el ambiente podria atribuirse tanto a su
persistencia como a la posibilidad de que los congéneres mas bromados (Deca-BDE) sufran

desbromacién por degradacion o biotransformacién [25].

1.3.1 PBDE EN EL AMBIENTE

Los PBDE fueron identificados por primera vez en el ambiente en los afios 80 [26] y desde

entonces se han distribuido en todos los compartimentos ambientales [27].
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El comportamiento ambiental y el destino de los compuestos quimicos dependen tanto de
sus propiedades fisicoquimicas como de la naturaleza del ambiente circundante. Dichas
propiedades, a su vez, estan determinadas por la estructura de las moléculas y la naturaleza de

los atomos constituyentes [28].

Dependiendo de la estructura de los compuestos, las propiedades fisicoquimicas abarcan
rangos de valores que se corresponden con diferentes grados de toxicidad, persistencia,
bioacumulacién, o movilidad en los ecosistemas. Por consiguiente, estas relaciones entre la
estructura y las propiedades de una molécula permiten predecir el comportamiento ambiental
de diferentes compuestos e inclusive seleccionar técnicas adecuadas para la preparacion de

muestras y facilitar el analisis [29].

Una vez que los PBDE se liberan en el ambiente, tanto desde fuentes primarias como
secundarias, son sorbidos en las particulas del aire pudiendo transportarse a ambientes
acudticos y terrestres, e inclusive presentar un LRAT por medio del cual se los ha identificado en

areas remotas, alejadas de sus fuentes de emisién, como en el Artico y el Antértico [30].

Algunos de los congéneres de PBDE mas comuUnmente encontrados en sedimentos en
ambientes acudticos son aquellos contenidos en mayor proporciéon en la mezcla comercial
Penta-BDE: éter 2,2’,4,4’-tetrabromo difenilo (BDE-47), éter 2,2’,4,4’ ,6-pentabromo difenilo
(BDE-99), éter 2,2’,4,4’,5-pentabromo difenilo (BDE-100) y éter 2,2’,4,4’,5,5’-hexabromo difenilo

(BDE-153) [15]. Estos cuatro congéneres son los que seran estudiados en la presente tesis.

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los PBDE en estudio (Tabla 3), dada su
muy baja solubilidad en agua, alto coeficiente de particidn octanol-agua (log K..) y baja presion
de vapor, los PBDE en ambientes acuaticos tienden a adsorberse en las particulas suspendidas,

la fraccion organica de los sedimentos, o incorporarse a los organismos acuaticos [31].
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los PBDE mayoritarios en la mezcla comercial Penta-BDE [28].

Solubilidad en

Nombre Peso Punto de Presion de
. .. .. s agua
comun Nombre quimico Estructura quimica molecular ebullicion [ug I, 25°C vapor log Koa®
N° CAS [um.a] | [°C, 1atm] HE 1 s 2% [Pa, 25°C]
pH=7]
BDE-47 éter 2,2,4,4'- e L y
5436-43-1 tetrabromo difenilo /(j/ \é\ 485,79 395 1 2,5.10 681
Br Br
Br Br
BDE-99 éter 2,2/,4,4',6- o >¢
e 4 2,4 10° -8,4
60348-60-9 | pentabromo difenilo 564,69 | descompone ’ >0.10 6,58,
Br Br Br a> 300
Br Br
BDE-100 éter 2,2,4,4,5- ° ,
189084-64-8 | pentabromo difenilo Br/é/ o >64,69 416 40 21.10 724
Br
Br Br
(o]
BDE-153 éter 2,2',4,4’,5,5'-
e 4 471 .10 7
68631-49-2 hexabromo difenilo ar . 643,58 0.5 >8.10 9
Br Br

? log Koa: logaritmo del coeficiente de particién octanol-agua
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PBDE EN SEDIMENTOS

Dada la afinidad de los PBDE por los sedimentos, su analisis se ha establecido como una forma
util de evaluar los niveles de contaminacion en el medio ambiente [32]. Las concentraciones de
PBDE en sedimentos a nivel global pueden variar ampliamente dependiendo de la ubicaciéon. En
la Tabla 4 se muestran algunos reportes actualizados de concentraciones de los PBDE en estudio
a nivel global. Puede identificarse que los niveles mds bajos se han detectado tanto en América
del Sur (Argentina y Colombia) como en Australia, Oceania. Como contraparte, los valores mas
elevados se observan en la frontera entre Estados Unidos y Canada, en Nigeria y en lItalia. Las
mayores concentraciones superan a las reportadas en Argentina por hasta 5 drdenes de

magnitud.

Tabla 4. Concentraciones de sedimentos en pg g™ (dw, por sus siglas en inglés dry weight)
reportadas a nivel mundial.

Continente Ubicacién BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 | Ref.
Africa Estanques d(.e ag.ua 2260- 3260- 880- 2520- 33]
de Lagos, Nigeria 14900 18600 14710 23200
Rio Detroit, frontera 426- 359- 85,7-
de Canadd y EE. UU. 55600 72500 16300 | A4>-8260 | [34]
América Estuario de Bahia <813 <7-10 <520 <4 [35]

Blanca, Argentina
Bahia de Cartagena,

. < 20-250 nd-110 nd-90 nd [36]
Colombia
Rio Yangtze, China 10-13900 10-570 10-560 10-13500 | [37]
. <0,99- <0,68- <1,16-
Asia Arrollo Thane, India | 240-4190 1770 760 140 [38]
Bahia de izmit, 2069-
Turquia 3745 1,7-732 nd-180 nd-56 [39]
, , . < LOQ*- < LOQ*- < LOQ*-
Rio Neva, Rusia 180-1000 190 70 30 [40]
Lago di Cavazzo, 4660-
Europa Italia 83500 305-6540 | nd-2500 nd-1630 | [41]
Estuario de Escalda, <70- < 100-
Bélgica 6100 6100 <20-1900 | <10-1000 | [42]
Oceania Rio Brisbane, 30-50 40-70 4-10 <1320 |[43]
Australia

nd: no detectado, *Limite de cuantificacién no reportado para cada congénere, rango: 0,1-30
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Se han estudiado diferentes caracteristicas de los sedimentos y los suelos que podrian
influenciar la adsorcidn y, en consecuencia, la biodisponibilidad de los PBDE, como por ejemplo
el tamafio de grano, el contenido de carbono negro o black carbon, el contenido de materia
organica y sus fracciones, entre otras. Respecto al tamafio de grano de los sedimentos, se ha
encontrado una tendencia de los PBDE a asociarse con particulas mas finas [44], la cual se
relaciona principalmente a una mayor area superficial de los granos mas pequeios [45]. Por su
parte, el black carbon ha demostrado mejorar la capacidad de sorciéon de los contaminantes
organicos hidrofébicos como los PBDE en los suelos y los sedimentos, e inclusive ha sido utilizado
en intentos de remediacion de rios contaminados para secuestrar estos contaminantes y evitar

que se filtren hacia las aguas subterraneas [46].

La materia organica de los sedimentos y suelos (SOM, por sus siglas en inglés, soil/sediment
organic matter) desempefia un importante rol en la captura y retencion de los contaminantes,
estableciendo complejas y numerosas interacciones, pudiendo generar una fuerte sorcion [47].
Respecto a las correlaciones entre las concentraciones de los PBDE en los sedimentos y su
contenido de materia organica, existen discrepancias entre los datos publicados. En este
sentido, muchos autores reportan correlaciones significativas entre las concentraciones de PBDE
y el contenido de SOM [48]—-[50]. En contraposicién, estudios recientes reportaron que no
hallaron correlaciones significativas entre las concentraciones de PBDE y los compuestos
orgdanicos de los sedimentos [51]-[53]. Ademds, entre las fracciones de suelos o sedimentos, se
ha reportado que la humina parece exhibir importantes capacidades de sorcién, sin embargo, al
presentar también una alta desorcidn, esto podria implicar que la acumulaciéon de PBDE en los

suelos o sedimentos esté regulada por otras fracciones de la SOM [54].

En relacién al contenido de SOM, la discrepancia entre reportes que lo correlacionan con las
concentraciones de PBDE y las complejas interacciones entre estos contaminantes y los
componentes de la SOM, sugieren que seria importante estudiar otros potenciales factores que
podrian condicionar la correlacién entre los PBDE y los sedimentos. Con el objeto de contribuir
a dar respuesta a esta brecha, es que posteriormente se plantean la hipdtesis y objetivos de la

presente tesis doctoral.

1.3.2 TOXICIDAD DE LOS PBDE

Debido a la persistencia y ubicuidad de los PBDE, estos compuestos representan una gran

amenaza tanto para la salud humana como para los ecosistemas [55]. Una vez en el ambiente,
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los PBDE tienen la capacidad de bioacumularse en los tejidos de los organismos y de
biomagnificarse a través de la cadena tréfica pudiendo alcanzar niveles que generen

implicaciones directas para la salud humana [56].

Las principales vias de exposicidon de los humanos a los PBDE son la inhalacién, la ingestion
oral (de polvo y de alimentos contaminados) y el contacto dérmico. La carga corporal humana
de PBDE podria resultar tanto de una combinacién entre cada una como simplemente de una
sola via de exposicién [57]. La exposicidon dietaria ha demostrado ser una de las principales vias
de exposicidon de los humanos a los PBDE [58]. En particular, el consumo de pescado es una
importante fuente de exposicion debido a que este alimento es uno de los mds contaminados
[55]. El nivel de dichos contaminantes presente en los peces se asocia a su contenido de grasa;
en general, los PBDE presentan mayores concentraciones en alimentos con alto contenido de

lipidos o grasas, y en consecuencia, generan una elevada biodisponibilidad [59].

Respecto a las consecuencias sobre la salud humana causadas por la exposicién a PBDE,
numerosos estudios han demostrado su asociacidon con disfuncién y disrupcién enddcrina,
desérdenes reproductivos, neurotoxicidad y carcinogenicidad [55]. Los PBDE son
estructuralmente semejantes a la tiroxina (hormona tiroidea T4) y es por esto que, desde una
perspectiva toxicoldgica, pueden alterar la homeostasis de dicha hormona, la sintesis de
estradiol y causar neurotoxicidad [60]. La dosis de referencia (RfD) es una estimacidén de una
exposiciéon oral diaria de la poblacion humana (incluidos los subgrupos sensibles) que
probablemente no presente un riesgo apreciable de efectos nocivos durante toda la vida. La RfD
reportada por la USEPA (United States Environmental Protection Agency) para la exposicion oral
al BDE-47, y al BDE-99 es de 100 ng kg* dia, la del BDE-153 es de 200 ng kg dia™, mientras que
la del BDE-100 no se reporta [61].

1.4 FUNDAMENTOS ANALITICOS

1.4.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés,
Fourier transform infrared spectroscopy) es una técnica instrumental simple, rapida y no
destructiva que se utiliza para caracterizar la composicion de la SOM [62] mediante el analisis

de sus grupos funcionales [63].
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A partir de los espectros FTIR puede derivarse informacién tanto cualitativa como
semicuantitativa respecto a los grupos funcionales caracteristicos de los compuestos presentes
en la materia orgdnica. Los datos semicuantitativos se obtienen a partir de la definicion de
cocientes de areas de picos correspondientes a dichos grupos funcionales [64]. Los calculos de
areas se realizan por medio de técnicas establecidas para el procesamiento de las sefales
espectroscopicas, es decir, correccion de linea de base (BC, por sus siglas en inglés, baseline
correction), métodos de integracidn de areas, calculo de cocientes de dreas y autodeconvolucién

de Fourier [65]-[68].

La combinacidn de andlisis semicuantitativos de espectros FTIR y andlisis estadisticos
multivariados ha sido ampliamente reportada para caracterizar la materia orgdnica preservada
en muestras de plantas fdsiles con implicaciones para la tafonomia molecular y la

guimiotaxonomia [64], [69], [70].

En la presente tesis haremos uso de esta herramienta quimiométrica para caracterizar la

SOM y luego poder correlacionarla con la concentracion de los PBDE en los sedimentos.

1.4.2 CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés gas chromatography), es la técnica
mayormente utilizada para el analisis de contaminantes orgdnicos tales como los PBDE [71]. La
inyeccion sin division es la preferida debido a los bajos niveles de PBDE esperados en las
muestras ambientales [72]. Los pardmetros a tener en cuenta durante la inyeccion comprenden
el volumen de muestra, la temperatura y el tiempo en el inyector. La temperatura usualmente
se mantiene entre 250 y 300 °C [73]. Las temperaturas o los tiempos de residencia en el liner
muy elevados podrian causar la degradacién de los PBDE mas bromados, con mayores pesos
moleculares [73], [74]. El volumen de muestra en el modo sin division se limita entre 1y 3 ul

[74].

Respecto a las columnas cromatograficas, los PBDE son separados principalmente usando
fases estacionarias no polares (por ejemplo, VF-5 o DB-5) y longitudes de columna de entre 30
y 50 m, con didmetros de hasta 0,25 mm [75]. La programacion de la temperatura del horno por
medio de la implementacion de rampas también resulta relevante para lograr mejores

separaciones de los analitos en menores tiempos [76].
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Los sistemas de deteccion de PBDE mas comuinmente utilizados son por espectrometria de
masas y por captura de electrones (ECD, por sus siglas en inglés electron capture detector) [75].
GC acoplada a ECD presenta una alta selectividad por los compuestos halogenados, por lo cual
resulta una técnica favorable para el andlisis de PBDE en diferentes matrices ambientales. Sin
embargo, se debe tener la precaucién de eliminar previamente interferencias cominmente

encontradas en sedimentos, en especial los compuestos con azufre [77].

1.4.3 METODOS DE APRENDIZAJE MULTIVARIADO

El aprendizaje estadistico hace referencia a una serie de herramientas para modelar y
comprender conjuntos de datos complejos. Estas herramientas se pueden clasificar en dos
categorias, supervisadas y no supervisadas. El aprendizaje estadistico supervisado involucra la
generacion de modelos estadisticos para estimar o predecir una respuesta o un output a partir
de uno o mads datos de entrada o inputs. En el aprendizaje estadistico no supervisado se parte
de inputs sin producir un correspondiente output, sin embargo, se pueden generar estructuras

y relaciones a partir de los inputs [78].

Durante el desarrollo de la presente tesis se harda uso de dos métodos de aprendizaje
multivariado: uno supervisado, la regresidn por minimos cuadrados parciales; y el otro no

supervisado, el andlisis de componentes principales.

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El andlisis de componentes principales (PCA, del inglés principal component analysis) es uno
de los métodos quimiométricos mas importantes y potentes [79]. El PCA permite reducir la
dimensionalidad de un sistema y revelar factores ocultos que subyacen a conjuntos de variables
aleatorias, mediciones o senales. El principal objetivo del PCA es reducir la dimensionalidad de
un conjunto de datos en el cual existe una determinada cantidad de variables interrelacionadas,
mientras se retiene la mayor variacion posible del conjunto de datos [80]. Esta reduccion se logra
por medio de la generacidon de un nuevo conjunto de variables denominadas componentes
principales (PC, en inglés, principal components), las cuales son combinaciones lineales de las
variables originales [79]. Las PC resultantes no se encuentran correlacionadas y se ordenan en

funcién de la mayor retencién de la variacién asociada a todas las variables originales [80].

La combinacién de PCA y el andlisis de la varianza (ANOVA, del inglés, analysis of variance),

ha sido ampliamente utilizada en el andlisis por FTIR de la materia organica preservada en
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plantas fésiles [81], [82] permitiendo inclusive el desarrollo de un modelo lineal para determinar
su densidad por medio del andlisis de datos semicuantitativos derivados de grupos funcionales
[70]. Este enfoque quimiométrico que combina datos FTIR semicuantitativos, PCA y ANOVA ha
sido aplicado también en el control del reciclado de xilol proveniente de desechos histolégicos

[83].

MINIMOS CUADRADOS PARCIALES

La regresidon por minimos cuadrados parciales (PLS, por sus siglas en inglés, partial least
squares) es un método de aprendizaje estadistico supervisado. Como el PCA, el PLS es un
método de reduccidon de la dimensién que genera combinaciones lineales a partir de las
variables originales. Pero a diferencia del PCA, el PLS reconoce nuevas caracteristicas de forma
supervisada, intentando encontrar direcciones que ayuden a explicar tanto predictores como

respuestas [78].

La regresion PLS combina el PCA con la regresion lineal y se aplica cuando se desea predecir
un conjunto de variables dependientes a partir de un conjunto de variables predictoras. El
método PLS es particularmente atil cuando se tiene mas variables que observaciones
(sobreajuste) y cuando existe también multicolinealidad entre las variables predictoras, es decir
que se encuentran correlacionadas. Ademads, se considera al PLS un método confiable para

identificar variables relevantes y sus magnitudes de influencia [84].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

La caracterizacion quimica de la materia organica de sedimentos es una herramienta (eficaz,
rapida y econdmica) para identificar dreas con mayor potencial para acumulacidn y transporte

de BFR.

OBJETIVO GENERAL

Profundizar sobre el conocimiento de la relacién entre las caracteristicas quimicas de los

sedimentos y la acumulacidn de BFR, tales como los PBDE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Ampliar estudios sobre el impacto de las caracteristicas quimicas de sedimentos sobre la

capacidad de acumulaciéon y transporte de POP, tales como los PBDE.

2) Poner a punto y validar un método de preparacién de muestra para la caracterizacién de

la SOM mediante espectroscopia FTIR.

3) Integrar en un andlisis multivariado las caracteristicas quimicas de los sedimentos con la
finalidad de identificar el conjunto de aquellas que estarian favoreciendo la acumulacién y

potencial transporte de POP.

4) Aplicar los resultados obtenidos en el objetivo 3) para diagnosticar ambientes con

potencial de acumulacién de POP en funcién de las caracteristicas quimicas de sus sedimentos.
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CAPITULO II: REACTIVOS,
INSTRUMENTACION ANALITICA Y
MUESTRAS
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2.1 MUESTRAS DE SEDIMENTO

Las muestras de sedimento utilizadas fueron seleccionadas a partir de un trabajo previo del
grupo de investigacion [85], en el cual se colectaron sedimentos de canales de riego y acequias
del Oasis Norte de la Provincia de Mendoza (32° 53’ S, 68° 50’ W) siguiendo un gradiente
altitudinal (881-583 m sobre el nivel del mar) en el periodo 2009-2010. Se recolectaron tres
submuestras de 200 cm? de cada sitio de muestreo a una profundidad entre 0 y 10 cm. Las
submuestras se integraron en frascos color caramelo de 600 cm?® y se transportaron al
laboratorio a 4 °C. Las muestras se almacenaron a -14 °C hasta su analisis. Posteriormente, se
descongelaron, secaron a 40 °C y homogeneizaron a través de un tamiz de acero inoxidable 75

mesh antes del analisis.
2.1.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SOM

El contenido de SOM de cada muestra se determind por gravimetria [86]: alicuotas de 10 g
de sedimento tamizado fueron secadas a 105 °C hasta peso constante, y posteriormente
calcinadas en una mufla a 430 °C durante 24 horas. El contenido de SOM fue determinado por

diferencia de peso entre estos dos procedimientos.

2.2 EQUIPOS DE SOPORTE Y REACTIVOS

2.2.1 EQUIPOS DE SOPORTE

Los equipos de soporte utilizados durante las etapas experimentales correspondientes al
desarrollo de la presente tesis se enumeran en la Tabla 5, junto a sus datos de fabricacién y

principales caracteristicas.
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Tabla 5. Equipos de soporte y sus principales caracteristicas.

Equipos de Marca/Model -
. Caracteristicas
Soporte o (Pais)
Aglltador Neuatloh ISwix Hasta 2800 rpm. Diametro orbital 4mm.
Vortex (India)
Balanza AND HR-200 . o -
Analitica (EE.UU) Capacidad maxima: 210 g, resolucién 0,0001 g.
Banol . Arcano SHZ-88 Agltauon:, O.SC|Iante, velocidad maX|£na de agltaC|qrj:
Termostatico (China) 280 rpm, limite de temperatura: 100°C con resolucion
con Agitacion de 1 °C, limite de tiempo 999 minutos.
Rotor CL-0450. Radio de rotor mas adaptador: 15 cm.
Luguimac LC- Limite de programacién de tiempo: 99 minutos,
& velocidad: 3600 rpm (0 a 2177 g). Adaptadores A14-

Centrifuga 15 (Argentina)

1615 con capacidad para cuatro tubos de centrifuga de
15 ml.

Conductimetro

HACH sensION

7 (EE. UU.)

Resolucion de 0,01 pS cm™.

Concentrador
por corriente
de Nitrégeno

B

Arcano MD-
200-1 (China)

loque para 12 tubos de 16 mm de didmetro. Limite de
temperatura 150 °C. Resolucién 0,5/1 °C. Largo de
agujas 15 cm. Evaporacion de hasta 330 ml min por
muestra, bajo consumo de nitrégeno.

Evaporador IKA-DEST RV .
Rotatorio 05 (Alemania) Rango de velocidad 30-240 rpm.
Compuestos por tres cuerpos: balones de 250 ml de
Extractores . . ir .
Soxhlet IVA (Argentina) capacidad, extractores con sifén de reflujo y
refrigerantes.
Liofilizador Biobase BK- Temperatura de la trampa -60 °C. Vacio < 10 Pa.
FD10PT (China) Capacidad de captura de agua: 3 kg 24 h%.
Mantas Arcam.) MES Temperatura maxima: 320 °C. Resolucion 1 °C.
Calefactoras (China)
Mufla ORL Controlador de temperatura Dhacel DH100.
(Argentina) Temperatura maxima: 1250 °C, resolucién 1 °C.
Pastillero Pe(r:énLJELIJn;er Didmetro interno 13 mm, maximo de seguridad 10 ton.
HACH sensION L .
pH-metro 3 (EE. UU.) Rango de pH: 0-14. Resolucién 0,01.
E
Agitador AR. ¢ \./('elp Rango de velocidad 50-1300 rpm. Temperatura maxima
- Scientifica o o
Magnético . 540 °C, resolucién 5 °C.
(Italia)
Prensa H. B. Torletti
LI . _2 .7 1 _2'
Hidraulica (Argentina) imite 700 kg cm™, resolucién de 10 kg cm
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2.2.2 REACTIVOS

Los estandares comerciales de PBDE (BDE-47, -99, -100 y -153 en isooctano) usados en este
trabajo fueron adquiridos por medio de Accustandard (EE. UU.). Se usé como estandar interno
el bifenilo de decacloro (PCB-209 en isooctano, Chem-Lab, Bélgica). Las diluciones se prepararon

en isooctano y se almacenaron en viales color caramelo a -20 °C.

Se utilizé también, 4cido fluorhidrico 40 % y acido sulfurico (Biopack, Argentina), bromuro de
potasio calidad IR (Cole-Parmer, EE. UU.), azida de sodio 99 % y cobre en polvo tamaiio de
particula = 40 um (Anedra, Argentina), n-hexano, acetona, diclorometano e isooctano de grado
cromatografico (J. T. Baker, EE. UU.), sulfato de sodio anhidro y silica gel 70-230 mesh (Merck,

Alemania).

2.3 EQUIPOS

2.3.1 ESPECTROMETRO DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER

La SOM se caracterizé haciendo uso de un espectrémetro Spectrum BX FT-IR System marca
Perkin Elmer (EE. UU.), con interferdmetro DynaScan y detector de sulfato de triglicina
deuterada (DTGS). El espectrémetro posee un laser Helio Nedn (HeNe) de clase Il categorizado
por el Centro de Dispositivos y Salud Radioldgica [87], que emite radiacion continua y visible a
una longitud de onda de 633 nm. El sistema dptico permite un rango de barrido de 7800 a 100
cm™ con resolucidon maxima de 1 cm™. El sistema electrénico estd basado en el procesador
integrado Motorola 68340. El sistema dptico se encuentra separado del compartimento de
muestras por medio de ventanas de KBr, manteniéndolo purgado, libre de humedad y de didxido
de carbono [88]. Los espectros FTIR se obtuvieron dentro del intervalo de nimero de onda de

4000-400 cm™, con una resolucién de 4 cm™ y 16 escaneos.
2.3.2 CROMATOGRAFO DE GASES CON DETECTOR DE CAPTURA DE ELECTRONES

La determinacion de los congéneres de PBDE estudiados en muestras de sedimento (BDE-47,
-99, -100 y -153) se realizd en un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 (Series Il)
acoplado a un detector de captura de electrones (GC-ECD) Hewlett Packard (Avondale, PA, EE.
UU.) operado a 300 °C. La columna GC usada fue la VF-5ms (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espesor

de la pelicula; Varian, Lake Forest, CA, EE.UU.). Las inyecciones manuales fueron de 1 pl y se
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efectuaron bajo el modo sin divisién usando un liner HP 4/3, 5181-3316 de 78 mm de largo y 4
mm de didametro interno. Se utilizé como gas portador nitrégeno 5.0 (99,999 %) con un flujo de
1 mlmin? (12 Pa). La temperatura del inyector fue de 250 °C. La programacion de temperaturas
que se muestra en la Figura 2 fue: 90 °C, 1 min; rampa 1: 35 °C min™* hasta 250 °C; rampa 2: 20

°C min? hasta 280 °C, 20 min.

Rampa de Temperatura

300

250
200
150

T [°C]

100
50

0 5 10 15 20 25

t [min]

Figura 2. Rampa de temperatura programada para el horno del GC-ECD.

La identificacién y cuantificacion de los picos se realizaron frente al estandar interno (PCB-
209) y se alcanzaron valores del coeficiente de correlacién de Pearson r > 0,99. Los limites de
deteccion (LOD) y de cuantificacién (LOQ) se calcularon de acuerdo con la recomendacién actual
de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) [89]. Los LOQ para los PBDE
analizados oscilaron entre 2,2 y 2,5 ng gty los LOD entre 0,8 y 0,9 ng g (Tabla 6). El control de
calidad también se realizd mediante la inyeccidon aleatoria de estandares, la inyeccién de
duplicados de muestras y de blancos de solventes cada cinco muestras de sedimentos y después

de los blancos de procedimiento, cuya desviacion estandar relativa (RSD) fue < 12,7 %.
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Tabla 6. Limites de deteccién y de cuantificacidn, rango lineal y desviacion estandar relativa de
los blancos de procedimiento para los cuatro congéneres en estudio.

LOD [ngg?] LoQ [ng g'] Rango L|1n eal RSD [%0]
[ngg’]
BDE-47 0,764 2,187 2,187-35 12,654
BDE-99 0,776 2,222 2,222-35 9,652
BDE-100 0,831 2,380 2,380-35 4,540
BDE-153 0,887 2,542 2,542-35 3,405
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CAPITULO IIl: OPTIMIZACION
QUIMIOMETRICA DE UN METODO DE
DESMINERALIZACION DE SEDIMENTOS

PARA EL ANALISIS DE MATERIA ORGANICA
POR FTIR

CARACTERIZACION DE LA SOM: ESPECTROS FTIR

T T T T
3500 3000 1500 1000
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Aportes destacados del Capitulo IlI:

e Optimizacion quimiométrica de un método de desmineralizacion de muestras de
sedimentos para analizar la materia organica por FTIR

e Combinacién de herramientas de andlisis espectral y estadistica multivariada para
caracterizar quimicamente la SOM

e Andlisis semicuantitativos de la SOM por FTIR

e Optimizacion de desmineralizacion con HF para eliminar interferencias espectrales en el
analisis de la SOM por FTIR

e Eficiencia de la desmineralizacion optimizada y ausencia de modificaciones

estadisticamente significativas de los grupos funcionales presentes en la SOM

3.1 INTRODUCCION

La SOM es la fraccion de suelos o sedimentos que incluye compuestos organicos como
residuos de plantas, hojarasca, humus, compuestos organicos solubles en agua y biomasa
microbiana [90]. Aunque la SOM es un componente menor de los sedimentos y suelos [63],
regula sus principales propiedades bioldgicas y fisicoquimicas y es la fuente mas importante de
nutrientes [91]. La caracterizacidn de las estructuras moleculares de la SOM permite una mejor

comprension de su origen, secuestro de carbono y ciclo de nutrientes, entre otros [63], [92].

La espectroscopia FTIR es una técnica ampliamente utilizada para caracterizar grupos
funcionales presentes en la materia orgdnica [63], [64], [70]. Sin embargo, los componentes
minerales de las muestras de sedimentos/suelos generalmente interfieren en el analisis de la
SOM por FTIR, mostrando fuertes absorciones principalmente debido a la presencia de silicatos

[93] superponiéndose con bandas distintivas de grupos funcionales de dicha SOM [94].

Tanto la sustraccion espectral [63], [95] como la desmineralizacién con acido fluorhidrico
[63], [92] se han reportado como alternativas para eliminar las interferencias espectrales en el

analisis de la SOM por FTIR.

La sustraccién espectral se basa en remover la materia organica de una muestra de
suelo/sedimento por oxidacién térmica o quimica, y restar su espectro FTIR al espectro de la

muestra de suelo/sedimento original [96]. De esta manera, el espectro obtenido después de la
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sustraccion representa los componentes minerales de las muestras en estudio, que luego se usa
para ser restado de todas las muestras de suelos/sedimentos. Como resultado de la sustraccion
se obtienen los espectros FTIR de la materia organica presente en cada una de las muestras. La
sustraccion espectral asume que la SOM se elimina completamente después de la oxidacion, sin
afectar significativamente las estructuras minerales [62]. Aunque este procedimiento mejora la
absorbancia de los grupos funcionales de la SOM, genera artefactos debido a que se ha
reportado que si pueden generarse modificaciones en los minerales, y a que los enlaces mineral-
SOM pueden no eliminarse de manera completa [63], [93]. Finalmente, la sustraccién espectral

resulta en una opcién poco confiable [97].

La desmineralizacion con acido fluorhidrico (DHF) es un método de digestidn utilizado en la
caracterizacién de la composicién de la SOM, ya sea mediante FTIR o por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) [63], [92]. Aunque la DHF puede
provocar pérdidas de la SOM, es eficaz para eliminar las interferencias minerales y se ha
reportado que no altera significativamente la distribucidn relativa de los grupos funcionales que

contienen carbono [62], [94], [98].

Estudios previos sobre el efecto de la DHF en el analisis de la SOM por FTIR o NMR han
utilizado diferentes condiciones experimentales: la masa de muestra (0,02-20 g), la
concentracién de HF (2-10 % v/v), el volumen de HF (5-50 ml), el nimero de ciclos de DHF (2—

13) y la cantidad de lavados (3-5) [62], [98]-[102].

En cuanto a los aspectos mas relevantes de los trabajos citados, Rumpel et al. [101],
evaluaron el efecto de la concentracién de HF y reportaron que la desmineralizacion con HF 10
% v/v mejord los espectros FTIR de suelos ricos en minerales, posibilitando el analisis de su
materia orgdnica. Analizando las muestras desmineralizadas por espectrometria de masas de
relacidn isotdpica y por espectroscopias NMR de 3C y FTIR determinaron que la composicidn
guimica basica de la materia orgdnica y las firmas isotdpicas no cambiaron. Como se menciond
anteriormente, Gongalves et al. [98] informaron que luego de la DHF no se observaron
alteraciones sustanciales en la distribucién de grupos funcionales con carbono determinado por
NMR de 13C, lo que sugiere que las pérdidas de C no fueron selectivas para grupos funcionales
especificos. Ademas, dicho estudio reportd que el nimero de ciclos de DHF necesarios para
mejorar los espectros NMR de 3C dependia de la composicién mineral y el contenido de carbono

de los suelos. Por su parte, Merlin et al. [102] concluyeron que para el analisis de SOM por FTIR
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dos ciclos de DHF no fueron suficientes para eliminar los minerales presentes en las muestras

analizadas.

Dada la amplia variacion en las condiciones experimentales reportadas para la DHF, en el
presente capitulo se tuvo como objetivo optimizar una metodologia de preparacion de muestras
para analisis de SOM por espectroscopia FTIR. En este sentido, se propuso evaluar el efecto de
la temperatura y el nimero de ciclos en la mejora de la eficiencia de la metodologia de DHF,
teniendo en cuenta que no se produjeran modificaciones significativas en el contenido de
materia orgdnica de las muestras estudiadas. La temperatura propuesta, 60 °C, habia sido
utilizada previamente por Zhang et al. [103] con fines tecnolégicos para disolver efectivamente
una matriz de vidrio con HF 10 % p/p. Mejorar la eficiencia de DHF también podria llevar a
minimizar la cantidad requerida de muestras, el consumo de reactivos, la duracién del trabajo
experimental y la exposicion del analista. La DHF se evalué aplicando herramientas
guimiométricas mediante la combinacién de datos FTIR semicuantitativos calculados a partir de
espectros de la SOM, y el método de aprendizaje multivariado PCA. Ademds, también se evalud
y optimizd la masa de muestras desmineralizadas necesaria para obtener espectros FTIR con una
relacidn sefial-ruido (SNR, signal-to-noise ratio, por sus siglas en inglés) maxima. Los parametros
optimos de la DHF se seleccionaron a partir de aplicar un ANOVA (a = 0,05) a los datos obtenidos

por medio del PCA.

3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1 DESMINERALIZACION CON ACIDO FLUORHIDRICO

Para desarrollar el estudio de DHF, se seleccionaron tres submuestras de sedimento con
diferentes contenidos de SOM: A, con el menor (5,78 g kg); B, con el mayor (59,57 g kg) y C,

con un valor intermedio (14,32 g kg).

Teniendo en cuenta las metodologias previamente reportadas para el analisis de la SOM por
FTIR [62], [101], [102], y asegurando obtener suficiente masa de muestra para posteriormente
preparar pastillas de KBr para el andlisis por FTIR, se evaluaron dos variables durante la DHF. Se
consideraron tanto el efecto de la temperatura, 25 °C 0 60 °C [103], como el nimero de ciclos
necesarios para obtener espectros FTIR de la SOM que resultaran satisfactorios. Los sedimentos

A, By C se trataron por triplicado bajo las mismas condiciones experimentales. A los tubos de
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centrifuga de polipropileno se les afiadieron alicuotas de 0,25 g de sedimento, y luego, cada ciclo
de DHF se realizd de la siguiente manera: a cada tubo se le agregaron 8 ml de HF 10 % v/v; los
tubos fueron agitados en vdrtex durante 10 s y seguidamente colocados en un bafio
termostdtico con agitacién orbital a 150 rpm durante 6 h, ya sea a 25 °C o a 60°C;
posteriormente, los tubos se centrifugaron a 672 g durante 5 min y se descartaron los
sobrenadantes manteniendo los sedimentos en los tubos; luego, se afiadieron alicuotas de 8 ml
de HF fresco al 10 % v/v, se agitaron durante 10 s y se dejaron reposar a 25 °C o a 60 °C durante
la noche (= 16 h). El ciclo de DHF anteriormente descrito se realizé de 1 a 5 veces consecutivas,
por triplicado para cada uno de los tres sedimentos, a las dos temperaturas ensayadas, dando
un total de 90 alicuotas a analizar. Finalmente, luego de realizar cada uno de los ciclos de DHF
ensayados, los tubos se centrifugaron nuevamente a 672 g por 5 min y se descartaron los
sobrenadantes; los pellets se lavaron 5 veces con alicuotas de 8 ml de agua desionizada [94],
corroborando que el pH resultara invariable; y por ultimo se secaron a 105 °C hasta peso

constante [104]. Los tubos se conservaron en un desecador de vidrio hasta su analisis por FTIR.

3.2.2 OBTENCION DE ESPECTROS FTIR

Las muestras de sedimento obtenidas después de cada ciclo de DHF fueron analizadas por
espectroscopia FTIR de transmisidn utilizando la técnica de preparacion de pastillas de KBr [83].
La masa de muestra desmineralizada necesaria para preparar pastillas de KBr que dieran lugar
a espectros FTIR con una SNR maxima se evalud en el rango de 2 a 8 mg. Brevemente, en un
mortero de agata se mezclaron 200 mg de KBr con alicuotas de 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 mg de muestra.
Las mezclas sélidas se transfirieron al pastillero y fueron prensadas aplicando 10 toneladas
durante 15 min. Finalmente se obtuvieron pastillas que fueron portadas en el equipo para
obtener los espectros FTIR correspondientes. Los espectros de las muestras se corrigieron
respecto a los espectros de los blancos obtenidos con 200 mg de KBr puro preparado del mismo

modo que se describid, pero sin el agregado de las muestras.

3.2.3 ANALISIS FTIR CUALITATIVOS Y SEMICUANTITATIVOS

Para mejorar y refinar la informacién obtenida mediante los espectros FTIR de la SOM se
aplicaron las técnicas de procesamiento de la sefial: BC [68], autodeconvolucidon de Fourier
[105], métodos de integracion de drea [106], [107], y célculo de cocientes de areas de picos [66],
[108], [109]. Las regiones IR seleccionadas y utilizadas para desarrollar el analisis quimiométrico

descrito en la siguiente seccidn se asociaron con grupos funcionales distintivos de la SOM y se
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identificaron en todos los espectros obtenidos después de la DHF. Las regiones IR se integraron
y utilizaron para calcular y generar los cocientes de area semicuantitativos definidos e

interpretados en la Tabla 7.

Tabla 7. Definicion de cocientes de dreas semicuantitativos derivados de los espectros FTIR.

Cociente

Region (cm™)

Variable PCA

Cocientes de
regiones

Interpretaciones

CH,/CHs

3000-2800

Metileno/metilo: Cociente relacionado con la longitud de
la cadena alifatica y el grado de ramificacion de los grupos
laterales alifaticos (cadenas laterales unidas a la estructura
macromolecular) [110], [111]. Valores mas bajos indican
cadenas mds cortas y ramificadas, valores mas altos
implican cadenas comparativamente mas largas y lineales.

CHaI/OX

(3000-2800)/
(1800-1600)

Compuestos alifaticos/oxigenados: Contribucién relativa
de las bandas de estiramiento C-H alifaticas (CH,) a la
contribucidon combinada de grupos que contienen oxigeno
y carbono aromatico (Ox). Valores mas bajos indican un
aumento de grupos funcionales que contienen oxigeno.
Cuanto mayor es la relacién CH./Ox, menor es el término
Ox. Esta relacion podria brindar informacidon sobre la
oxidacion de la materia organica [112]-[114].

SiO/(CH./CHs)

(950-1100)/
(3000-2800)

Enlaces Si-O/(metileno/metilo): Representa la influencia
relativa de la contribucién combinada de los enlaces Si-O
(de silicatos y silice) y las absorciones de estiramiento C-O
[62], [115] al cociente metileno/metilo [110], [111].
Valores mas altos de esta relacién implican un contenido
comparativamente mayor de compuestos que contienen
Si-O. Valores mas bajos podrian ser indicativos de la
eficacia de la DHF.

SiO/Ox

(950-1100)/
(1800-1600)

Enlaces Si-O/compuestos que contienen oxigeno:
Representa la influencia relativa de la contribucién
combinada de los enlaces Si-O (de silicatos y silice) y las
absorciones de estiramiento C-O [62], [115] al aporte
combinado de grupos oxigenados y carbono aromatico
(Ox) [112]-[114]. Valores mas altos de esta relacidon
implican un contenido comparativamente mayor de
compuestos que contienen Si-O. Valores mas bajos
podrian ser indicativos de la eficacia de la DHF.
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3.2.4 ANALISIS MULTIVARIADO

Las variables semicuantitativas definidas en la Tabla 7 se analizaron e interpretaron mediante
un PCA para identificar la agrupacién de datos estadisticos en funcidn de la estructura quimica
(grupos funcionales). Los resultados obtenidos del PCA se evaluaron estadisticamente mediante
ANOVA (a = 0,05). Con respecto a los scores de PC1 y PC2, la hipdtesis nula probada por ANOVA
fue que no existen diferencias significativas entre los triplicados de sedimentos A, B o C

obtenidos después de cada uno de los cinco ciclos de DHF a las dos temperaturas ensayadas.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros FTIR de los sedimentos A, B y C sin DHF se muestran en la Figura 3. La region
truncada (2700-2000 cm™) en todos los espectros analizados no mostré sefiales significativas
para los andlisis posteriores. Los espectros de la Fig. 3 exhibieron fuertes absorciones minerales
de Si—0 en =1350-820 cm™ que enmascararon bandas orgénicas caracteristicas. En acuerdo con
las interpretaciones visuales realizadas por Yeasmin et al. [62], las absorciones de CH, (3000—
2800 cm™) y Ox (1800-1600 cm™) no fueron enmascaradas pero resultaron relativamente
insignificantes debido a las intensas sefiales minerales. Ademas, en los sedimentos A y B, se

observa una sefial asociada a la presencia de carbonatos a 1430 cm™ [115].
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Figura 3. Espectros FTIR de los sedimentos A, By C sin DHF.
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3.3.1 OPTIMIZACION DE LA PREPARACION DE PASTILLAS DE BROMURO DE POTASIO
PARA EL ANALISIS DE SOM POR FTIR

Se analizd la masa de sedimento para preparar pastillas con 200 mg de KBr en el rango de 2
a 8 mg de muestra. Para seleccionar la masa éptima de sedimento, se calculd la relacién SNR de
un pico especifico presente en todos los espectros (C—H alifatico a 2925 cm™). Se ensayaron
cinco valores de masa (2, 4, 5, 6 y 8 mg) de los sedimentos A (contenido mas bajo de SOM) y B
(contenido mas alto de SOM). La SNR se calculé de acuerdo con Smith (2011) [68] como la
relacidn entre la intensidad de la sefial seleccionada y el ruido pico a pico (resta del pico con
ruido mas bajo al pico con ruido mas alto). La Figura 4 muestra que la SNR mas alta se logré
cuando se usaron alicuotas de sedimento de 5 mg para ambos tipos de sedimento, A y B. Se
observé que, de acuerdo con la Ley de Beer, a mayor masa de sedimento en las pastillas de KBr,
mayor SNR para las alicuotas dentro del rango de 2—5 mg. Sin embargo, para las alicuotas con 6
mg en adelante, la SNR disminuyd debido al incremento del ruido asociado al exceso de masa
de sedimento [68]. Por lo tanto, la masa de sedimento necesaria para preparar pastillas con 200

mg de KBr que derivaran en espectros FTIR dptimos fue de 5 mg.
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3.3.2 DESMINERALIZACION DE SEDIMENTOS

ANALISIS DE ESPECTROS FTIR

La Figura 5 muestra los espectros FTIR de los sedimentos A, By C después del primer ciclo de
DHF a las temperaturas ensayadas (25 °C y 60 °C). La DHF, ya sea a 25 °C o0 a 60 °C, mejord
notablemente los espectros FTIR de los sedimentos analizados: las sefiales minerales
interferentes de Si—O centradas en 1080 cm™ disminuyeron en comparacién con las presentes
en los espectros de los sedimentos sin tratamiento de DHF (Fig. 3) y las sefiales de carbonato
(*1430 cm™) desaparecieron por completo. Ademads, la DHF reveld las sefiales espectrales
ubicadas dentro del rango de 1800-900 cm™ que estaban enmascaradas en la Fig. 3 y mejord la

resolucidn de las sefiales CHa (3000-2800 cm™).
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Figura 5. Espectros FTIR de sedimentos A, By C después del primer ciclo de DHF a 25 °Co
a 60 °C.
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En la Figura 5 se pueden identificar diferencias visuales entre los espectros de todos los
sedimentos después del primer ciclo de DHF a ambas temperaturas ensayadas. Las sefales
minerales asignadas a los enlaces Si—0 (1100-950 cm™) fueron més intensas para la DHF a 25 °C
qgue a 60 °C, lo que indica que a 60 °C las interferencias minerales se eliminaron de manera mas
eficiente que a 25 °C. Ademas, el sedimento A (menor contenido de SOM), a diferencia de los
sedimentos B y C, no mostré absorciones dentro de la region de 1550-900 cm™ (estiramientos
C-0, C=C y C=0 [115]). En consecuencia, al comparar la eficiencia de la metodologia de DHF
aplicada para sedimentos con diferente contenido de SOM, la regién mencionada (1550-900
cm™) no fue incluida en el PCA (ver Tabla 7) ya que no contemplaria a los tres tipos de sedimento

en analisis.

Las senales de la SOM presentes en todas las muestras desmineralizadas fueron integradas
para, posteriormente, calcular los cocientes de area que se muestran en la Tabla 7. A las regiones
CHa y Ox se las integrd luego de realizar una BC como se muestra en las Figuras 6a y 6b,
respectivamente. Se aplicd la autodeconvoluciéon de Fourier a la regién de las bandas de
estiramiento C-H alifaticas (3000-2800 cm™) para resolver los picos superpuestos que el
instrumento no pudo resolver. Como se puede observar en la Figura 7, la técnica de
deconvolucidon condujo a espectros con bandas mas estrechas y permitié distinguir entre
caracteristicas espectrales poco espaciadas y diferenciar significativamente las sefales
espectrales especificas [67]. Asi, se calcularon las areas de los picos correspondientes a los
estiramientos simétrico y asimétrico de metilenos y metilos y al estiramiento de metinos.
Finalmente, los resultados de los calculos de los cocientes de las areas integradas se presentan

en la Tabla S1 del Material Suplementario (MS), Anexo I.

En la Tabla S1 se puede identificar que los valores obtenidos para el cociente CH,/CHs tienden
a ser constantes y caracteristicos para cada uno de los sedimentos, independientemente de las
condiciones de DHF (temperatura y nimero de ciclos), por lo cual este cociente fue seleccionado
como uno de los denominadores de las variables asociadas al Si-O mostradas en la Tabla 7. Los
valores constantes y caracteristicos del cociente CH,/CHs (CH. desenmascarado, Figs. 3y 4) para
cada sedimento muestran que los enlaces CH, no se ven afectados por las variaciones en las

condiciones de la DHF.
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ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIADO

Los cocientes de areas FTIR semicuantitativos de la Tabla 7 se introdujeron como variables
en el PCA. Cuatro variables y noventa muestras dieron lugar a un total de 360 datos (Tabla S1),
que se analizaron para seleccionar las mejores condiciones experimentales de la DHF en funcién
de los grupos funcionales caracteristicos del SOM analizada. La matriz de correlacién y la
solucion del PCA se muestran respectivamente en las Tablas S2 y S3 del MS (Anexo I). EI PCA

obtenido a partir de los cocientes de areas introducidos como variables originales permitio
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reducir la dimensionalidad del sistema al seleccionar dos componentes principales (PC1y PC2),

las cuales acumularon una explicacion de la varianza de los datos del 94,33 % (Tabla S3).

Los gréficos de loadings y scores se muestran en las Figuras 8a y 8b, respectivamente. La
primera PC explicé el 61,20 % de la varianza del total de los datos y tuvo contribuciones negativas
de todas las variables (Fig. 8a). La segunda PC explicé el 33,13 % de la varianza total de los datos
y tuvo contribuciones positivas moderadas de las variables asociadas a la presencia de enlaces
Si—0 (SiO/(CH,/CHs) y SiO/0x), y contribuciones negativas moderadas de las variables CH,/Ox y
CH,/CHs (Fig. 8a y Tabla 7).
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Figura 8. PCA correspondiente a los sedimentos A, By C después de los ciclos de DHF a 25 °C
y 60 °C. a) Grafico de loadings de PC1 versus PC2 y b) Grafico de scores de PC1 versus PC2.

Los scores de las muestras después de los ciclos de DHF a 25 °C se dispersaron a lo largo del
eje definido por las variables asociadas al Si-O, a diferencia de las muestras de sedimento
después de los ciclos DHF a 60 °C, que se agruparon estrechamente mostrando los scores mas
altos respecto a PC1 y los mas bajos respecto a PC2 (Figs. 8a y 8b). Esto indico que los ciclos de
DHF a 60 °C permitieron una desmineralizaron mas eficiente de las muestras, lo que condujo a

la obtencién de espectros como los que se muestran en la Fig. 5.
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Es importante sefialar que, independientemente de las condiciones de DHF, los sedimentos
A, By C conservaron sus scores a lo largo del eje definido por los cocientes CH,/CHsz y CH,/Ox,
que son las variables relacionadas con las caracteristicas quimicas de los grupos funcionales
especificos de la SOM. En este sentido, el conjunto de datos correspondientes al sedimento A
tuvo los scores mas altos respecto a PC1y a PC2 asociados con los valores mas bajos de CH,/CHs
y CH./Ox (Tabla S1). En el otro extremo, el conjunto de datos correspondiente al sedimento B
mostro los scores mas bajos frente a PC1 y a PC2 en correspondencia con los valores mas altos
de CH,/CHs y CH./Ox. Finalmente, el conjunto de datos del sedimento C presenté valores de
scores intermedios respecto a los obtenidos para los sedimentos A y B, mostrando también
valores intermedios de respecto a PC1 y a PC2. Este patrén de distribucion de scores indica que
la SOM del sedimento A tenia cadenas mds cortas y ramificadas, y mds grupos que contenian
oxigeno respecto a los que tenia el sedimento C, e inclusive, mds aun que los correspondientes
al sedimento B, lo que es indicativo de una SOM mas degradada, con mayor grado de oxidacion

[112].

Tabla 8. Resultados del ANOVA (n=3, a=0,05). Comparaciones entre scores respecto a PC1 de los
triplicados de los sedimentos A, By C luego de cada uno de los 5 ciclos de DHF a 25 °C o a 60 °C.

Numero de ciclos y temperatura de cada | Sedimento A | SedimentoB | Sedimento C
DHF P M p M p M

25 °C: 1 versus 2 0,032 SD 0,005 | SD | 0,006 | SD

25 °C: 2 versus 3 0,340 | NSD | 0,628 | NSD | 0,229 | NSD

25 °C: 3 versus 4 0,778 | NSD | 0,080 | NSD | 0,738 | NSD

25 °C: 4 versus 5 0,338 | NSD | 0,056 | NSD | 0723 | NSD

25 °C: 1 versus 5 0,026 SD 0,003 | SD 0,055 | NSD

25 °C: 2 versus 5 0,330 | NSD | 0,001 SD 0,187 | NSD

25 °C: 3 versus 5 0,105 | NSD | 0,030 | SD 0,999 | NSD

25 °C: 5versus 60 °C: 1 0,304 | NSD | 0,000 | SD | 0,014 | SD
60 °C: 1 versus 2 0,380 | NSD | 0,718 | NSD | 0,167 | NSD

60 °C: 2 versus 3 0,662 | NSD | 0,402 | NSD | 0,076 | NSD

60 °C: 3 versus 4 0,800 | NSD | 0,654 | NSD | 0,939 | NSD

60 °C: 4 versus 5 0,450 | NSD | 0,672 | NSD | 0,154 | NSD

60 °C: 1 versus 5 0,095 | NSD | 0,831 | NSD | 0,363 | NSD

60 °C: 2 versus 5 0,387 | NSD | 0,408 | NSD | 0,533 | NSD

60 °C: 3 versus 5 0,487 | NSD | 0,971 | NSD | 0,134 | NSD

M: Media de los triplicados, SD: Significativamente diferentes, NSD: No significativamente
diferentes.
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Se realizd una prueba estadistica ANOVA (95 % de confianza) entre los scores respecto a PC1
y a PC2 de los triplicados de los sedimentos A, B y C, obtenidos bajo el mismo nimero de ciclos
de DHF y temperatura, para evaluar diferencias significativas entre ellos. Las tablas 8 y 9
muestran, respectivamente, los resultados de la prueba ANOVA realizada sobre los scores de

PC1y PC2.

Tabla 9. Resultados del ANOVA (n=3, a=0,05). Comparaciones entre scores respecto a PC2 de los
triplicados de los sedimentos A, By C luego de cada uno de los 5 ciclos de DHF a 25 °C o a 60 °C.

Numero de ciclos y temperatura de cada | Sedimento A | SedimentoB | Sedimento C
DHF P M p PM p M
25 °C: 1 versus 2 0,049 Sb | 0,003 | SD | 0,002 | SD
25 °C: 2 versus 3 0,219 | NSD | 0,233 | NSD | 0,059 | NSD
25 °C: 3 versus 4 0,823 | NSD | 0,964 | NSD | 0,261 | NSD
25 °C: 4 versus 5 0,386 | NSD | 0,557 | NSD | 0,402 | NSD
25 °C: 1 versus 5 0,034 | SD | 0,009 | SD | 0,001 | SD
25 °C: 2 versus 5 0,351 | NSD | 0,802 | NSD | 0,988 | NSD
25 °C: 3 versus 5 0,544 | NSD | 0,539 | NSD | 0,010 SD
25 °C: 5 versus 60 °C: 1 0,120 | NSD | 0,001 | SD | 0,020 | SD
60 °C: 1 versus 2 0,132 | NSD | 0,452 | NSD | 0,405 | NSD
60 °C: 2 versus 3 0,651 | NSD | 0,733 | NSD | 0,429 | NSD
60 °C: 3 versus 4 0,805 | NSD | 0,709 | NSD | 0,224 | NSD
60 °C: 4 versus 5 0,551 | NSD | 0,114 | NSD | 0,050 | NSD
60 °C: 1 versus 5 0,045 SD 0,021 SD 0,767 | NSD
60 °C: 2 versus 5 0,459 | NSD | 0,094 | NSD | 0,155 | NSD
60 °C: 3 versus 5 0,617 | NSD | 0,114 | NSD | 0,918 | NSD

M: Media de los triplicados, SD: Significativamente diferentes, NSD: No significativamente
diferentes.

En relacidn con los scores respecto a PC1 (Tabla 8), después de la DHF a 25 °C, el primer ciclo
resultd significativamente diferente del segundo ciclo para los sedimentos A, By C (p < 0,05). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre los ciclos consecutivos del 2 al 5 (p > 0,05).
Esto podria indicar que la desmineralizacidon mas sustancial ocurrié entre el primer y el segundo

ciclo de DHF. También se observd que en el caso del sedimento B aun existian diferencias
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significativas entre los ciclos 2 versus 5, y 3 versus 5, a 25 °C. Esto puede deberse a la dificultad

de eliminar los minerales que estan unidos a la SOM y la estabilizan [62], [116].

Respecto a los cinco ciclos de DHF a 60 °C (consecutivos o no), no hubo diferencias
significativas entre los scores respecto a PC1. Realizando una comparacién entre el ultimo ciclo
de DHF a 25 °C (quinto ciclo) y el primero a 60 °C resultaron significativamente diferentes para
los sedimentos B y C (mayor contenido de SOM que el sedimento A), lo cual sugiere que cinco
ciclos DHF a 25 °C resultaron insuficientes para eliminar las fases minerales de los sedimentos

estudiados.

En cuanto a PC2, se observd la misma tendencia que en el caso de PC1 para ciclos
consecutivos a 25 °Cy a 60 °C (Tabla 9). Los ciclos de DHF 1 versus 2 fueron significativamente
diferentes para los tres sedimentos estudiados (p < 0.05) a 25 °C, y los ciclos consecutivos del 2
al 5 no mostraron diferencias significativas entre ellos (p > 0.05). A 60 °C, no hubo diferencias
significativas entre todos los ciclos consecutivos. Sin embargo, se observd que para los
sedimentos Ay B, los ciclos de DHF 1 versus 5 a 60 °C resultaron significativamente diferentes;
pero los ciclos 2 frente al 5y 3 frente al 5 no fueron significativamente diferentes. Esto indicé
que con 2 ciclos de DHF a 60 °C se logra una desmineralizacién eficiente de las muestras de
sedimentos, mostrando valores de cocientes de areas FTIR constantes (variables originales) para

sedimentos con una amplia gama de contenido de SOM (Figuras 8ay 8b).

La Figura 9 muestra los espectros FTIR de los sedimentos A, B y C después de aplicar las
condiciones éptimas de la metodologia de DHF: 2 ciclos a 60 °C. Se puede notar que el sedimento
A no presentd la sefial observada en la Fig. 5 centrada en =1080 cm™ mostrando una
desmineralizacidon eficiente, esencial para el analisis SOM por FTIR. Las sefiales de los
sedimentos B y C dentro del rango de 1800-900 cm™ resultaron completamente

desenmascaradas después de aplicar las condiciones 6ptimas de DHF (Fig. 9).
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Figura 9. Espectros FTIR de los sedimentos A, B, y C luego de aplicar las
condiciones dptimas de DHF: 2 ciclos a 60 °C.

3.4 CONCLUSIONES PARCIALES DEL CAPITULO IlI

El estudio quimiométrico desarrollado en el presente capitulo combind la informacion
espectral FTIR de la estructura quimica de la SOM, el PCA y el ANOVA para evaluar el efecto de
las variables experimentales de la DHF, y su interaccidn, sobre la eficiencia de desmineralizacion
de las muestras de sedimento, permitiendo desenmascarar las sefiales espectrales distintivas de
la SOM. Para tal fin, se utilizaron datos semicuantitativos, es decir, cocientes de areas FTIR
derivados de los grupos funcionales de la SOM. Estos datos semicuantitativos fueron
introducidos como variables originales en el PCA, resultando en una explicacién de la varianza

de los datos del 94,33 % teniendo en cuenta las dos primeras PC.

Se aplic6 un ANOVA (95 % de confianza) a los scores respecto a PC1 y a PC2 de tres
sedimentos con un amplio rango de contenido de SOM (5,78-59,57 g kg!) y se concluyd que dos
ciclos de DHF a 60 °C resultaron éptimos para preparar las muestras para su analisis de SOM por

FTIR. La DHF realizada empleando las condiciones éptimas mencionadas anteriormente no solo
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mejoré la eficiencia de desmineralizacion sino que ademds no generd modificaciones en la SOM

que podrian ser significativas para su andlisis por FTIR. Estos resultados tienen significancia
estadistica y no sélo estan basados en informacién espectral cualitativa (estimaciones visuales),

sino en un desarrollo semicuantitativo.

Después de aplicar la metodologia de DHF dptima se obtuvieron espectros FTIR de buena
calidad para los tres sedimentos estudiados. En este sentido, se alcanzaron altas SNR, una
mejora en la resolucidn de las seiales de las regiones no enmascaradas y completa eliminacion
de las interferencias minerales, permitiendo desenmascarar las absorciones caracteristicas de
los grupos funcionales presentes en la SOM. Esta metodologia de preparacion de muestras
también podria resultar util para el andlisis de SOM aplicando otras técnicas diferentes a FTIR,
como la NMR y la microscopia, que necesitan aislar la materia organica de la fraccion mineral de

los sedimentos para su caracterizacion.
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CAPITULO IV: LA DEGRADACION DE LA
MATERIA ORGANICA DETERMINA LAS
CONCENTRACIONES DE PBDE EN
SEDIMENTOS. APRENDIZAJE
MULTIVARIADO EN MODELOS AMBIENTAL

Y EXPERIMENTAL.
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Aportes destacados del Capitulo IV:

Uso de datos semicuantitativos FTIR para caracterizar quimicamente la SOM

e Propuesta de un novedoso modelo lineal para calcular la densidad de la SOM

e Correlacién de las propiedades de los sedimentos con las concentraciones de PBDE
mediante métodos de aprendizaje multivariado

e Correlaciones positivas entre la degradacién de la SOM vy las concentraciones de PBDE

e Correlaciones positivas entre la densidad de la SOM y las concentraciones de PBDE

4.1 INTRODUCCION

Los POP pueden liberarse involuntariamente al medio ambiente durante diferentes etapas
de su ciclo de vida, incluida la produccion, el uso y la eliminacion de materiales a los que se
encuentran asociados [117]. Se han reportado importantes fuentes de liberacién de POP, tales
como la descarga de aguas y lodos provenientes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales [118] o los desechos electrénicos [119], entre otros. A partir de su liberacion en el
ambiente pueden presentar un LRAT, lo que finalmente resulta en su contaminacién ubicua

[117].

Los POP han sido ampliamente detectados en diferentes compartimentos ambientales v,
dadas sus propiedades hidrofébicas, tienden a acumularse en los sedimentos de los ambientes
acudticos [117], [120]. Por lo tanto, el analisis de sedimentos se ha convertido en un enfoque
ampliamente utilizado para evaluar la contaminacién ambiental asociada a los POP y estudiar su
ciclo global [32], [121]. Como se menciond en el Capitulo |, dada su afinidad por los compuestos
lipofilicos e hidrofébicos, la SOM juega un papel importante en la captura de los POP durante su

ciclo global [47].

En lo que respecta a las correlaciones entre las concentraciones de PBDE y el contenido de
SOM existen discrepancias entre los datos reportados en la bibliografia. Se han reportado tanto
correlaciones positivas significativas entre las concentraciones de PBDE y el contenido de SOM
[48]-[50] como la ausencia de dicha correlacion [51]-[53]. Por ejemplo, Hellar-Kihampa et al.
[32] monitorearon compuestos organohalogenados en sedimentos y encontraron correlaciones

positivas significativas entre el contenido de SOM vy las concentraciones de pesticidas
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organoclorados; sin embargo, no encontraron correlaciones significativas entre el contenido de
SOM vy las concentraciones de PBDE [32]. Estos informes sugieren que es importante estudiar
otros factores que potencialmente pudieran afectar las correlaciones entre las concentraciones

de PBDE y los sedimentos, tales como las caracteristicas de la SOM.

Como se ha indicado, la espectroscopia FTIR es una técnica instrumental simple, rapida y no
destructiva que se utiliza para caracterizar la composicién de la SOM [62] mediante el andlisis
de los grupos funcionales de la materia organica [63]. En el Capitulo Il de la presente tesis,
algunos cocientes de area semicuantitativos FTIR pudieron asociarse con la degradacién de la
SOM. Este enfoque permite brindar una visién mas profunda sobre las caracteristicas de los
grupos funcionales de la materia orgdnica que podrian determinar las concentraciones de los
PBDE en sedimentos. Ademas, dichos cocientes de area también pueden ser utilizados para
predecir y calcular la densidad de la materia organica, como demostraron D'Angelo y Zodrow
[70]. El célculo de la densidad de la SOM por medio del analisis espectral FTIR semicuantitativo
proporciona una variable adicional para estudiar las correlaciones entre las caracteristicas de la

SOM y las concentraciones de PBDE que, hasta el momento, no se ha tenido en cuenta.

Como se menciond en el Capitulo I, en un estudio preliminar [85] se analizaron muestras de
sedimentos de la provincia de Mendoza, Argentina, para determinar la presencia de PBDE en
ambientes acuaticos locales. La calidad de las fuentes de agua en Mendoza es de alta relevancia
dado que la provincia viene atravesando por crecientes eventos de escasez de agua y sequia
[122], [123]. En el presente capitulo, se realizara un estudio multivariado comparativo entre las
muestras ambientales colectadas y un modelo experimental. Se desarrollard un enfoque
quimiométrico mediante la combinacién de dos métodos de aprendizaje multivariado, PCA y
PLS. Ademas de las concentraciones de PBDE y las propiedades fisicoquimicas de los sedimentos,
como la EC, el pH, el contenido y la densidad de la SOM, se introducirdn los datos
semicuantitativos obtenidos de los espectros FTIR de la SOM como variables originales en los

analisis multivariados.

4.2 EXPERIMENTAL

Dado que el presente capitulo tiene como objetivo analizar qué caracteristicas de la SOM
podrian determinar las concentraciones de PBDE en los sedimentos, se realizd un estudio

comparativo entre dos modelos, ambiental y experimental, utilizando métodos de aprendizaje

57



multivariados (PCA y PLS). Las muestras de sedimentos ambientales con concentraciones de
PBDE por debajo de los LOD de la metodologia se enriquecieron con los congéneres BDE-47, -
99, -100 y -153, y se usaron en el modelo experimental. Aunque se conoce que el congénere
BDE-209 es uno de los congéneres mas predominantes en el medio ambiente, no se determind

debido a limitaciones analiticas [31].

4.2.1 MODELOS AMBIENTAL Y EXPERIMENTAL

El modelo ambiental se obtuvo a partir del andlisis de muestras de sedimentos colectadas
segun la descripcion del Capitulo Il. Para desarrollar el modelo experimental propuesto, las
muestras de sedimentos ambientales con concentraciones de PBDE por debajo de los LOD de la
metodologia analitica se enriquecieron de acuerdo a reportes previos [121], [124]. Brevemente,
a tubos de centrifuga de 10 ml se agregaron alicuotas de 1 g de las muestras de sedimentos y se
enriquecieron con 20 ng de BDE-47, -99, -100 y -153, se mezclaron con 2 ml de solucidn de azida
de sodio al 0,2 % para imitar las condiciones de campo, y se agitaron con vortex durante 1 min
a intervalos de 1 h durante 14 dias consecutivos, dejandolos reposar toda la noche.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron y los sobrenadantes se descartaron manteniendo los
sedimentos en los tubos. Las muestras de sedimento fueron liofilizadas para ser extraidas

posteriormente para la determinacion de PBDE como se describe en la siguiente seccidn.

4.2.2 ANALISIS Y DETERMINACIONES

PBDE EN SEDIMENTOS

Las muestras de sedimentos se extrajeron con un extractor Soxhlet de acuerdo con los
métodos descritos por Covaci et al. [125] y Jans [126]. Brevemente, alicuotas de 1 g de los
sedimentos liofilizados se mezclaron con 3 g de cobre en polvo y se extrajeron durante 40 h con
120 ml de solvente de extraccién (n-hexano:acetona, 3:1, v/v). Después de las extracciones
Soxhlet, los extractos se concentraron hasta alcanzar aproximadamente 1 ml utilizando un
evaporador rotatorio. Luego, se transfirieron a cartuchos de extraccidn en fase sélida
conteniendo (de abajo hacia arriba) 8 g de silica acidificada (44 % p/p de acido sulfurico
concentrado), 0,5 g de sulfato de sodio anhidro y 1 g de cobre en polvo. Los analitos se eluyeron
con 15 ml de n-hexano seguido de 10 ml de diclorometano. Los eluatos se sometieron a
evaporacion rotatoria y luego a una corriente suave de nitrogeno, siendo evaporados hasta casi
sequedad. Los extractos se reconstituyeron en 100 pl de isooctano y finalmente se inyectaron

alicuotas de 1 pl en el GC-ECD.
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ANALISIS FISICOQUIMICO DE LOS SEDIMENTOS

Las determinaciones de pH y EC se realizaron con alicuotas de 500 g de muestras de
sedimentos secos y tamizados segun Allison [127]: las alicuotas se saturaron con agua
desionizada obteniendo una pasta uniforme que se dejé reposar durante 2 horas.

Posteriormente, se filtraron para determinar el pH y la EC del extracto acuoso.

ANALISIS FTIR DE LA SOM Y DERIVACION DE COCIENTES DE AREA

Para caracterizar quimicamente la SOM por FTIR, las muestras de sedimentos fueron
desmineralizadas siguiendo el método optimizado en el Capitulo lll, es decir, con 2 ciclos de DHF
a 60 °C. Después de la desmineralizacién, la SOM se analizé mediante FTIR aplicando las técnicas
de procesamiento de sefiales previamente mencionadas: BC [68], métodos de integracion de

area [106], [128] y autodeconvolucién de Fourier [105].

Las regiones IR identificadas en todos los espectros de la SOM se integraron y utilizaron para
calcular los cocientes de area semicuantitativos [66], [108], [109] definidos e interpretados en

la Tabla 10.

Tabla 10. Cocientes de drea semicuantitativos definidos a partir de los espectros FTIR de la SOM.

Cociente Regién (cm™)
Cocientes de Interpretaciones
regiones

Variable PCA

Metileno/metilo y metino/metilo: Cocientes relacionados
con la longitud de la cadena alifatica y el grado de
ramificacion de los grupos laterales alifaticos (cadenas
3000-2800 laterales unidas a la estructura macromolecular) [110],
[111]. Valores mas bajos indican cadenas mas cortas y
ramificadas, valores mas altos implican cadenas
comparativamente mas largas y lineales.

Compuestos alifaticos/oxigenados: Contribucion relativa
de las bandas de estiramiento C-H alifaticas (CH.) a la
contribucidon combinada de grupos que contienen oxigeno
(3000-2800)/ | y carbono aromatico (Ox). Valores mas bajos indican un
(1800-1600) | aumento de grupos funcionales que contienen oxigeno.
Cuanto mayor es la relacién CH./Ox, menor es el término
Ox. Esta relacion podria brindar informacion sobre la
oxidacion de la materia organica [112]-[114].

CHz/CH3 \
CH/CH;

CHaI/OX
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4.2.3 CALCULO DE DENSIDAD DE LA SOM

Para obtener una ecuacién de densidad de la SOM, se adaptd una metodologia previamente
desarrollada para calcular la densidad de la materia organica preservada de plantas fésiles [70].
En dicha metodologia aplicaron un método de contribucién de grupos, que es una herramienta
para predecir o estimar las propiedades de un sistema utilizando datos experimentales. El
método se basa en el supuesto de que la propiedad predicha se puede describir como una suma

de contribuciones individuales [129].

Los valores de densidad de la materia orgdnica conservada en plantas fdsiles son casi
imposibles de obtener por medios experimentales debido al tamafio insuficiente de la muestra.
D’Angelo y Zodrow (2018) aplicaron el método de contribucién de grupos para calcular el peso
molecular y el volumen molar. Estas propiedades moleculares se utilizaron para calcular la
densidad (peso molecular/volumen molar) de estructuras moleculares propuestas
hipotéticamente como presentes en las plantas fésiles. Las estructuras propuestas se basaron
en datos de la literatura y las proporciones relativas de grupos funcionales que se encuentran
experimentalmente en las plantas fésiles. Los valores de densidad calculados se usaron como
estandares de densidad para calculos posteriores. Luego, las muestras de plantas fosilizadas
fueron analizadas por FTIR obteniendo cocientes de area semicuantitativos derivados de los
grupos funcionales de la materia organica preservada. Las muestras se asignaron a valores de
densidad aproximados utilizando las densidades calculadas a partir de los estandares
propuestos previamente. Reuniendo toda esta informacidn, se generé un modelo de densidad
3D basado en los cocientes de drea semicuantitativos derivados de los grupos funcionales de los
espectros FTIR de las plantas fésiles y en los estandares propuestos. Finalmente, para obtener
una relacién empirica entre la densidad (variable dependiente) y dos cocientes de area FTIR
(variables independientes) se realizd un analisis de regresion lineal (Figs. 4 y 5, D’Angelo y
Zodrow [70]). Con un 95 % de confianza, los valores de densidad obtenidos por medio de la
ecuacion lineal empirica no fueron significativamente diferentes de los valores obtenidos con el
modelo 3D. En la presente tesis se propuso generar una nueva regresion lineal utilizando dos

cocientes de area derivados de los espectros FTIR de la SOM.
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4.2.4 METODOS DE APRENDIZAJE MULTIVARIADO: PCA Y PLS

Las propiedades fisicoquimicas de los sedimentos, los datos derivados de los espectros FTIR
de la SOM (los cocientes de area semicuantitativos) y las concentraciones de PBDE se integraron

en dos analisis multivariados, PCA y PLS, comparando los modelos ambiental y experimental.

En el presente capitulo se realizé un PCA para explorar y contrastar el agrupamiento de las
variables estudiadas del modelo ambiental (E-PCA) versus el modelo experimental basado en los
sedimentos enriquecidos (X-PCA). Consecutivamente, se llevé a cabo el método supervisado PLS
utilizando las concentraciones de PBDE como variables dependientes para evaluar las
propiedades fisicoquimicas de los sedimentos, los cocientes de drea de picos FTIR de la SOM y
la densidad de SOM como variables predictoras en ambos modelos, ambiental (E-PLS) y

experimental (X-PLS).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 ANALISIS ESPECTRAL FTIR DE LA SOM

Los espectros FTIR de los sedimentos antes y después de la DHF se muestran en las Figuras
10a y 10b, respectivamente. La regién truncada (2700-2000 cm™) no mostrd sefiales
involucradas en andlisis posteriores. Del mismo modo que se observd en el Capitulo lll, los
espectros antes de la DHF exhibieron absorciones intensas asociadas principalmente a enlaces
Si-O a 1100-950 cm™ (Fig. 10a). Las sefiales de silicatos/silice, junto con las de carbonatos
(=1430 cm™) representaron las interferencias espectrales minerales al caracterizar la SOM por
FTIR. Comparando la Fig. 10a y la Fig. 10b, la DHF mejoré la resoluciéon de las bandas de
estiramiento de C-H alifaticas (3000-2800 cm™) y las bandas de absorcién asignadas a los grupos
funcionales que contienen oxigeno (1800-1600 cm™), que se encontraban superpuestas con las
interferencias minerales identificadas en la Figura 10a. Se puede notar que la DHF también
reveld los picos de la SOM ubicados dentro del rango de 1800-900 cm™ (Fig. 10b), que estaban

completamente enmascarados en la Fig. 10a.

Como se puede observar en la Figura 10b, algunos espectros de la SOM no mostraron picos
dentro de la regién de 1550-900 cm relacionados con los estiramientos C—0, C=C y C=0 [115].
Por lo tanto, para poder hacer comparaciones y estudiar todas las muestras de sedimento, la

region espectral antes mencionada no se incluyé durante la aplicaciéon de los métodos de
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aprendizaje multivariado. Finalmente, las sefiales que estaban presentes en todos los espectros

de la SOM se integraron para calcular los cocientes de area de los picos FTIR definidos en |la Tabla

10.
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Figura 10. Espectros FTIR de a) Muestras de sedimentos antes de la DHF b) Espectros de la
SOM: muestras de sedimentos después de la DHF optimizada en el Capitulo Ill.

Taly como se describid en el Capitulo Il se aplicaron las técnicas de procesamiento de sefiales
espectroscopicas: a las regiones CH, y Ox la BC, y la autodeconvolucién de Fourier para resolver
los picos asociados a las absorciones de los estiramientos simétricos y asimétricos de metilenos

y metilos, y del estiramiento de los metinos.

Los cocientes CH,/CH; y CH/CH; fueron seleccionados debido a su utilidad para inferir el
grado de degradacién de la SOM. Este enfoque semicuantitativo derivado de la informacion
espectral obtenida por medio de la espectroscopia FTIR permite identificar las propiedades
quimicas de la SOM que pudieran tener implicancias al ser correlacionadas con las

concentraciones de contaminantes en sedimentos, tales como los PBDE.
4.3.2 MODELO DE DENSIDAD DE LA SOM

Reportes previos han estudiado la distribucion de POP tales como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) o bifenilos policlorados (PCB) en fracciones de suelo/sedimento con diferentes

densidades [130], [131]. En este sentido, Krauss y Wilcke no reportaron correlaciones



significativas entre la fuerza de sorcién de los PAH y la distribucion entre las fracciones de

densidad del suelo.

D’Angelo y Zodrow propusieron un modelo de regresion lineal derivado de un modelo 3D
para calcular la densidad en g cm™ de la materia organica preservada de plantas fésiles usando
la siguiente ecuacién: 6=0,94-1,86 C=0/C=C +0,45 CHa/CHa. [70]. Los grupos funcionales
utilizados para calcular los cocientes de drea incluidos en esa ecuacidn lineal no estaban
presentes en los espectros de la SOM obtenidos en la presente tesis (Fig. 10b), por lo cual no se
tenia la posibilidad de utilizar dicha ecuacidn. Sin embargo, para las muestras de plantas fésiles
se calcularon otros cocientes de drea al realizar el modelo 3D, pero que no fueron seleccionados
para proponer la ecuacidn lineal. Entre ellos, los cocientes CH,/CHs y CH,/Ox se calcularon al
analizar tanto las plantas fésiles como las muestras de la SOM analizadas en la presente tesis.
Por lo tanto, se propuso una nueva ecuacion lineal de densidad basada en estos dos cocientes
de area (Tabla 10). Finalmente, se obtuvo una ecuacién de densidad basada en los valores
calculados de los cocientes CH,/CH3 y CH./Ox para las plantas fosiles que habian sido utilizados
en el modelo 3D y publicados (Tabla 7 del Material Complementario de D'Angelo y Zodrow,

2018). La ecuacion obtenida es la siguiente (Fig. 11): 6=1,4315-0,0731 CH,/CH3 -0,3705 CH.,/Ox.

Densidad
(g/cm?)

{,uro/6) pepisudp = Z

Figura 11. Modelo de densidad propuesto que muestra la interdependencia
entre los tres parametros: 6=1,4315-0,0731 CH,/CHs; -0,3705 CH,/Ox.
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Tabla 11. Valores de densidad en g cm™ de la materia orgénica preservada de plantas fésiles
obtenidos de los modelos 3D y lineales citados [70] y el modelo lineal propuesto utilizando dos
cocientes de drea encontrados en ambos tipos de muestras.

Muestrade | Valor citado Valor citado 8 modelo 6 modelo 6 modelo
planta fésil de CH,/CH; de CH,,/Ox propuesto | 3Dcitado | lineal citado

1Pi 2,5 0,78 0,96 0,94 1,01
2Pi 2,0 0,50 1,10 1,19 1,14
3Pi 2,5 0,54 1,05 1,19 1,12
4Pi 2,0 0,50 1,10 1,19 1,11
5Pi 1,9 0,50 1,11 1,19 1,11
6Pi 1,9 0,46 1,12 1,19 1,12
7Pi 2,3 0,61 1,04 1,01 1,06
8Pi 2,2 0,58 1,06 1,01 1,07
9Pi 2,3 0,57 1,05 1,01 1,04
10Pi 1,9 0,52 1,10 0,92 1,07
11Pi 2,2 0,47 1,10 0,98 1,05
12Pin 2,1 0,56 1,07 1,01 1,07
13Ur 2,9 1,00 0,85 0,88 0,85
14Ur 3,2 0,68 0,95 0,99 0,92
15Ur 3,7 0,68 0,91 0,99 0,91
16PUr 2,7 0,90 0,90 0,88 0,81
17PUr 2,8 0,59 1,01 0,96 1,01
18PUr 2,8 0,51 1,04 0,98 1,06
19PUr 2,8 0,51 1,04 1,00 1,05
20PUr 2,7 0,54 1,03 0,92 1,05
21PUr 3,1 0,61 0,98 0,94 1,03
22APUr 2,6 0,99 0,87 0,88 0,88
23APUr 2,1 0,45 1,11 1,18 1,11
24APUr 2,5 0,48 1,07 1,19 1,11
25APUr 2,7 0,54 1,03 0,92 1,07
26APUr 2,6 0,54 1,04 1,19 1,08
27APUr 2,4 0,50 1,07 0,92 1,08
28APUr 2,1 0,52 1,09 1,19 1,07

Para evaluar el nuevo modelo propuesto, se compararon los valores de densidad obtenidos
por medio de los tres modelos, 3D y lineal propuesto por D’Angelo y Zodrow y el modelo lineal
propuesto en la presente tesis. Los valores de densidad de los tres modelos se muestran en la
Tabla 11. La realizacién de un ANOVA (95 % de confianza) indicé que no hubo diferencias
significativas (Tabla 12, p > 0,05) entre los tres modelos, por lo que pueden usarse

indiscriminadamente. Luego, la ecuacidn lineal propuesta (Fig. 11) se utilizé para calcular la
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densidad de la SOM. Estos valores fueron incorporados en los métodos de aprendizaje

multivariado presentados en la siguiente seccion.

Tabla 12. Resultados de ANOVA (a = 0,05). Comparaciones entre los valores de densidad ()
obtenidos utilizando el modelo 3D y el ajuste lineal citados [70] y el modelo lineal propuesto.

Modelo de densidad n M SD F P Decision?
3D citado 28 1,03 0,12
’ ’ 3,32 E-8 1,00 NSD
Lineal propuesto 28 1,03 0,08
Lineal citado 28 1,04 0,08
’ ! 0,13 0,72 NSD
Lineal propuesto 28 1,03 0,09

M: Media, SD: Significativamente Diferentes, NSD: No Significativamente Diferentes.

4.3.3 METODOS DE APRENDIZAJE MULTIVARIADO PARA CORRELACIONAR
CONCENTRACIONES DE PBDE Y PROPIEDADES DE SEDIMENTOS

Las propiedades fisicoquimicas de los sedimentos, los cocientes de drea FTIR
semicuantitativos y las concentraciones de PBDE de las muestras de sedimentos de los modelos
ambientales y experimentales fueron las variables utilizadas para el PCA (respectivamente,
Tablas S4 y S5 del MS, Anexo 1). En el modelo E-PCA, tres PC representaron el 86,40 % de la
varianza acumulada del conjunto de datos (Tabla S6 del MS, Anexo 1), y el modelo X-PCA
representé el 94,12 % de la varianza acumulada (Tabla S7, MS, Anexo 1). Los graficos de loadings

3D de E-PCA y X-PCA se muestran en las Figuras 12ay 12b, respectivamente.

Con respecto a E-PCA (Fig. 12a), PC1 (Tabla S6, MS, Anexo 1) explicé el 36,90 % de la varianza
del conjunto de datos. Respecto a PC1, el pH tuvo una contribucion moderadamente positiva,
mientras que las variables asociadas con la degradacion de SOM (CH»/CHs; y CH/CHs, Tabla 10)
tuvieron aportes positivos altos. Las concentraciones de PBDE contribuyeron negativamente a
PC1 de manera alta a moderada, la densidad tuvo un aporte negativo alto y las contribuciones
negativas de EC, SOM vy el cociente CH./Ox fueron de moderadas a bajas. Por su parte, PC2
(Tabla S6, MS, Anexo 1) explicé el 34,34 % de la varianza total del conjunto de datos. Las
concentraciones de PBDE presentaron aportes negativos de altos a moderados, y para las

variables pH, CH,/CH3 y CH/CHs los aportes fueron también negativos, pero de moderados a
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bajos. La densidad tuvo una contribucién positiva baja, mientras que se observaron aportes

positivos de moderados a altos por parte de las variables CH./Ox, SOM y EC.

a) Ambiental b) Experimental
86,40% 94,12%
CHal/Ox SOM
pH
1.0 98 BDE-100
ag | E -
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Figura 12. Grafico 3D de loadings de los modelos a) Ambiental y b) Experimental.

Con respecto a X-PCA (Fig. 12b), PC1 (Tabla S7, MS, Anexo |) explicé el 52,81 % de la varianza
total del conjunto de datos y tuvo aportes negativos de moderados a altos por parte de las
variables asociadas con la degradacién de SOM (CH/CH3 y CH»/ CHs), y una contribucion negativa
moderada del pH. Se observaron aportes positivos altos de las concentraciones de PBDE y de
moderados a altos de las variables SOM, EC y CH,/Ox. El aporte de la densidad a PC1 resultd
bajo. Sin embargo, PC2 (varianza explicada del 28,70 %, Tabla S7 del MS, Anexo |) tuvo un aporte
negativo alto de la densidad, asi como contribuciones positivas de moderadas a altas de las
variables SOM, CH,/CHs, EC y CH./Ox. PC2 también tuvo aportes negativos moderados a bajos

de las concentraciones de PBDE, CH/CH3, mientras que el aporte del pH fue casi nulo.

En ambos modelos, las concentraciones de PBDE en los sedimentos mostraron las
correlaciones negativas mas altas con CH/CHjs, hasta -0,51 para E-PCA y -0,91 para X-PCA (Tablas
13 y 14). Este patrdn sugiere que las concentraciones de PBDE se correlacionaron con la SOM
que contenia cadenas hidrocarbonadas relativamente mas ramificadas y mas cortas, lo que

indica una SOM mas degradada [110]-[112]. Ademas, las matrices de correlacion de E-PCA y X-
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PCA (Tablas 13 y 14) muestran que, a diferencia del contenido de SOM, CH./Ox, EC y pH, los
cocientes CH,/CH3 y CH/CHs mantuvieron sus correlaciones negativas con las concentraciones
de PBDE en ambos modelos. Con respecto a la densidad de la SOM, presenté correlaciones mas
bajas con las concentraciones de PBDE en comparacion con los cocientes CH,/CHs y CH/CHs,
pero también mantuvo las correlaciones (en su mayoria positivas, hasta 0,42 para E-PCAy 0,49
para X-PCA, Tablas 13 y 14). Estas correlaciones se encuentran en acuerdo con los resultados
informados por Krauss y Wilcke, quienes encontraron que las concentraciones de PAH de alto
peso molecular, normalizadas con el carbono organico del suelo, eran mas altas en las fracciones
mas densas, lo que indica un enriquecimiento relativo de estos compuestos con un mayor grado
de degradacion de la SOM [131]. Finalmente, es importante notar que, de acuerdo con las
correlaciones antes mencionadas, se obtuvieron distribuciones tridimensionales similares de
CH,/CHs, CH/CHsy de las concentraciones de PBDE en ambos modelos (explicacion de la varianza

total de los datos con 3 PC de 86.40 % y 94.12 % para E-PCA y X-PCA, respectivamente).

Tabla 13. Matriz de correlacién asociada con los modelos ambientales de PCA y PLS.

. CHz/ | CH/ | CH, BDE | BDE | BDE | BDE
Variables CH23/ CHi OxI/ 8 |SOM | pH | EC | 47 | -99 | -100 | -153
CHy/CH; | 1.00 | 0.92 | 034 | -0.95 [ -0.24 | 0.54 | -0.53 | -0.22 | 0.06 | 0.09 | -0.36
CH/CH; | 0.92 | 1.00 | -0.44 | -0.84 [ -031 | 0.43 | -0.57 [ -0.41 [ -0.11 | -0.11 | -0.51
CH./Ox | -0.34 [ -0.44 [ 1.00 [ 0.05 [ 0.91 | -0.24 [ 0.42 | -0.04 [ -0.20 [ -0.05 | -0.11

5 | -095]-084] 005 1.00 [-003]-050] 043 [ 025 [ 000 |-0.08] 042

SOM | -024 [ -031 | 0.91 | -0.03 | 1.00 [ -0.22 | 0.39 | -0.07 | -0.20 | -0.10 | -0.16
pH | 0.54 | 043 | -0.24 | -0.50 [ -0.22 | 1.00 | -0.30 | 0.10 | 0.09 | 0.13 | -0.19
EC | -053-057[ 042 | 043 | 039 [-030 | 1.00 | -0.28 | -0.47 | -0.27 | -0.14

BDE-47 | -0.22 | -0.41 [ -0.04 | 0.25 | -0.07 | 0.10 | -0.28 | 1.00 | 0.92 [ 0.78 | 0.92
BDE-99 | 0.06 | -0.11 | -0.20 | 0.00 | -0.20 | 0.09 [ -0.47 | 0.92 | 1.00 | 0.87 | 0.88
BDE-100 | 0.09 | -0.11 | -0.05 | -0.08 | -0.10 | 0.13 | -0.27 | 0.78 | 0.87 | 1.00 | 0.72
BDE-153 | -0.36 | -0.51 | -0.11 | 0.42 [ -0.16 [ -0.19 | -0.14 | 0.92 [ 0.88 | 0.72 | 1.00

Se aplicd el método PLS para modelar las relaciones entre dos grupos de variables:

concentraciones de PBDE (variables respuesta o dependientes) y las variables predictoras

fisicoquimicas. Estas relaciones se evaluaron tanto en E-PLS como en X-PLS.
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Tabla 14. Matriz de correlacidén asociada con los modelos experimentales de PCA y PLS.

. CHz/ | CH/ | CH, BDE | BDE | BDE | BDE
Variables CH23/ CHZ OxI/ 6 | SOM | pH | EC | 7 | 99 | -100 | -153
CHy/CHs | 1.00 | 0.32 | 0.01 | -0.28 | -0.28 | 0.44 | 0.08 | -0.28 | -0.70 | -0.41 | -0.67
CH/CH; | 032 | 1.00 | -0.56 | -0.70 | -0.67 | 0.49 | -0.54 | -0.91 | -0.82 | -0.89 | -0.85
CH./Ox | 0.01 | -0.56 | 1.00 | -0.41 | 0.95 | 0.42 | 0.90 | 0.39 | 0.15 | 0.20 | 0.14

5 0.82 | 006 | 058 | 1.00 | -0.31 | -0.12 | -0.58 | 0.00 | 0.49 | 0.22 | 0.47

SOM | -0.28 | -0.67 | 095 | 031 | 1.00 | -0.51 | 0.86 | 0.52 | 0.39 | 0.37 | 0.37
pH 0.44 | 049 | 042 | -0.12 | -0.51 | 1.00 | -0.03 | -0.11 | 0.33 | -0.17 | -0.47
EC 0.08 | 054 | 0.90 | -0.58 | 0.86 | 0.03 | 1.00 | 0.55 | 0.20 | 0.33 | 0.13

BDE-47 | -0.28 | -0.91 | 0.39 | 0.00 | 0.52 | -0.11 | 0.55 | 1.00 | 0.86 | 0.97 | 0.82
BDE-99 | -0.70 | -0.82 | 0.15 | 0.49 | 039 | 033 | 0.20 | 0.86 | 1.00 | 0.94 | 0.98
BDE-100 | -0.41 | -0.89 | 0.20 | 0.22 | 037 | -0.17 | 033 | 0.97 | 0.94 | 1.00 | 0.92
BDE-153 | -0.67 | -0.85 | 0.14 | 0.47 | 037 | 047 | 0.13 | 082 | 0.98 | 0.92 | 1.00

La Figura 13 muestra que los dos primeros factores explicaron el 63,0 % y el 76,9 % de la

variacion de datos para E-PLS (a) y X-PLS (b), respectivamente. El Factor 1 (mayor varianza
explicada), en los modelos E-PLS y X-PLS, tuvo los aportes positivos mds altos por parte de las
concentraciones de PBDE (variables dependientes). Por lo demas, las variables predictoras
tendieron a modificar su distribucion a lo largo del eje definido por el Factor 1, excepto las
variables que en el PCA también fueron identificadas como las mas correlacionadas con las
concentraciones de PBDE: densidad (aporte positivo), CH,/CH; y CH/CHsz (mayores
contribuciones negativas en el Factor 1, en ambos modelos). Ademas, en X-PLS (Fig. 13b) las
concentraciones de PBDE y los cocientes CH,/CHs y CH/CH3 se encontraron casi orientados en la
misma direccion pero en sentido opuesto, lo que significa que estos dos grupos de variables,
respuesta y predictoras, respectivamente, presentan las mayores correlaciones, siendo estas
negativas: entre -0,28 y -0,70 para CH,/CHs y entre -0,82 y -0,91 para CH/CHs; (Tabla 14). Esto
implica que las concentraciones de PBDE aumentan cuando los cocientes CH,/CHz y CH/CHs
disminuyen, lo que indica correlaciones altamente positivas entre las concentraciones de PBDE

y una SOM relativamente mas degradada.
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Figura 13. Graficos de loadings de PLS (los dos primeros factores) que muestran la covariacion

entre las variables independientes (amarillas) y dependientes (verdes) de a) el modelo
ambiental (E-PLS) y b) el modelo experimental (X-PLS).

Integrando la informacién obtenida por medio de la aplicacion de ambos modelos de
aprendizaje multivariado, el modelo experimental (X) implica que todos los sedimentos
estudiados estan enriquecidos con la misma concentracién de PBDE, lo que no representa la
realidad del modelo ambiental (E). Los sedimentos superficiales estan expuestos a varios
factores y dindmicas complejas que pueden introducir variaciones en las concentraciones de los
contaminantes. Estas variaciones podrian estar relacionadas con los procesos de degradacion,
con la tasa de entrada de contaminantes, la tasa de entrada de sedimentos, la resuspension y
redeposicion de contaminantes y particulas de sedimentos y/o la mezcla vertical debido a
procesos fisicos o bioldgicos como la bioturbacidn [132], [133]. Ademas, en algunos casos, la
desbromacién microbiana [117] y/o los procesos de fotodegradaciéon pueden afectar
significativamente los patrones de concentracién de PBDE en los sedimentos, por ejemplo, se
han reportado cambios notables en los perfiles de congéneres de nona- y octa-BDE y la

prevalencia de congéneres como BDE-28 y BDE-202, que rara vez se encuentran en mezclas

técnicas comerciales [134].

Considerando que las matrices de correlaciéon de las variables estudiadas en ambos modelos
(E y X) son las mismas para los dos métodos de aprendizaje multivariado (PCAy PLS, Tablas 13y

14), las diferencias mas significativas entre X y E, al enfocarse en las correlaciones con las
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concentraciones de PBDE, se identificaron en el contenido de SOM y en la EC. En un sistema mas
controlado como es el X, fue posible identificar, con un mayor porcentaje de la varianza
explicada, la dependencia entre las concentraciones de PBDE en sedimentos y las variables

estudiadas.

Con respecto a la EC, a medida que aumenta la salinidad y, por lo tanto, la EC, la solubilidad
de muchas sustancias quimicas disminuye. Esto fendmeno denominado efecto salino podria
causar que estos contaminantes organicos tengan mayor afinidad por las particulas suspendidas

y por los sedimentos [135].

Respecto al contenido de SOM, como se menciond al plantear el problema de investigacion
de la presente tesis, varios estudios encontraron correlaciones positivas entre el contenido de
compuestos orgdnicos de sedimentos y las concentraciones de PBDE, pero otros también
reportaron la ausencia de dichas correlaciones. Esto también pudo haberse reflejado en las
diferencias observadas entre los modelos E y X. Dadas las propiedades hidrofébicas de los PBDE,
se espera que se correlacionen con el contenido de SOM; sin embargo, las fuentes de variacién
en las concentraciones de PBDE en sedimentos antes mencionadas podrian generar la ausencia
de dichas correlaciones en ambientes acuaticos. Resulta probable que bajo condiciones
controladas (X), sin la influencia de factores ambientales, el contenido de SOM mostrara
correlaciones evidentes con las concentraciones de PBDE. Sin embargo, solo el contenido de
SOM puede no ser lo suficientemente influyente para retener los contaminantes, a diferencia

de su grado de degradacion.

4.4 CONCLUSIONES PARCIALES DEL CAPITULO IV

El presente capitulo tuvo como objetivo hacer un aporte sobre las posibles causas de las
discrepancias reportadas en la bibliografia al estudiar las correlaciones entre las
concentraciones de PBDE y el contenido de SOM. Se pretendié hacer foco en determinar qué
factores podrian determinar tales correlaciones. Se contrastaron dos modelos, ambiental y
experimental, utilizando métodos de aprendizaje multivariado, PCA y PLS. Las variables
consideradas fueron las concentraciones de PBDE y las propiedades fisicoquimicas de los
sedimentos y los cocientes de drea semicuantitativos derivados de espectros FTIR de la SOM

obtenidos luego de aplicar el método de desmineralizacién optimizado en el Capitulo Il
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Ademas, se propuso un modelo lineal para determinar la densidad de la SOM utilizando los

cocientes de area FTIR, y se incluydé como una variable adicional en los analisis multivariados.

Los métodos de aprendizaje multivariado PCA y PLS respectivamente sugirieron vy
confirmaron las correlaciones entre las concentraciones de PBDE en las muestras de sedimentos
estudiadas y una SOM mds degradada, con cadenas hidrocarbonadas mas cortas y ramificadas,
tanto en los modelos ambiental como experimental. La degradacién de la SOM también se
correlaciona con valores de densidad de la SOM relativamente mas altos, que a su vez se
correlacionan con concentraciones mas altas de PBDE. Esta contribucidn podria explicar los
resultados reportados en publicaciones recientes sobre la falta de correlaciones
estadisticamente significativas entre las concentraciones de PBDE en los sedimentos y su

contenido de materia organica.

Los resultados obtenidos demuestran que, independientemente de las discrepancias
respecto a las correlaciones entre las concentraciones de PBDE y las variables estudiadas en los
modelos X y E, y sus posibles fuentes de variacién en ambientes acuaticos, las correlaciones
entre las concentraciones de PBDE y la degradaciéon de materia orgdnica en sedimentos se

mantuvieron en el estudio de ambos modelos E y X.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

Hasta el momento, el estudio de la asociacidn entre los PBDE y el contenido orgdnico de los
sedimentos ha dado lugar a ciertas controversias. En este sentido, la bibliografia reporta tanto
correlaciones positivas como la ausencia de correlaciones entre las concentraciones de los PBDE
y el contenido organico de los sedimentos. A partir de esta problematica es que se desprenden
la hipdtesis y los objetivos de la presente tesis doctoral: |la caracterizacién quimica de la materia
organica de sedimentos (SOM) es una herramienta para identificar areas con mayor potencial

para acumulacidn y transporte de retardantes de llama bromados tales como los PBDE.

Con el objetivo de profundizar sobre el conocimiento de la relacidn entre las caracteristicas
guimicas de los sedimentos y la acumulacién de los PBDE, se propuso en primera instancia
caracterizar la SOM por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR). En
trabajos previos del grupo de investigacion se habia identificado que la presencia de
interferencias minerales en sedimentos dificultaba tal caracterizacién. Esto es debido a que las
sefiales de silicatos, silice y carbonatos enmascaran las sefiales caracteristicas de la SOM, por lo
cual, fue necesario optimizar una metodologia de desmineralizacién que lograra eliminar las
interferencias minerales sin afectar de manera significativa los grupos funcionales presentes en
la SOM. En el Capitulo lll, con el objetivo de optimizar una metodologia de desmineralizacién de
sedimentos para el andlisis de SOM por FTIR, se combinaron el potencial del analisis espectral
semicuantitativo y la estadistica multivariada. La metodologia optimizada proporcioné un medio
para desmineralizar los sedimentos haciendo uso de HF al 10 % v/v, y efectuando dos ciclos de
desmineralizacion a 60 °C. Esta metodologia permitié no sdlo cumplir el objetivo de
desmineralizar las muestras sin afectar significativamente la SOM para su analisis por FTIR, sino
también, reducir el nimero de ciclos de desmineralizacidn usualmente reportados por la
bibliografia y, en consecuencia, reducir la cantidad de reactivos y tiempo de trabajo. Es
importante destacar que en el Capitulo Il también se demostré con significancia estadistica que
a 25 °C (temperatura reportada en las publicaciones previas) la desmineralizacién sigue siendo

insuficiente aun luego de 5 ciclos.

En el Capitulo IV, aplicando la metodologia de desmineralizacién de sedimentos desarrollada

en el Capitulo lll, se pudo efectuar la caracterizaciéon quimica de la SOM por medio del calculo
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de cocientes de area FTIR semicuantitativos derivados de las sefiales espectrales de los grupos
funcionales presentes en dicha materia orgdnica, los cuales pueden asociarse a su grado de
degradacion. Ademas, a partir de los cocientes FTIR semicuantitativos se pudo obtener un
modelo lineal para calcular la densidad de la SOM, la cual, junto a propiedades como el pH y la
conductividad eléctrica fueron estudiadas en relacion a las concentraciones de PBDE
contrastando dos modelos, ambiental y experimental. Ambos modelos fueron analizados
aplicando métodos de aprendizaje multivariado: analisis de componentes principales (PCA) y
minimos cuadrados parciales (PLS). Los resultados obtenidos del PCA y del PLS fueron
consistentes y revelaron que las concentraciones de los PBDE en los sedimentos se encuentran
correlacionadas con una SOM mds degradada, caracterizada por cadenas hidrocarbonadas
relativamente mdas cortas y ramificadas. Las concentraciones de PBDE adicionalmente se
correlacionaron con valores de densidad relativamente mayores, que, a su vez, se asocian con
una mayor degradacién de la SOM. Estos resultados permiten superar las debilidades
previamente reportadas respecto a la caracterizacién de la SOM, y refuerzan y profundizan los
indicios de que no sélo el contenido de materia organica determina la concentracion de los PBDE

en los sedimentos, sino, mds importante aun, su grado de degradacion.

Finalmente, como punto a destacar, en la presente tesis se aplicaron de manera integral
metodologias analiticas usadas previamente en paleobotanica, es decir, datos espectrales
semicuantitativos combinados con herramientas de estadistica multivariada para explicar
modelos y problematicas ambientales contemporaneos. Los resultados alcanzados podrian
ofrecer un factor a tener en consideracion respecto a las discordancias encontradas en la
bibliografia en relacion a las correlaciones entre las concentraciones de PBDE y el contenido de
SOM. Ademas, presentan implicancias al momento de distinguir dreas con mayor potencial de
acumulacién y transporte de PBDE en el ambiente, debido a que se espera que estos
contaminantes se encuentren en sedimentos cuya materia organica se encuentre mas

degradada.

En futuros estudios seria de interés y gran valor evaluar la correlacién entre las
concentraciones tanto de otros PBDE como de POP adicionales, y sedimentos pertenecientes a
diferentes ambientes acuaticos tales como diques, humedales, plantas de tratamiento de
efluentes cloacales, etc. El analisis de contaminantes en ambientes acuaticos resulta de
relevancia, mds aun en regiones como la de Cuyo, la cual se caracteriza por presentar un clima
semidrido. En particular, dentro de Cuyo, la Provincia de Mendoza se encuentra atravesando

crecientes episodios de sequias y escasez de agua, por lo cual, estudios sobre el transporte, la
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ocurrencia y el destino de contaminantes tales como los PBDE en ambientes acudticos permitiria
identificar zonas de mayor riesgo de contaminacién asociadas a sedimentos con una SOM mas
degradada, y asi, poder tener en consideracién a la hora de gestionar los recursos hidricos en lo
gue respecta a los niveles de exposicién a los contaminantes, tanto de los organismos acudticos

como de los seres humanos.
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ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1-15. Cocientes de drea FTIR semicuantitativos calculados a partir de los espectros de

los sedimentos A, By C obtenidos luego de realizar las DHF a 25 0 60 °C. Los cocientes de areas
fueron usados como variables originales en el PCA.

Muestra CH./CH; CH./Ox SiO/(CH/CHs) Si0/Ox
25Ala 2,3 0,0 7,2 0,2
25A1b 2,4 0,0 22,9 0,5
25A1c 3,0 0,0 14,8 0,3
25A2a 1,8 0,0 1,9 0,1
25A2b 2,6 0,0 0,8 0,0
25A2c 2,5 0,0 0,9 0,0
25A3a 3,0 0,0 0,5 0,0
25A3b 2,5 0,0 0,7 0,0
25A3c 2,6 0,0 0,9 0,0
25A4a 2,4 0,0 0,2 0,0
25A4b 2,3 0,1 0,4 0,0
25A4c 2,5 0,0 0,0 0,0
25A5a 2,1 0,0 0,1 0,0
25A5b 2,3 0,0 0,1 0,0
25A5c 2,7 0,0 0,1 0,0
60Ala 1,8 0,0 2,5 0,1
60A1b 2,0 0,0 0,0 0,0
60A1c 1,9 0,0 0,0 0,0
60A2a 1,9 0,0 0,1 0,0
60A2b 2,7 0,0 0,0 0,0
60A2c 2,6 0,0 0,0 0,0
60A3a 2,3 0,0 0,0 0,0
60A3b 2,6 0,0 0,0 0,0
60A3c 2,7 0,0 0,0 0,0
60A4a 2,3 0,0 0,0 0,0
60A4b 2,2 0,0 0,0 0,0
60A4c 2,9 0,0 0,0 0,0
60A5a 2,8 0,0 0,0 0,0
60A5b 2,3 0,0 0,0 0,0
60A5c 2,2 0,1 0,1 0,0
25Bla 4,3 0,2 6,0 0,4
25B1b 4,1 0,2 5,9 0,4
25B1c 4,1 0,2 6,1 0,4
25B2a 4,3 0,2 4,6 0,3
25B2b 4,2 0,2 4,3 0,3
25B2c 4,2 0,2 4,2 0,3
25B3a 4,1 0,2 3,8 0,3
25B3b 4,1 0,3 4,3 0,4
25B3c 4,2 0,2 4,1 0,3
25B4a 4,0 0,3 4,5 0,4
25B4b 4,1 0,3 4,4 0,4
25B4c 4,1 0,3 4,3 0,4
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25B5a 4,1 0,3 4,7 0,4
25B5b 4,2 0,3 4,9 0,5
25B5c 4,3 0,3 4,3 0,4
60Bla 4,2 0,2 1,6 0,1
60B1b 4,0 0,2 1,0 0,1
60B1c 4,3 0,2 1,3 0,1
60B2a 4,2 0,2 0,9 0,1
60B2b 4,1 0,2 1,4 0,1
60B2c 4,3 0,2 1,1 0,1
60B3a 4,4 0,2 1,3 0,1
60B3b 4,1 0,2 1,2 0,1
60B3c 4,3 0,2 1,0 0,1
60B4a 4,0 0,2 1,1 0,1
60B4b 4,2 0,2 1,1 0,1
60B4c 4,4 0,2 1,1 0,1
60B5a 4,3 0,2 0,7 0,0
60B5b 4,4 0,2 0,8 0,0
60B5c 4,4 0,2 1,2 0,1
25Cla 3,1 0,1 19,6 0,6
25C1b 3,2 0,1 18,0 0,7
25C1c 3,2 0,1 16,3 0,4
25C2a 3,4 0,1 5,0 0,2
25C2b 3,1 0,1 6,6 0,2
25C2c 3,5 0,1 7,9 0,3
25C3a 3,1 0,1 7,8 0,3
25C3b 3,2 0,1 8,6 0,3
25C3c 3,1 0,2 8,9 0,5
25C4a 3,4 0,1 5,8 0,3
25C4b 3,3 0,2 9,2 0,6
25C4c 3,0 0,2 5,6 0,4
25C5a 3,2 0,2 7,3 0,4
25C5b 3,4 0,2 6,3 0,4
25C5c 3,2 0,1 5,1 0,3
60Cla 3,3 0,1 2,9 0,1
60C1b 3,0 0,1 3,6 0,1
60C1c 3,4 0,1 1,7 0,0
60C2a 3,5 0,1 2,8 0,1
60C2b 3,7 0,1 3,2 0,1
60C2c 3,4 0,1 1,6 0,1
60C3a 3,0 0,1 2,6 0,1
60C3b 3,3 0,1 1,7 0,1
60C3c 3,3 0,1 2,2 0,1
60C4a 2,9 0,1 2,1 0,1
60C4b 3,1 0,1 2,2 0,1
60C4c 3,1 0,1 1,9 0,1
60C5a 3,3 0,1 2,1 0,1
60C5b 3,2 0,1 2,3 0,1
60C5c 3,5 0,1 2,8 0,1
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Tabla S2-16. Matriz de correlacién de las cuatro variables originales introducidas en el PCA.

Variables CH./CH; CH./Ox SiO/(CH/CHs) Si0/Ox
CH./CH; 1,00 0,87 0,08 0,37
CH./Ox 0,87 1,00 0,14 0,55

SiO/(CH/CHs) 0,08 0,14 1,00 0,82
Si0/Ox 0,37 0,55 0,82 1,00

Tabla $3-17. Solucién del PCA asociado a la desmineralizacidn de los sedimentos A, By C.

Variables PC1 PC2 PC3 PC4
CH>/CH; -0,77 -0,58 0,27 0,07
CH.,/Ox -0,85 -0,48 -0,19 -0,12
SiO/(CH,/CH3) -0,62 0,76 0,20 -0,09
Si0/Ox -0,87 0,44 -0,19 0,12
Eigenvalor 2,45 1,33 0,18 0,04
% varianza acumulada explicada 61,20 94,33 98,88 100,00

Tabla S4-18. Variables asociadas con el modelo ambiental (E) [85]. La densidad esta expresada
engcm3, laSOM en g kg?, la EC en uS cm, y las concentraciones de PBDE en pg g2, dw.

CH,/ | CH/ | CH./ BDE- | BDE- | BDE- | BDE-
Sed- | cus | cHs | ox | & [SOM | PH | EC | 0 | 99 | 100 | 153
1 | 464 | 048 | 0,18 | 1,03 | 59,57 | 5,50 | 3710 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
2 | 471 ] 052 | 0,04 | 1,07 | 11,95 | 5,00 | 1569 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
3 | 478 | 059 | 0,03 | 1,07 | 578 | 7,29 | 1023 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
4 | 574 | 055 | 0,09 | 0,98 | 1432 | 7,27 | 2730 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0
5 | 483 | 051 | 0,03 | 1,07 | 10,40 | 7,80 | 2480 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
6 | 3,06 | 026 | 0,17 | 1,15 | 45,16 | 6,00 | 4160 | 58,7 | 10,0 | 18,6 | 24,0
7 | 463 | 048 | 0,04 | 1,08 | 10,30 | 5,00 | 1145 | 96,8 | 114,8 | 39,8 | 63,4
8 | 444 | 0,38 | 0,07 | 1,08 | 14,88 | 7,47 | 1796 | 178,2 | 144,1 | 67,5 | 68,9
9 | 627 | 066 | 0,09 | 0,94 | 2313 | 7,24 | 1826 | 11,4 | 471 | 541 | 0,0
10 | 3,28 | 034 | 0,13 | 1,14 | 18,55 | 4,50 | 3780 | 12,3 | 10,0 | 18,6 | 24,0
11 | 4,10 | 0,40 | 0,04 | 1,12 | 11,31 | 5,50 | 5580 | 14,7 | 10,0 | 18,6 | 24,0
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Tabla S5-19. Variables asociadas con el modelo experimental. La densidad esta expresadaen g
cm3, la SOM en g kg?, la EC en puS cm™, y las concentraciones de PBDE en ng g, dw.

CH./ | CH/ | CHa/ BDE- | BDE- | BDE- | BDE-
Sed- | ey | cHs | ox | & | SOM | PH | EC |0 | 99 | 100 | 153
1 | 464 | 048 | 0,18 | 1,03 | 59,57 | 5,50 | 3710 | 11,04 | 14,68 | 13,43 | 14,48
2 | 471 | 052 | 0,06 | 1,07 | 11,95 5,00 | 1569 | 9,14 | 13,53 | 12,34 | 14,80
3 | 4,78 | 059 | 0,03 | 1,07 | 578 | 7,29 | 1023 | 6,99 | 8,42 | 8,71 | 4,73
4 | 574|055 009 | 098 | 1432 | 7,27 | 2730 | 8,57 | 6,99 | 10,02 | 3,79
5 | 483 | 051 | 0,03 | 1,07 | 10,40 | 7,80 | 2480 | 11,54 | 15,91 | 15,03 | 15,60

Tabla S6-20. Solucién del PCA asociado con el modelo ambiental (E).

Variables PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 | PC10

CH./CH; 0,84 | -0,43 | 0,24 | -0,06 | -0,16 | 0,10 | 0,06 | 0,05 | -0,01 | 0,00

CH/CH; 092 |-0,30 | 0,04 | -0,17 | -0,05| 0,01 | -0,13 | -0,11 | 0,05 | 0,00

CH./Ox -0,33 053 |07 | -003 | 0,10 | -0,09 | 0,15 | -0,07 | 0,02 | 0,00

6 -0,79 | 0,29 | -049 | 0,08 | 0,24 | -0,08 | -0,11 | -0,03 | 0,01 | 0,00
SOM -0,23 | 0,52 | 0,79 | -0,08 | 0,11 | 0,20 | -0,19 | 0,03 | -0,02 | 0,00
pH 048 | -040)| 0,17 | 0,74 | 0,28 | -0,01 | -0,02 | -0,03 | -0,02 | 0,00
EC -0,36 | 0,71 | 0,01 | 0,33 | -0,50 | 0,11 | -0,02 | -0,02 | 0,02 | -0,01

BDE-47 -0,65 | -0,70 | 0,17 | 0,22 | 0,12 | 0,10 | 0,01 | 0,06 | 0,08 | 0,01

BDE-99 -0,44 | -0,87 | 0,17 | -0,09 | -0,03 | 0,08 | -0,03 | -0,03 | -0,02 | -0,03

BDE-100 -0,39 | -0,76 | 0,32 | 0,02 | -0,30 | -0,28 | -0,06 | 0,02 | -0,01 | 0,01

BDE-153 -0,77 | -0,61 | -0,04 | -0,06 | -0,05 | 0,15 | 0,04 | -0,08 | -0,04 | 0,02

Eigenvalor | 4,06 | 3,78 | 1,67 | 0,73 | 0,46 | 0,16 | 0,10 | 0,03 | 0,01 | 0,00

% de
varianza
acumulada
explicada

36,90 | 71,24 | 86,40 | 93,01 | 97,18 | 98,65 | 99,55 | 99,87 | 99,98 | 100,0
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Tabla S7-21. Solucién del PCA asociado con el modelo experimental (X).

Variables PC1 PC2 PC3 PCc4
CH,/CH; -0,55 0,60 0,45 0,38
CH/CH3 -0,96 -0,11 -0,11 -0,25
CH./Ox 0,54 0,78 -0,28 -0,09

[ 0,14 -0,94 -0,20 -0,26
SOM 0,72 0,57 -0,35 -0,19
pH -0,48 0,02 0,75 -0,45
EC 0,54 0,77 0,10 -0,33
BDE-47 0,90 0,03 0,43 0,01
BDE-99 0,91 -0,40 0,12 -0,04

BDE-100 0,89 -0,21 0,40 0,07
BDE-153 0,90 -0,41 0,04 0,13

Eigenvalor 5,81 3,16 1,39 0,65

% de varianza acumulada explicada 52,81 81,51 94,12 100,00
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