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RESUMEN:

Los estudios realizados sobre la concenlracion de compuestos organoclorados
(HCs), entre los que se encuentran los bifenilos policlorados (BPCs) v pesticidas, en tejido
adiposo subcutdneo de cetdceos (TAS), hasta el presente. han sido llevados a cabo cn
muestras de animales encontrados muertos. preservadas por congelacion. kBl presente
trabajo determina la posihilidad del uso de muestras de TAS preservadas en dimetil
sultoxido (DMSO), para la identificacion v cuantificacion de HCs, con el {in de obtener
iformacion sobre las condiciones de las poblaciones vivas de estos organismos.

Se hizo un diseio experimental en el cual se wiilizo TAS de Phocoena sinus, para
simular ¢l TAS de ballena, mediante la fortificacion con estdndares de BPCs y pesticidas,

Cste tejido “contaminado™, [ué preservado en DMSO y submuestreado a diferentes
tiempos para observar la varlaciones de la concentracion de los analitos presentes. y con
esto poder delerminar s1 existia algun tipo de interaccion entre los compuestos y el medio
de preservacion.

Con los resultados obtenidos se comprobd que la concentracion de los BPCs vy
pesticidas permanectd estable a través del ticmpo, v las variaciones observadas se atribuyen
a crrores analiticos.

lambicen para comprobar la utilidad de este método, se analizaron muestras de
Phocoena sinus, Balaenoptera physaltus, B muscullus v B edenic Los inlervalos de
concentracion cncontrados para el p-p” DDT y sus metabolitos varian entre 0.84 pglg v

13.89 pg/g. No se encontraron BPCs en ninguna de las muestras analizadas.
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INTRODUCCION:

Existe una gran cantidad de compuestos que por sus caracteristicas lisicoquimicas
presentan grandes ventajas para usos industriales. siendo estas mismas las que los hacen
pcligrosos para la biota.

Estos compuestos antropogénicos han cobrado gran relevancia en los tltimos afos
debido a sus clectos biologicos (Tanabe y Tatsukawa. 1934: Tanabe e af . 1987; Tanabe.
1988: Ballschimiter ¢f al., 1989; Hooper ¢/ af. 1989; Gilbertson, 198Y9; Apuilar v Borrel,
1991: Tanabe er af, 1993). Entre éstos compuestos st cncuentran los hidrocarburos
clorados  cuyos  efectos  toxicos, mulagenicos, leratogénicos, vy su comprobada
bioacumulacion los convierte en un problema mundial. Lste problema exige un mayor
estudio para poder prevenir los cfectos que se pudiesen ocasionar a futuro. o bien.
solucionar los problemas actuales (Tanabe, 1988; Hooper ef af., 1989, Oliver er af.. 1989:
Gilbertson 1989).

Los hidrocarburos clorados (HCs) son compucstos organicos sinlclicos que sc
pueden clasilicar en dos grupos principales, los organoclorados industriales y los pesticidas,
ambos con un uso a nivel mundial importante (Oliver ¢f al., 1989; Hooper ef af.. 1989).

Fntre los organoclorados industriales se encuentran los bifenilos policlorados
(BPCs). cuya molécula csta constituida por anillos bitenilicos con 10 posibles sitios de
sustitucion (Fig. 1), Las molcéculas de bilenilo especilicamente cloradas se describen
usando ¢l numero de la posicion en el anillo, por ¢jemplo, 2,3-diclorobiifenil, o con la
posicion meta, orto y para (Fig. 2) (Gharelli ¢/ o, 1983). Laasten diferentes bilenilos que
van del mono al deca clorado, con un total de 209 posibles congéneres (Ghirelli er of.
1983). Para mavor facilidad, los congéneres individuales son indicados por su numero
sistematico de la IUPAC (Tabla 1) (Voogt v Brinkman, 198Y).

Los BPCs fucron sintetizados por vez primera en 1881 por Schmidt y Schulz, pero
su comercializacion sc dio a partir de 1921 (Ghirelli ¢/ ¢l 1983; Boon v Duinker. 1986;

Tanabe, 1988: Oliver er al.. 1989).



Fig. 1

Fig. 1 Estructura de un bifenilo policlorade.

Fig. 2a
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Fig. 2b

Fig. 2 a) Numeracicjn de los atomos de carbono de un BPC y
b} Posicion de los atomos de carbono de un BPC.



Tabla 1. Formula, namero de posibles congeneres. porcentaje de cloracion. numeracion de

acuerdo a la IUPAC y peso molccular para las 10 clases isoméricas de bifenilos

policlorados (Tomada de Ghirelli ez al., 1983: y Voogt v Brinkman. 1989).

Clorobifenilo I*ormula Heongé | % de cloro | Numeracion Peso
empirica neres [PAC molecular
Bifenilo C,H,, l 0 -
Monoclorobife C),HoCl 3 18.79 1-3 188.65
nilo
Diclorobifenulo | €, HgCly (2 3177 4-15 233.10
Triclorobife €y, H,CL 24 41.30 16-39 257.54
nilo
Tetraclorobi CLITCl, 42 48.56 40-81 291.99
fenilo
Pentaclorobi | C,I1:Cl5 46 54.30 82-127 320.43
fenilo
Hexaclorobi C,HyCl 42 58.93 128-169 360.88
fenilo
Heptaclorobife CpHLCly 24 62.77 [70-193 39532
nilo
Octacloro C,H,Clg 12 05.98 194-205 429.77
bilenilo
Nonaclorobi C),HCly 3 63.73 206-208 46421
fenilo
Decaclorobi CCly 1 71.18 209 498.06
fenilo




Estos se produjeron en varios paises industrializados como Estados Unidos, Francia.
Inglaterra, etc.. bajo diferentes nombres como Aroclor, Clophen, Kanechlor, Askarel. cte.
(Ghirelli er wl, 1983: Voogl v Brinkman, 1989). Entre los BPCs comerciales mas
conoctdos se encuentran los Aroclor, estos han sido designados para lacilitar su manejo con
cuatro ciras, donde las dos primeras son 12 ¢ indican ol numero de carbonos en el
esqueleto del bifenilo, y las dos restantes indican el grado de cloracion de la meyela. En
general la toxicidad de éstos aumenta con su grado de cloracion. La produccion. desde
1929, en Estados Unidos, y en paises de la Comunidad Luropea como Lspania. Tnglaterra v
Francia, entre otros, ha sido de aproximadamente un millon de toncladas metricas, pero esta
fu¢ prohibida y su uso designado Gnicamente a sisternas cerrados, en 1973 par Estados
Unidos y en 1976 por la CE, asi también. sc dictaron normas para su desecho y destruccion
(Voogt y Brinkman, 1989).

Muchos pesticidas son hidrocarburos de alto peso molecular que tienen como
caracteristica principal una toxicidad exclusiva. es decir. son (Oxicos especilicos que atacan
al organismo objetivo. y tedricamente no presentan elecros importantcs en otros organismos
(Metcalt, 1990: Clark, 1992). Debido a ésto son clasificados como msceticidas, fungicidas.
herbicidas. ete.

Los insecticidas, a su ver. se clasifican en organotosforados. carbamatos y
organoclorados. Dentro de estos tltimos se incluye al DT (dicloro-difenil-tricloroctano)
que consta de dos isomeros de dificil separacion el o-p DDT y el p-p” DDT: v dos
metabolitos, ¢l p-p DDT (dicloro-difenil-etano) v ¢l p-pDDD  (dicloro-difenil-
dicloroetano); también se cncuentran dentro de esta clasilicacion ¢l HCB (hexacloruro
benceno), el hepracloro v los ciclodienos aldrin, dicldrin v oendrin. (Mectealf, 1990: Clark.
1992; Rios.1994),

EI DDT (Iig. 3a). fue sintetizado por Zeidler cn 1874, pero sus propicdades
nsecticidas no fucron descubiertas hasta 1939 por Mitller (Metealf. 1990: Clark, 19923, Fué
Hamado ¢l pesticida ideal va que cs extremadamente 1oxico para los mseclos que o
absorben a través de la cuticula, pero muy poco 16xico para otros animales. T's muy

persistente. con un ticmpo de vida medio en ¢l suclo de 10 afios,
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Sus propiedades insecticidas se manticnen por un largo periodo, siendo ¢l mas
perdurable de los insecticidas de contacto. B DDE (T'ig. 3b) es un metabolito del DDT v se
produce cuando un dlomo de cloro del grupo CCl5 se pierde. es decir es dehidroclorada. Se
considera que ¢l DDT presente en la biota es resultado de la degradacion del DDT v no de
produccién humana (Meteall, 1990: Clark. 1992:). 1 DDD (Fig. 3¢) también es producido
por la dehidrocloracion del grupo CCly de la molécula del DDT (Metcalf, 1990),

Bl 1,2.3.4.5.6-hexaclorobenceno, [ué sintetizado por primera vez en 1825 por
Faraday, pero sus propiedades insceticidas no fueron descubiertas hasta 1940, T hepracloro
{Fig. 3e) 0 1.4,5.6.7.8,8 -heptacloro-37.4,7.7 -tetrahidro-4.7 metanoindeno es otro pesticida

allamente toxico. Bl aldrin (Fig. 4a) 6 1.2.3,4,10.10 -hexacloro-6.7-epoxy-1,4.47.5.6.7.8.8"-

octahidro-1,4-endo cxo-5,8 dimetanonaftaleno es la molécula padre del dicldrin (Fig. 4b), ¢l
uso de ambos se did a partir de 1948, El endrin (4¢) 6 1 ,2.3.4.10.10°-hexacloro-6. 7-epoxy
1.4.4°5,6.7.8.8 -octahidro-1.4-cndo ¢ndo-5.8 dimetanonaftaleno es ¢l endo-endo isomero

del dieldrin v difierc en ¢l arreplo cspacial de sus dos anillos (Meteall. 1990).
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DI 1.OS HCs:

Los BPCs poseen una naturaleza no polar. baja constante dieléctrica. baja
{lamabilidad. punto de ebullicion alto. baja presion de vapor a temperatura ambicnte, una
relacion viscosidad-temperatura alta, alta lipofilicidad. hidrofobicidad y potencial de
bloacumulacion. Su fuerte clectronegatividad. debida a los cloros. suprime la reactividad
normal del esqueleto de carbonos con lo cual se estabiliza la molécula. dando como
resultado un fluido resistente al calor v de estabilidad duradera (Ghirelli e/ «f . 1983 Boon
y Duinker, 1986: Voogt y Brinkman, 1989: Hooper ef «f.. 1989). Por su estructura. son
altamente hidrofébicos con constantes de solubilidad que van de 7 x 107 a .02 ngdl las
cuales disminuyen con ¢l incremento del nimero de cloros en la molécula. por lo que son
lipofilicos. y se disuclven en sustancias no polares. grasas v aceites.

Para estimar su ludrofobicidad/lipoticidad se utiliza el coeficiente de distribucion
n-octanol/agua o log o Kow (Boon y Duinker, 1986: Hooper ef ¢/ 1989: Ballschmiter ¢/

ol 1989) v sus valores van de 4.5 para los monoclorados a 8.1 para heptaclorados. Tstos

i



valores tan altos indican la preferencia de los BPCs por los lipidos y las superficies e
interfases (Hooper ef al., 1989). Los BPCs son casi ineries a la mayoria de las reaccioncs
quimicas ¢xcepto bajo condiciones extremas, no sufren oxidacion, reduccion, adicion.
climinacion o sustitueion electrolilica (Ghirelli e/ al, 1983), tambicén son estables a la
hidrolisis. pero algunos congéneres son fAcilmente fotodegradados bajo condiciones de
laboratorio (Hutzinger et al., 1974 en Ballschmiter ef al, 1989).

Al 1gual que los BPCs, los insceticidas organoclorados son moléeulas ne polares
virtualmente insolubles cn agua (0.00001% de solubilidad), por lo tanio altamente
mdrofobicas. Son altamente lipolilicos y se adsorben fuertemente a las particulas. Son
solubles en solventes organicos, poseen baja presion de vapor. y son resistentes a la
fotodegradacion y a la oxidacion, pero son degradados por alcalis y acidos fuertes (Metcalf,

1990; Clark, 1992): su concentracidn de saturacion es de 1 ppb (Clark, 1992),

USOS DI T.OS HCs:

L.os BPCs lucron utilizados en dos tipos de sistemas, los abiertos, prohibidos desde
1973 por Estados Unidos y la CE, v los cerrados permitidos actualmente. En sistcmas
ablertos se usaron en: plastificadores, papel termosensitivo, lubricantes, tintas, agentes
laminantes, impregnantes, pinturas, adhesivos, ceras, adilivos en cementos v pastas,
liquidos sellantes, retardantes de flama. barnices, preservadores y protectores de plasticos,
cubrimicntos contra agua, estuco, tintas y accites de inmersion. Tin los sistemas cerrados sc
mcluyen: refrigerantes en transtformadores, liquidos dieléctricos en capacitores grandes y
pequetios, [uidos conductores de calor en intercambiadores calorificos, liquidos hidratlicos
resistentes al  fuecgo, calor o corrosion en equipo mincro, bombas de  vacio,
electromagnetos (Ghirelli ef o, 1983; Oliver er al, 1989; Voogl v Brinkman., 1989:
[Tooper er al., 1989).

[Los insccticidas organoclorados como su nombre lo indica han sido utilizados en el
control ststematico de plagas para obtener mayores beneficios econdmicos (Rios. 1994). Fn

paises como Lstados Umdos y Luropa fueron utilizados ampliamente. hasta que su



toxicidad para otros organismos [ue descubicrta en 1960. Tn general, los insecticidas

organoclorados actiian sobre organismos especificos para cada tipo de insecticida.

TOXICOLOGIA ¥ FARMACOCINLETICA:

Los BPCs y los insecticidas organoclorados son los quimicos mas estudiados a nivel
mundial en cuanto a contaminacion ambiental y loxicologia (Tanabe, 1988). Ya que tienen
como cualidad principal ser altamente lipofilicos. tienden a adsorberse a |as particulas, las
mterfases. superlicies y tejidos lipidicos de los animales (Ghirelli er «f. 1983). Su
acumulacion por bacterias v litoplancton da como resultado su introduccion a la cadena
alimenticia, biomagnificandose a la par de su ascenso (Hooper er al. 1989). Aunque
durante los ultimos 23 afios ha habido un decremento dramatico en el uso de cslos
compuestos, actualmente los podemos encontrar en el ambiente a nivel mundial {Tanabe v
latsulawa, 1984; Tanabe. 1988, Borrel v Aguilar. 1993). La primera indicacion de la
persistencia de estos compuestos [u¢ dada por Sorén Jensen en 1960 (Oliver er al., 1989).
Los niveles no téxicos de las compuestos organoclorados de acuerdo con el Stae Water
Resources Control Board de Estados Unidos son: tejido de pez 0.5 ppm. sedimento 1 ppm,
clluentes 1 ppb. y agua ambiental 15 ppt. (Ghirelli e «f . 1983)

[Los niveles no toxicos para mamiferos marinos no han sido dados debido a la poca
viabilidad de realizar pruebas de toxicidad en cllos. pero se ha detectado que niveles de 100
ug/z o menos cn algunos casos pueden producir condiciones patologicas (UNEP. 19917,

Existen cuatro rutas principales de transferencia de los orgunoclorados al ambicnic.
la volatilizacién seguida por la adsorcién en particulas. transporte acreo v eventual
depositacion:  fugas en los depositos de  almacenamicnto o desecho:  adsorcion  eon
sedimentos y transporte a los rios v sedimentacion en el mar (Oliver er of. 1989)] o
organismos absorben a los compuestos organoclorados debido a sus cualidades hidrofobicas
v lipolilicas. Tistas varian signilicativamente dependiendo del organo o rejido del oreanismo
que los almacene, asi como de la especic (Ghirelll e/ al, 1983). 1.a bioacumulacion s

afectada por cl cocficiente de distribucién del compuesto, el nivel wolico. los mecanismos



de alimentacion del organismo, ¢l drca de superlicie v tamaiio del organismo asf como el
contenido lipidico del mismo (Ghirelli ez al., 1983).

I'l grado en que un 1somero es acumulado o excrctado depende de su suceptibilidad
al metabolismo, ¢l cual disminuye con su grado de cloracion. Bl mayor lugar de oxidacion
metabolica es el higado, y las rutas de excrecion principales son la bilis (cn heces) v la
orina. La eliminacién puede ocurrir en forma del compucsto padre o de su metabolito; en la
mayoria de los casos los metabolitos son menos hidrofdbicos pero también pueden ser mas
toxicos (Boon y Duinker, 1986). La [armacocinética del isomero es alectada no solo por el
grado de cloracion del anillo, sino también por la localizacion de los dtomos de cloro en el
mismo (Ghirelli er af,, 1983). Los compuestos organoclorados sc concentran inicialmente
cn la sangre, el higado y el musculo, sin embargo, ¢l almacenamiento a largo plazo en ¢l
caso de los mamiferos marinos se da en ¢l tejido adiposo subeutdneo (TAS) v la picl. Esto
representa un serio problema para los organismos ya que ¢stos ticnen muy poca capacidad
para metabolizarlos, v ninguna para aquellos congéneres de BPCs sustituidos en las
posiciones meta y para, por lo que los compuestos permanecen en el organismo y pueden
ser transmitidos a la nuevas generaciones a través de la placenta vy la leche {Calambokidis.
1988; Tanabe er al., 1993}

Niveles altos de estos compuestos (»100mg/kg) han sido detectados en ¢l TAS de
diversos mamiferos marinos, sicndo  asoclados con  anormalidades reproductivas vy
sindromes de enfermedades complejas (UNEDP, 1991), entre las cuales se encuentran:
enfermedades dermales. cambios mutagénicos, leratogénicos, alteraciones en las hormonas
sexuales, fetotoxicidad, alteracion de los ciclos reproductivos. fallo en la implantacion,
absorcion cxpontanea del producto. bajo peso en el recién nacido, poca supervivencia post-
natal, v son considerados como precursores de formaciones cancerigenas (Ghivelli er af
1983: Calambokidis. 1988; Gilbertson, 1989: Hall er af.. 1992). También interficren con cl
sistema de inmunizacion va que inducen la actividad de la enzima microsomal en ¢l higado,

lo cual interrumpe la estero-idogénesis o el catabolismo de los esteroides (UNEP, 1991).
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DESCRTPCION DEL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO DE CETACEOS:

LI TAS de los cetaceos es un tejido heterogénco que cubre el cuerpo del cetaceo y
sirve como deposito de energfa de reserva v cubierta aislante. Tiene un contenido de 8.9 a
77.4% de lipidos totales, 3.1 a 33.8% dc proteinas y 0.07 a 0.73% de cenizas en peso
humedo. [a distribucion diferencial de lipidos. proteinas v agua contribuyen a la buyancia s
estabilidad, variando la gravedad especifica en el rejido. El mavor contenido de lipidos en ¢l
organismo se encuentra en la parte dorsal posterior (Lockyer ef al.. 1984),

Ll TAS estd compuesto de varias capas ¢ estratos con dilerentes [unciones v
composicidén bioquimica; las capas internas son para el almacenamiento de grasa y su
contenido lipidico varia de acuerdo al ciclo migratorio v reproductivo de cada anunal. Las
capas exlernas sirven como aislante v son poco afectadas por los cambios en las
condiciones nutritivas. [l contenido lipidico decrece de la capa externa hacia la interna.

[os lipidos del TAS contienen ca. 00% (rlacilelicerol. v oca 25-30% de acidos
grasos libres (Lockyer er al. 1984: Aguilar v Borrel 1991). En las capas internas
predominan los acidos grasos de cadena corta, v en la capa externa los de cadena large
(Lockyer et al,, 1984),

La alinidad de los BPC’s y pesticidas no es idéntica para todas la formas lipidicas.
ambos son mas alines a las cadenas cortas. por o que los compuestos inicialmente
depositados en el TAS son transleridos de v hacia la sangre en mecanismos de

depositacion/maovilizacidn (Aguilar y Borrel 1991).

DIMETIL SULFOXIDO. TECNICA Y USO:

Ll dimetl sultoxido (DMSO) (Fig. 3). es wiiizado para preservar teyidos en ausencia
de relrigeracion. yva que s un compuesto que merementa la permeabilidad celular
permitiendo la penetracion del preservador en fa muestra. [1a sido utilizado en el analisis de
ADN en la piel de ballena. va que el método requicre de muy poco tejido v éste es obtenido

mediante dardos de biopsia que no penetran tado ¢l TAS. pero colectan pequeiias piczas de



la capa superficial, entre ellas la piel. que cs uno de los tejidos menos susceptibles a la
autélisis, de facil acceso y relativamente rica en ADN (Amos v Hoezel 1991 Aguilar v
Borrel 1991).

LI'TAS colectado junto con la picl, generalmente no es utilizado para otros estudios.
sin embargo, éste puede scr utilizado en ¢l analisis de hidrocarburos clorados si se
comprueba que ¢stos permanceen cn ¢l tejido, y que no presentan interaceion alguna con la
solucion. Lsto permitirfa poseer un stock de muestras que proporcionara inlormacién acerca
de las condiciones actuales de las poblaciones de mamileros marinos con respecto a éstos
téxicos en una forma cuantitativa, Asl también, se podria realizar un analisis sobre cual ha
sido el comportamicnto de los BPCs e insecticidas organoclorados en el tiempo, ya que sc
podrian analizar muesiras preservadas tiempo atras obteneniendo sus concentraciones y sus
variaclones hasta el momento actual y asi observando si ¢stas han disminuido o si ha habido
nuevos aportes de estos compuestos.

Hasta ahora, la solucion cn agua de DMSO saturada al 20% con NaCl no ha sido
investigada para su uso en la deteceién de T1Cs, es decir, es necesario ¢l presente estudio
para saber s1 los BPCs e insecticidas pueden ser identificados v cuantificados en ¢l TAS de
cetaceos. Fsto se lograrfa al comprobarse que no cxiste interaccion alguna de los HCs con
¢l medio de preservacion, es decir, que no existe escape de los compuestos hacia el medio
v/o destruecion de las moléeulas por el mismo, v que las concentraciones encontradas son

reales.

CROMATOGRAIIA DE GASES DE ALTA RESOLUCTON:

l.a cromatografia de gases ha permitido desde hace 40 anos la medicion de diversos
compuestos contaminantes en el medio ambicnte, tales como los 11Cs.

La cromatografia de gases tiene como objetivo la separacion de compuestos a partir
de una matriz compleja la cual puede ser sedimento, tejido. ete.; esto se logra mediante una
pre-limpieza de la muestra hasta la obtencidn de un concentrado puro, ¢f cual es inyectado
al sistema cromatografico. Este sistema es en esencia muy sencillo y consta de: a)inyector.

bhorno. ¢)columna. d)detector vy e)procesador de sciial o integrador.



De manera general, los inyectores pueden ser: splitless (inyeccion direcla o sin
scparacion), split-plitless (inyeceion sin y con separacion), on-column (en la columna o cn
frio). v de desadsorcidn (érmica. Fn el horno el control de la temperatura es lo mas
importante. ¢ incluso existen hornos que poscen baflos maria con agua o aceile para un
control mas fino de la temperatura. La columna es donde se clectia la separacion de los
compucstos, entre ellas tenemos empacadas. PLOT, WCOT y SCOT. Il detector cs ¢l que
recibe la sefial de la moléeula al emerger de la columna siendo selectivos v universales. v
[inahmente cl integrador captwra y almacena la sefial (Guichon y Guillemi. 1988).

Ll uso de el cromatdgrafo de gases con detector de captura de electrones (CG-DCT ).
de acuerdo con Vidal ef @l (1992) es un método adecuado para la determinacion de BPCs v
pesticidas con un minimo de interferencia, utilizando los tiempos relativos de retencién.
con lo que se pucde identificar un pico individual. Fsto ¢s importante va que la
composicion de las mezclas ambientales entre los tipos de muestras, v las de productos
comerciales con diferentes grados de cloracién, dilieren entre si. por lo que la informacion

de congéneres individuales en necesaria (Schulz ¢f af., 1989),



ANTECEDENTES:

Los estudios realizados sobre las concentraciones y el potencial loxico de los
hidrocarburos  clorados en  mamileros marinos, cspecialmente  cetdceos, sc han
incrementado en los ultimos anes. Algunas revisiones sobre ¢l tcma sc encuentran ¢n
Tanabe v Tatsukawa (1984), Tanabe et @l (1987), Tanabe (1988), Gilbertson (1989).
Tanabe ef a/ (1991); Acuilar v Borrel (1991); v Kannan ez al (1993). Fn gencral las
concentraciones reportadas en cetaccos de otras partes del mundo tienen intervalos de
concentracion de 0.05pg/g a 833 pe/y para BPCs v de 0.19ug/g a 335ue/e de DD total
(Tanabe y Tatsukawa, 1984: Tanabe, 1988; Kannan ef af.. 19935 y Kleivane er ¢f.. 1995).

A pesar de que en los ultimos afios ha habido un decremento dramatico en el uso
de los HC's, ¢stos siguen sicndo detectados en animales de todo ¢l mundo, incluyendo las
zonas polares ((Tanabe v Tatsukawa, 1984 Tanabe, 1988; Becker y Muir. [ QO3
Gilbertson. 1989).

Tipicamente, en los estudios de contaminacion por HCs se han preservado los
tejidos en congelacion, siendo el riesgo de contaminacion de la mucstra significantc asi
como su degradacion, al no ser conservadas mas que por la accion de la baja temperatura
(Boon v Duinker, 1986). La téenica de preservacion del DMSO sélo ha sido utilizada
para la preservacion de la piel en estudios genéticos del ADN en mamiferos. entre ellos
cetaceos (Amos y Loezel, 1991). El potencial de informacion que se obtendria del stock
de muestras acumulado serfa enorme vy contribuiria al conocimicnto de la situacién actual
y del comportamiento a través de los afios de los BPCs e insecticidas organoclorados.

[.os estudios realizados hasta ahora en organismos de las especies utilizadas en ¢l
presente trabajo son los siguientes: en Phocoena sinus  Calambokidis (1988): reporto
concentraciones de BPCs de 200 ppb, de p-p” DDT de 50 a 1000 ppb, de p-p” DDL de
530 a 7500 ppb siendo éste el unico compuesto hallado en los ocho animales que analizo.

En Balaenoptera physalus, Balaenopiera musculus v Balaenopetra edeni del

Golfo de Calilornia no existen datos reportados de hidrocarburos clorados.



HIPOTESIS:

[} Debido a la hidrofobicidad v estabilidad quimica de los hidrocarhuros
clorados, éstos deben permunecer en el tejido adiposo subcutineo de cetdceo preservado
en dimetil sulfoxido (DMSO). Ta transferencia de hidrocarburos clorados del tejido

adiposo hacia la solucion polar de DMSO debe ser minima o nula.

2) Ya que la presencia de los hidrocarburos clorados es mundial v dehido a su
gran lipolilicidad se espera detectar algunos de cllos en las muestras de tejido adiposo
subcutaneo de Phocoena sinus, y en las muestras preservadas en DMSO de Baluenopiera

phyvsalus, Balaenopfera musculus, y Balaenopiera edeni,

-



OBIETIVO GENERAL:

Identificacion v cuantificacion de hidrocarburos clorados en tejido adiposo

subcutdaneo de cetaceos preservado en dimetil sultoxido.

OBJETIVO PARTICULAR:

Determinar si las muestras de tejido adiposo subcutaneo de cetdceos preservado
en DMSO sirven para la identificacion y cuantifi cacion de hidrocarburos clorados,
mediante la estandarizacion del método con tejido adiposo subcutaneo de Phocoena

sinus, y comparandolo con el método tradicional de preservado por congelacion.

Identificar v cuantificar el contenido de bifenilos policlorados ¢ insecticidas
organoclorados presentes en ¢l tejido adiposo subcutaneo de Phocoena sinus, y en
mucstras preservadas en DMSO de Baluenoptera physalus, Balaenopiera musculus y

Balaenoptera edent,
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MATERTALES Y METODO:

DISENO EXPLRIMENTAL

Para probar la hipotesis 1, se disefio un experimento en el cual, para simular ¢l
TAS de ballena. sc utilizo TAS de Phocoena sinus obtenido de un organismo donado al
[nstituto de Tnvestigaciones Occanoldgicas (1.1.0.) censervado en congelacion a -20° €
El tejido de Phocoena sinus sc wilizoé ya que se contaba con una cantidad suficiente del
mismo para realizar los ensayos de estandarizacién del método. Las muestras {ueron
discetadas de la parte dorsal superior cercana a la aleta mediante pequeiios corles corn
bisturf de ca. 2 em de largo por 2 em de ancho por I em de prolundidad con un peso total.
mcluyendo picl, de 4 g. Fstas lucron almaccnadas cn papel aluminio previamente
limpiado con acetona y hexano (B&J Baxter alia pureza grado pesticida) v mantenidas en
congelacion a 20" C. La piel de las muestras de Phocoena sinus fué separada. el tejido
adiposo fue homogenizado y extrafdo cn soxhlet con acctona:hexano 11 con un volumen
otal de 120 ml por 12 hrs con 6 ciclos/hr, T) extracto fu¢ concentrado con columnas
snyder, en bafio maria a 40-50" C. hasta ca. 10 ml. translerido @ un tubo graduado v
concentrado con (lujo de nitrogeno UAP (ultra alta pureza) a 40-50° C hasta sequedad. El
concentrado obtenido fu¢ almacenado en viales de 2 ml v congelado a -20” €. L] exiracto
lipidico se fortificé con una mezcla de HCs (Tabla 2) para obfcner un homogenado
contaminado con una concentracion conocida. Los estandares de BPCs utilizados para
dicha fortificacion fueron los congéncres puros (Ultra Scientific RPC), recomendados por
el Internacional Council for the Exploration of the Seas (ICES). Estos CONEENEITS S01L;
28,52, 101, 118, 138, 153, v 180, v ¢l congéner individual del BPC 77 (Ultra Scientilic
RPC). Para pesticidas se utilizd una matriz (Pesticide malrix Spiking solution Ulira
Scientific CI.P-206) con los siguientes compuestos p-p" DDT. v-BHC, heptacloro, endrin.
aldrin v dieldrin. Sc agregaron también los isomeros individuales de p-p- DD
(Reference Standard FPA) v p-p” DDD (Reference Standard EPA). vy como estandar de
2

recuperacion los congéneres de BPCs 103 (2.2°4.5" 6-pentaclorobifenilo ULTRA

Scientific RPC-0408) y 198 (2.2°.3.3".4.5.5" .6-octaclorobifenilo Ultra Scientilic SPC-



)758). Al concentrado de Phocoena sinus (3g) sc le agregaron: 720 ul de la mezcla de
ICES, 200 pl del isomero p-p” DDD, 180 pul del isomero p-p’DDE v 180 wl de la matriz
de pesticidas, quedando las concentraciones finales indicadas en la Tabla 2.

Se adiciond DMSO a un total de 21 submuestras del homogenado, dc ca. 50 mg
cada una, para simular la preservacion durante diferentes periodos. Para cada periodo se
mcluyo una mucsira fortificada pero no preservada en DMSO, sino congelada, esto para
poder observar si las variaciones eran debidas a alguna posible reaccion de los T1Cs con el
DMSO. También se analizé upa muestra no foriificada ni preservada con ¢l fin de

conocer los HUs presentes naturalmente en la muestra v su concentracién ( Tabla 3).

Para probar la hipotesis 2. se utilizaron muestras de Balaenoptera physalvs.
Balaenoptera musculus 'y Balaenoptera edeni, donadas por la M.C Diane Gendron,
Investigadora del CICTMAR-IPN, y por el M.C. Jorge Urban de la 1. A.B.C.S. Fstas

fucron obtenidas mediante dardos de biopsia v almacenadas en viales de 30 ml en una

solucion de DMSO en agua saturada con NaCl al 20%.

METODO ANALITICO:

[La extraccion, identificacidon v cuantificacion de los hidrocarburos clorados se
hizo de acuerdo al método de Wade y Cantillo (1994), con algunas modificaciones.

Todo el material de vidrio utilizado [ué lavado con jabon Micro al 2% y agua
desionizada v calentado por 4 hrs a 30° C.. enjuagado con agua desionizada y quemado a
400" C por 4 hrs en la mufla. El material antes de ser utilizado cs lavado con acetona v
hexano.

Purificacion v analisis de las muestras:

El método utilizado para la purilicacion de las muestras se resume en la Fig. 6.

Para cada una de las submuestras s¢ tomaron ca. 50 myg. del extracto y se colocaron en un

vial de 30 ml a los cuales se les agrego 25 ml de la mezela de DMSO previamente
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Tabla 2. Concentracion final de los compuestos en la solucion fortificadora

(ng/pl) y en el homogenado del TAS de Phocoena sinus (ng/g)

COMPUESTO CONCENTRACION | CONCENTRACTON
[ ng/pl ] (pe/s)

v- BHC 50 3

BPC 28 12.6 - 3.04
IIEPTACLORO 50 3

BPC 52 174 4.18
BPC 103 * 200 4

BPC 101 13.2 ' 3.18

~ pp DDE 148 3.88

- BPC77 11.08 266

BPC 118 13.3 3.21

p-p’ DDD 108 7.20

- BPC 153 12.7 3.06
p-p’ DDT 100 6

BPC 138 17.7 ) 4.27

BPC 180 ' 14.3 3.44

BPC 198 * 120 2.4

* Estandar de recuperacion.

Tabla 3. Numero clave, descripcion y tiempo de analisis de las muestras de Phocoena
Sinus. '

NUMERQO CLAVE DESCRIPCION TIEMPO
1.1,2.3, No fortificada+Li.R.

2. O,ﬁ,3,4,5,6,'? Fortificada+E.R.sin DMSO Uno en cada corrida
0.123 Fortificada+E.R ADMSO 0 hrs
3.1,2.3 Fortificada+E.R.+DMSO 24hrs
4.1273 Fortificada+E.R.+DMSO 1 semana
5123 Fortificada+E. R ADMSO 2 semanas
6.1.2.3 Fortilicada+E.R +DMS0O 3 semanas

T 7.1.273 Fortificada+E.R.+DMSO 4 semanas
8.1273 FFortificada+LE.R.ADMSO 8 semanas
9.0,1,2,3,4,5,6,7,8 E.RA+DMS50O ( BLANCO ) Uno en cada corrida

E.R= estandar de recuperacion.



preparada, con excepeion de la muestra 1. Cada corrida constd de un vial de homogenado
no preservado, un vial blanco v los triplicados de cada muestra.

La extraccion de las muestras sc realizo mediante una separacion liquido-liquido
con hexano. Al extracto organico s le adiciond 11,50, concentrado (Malinckrodt AR ).
y la [asc organica resultante se puriticd en una columna cromatografica de 3 g de
alimina (neutra de 60 mallas grado Super I, [CN Biomedicals), desactivada al 5%. T.0s
HCs se eluyeron con 15 ml de hexano. Cabe aclarar que el tatamiento dcido altera la
estructura de los ciclodienos, por lo tanto, el aldrin, el dieldrin v el endrin no son
recuperados mediante este tratamiento de los tejidos.

Ll hexano se sustituyo con ca. 1 ml de isoctano (alta purcza, grado pesticida B&
Baxter) y se transfirtd a un vial de 2 ml para su inveccion en ¢l cromatogralo.

Las muestras de B. physalus, B. musculus v B. edeni fueron extraidas en soxhlet
bajo las mismas condiciones. En cllas s¢ incluyd tanto la piel como el tejido adiposo
subcutanco. Estas muestras de ballena fueron analizadas con 2l mismo mectodo,
agregandoscles 20 pl de estandar de recuperacion. El porcentaje de lipidos de las
muestras tanto de Phococna sinus como de Balaenoprera physalus, B edeni, v B
musculus fué obtenido por diferencia de peso tomando 1 mi del extracto y quemandolo a
80° C por 12 hus.

Cuoantilicacion:

La cuantilicacion de los 1ICs se realizé mediante cromatografia de gases de alta
resolucion. El cromatogralo utilizado fue un Hewlett Packard HP-3890 con detector de
captura de electrones ”Ni ( DCFE ) con un awtomuestreador HP-7673A y un integrador
3392A Hewlett Packard.

Sc utilizo una columna capilar J&W DB-5 de 30 m de longitud, 0.25 nun de
diametro interno v con una pelicula de 0.25 um. Las condiciones de trabajo del CG-DCT
son las siguientes: el inyector tipo split/splitless a una 280" C | el detector a 325 v cl

horno a 85. Ll automuestreador tomo 1l de muestra. Los gases utilizados [ueron helio



(ultra alta pureza) como gas acarreador y nitrogeno (ultra alta pureza) como gas

compensador. Las rampas utilizadas se dan cn la tabla 4, y ¢l ticmpo de corrida total cs de

94 min.

Tabla 4. Temperatura, pausa isotérmica, velocidad y tiempo de las rampas utilizadas para

¢l analisis cromatografico.

Ramipa 3

Rampa | Rampa 2
Temperatura 1( 'C) 8 150 210
Pausa 1sotermica 2 5 o0
“Velocidad ("C/min) 10 3 ' 10
‘Temperatura E(UC'} 150 210 300
Tiempo linal 31.50

I.as concentraciones de los analitos en la muestra fueron determinadas a partir de

. . R - . . 2 -
una curva de calibracion (Tabla 5), con 5 diferentes concentraciones (1” 0.995) para cada

uno de los analitos de las mezclas.

Los tiempos de retencion de cada uno de los analitos fueron verificados contra los

ticmpos de retencion de los analitos en los cstandares conocidos.

Tahla 5. Curva de calibracién de los compuestos de la solucion de fortificacion.

‘Compuestos de la ‘ Concentra | Concentra | Concentra | Concentra | Concentra
solucion ciona 30 pl| cién 15 ul |ciona 10 wl| cidna 5 pl | cidona | pl
fortificadora.
"COMPUESTOS | 150 pe/pl | 72.8 pg/pl | 48.5 pg/ul | 24.2 pe/pl | 4.8 perul
CON 5.0mg/ml
COMPUTSTOS | 300 pgiul | 143 pg/pl | 97.0 pg/ul | 48.5 pg/ul | 9.7 pg;"ul_
CON 10.0mg/ml
- 444 pg/ul 15 pe/pl | 143 pg/ul | 718 pg/pl | 143 pg;,-"u'l_
582 pg/nl | 1.6 pg/pl

p-p DDE 2 _
] 116 pg/pl

360 pg/ul 74 pg/ul

p-p- DDD




MUESTRA + DMSO + |
SOLUCION
FORTIFICADORA

EXTRACCION LIQUIDO-
LIQUIDQ CON HEXANO
TRES VECES

ADICION DEL E. R.

CONCENTRACION CON
NITROGENO A 1 ml.

REACCION CON | )
AC.SULFURICO 1 hr.

ADICION DE SOLUCION |
NaCIAL 1% (2ml.) |
SEPARACION LIQUIDO - |
LIQUIDO CON HEXANO
POR 3 VECES

NITROGENO A 1 ml.

ELUCION CON 15 ml. DE
HEXANQ POR COLUMNA
DE ALUMINA 5%

CONCENTRACION CON |
NITROGENO A 0.5 mlL Y |
ADICION DE 0.5 ml DE

ISOCTANO DOS VECES

TRANSFERENCIA A VIAL |
1 ml. |

INYECCION EN CG - DCE'

Fig. 6 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA |

ANALITICA EMPLEADA EN EL ANALISIS DE '
HIDROCARBUROS CLORADOS EN TEJIDO DE

CETACEOS
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RESULTADOS:

Los blancos obtenidos muestran una alta pureza en cuanto a calidad analitica se refiere.
No existe contaminacion durante el protocolo analitico. Esto puede observarse claramente
en ¢l cromatograma tipico obtenido (Fig. 7) el cual no muestra picos con exepcién de los
del estindar de recuperacion. También podemos observar los cromatogramas de los
estandares utilizados, el de BPCs (Fig 7) y ¢l de los pesticidas (Fig. 7) ambos con la misma
calidad analitica que ¢l blanco. En ¢l experimento con el homogenado de tejido adiposo
subcutanco de Phocoena sinus, fueron recuperados los BPCs 28, 52, 103, 101, 77, 118.
P33 T35 1800 v 1980 v los pesticidas v-BHC, heptacloro, p-p” DDT vy sus metabolitos ¢l p-
p DDD vy ¢l p-p° DDE. Fueron detectados v cuantificados cn todas los tiempos de
muestreo del experimento (Tablas 6 v 7). La variacion de la concentracion de los HCs v,
tempo se muestra graficamente en la Fig. 8. Durante los primeros tiempos de muestreo y
cl ultimo, cs decir. a TO. T1, T7, T14, y T56. la variacion de las concentraciones no es
marcada. pero en T21 y 128 sc observa, en el primero un incremento significativo en la
concentracion de todos los compuestos, v en el segundo un decremento. También sc
ohscrva que existe una misma tendencia en el comportamienio de la concentracion de los
compuestos en el tiempo para la mayoria de los mismos con exepcion del BPC 77 y el p-
p- DDE. EI BPC 77 presentd un comportamiento irregular a traves de todo ¢l
experimento, v aunque el p-p’ DDE se comportd estable su concentracion, en el tiempo
final del experimento incrementd. También se puede observar que todos los compuestos.
con exepcion del p-p” DDE y cl p-p° DDD, presentan concentraciones finales menores a
las concentraciones de inicio. En los cocticientes de variacion (Tabla 8), se nota que con
respecto a oy pesticidas el unico compuesto gue rebasa el valor de 10 es ¢l p-p” DDD ¢n
T28. v en el caso de los BPCs el 77 excede el valor de 10 en T1 y T14. Los porcentajes
de recuperacion medios vy la desviacion estandar de los compuestos del homogenado

preservado en DMSO se muestran en [a tabla 8.
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Tabla 6. Concentraciones de los triplicados. promedios (X) y desviacion estandar (8) de los

BPCs en el homogenadoe preservado en DMSO.

[ Compuesto 1] | 7 21 2y 30
I Lg/g HEg [Lafe npia HEe [y
" BPC 2R 718 385 319 747 T 7R 2.4
3.3 3.08 $.21 4.60 256 EEY
3.28 4.15 a7 511 5.97 1,94 243
X 3.23 169 .06 446 ool 109 2.6
+3 050 | 551 B0 491 143 Al S
BRC 52 448 : 136 417 7 84 267 3.75
[ 43 1,50 4 U4 372 400 3An |
162 143 439 476 ! 349
X 4.54 3.95 EEEE f.11 526 357
@ 071 497 180 1.57 2T 141
BPC 103 326 312 [ 317 | o8 76 340
7,40 2.59 ' 314 3 (4 Td 312
3.33 3.46 3.23 417 2.53 IECE
X EEE 3.05 318 1.26 2.6 3.37
o 074 3% 043 675 403 10
RPC 101 3.59 3.4 | 5.93 .00 I
o 3.69 2.06 T4l 14 750 |
177 3.62 467 7,59 T
X 3,66 3.27 4.6 261 373
3 OY0 333 .25 520 54+ |
BPC 77 ) 511 1.1 1.91 100
302 267 7.R0 2.63 183
313 501 ) 7.8% 125 Z.U1
X 3.02 433 767 W03 N [.5%
R DRG [.26 10 1.3% I
BPC 118 | 1,68 294 RE 370 AT
3.76 268 187 TR7 .75
3.90 343 345 440 A0l
X 378 302 370 166 207
+ 0% R4 , 269 936 - 212
BPC 153 3.61 ENE 1 2% 508 270
1.63 280 P25 3.3 245
_ TR 179 424 40 ]
X 169 126 102 465 264
3 103 s 556 1.5 176
RPC 138 533 4604 4 7 5.04 05
515 4.12 616 5.99 140 |
5.45 5.2% 513 666 01
X 331 468 5.72 720 38S
=5 147 379 739 154 K
3PC 180 4.47 oA 171 3 AR 319
448 3 86 : 6.02 617 275
470 51U 573 .00 432 T
X 4.55 4,50 5.38 =i 4 ]
5 128 665 .32
BPC 198 + 192 204 3 2.00 K
| 1.95 1.02 133 ERT 232
10 2.31 750 741 2,62
X 196 | 199 739 135 273
i 51 | 246 A8 23 167 a3

+ Tistandar de recuperacion.



La media de los porcentajes de recuperacion de los BPCs, se encuentra alrededor del
100%, con exepcion del BPC 77 cuya variacion es notoria. Iin el caso de los pesticidas,
los valores van del 71 al 94% siendo el compuesto con mayor variacion el p-p DDE.

En el homogenado congelado los BPCs y pesticidas recuperados fueron los MISMOS Y

sus concentraciones medias v desviaciones estandar se presentan en la tabla 9.

Tabla 7. Concentraciones de los triplicados, promedios (X) v desviaciones estandar (0)

de los pesticidas en el homogenado preservado en DMSO.

s DIIeska { L 7 14 21 28 36
hid Ly pely 1pia nelg 1yie, daig

vBHC 2.06 .92 1.05 1.50 3.95 093 203

225 1.75 1.92 723 27 1.57 180 |
208 215 277 2.26 2.91 L.08 218
X 213 1.94 208 2.10 3.21 1.29 2.04
+3 103 203 1.94 2062 645 503 207
Heplacloro 1.85 216 216 218 116 0.95 2.11
78 1.47 2.00 233 277 1.76 1.67
B 1.91 261 2.4 7.59 3.02 002 213
3 1.55 221 1.23 753 kR .18 197
T i 06s 373 186 ErD) 741 504 253
pp DDE 800 6.00 6.uo 6.93 L6 4.52 6.3
220 318 677 758 8.66 5.08 1.0
.61 7.08 7356 738 R.Gl 549 15.6
X 8.27 6.09 711 7 46 064 564 15.3
5 309 051 403 443 173 NG NE]
p-p DD 615 529 6.50 641 1.6 296 .10
T 5.27 4.64 5,39 372 812 5,28 715
670 6.27 731 7.81 2.35 1,79 .06
X 6,37 543 6.76 5.00 .38 4.01 777
5 290 §75 479 3.67 1.99 1.17 537
pp DDT 477 372 3R 571 10.1 2.46 3.04
485 401 <50 6.66 664 129 124
523 532 6.41 670 7.29 316 L R%
X 4.95 4.75 5.92 .35 %.03 331 47
245 754 a2 561 .87 923 427

Graficamente ostas concentraciones se pucden observar para BPCs y pesticidas en la
ligura 9. El anico BPC que presentd una desviacion estandar muy grande es el 77 lo que
nos indica un comportamicnto irregular es decir que su concentracion vario a través del

muestreo.
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Tabla 8. Coeficientes de variacion, porcentajes de rccuperacion y desviacion estindar del

homogenado presevado en DMSO.

Compuesto Coef. de Variacion | % de recuperacion Desv. std. (6)
+BIIC 5.39 | 71.78 9.79
BPC 28 4.72 100.80 O 13.90
| Hepracloro 6.04 73.85 [1.82
BPC 52 4.09 101.65 8.29 |
BPC 103 * 3.02 N 8250 522 ]
BPC 101 4.50 104 04 777
pp’ DDE 3.84 9418 _ 19.76
BPC 77 7.96 158.35 l 82.26
BPC 118 419 103 34 | 13.03
pp DDD 6.22 91.63 ' 14.88
BPC 153 3,56 822 9 38 |
pp’ DDT 5.40 8% 883 13.31
BPC 138 4.54 112.47 18.32
BPC 180 4.05 114,99 21.15
BPC 198 # 4.07 3987 7.08

* Lstandar de I‘ecupc}ﬁ;:i_ﬁn.

Con respecto a los coeficientes de variacién en el caso de los BPCs, el 77 es el unico
que cxcede ¢l valor de 10%, mientras que el valor maximo para pesticidas fué de 9.38

Los coeficientes de variacion y los porcentajes de recuperacion de los compuestos en el
homogenado congelado se muestran en la Tabla 10.

La media de los BPCs se encuentra alrededor del 110% siendo el BPC con la mavor
desviacién estandar el 77, pero se observa una mayor variacion que para el homogenado
preservado en DMSO. En el caso de los pesticidas, los valores van del 72 al 103%
siendo cl p-p” DDE el pesticida con mayor desviacion estandar.

Como se puede obscrvar en las figuras 10 y 11 las concentraciones y sus variaciones
temporales para ambos homogenados, ¢l preservado en DMSO y el congelado, son muy
similares, es decir, que ambas téenicas, tanto la de congelacion como la de preservacion
cn DMSO conservaron de manera muy similar a los compuestos, estos valores los

podemos obscrvar en la Tabla 11,



Tabla 9. Concentraciones y desviaciones estdndar (£8) del homogenado congelado.

Compuesto 0 1 7 14 21 28 56 +0
pgle | pgle | pele | pale | pelg | opele | welg

~y-BHC 205 | 1.87 | 227 | 270 | 237 | 1.98 | 2.49 29
| BPC 28 3752 | 331 | 428 | 524 | 473 | 3.45 | 2.70 89
"Heptacloro | 1.84 [ 212 | 2.24 | 280 | 2.47 1.72 1.94 37
BPC 52 163 | 3.86 | 456 | 566 | 4.87 | 473 | 3.74 64
BPC 103 * | 3.29 | 298 | 3.17 | 336 | 3.17 | 3.54 | 3.99 32
BPC 101 | 3.53 | 3.20 | 3.5 420 | 3.84 | 3.58 | 2.94 a1
pp DDE | 852 | 589 | 750 | 881 | 7.92 | 857 | 17.06 | 3.61
BPC 77 283 | 197 | 602 | 796 | 7.01 | 2.89 | 2.30 2.48
"BPC 118 | 381 | 269 | 334 | 408 [ 3.71 | 3.79 | 3.23 46
pp’ DDD | 6.72 | 4.89 | 6.59 | 832 | 7.40 | 7.01 | 9.281 1.39
BPC 153 | 3.89 | 335 | 4.01 | 4.69 | 4.37 | 3.98 | 3.32 49
pp DDT | 538 | 458 | 6.07 | 7.66 | 6.77 | 5.65 | 588 98
BPC 138 | 557 | 453 | 570 | 675 | 631 | 579 | 4.70 .80
BPC 180 | 401 | 429 | 554 | 668 | 6.13 | 5.19 | 3.26 1.14
BPC 198 | 224 | 192 | 238 | 247 | 225 | 241 | 201 | 20

Andalisis de tejidos de ballena y Phocoena sinus:

L1 analisis llevado a cabo en el tejido adiposo subcutineo de Phocoena sinus “himpio”.
es decir, sin la adicion de solucion fortilicadora, solamente estandar de recuperacion,
reveld la presencia de p-p” DDE en el organismo a una concentracion de 1.5 pg/p (Fig.
12). Esto también pucde obscrvarse en el cromatograma obtenido (Tiig. L3).

Con respecto a las mucstras de ballenas, los compucstos cncontrados fueron el p-p’
DDT v su metabolitos p-p> DDD y p-p® DDE, las concentraciones y ¢l organismo en los
que fueron detectados se presentan cn la tabla 12, y graficamente pueden obscrvarse en
la Fig. 12. También sc muestra el cromatograma (ipico (Fig. 13) de un andalisis cn este
tejido. utilizando ¢l cromatograma del especimen #32 cl cual fue el mds contaminado dc
los 9. Como puede observarse la sefial de interferencia incremento, origmando ncluso
un incremento en la linca de basc, pero los picos de los respectivos compuestos se
identificaron facilmente. Es importante hacer notar la ausencia de BPCs ranto en la

mucstra de Phocoena sinus como en las de las ballenas.



Tabla 10, Coeflicientes de variacion y porcentajes de recuperacion de los HCs en ¢l

homogenado congelado.

B Compuesto Coef. de variacion | % de recuperacion Desv. estindar (5) |
| v-BHC 9.38 75.05 9.95
BPC 28 4.43 127.79 1924
Heptacloro 7.22 72.18 12.66
BPC 52 7.73 109.56 “ 15.41

BPC 103* 3.75 84.04 8.21 o
BPC 101 2.52 111.50 12.90
p-p’ DDE 6.74 103.44 37.56
BPC 77 11.18 166.10 93.30
BPC 118 5.61 109.78 ~14.49
p-p° DDD 4.15 99 69 19.31
~ BPC 153 5.85 128.74 16.24
p-p’ DDT 6.02 100.04 16.47
BPC 138 4.82 131.54 ' 18.70
BPC 180 3.86 149 40 33.17
BPC 198 * 4.59 93.58 8.64

* Lstandar de recuperacion.



Tabla 11. Concentraciones promedio vs. tiempo del homogenado prescrvado en DMSO y

el congelado.

Comp. Concentracion del homogenado preservado( wg/g )| | Concentracion del homogenado congelado ( pgig
TDis |0 |11 ]]7 IR 1 [T ]2 [l28 [Ts6 |
SBHC  |[2.03 | |14 [2.05 321|129 ] [20¢ |[2.05][18 2.70 | [2.37 [ 198 | 249
BPC28 | [3.23|[3.09][4.06 6.01|[2.09][2.36 |[3.52][3.3 524 273 | [3.45 | (270
Hepta. | [1.85[2.21]]2.22 332|118 ]1.97 g4 | |2 2.80 | [247 [[172 | [1.04
BPCS2 | |4.54 | [3.95][4.23 6.11[3.26 | [3.57 ||4.63]]3.86 5.66 | |4.87 | [4.73 | [3.74
BPC103 | [3.33 | [3.05|[3.18 426 2.61 | [3.37 |[3.209]]2 336 |37 354 | 309
BPCIOL | [3.68 | [3.27][3.50 467261 |[273 |[3.53][3 420 | [3184 | 358 | [2.00
p-pDDE | [8.27 | [6.00][7.11 9.64|5.64 | 153 |[8.52][5.80 8.81||7.92]|8.57 |[17.0
BrC77 | [3.03 | 433 [821 803|226 195 |[2.83|[1.97 796 | [7.01 |89 | [2.30
BPCLIS | [3.78 | [3.02][2.70 4.66|2.64 | [297 |[3.81]]2.69 408 | [371][3.79 [ [3.23]
opDDD | [6.37 | [5.43 | [6.76 s3s|[401][777 |[672] 480 232|740 (700 |[928
BPC153 | [3.69|[3.26 | [3.82 4.65|[2.71 | |2.64 | [3.89](3.35 4.69 | |4.37 | [3.08 |[3.32
'ppDDT | [2.95 | [4.75[5.92 803 |[331)[472 |[538][4.58 766 | [6.77 | [5.65 | [5.88
BPC138 | [5.31 | [4.68][5.58 7.20|[3.65|[2.85 |[s.57[4.53 6.75 | [6.31 [ [5.79 | [4.70
|

BPC180 | |4.55 | |4.50 | [5.38 046 (3.05][3.00 |[4.90]]4 5.54 |6.68 | [6.13 | [5.19 | [3.26
BPC198 | [1.96 | [1.99|[2.30](2.35][2.73 ] [1or [[1.98 | [2.24 | [1e2 | [2.38 |[2.47 [ [2.25 | [2.41 | [2.00

Tabla 12. Concentraciones de los compuestos encontrados en TAS de ballena preservado

en DMSO.
Especimen p-p’ DDT (ue/g ) | p-p’ DDE (pgig) | pp DDD (pglg)
#2 n.d. j 0.92 n.d.
I #5 n.d. " n.d. 0.84
#4 n.d. ] 1.10 n.d.
R 1.54 13.89 2.04
#20 n.d. 455 n.d.
#30 089 [.83 .093
Re6 n.d. 182 n.d.
#67 n.d. R 522 n.d.
j #69 n.d. o 502 n.d.

n.d. = no detectado
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DISCUSIONES:

Con el objetivo de delerminar si las variaciones en ¢l tiempo de la concentracion de los
analitos estudiados eran significativas sc realizaron las siguientes pruebas cstadisticas:
Homogeneidad de varianza, ANOVA y prueba Tuckey (diferencia significativa honesta).

Los resultados de esta prueba se resumen en la tabla 13.

Tabla 13. Resultados de los analisis estadisticos con las pruebas de analisis dc
homogeneidad de varianza, ANOVA y Tuckey (D.S.T1.) con los datos de T21 y T28 .y

sin eilos.

Compuesto A. de hom. de varianza ANOVA P. Tuckey (D.S.11.)

i | PconT21728 | PsinT21/28 | PsinT21/28 | PconT21/28 | PsinT21/28
y-BHC 01266 45440 180010 .0003-.0280 | .7658-1.000
BPC 28 108780 105499 05257 0004-.2230 | 1577-.9370 |

Heptacloro | 02750 24916 07470 .0003-.2836 | .0621-.9999
BPC 52 .00572 09025 05311 | .0028-.1894 | .0542-.9962
BPC 103 03548 05356 49030 .0013-.1073 ,4?70-'.9996;
BPC 101 | 12168 26952 05394 0068-.4301 | .0545- 9987 |
p-p’ DDE 07181 119430 00500 0002-.6566 | .0100-.9748
BPC 77 01475 103539 00130 .0007-.9999 | .0116-.9912
BPC 118 00750 05344 35990 .0454-.7386 | .3602-.9999

"pp’ DDD | 04240 29040 05685 0005-.5461 | .0505-.9995
BPC 153 111980 105291 05746 0187-.7757 | .0511-.9898

pp DDT | 02070 153020 05881 0003-.3183 | .0522-.9999
BPC 138 102580 11740 | 05480 0012-.3099 | .0303-.9966
BPC 180 102439 05130 05046 | 01828662 | 05049999
BPC 198 05831 07204 05451 .0032-.7525 | .1301-1.000

37



En la tabla 13 P representa ¢l valor de la probabilidad, el cual debe de scr mayor de
0.05 para que exista una probabilidad del 95% de que se cumpla la hipotesis de acuerdo
con la prueba realizada.

La prueba de homogeneidad de varianza, es un requisito indispensable para la
rcalizacion de la prucba ANOVA, csta prueba arrojé como resultado que no cxistia
dicha homogeneidad. Con la prucba Tuckey, sc obtuvo informacion sobre  las
concentraciones y los tuempos que eran significativamente diferentes. Las varianzas
significativamente diferentes fueron valores para T21 y T28 para la mayoria de los
analitos, los casos del p-p” DDE vy el BPC 77 que presentaron otras diferencias
significativas se discuten posteriormente. Al eliminar 121 y T28 se prescnte la
homogeneidad de varianza, lo cual permitié realizar la prueha ANOVA. La cual como
se observa en la tabla 13, da como resultado una probabilidad mayor al 95% de que
exista la igualdad de varianzas, por lo que sc puede concluir que las concentraciones de
los analitos en el tiempo son significativamente iguales. Sélo se presentaron dos
compuestos que siguieron manteniendo diferencias en sus concentraciones vs. ticmpo. ¢l
p-p’ DDE el cual present6 diferencias significativas en T56 debido a un meremento cn
su concentracion final, v ¢l BPC 77, cuyas variaciones se dieron a través de todo el
cxXperimento.

Las variaciones cn ¢l tiempo de la concentracion del p-p> DDE v del BPC 77 son
dificiles de explicar. Los incrementos en sus  conceniraciones parecen  sugerir
contaminacion durante el proceso analitico, sin embargo, los blancos analizados (uno
por cada lote de muestra) no corroboran esta posibilidad.

Las variaciones presentadas en la concentracién de los analitos posiblemente se deban
a factores de concentracion o dilucion del extracto durante el proceso analftico. estos
efectos se pueden climinar normalizando los datos. En este caso se normalizé con
respecto al BPC 153 ya que su pico cromatogrifico se localiza a la mitad de la corrida.

Los datos se resumen para ¢l homogenado preservado en DMSO cn las Tablas 14 y 13,



y para el congelado en la Tabla 16. Estos valores observados graficamente, tanto para el
homogenado preservado en DMSO y el congelado (Figs. 14 y 15) nos muestran que, al
eliminar las variaciones por concentracion o dilucion se demuestra la presencia de otros
factores que pudicron causar las variaciones de las concentraciones de los analitos cn el
tiempo. Estos factores son crrores sistematicos o aleatorios inherentes a la metodologia
analitica, ya que los valores tienden a la linearidad, con exepcion de los tiempos 21 y 28
para todos los analitos, menos para el p-p” DDE y el BPC 77.

Los coeficientes de variacion observados en este estudio (Tablas 14 y 15) indican que
nuestros analisis fueron de buena calidad. Comparandolos con otros cstudios dc
hidrocarburos clorados en biota (Hall er @/., 1992, Wade y Cantillo, 1994; Wells y De
Boer, 1994; y Kleivane ¢f al., 1995) coelicientes de variacidn menores al 10% indican
una buena presicion analitica. Exceptuando el BPC 77 en el homogenado congelado
{Tabla 16), el coeficiente de variacidn de ninglin analito excedid estc valor.

Otro error que pudo haber afectado la concentracion de los analitos es la linca de base
ruidosa v la presencia de picos no identificados ¢n nuestros cromatogramas debido a la
mmadecuada remocion de material lipidico y otras sustancias que interfieren. Tl método
utilizado para dicho proceso involucrd las técnicas descritas por Holden y Marsden
(1969); Branon y Karn (1990); Kannan er al. (1993) y Wade y Cantillo (1994):
adecuando las mismas a las posibilidades de nuestro laboratorio. El uso de H,SO,
concentrado debid dar como resultado la completa hidrdlisis de las grasas presentes, y el
posterior uso de una columna de alumina desactivada al 5%, que de acuerdo con Oliver
et al. (1989), es el porcentaje de desactivacion ideal, permitiria una elucion completa de
los organoclorados libres. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron ideales en
términos cualitativos, pero cuantitativamente si, esto podemos basarlo en los porcentajes
de rccuperacion obtenidos mayores que los de Aguilar y Borrel (1991) y similarcs a los

dc Holden y Marsden (1969) y Brannon v Karn (1990).



Aunque es dilicill determinar su importancia, podemos indicar algunas de las posibles
causas de variabilidad en los andlisis. Existe la posibilidad de pérdida de muestra por
una erronea desactivacion de la alumina y/o volatilizacién en la concentracion con fluio
de nitrdgeno.

Los hidrocarburos clorados poscen estrucutras  altamente estables y de  dificil
degradacion, pero en el proceso de limpieza de la muestra el uso del H,SO, concentrado
resulto en la degradacion de las moléculas de los ciclodienos. El aldrin, dicldrin y

endrin por poscer un grupo Cler en su estructura son degradados por Iz accion del acido.

Tabla 14. Concentraciones normalizadas de los pesticidas cn ¢l homoegenado preservado

cn DMSO.
COMP. G-BHC | Heptacloro p-p' DDE | p-p'DDD p-p' DDT
m1-0 0.57 0.51 2.21 1.69 1.31
m2-0 0.61 0.48 024 171 1.32
m3-0 054 0.50 225 175 137
mi-1 0.60 067 188 | 166 148
m2-1 | 0.62 0.66 1.85 165 143
m3a-1 0.56 068 1.86 167 145
m1-7 0.51 0.57 184 1.74 162
m2-7 052 0.56 184 174 157
m3-7 0.56 _ 0.60 1.88 1.82 1.59
m1-14 054 0.66 211 195 1.73
m2-14 053 0.66 178 205 1.56

_ m3-14 053 0.61 185 | 184 157
m1-21 | 0.66 0.69 1.94 195 169
m2-21 | 083 0.83 259 2.43 1.99
m3-21 0.62 065 185 179 157 _

- mil-28 ! 0.43 0.39 209 136 1.14 '
m2-28 0.57 - 0.53 211 1.61 1.31

T m3-28 0.39 0.34 202 1.40 116
m1-56 0.76 0.75 584 289 180 |
m2-56 0.73 0.68 R E 2.91 172
m3-56 0.81 0.7¢ _ 5.80 299 181 |
CV 5.28 497 ; 686 4.09 5.99
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Tabla 15. Concentracicnes normalizadas de BPCs en el homogenado preservado en

DMSO.
COMP. | BPC28 | BPC52 | BPC103 [BPC101 | BPC77| BPC118 [BPC138|BPC180| BPC198
mi1-0 | 0.87 123 | 0.90 099 | 0.81 1.01 1.47 1.23 053
m2-0 | 0.88 1.24 0.93 101 | 082 | 1.03 1.41 1.22 0.53
m3-0 | 0.86 1.21 0.87 099 | 082 | 102 1.43 1.23 0.53
m1-1 1.20 121 0.97 101 | 160 | 0092 1.45 1.39 0.63
m2-1 1.10 1.25 0.92 105 | 102 | 0095 1.47 1.37 0.58
ma3-1 1.09 118 0.91 005 | 132 | 090 1.39 136 061
mi-7 | 0.84 112 0.63 080 | 169 | 087 1.42 1.39 061
m2-7 1.14 1.09 0.85 0.89 2.32 0.28 1.44 1.38 0.63
m3-7 1.19 1.09 0.80 0.94 2.40 0.92 1.51 1.42 0.62
mi1-14 | 1.04 135 0.91 103 | 1.47 | 1.05 1.47 113 0.63
m2-14 | 1.13 108 0.79 091 | 235 | 091 | 145 142 0.60
m3-14 | 1.20 112 0.77 093 | 1.92 | 0093 1.45 1.40 0.56
m1-21 | 1.24 131 0.83 099 | 185 | 0095 1.49 148 0.54
m2-21 | 1.37 171 1.09 102 | 234 | 1.16 1.79 1.84 0.69
m3-21 | 1.28 1.02 0.89 100 | 169 | 094 1.43 0.93 056 |
m1-28 | 0.82 123 1.00 096 | 088 | 096 1.33 113 0.59
m2-28 | 0.78 1.25 0.96 006 | 080 | 098 1.40 1.14 061
m3-28 | 0.71 111 0.93 005 | 0.83 | 096 1.28 1.09 0.56
m1-56 0.87 1.34 1.25 1.02 0.71 113 1.44 1.14 0.72
m2-56 | 0.90 1.41 135 104 | 074 | 112 1.42 112 0.79
m3-56 | 0.90 129 122 103 | 074 | 1.11 1.49 113 0.73
C.V. 5.40 8.28 6.20 608 | 923 | 549 544 | 6.58 8.6

resultando moléculas polares que pueden ser “atrapadas” en la columna de alimina.

Esta degradacion de la moléculas “drines” concuerda con lo reportado por Rimkus ef

al.(1993); Brannon y Karn (1990) y Becker y Muir, 1995.

Es importante notar que los resultados obtenidos en el homogenado preservado con

DMSO y el congelado son muy similares, esto puede observarse en las Figuras 10y 11,

a partir de esto se podria suponer que la técnica del DMSO de preservacidn de tejido

adiposo subcutdneo de cetaceos conserva los compuestos organoclorados en el tejido al

igual que la técnica de refrigeracion.
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Tabla 16. Concentracién normalizada del homogenado congelado para BPCs vy

pesticidas.

COMP. 0 1 7 14 21 28 56 CV.
G-BHC 0.52 055 | 056 | 057 | 0.54 0.49 0.75 7.63
Heptacloro | 047 | 0.63 | 055 | 059 | 056 | 043 | 058 6.44
p-p'DDE | 2186 | 1.75 | 187 | 1.87 | 1.80 214 | 513 872
p-p' DDD 1.72 1.45 1.64 1.77 169 | 175 279 | 5863
p-p DDT 1.38 136 | 151 | 163 | 154 141 177 613
BPC 28 0.90 098 | 106 | 111 | 1.08 0.85 0.81 526
BPC 52 118 115 | 113 | 120 | 1.11 118 112 719
BPC 103 0.84 089 | 078 | 071 | 072 0.88 1.20 4.05
BPC 101 0.90 095 | 0.87 | 0.89 | 0.87 0.89 0.88 5.41
BPC 77 0.72 058 | 150 | 169 | 1.60 0.72 0.69 1.4
BPC 118 0.97 0.80 | 0.83 | 086 | 0.84 0.95 0.97 6.67
BPC 138 | 1.43 135 | 142 | 144 | 144 | 145 1.41 6.23

BPC 180 126 127 | 138 | 142 | 140 | 1.30 0.98 5.98 |

| BPC 198 | 057 | 057 | 059 | 052 | 051 | 060 | 060 5.84 |

De acuerdo con Amos y Hoezel (1991) y Aguilar y Borrel (1991), la técnica del
DMSO es una buena opcion cuando no existe la posibilidad de refrigerar las muestras
para su conservacion.

Con respecto a los organoclorados detectados en los tejidos no fortificados de
Phocoena sinus, Balaenoprera physalus, B. musculus y B. edeni tenemos que en el
primer caso los resultados obtenidos con respecto al p-p’ DDE se encuentran en el
rango detectado por Calambokidis (1988), aunque en nuestro caso no se detectaron
BPCs ni ningtn otre pesticida, lo cual sugicre que el p-p” DDE encontrado ha estado en
el organismo desde su nacimiento al serle transmitido por la madre, o lo adquirié a
través de alimento ya contaminado, y las concentraciones de .53 a 7.5 ug/g no
representan  una amenaza para estos organismos. LEstudios recientes sobre
organoclorados en peces del Rio Colorado también indican la presencia unicamente de

p-p’ DDE (Camacho Ibar, com. pers.).
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En cuanto a las ballenas, en el organismo 32 se obtuvo una concentracion de p-p° DDE

]

elevada cn comparacion con los organismos restantes. También existe la presencia de p-
p’ DDT vy p-p° DDD en concentraciones menores. Tomando cn cucnta que esie
organismo fué un macho adulto encontrado varado la presencia de estos compuestos no
es rard.

En cuanto a los demds organismos 1as concentraciones que presentan son pequenas y al
igual que el #32 no representan una amenaza, esto de acuerdo con UNEP (1991) que
sefiala que concentraciones mayores de 100 pg/g peso humedo en cetdceos provocan
condiciones patologicas, aunque dichas condiciones se han reportado por Gilbertson,
1989 v Tanabe er al., 1993 en organismos con menor concentracién y ya que la vias
bioyuimicas de accién de estos compuestos no estin realmente identificadas no se sabe

con certeza 4 gue concentracion comienzan a alectar al organismo.



CONCLUSIONES:

1) Las muestras de tejido adiposo subcutdneo de cetaceos preservado por el método
del dimeul sulfoxido en agua al 20 % y saturado con sal, pueden ser utilizadas para la
identificacion y cuantificacion del contenido de hidrocarburos clorados, ya que se probo
estadisticamente que la concentracion de dichos compuestos permanece estable a través del

tiempo.

2) La técmuca analitica empleada en cl presente (rabajo es adecuada para la
dentificacion vy cuantificacion de los BPCs 28, 52, 77, 101, 103, 118, 138, 153 v 198; v
para los pesticidas y-BHC, heptacloro, p-p” DDT v sus metabolitos p-p” DDE. v p-p” DDD,
pero no para la familia de los ciclodienos, es decir, cl aldrin, dicldrin y endrin ya que

debido al tratamiento dcido resulta ser una técnica destructiva para dichos compuestos.

3) Las concentraciones encontradas en Phocoena sinus, Balaenoprera physallus, B.
musculus y B. edent no son consideradas peligrosas para los organismos. pero conmpruchban

la permanencia de los compuestos organoclorados cn el medio.
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