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Presentacio del tema

1. PRESENTACIO DEL TEMA

Els suavitzants téxtils sén productes que un cop aplicats als materials textils els aporten una
série de propietats desitjables per al’ usuari final, entre les que cal destacar la millora del sentit
del tacte jaque els hi aporten suavitat, i els fan més agradablesi Ilisos.

No obstant aix0, donat que el desenvolupament tecnoldgic en I'ambit dels suavitzants, del qual
es derivalamillora de les propietats téxtils, comportarisc de toxicitat, resulta fonamental el
considerar |a seva possible repercussié mediambiental.

Al 1993, a Laboratori de Toxicologia Ambiental del INTEXTER (UPC) varem iniciar
treballs sobre la toxicitat d'alguns compostos utilitzats en els processos téxtils. Els resultats
obtinguts van impulsar larealitzacié d'un estudi més complert sobre I'impacte ambiental
d’ aquests compostos, aixi com un seguiment del comportament dels productes tensioactius en
condicions de laboratori (Lab. Tensioactiusi Detergénciade I'NTEXTER, UPC).

El tema de |a present tesi doctoral inicia el seu desenvolupament amb relaci6 al projecte
DGICYT PB90-0607 (1991-1994) % Aplicacid de les microemulsions de suavitzants textils
per a la millora de les propietats dels teixits % en el qual es pretenia valorar |'impacte
ambiental resultant de |'aplicacié de microemulsions de suavitzants cationics, i hatingut la
seva continuitat dins € projecte CICYT AMB 95-0408 (1995-1998) 3 Compuestos
orgénicos halogenados adsorbibles, extraibles y purgables en el blanqueo del algodén e
incidencia medioambiental. Es convenient remarcar e gran interés per part dalgunes
empreses (KAO Corporation S.A. i Shering Rewo Quimica S.A.) en aguests estudis, que ens
van proporcionar alguns dels seus productes, i van seguir molt de prop els nostres primers
resultats. Aquests, podriem dir, van ajudar a definir I’ objectiu general del treball que aqui es
presenta, el qual siniciaal 1993.
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2. OBJECTIUS I PLA DE TREBALL

2.1 OBJECTIUS

En I'actualitat existeixen una série de Directives comunitaries encaminades totes elles ala
preservacié del medi ambient. Concretament, en algunes orientacions de la Unié Europea
s'estableix la necessitat de fer valoracions de la toxicitat en diferents ecosistemes, és a dir,
utilitzant diferents espécies d'animals d'experimentaci6 o equivalents, per tal de determinar les
concentracions capaces de produir efectes a la poblaci6 exposada (concentracions efectives
en un periode de temps concret) de cara a poder avaluar el seu potencial toxic.

Dels productes usats per laindustria textil, els productes tensioactius constitueixen un grup
molt important en nombre i en varietat, amb capacitat d'incidir en diferents compartiments
ambientals, degut a la seva presencia en els efluents residual s de diferents processos. Entre
aquests productes es troben els suavitzants, i son els de tipus cationic els més utilitzats.

Entre els suavitzants cationics son de destacar els d’ estructura quimica d amoni quaternari i els
d’imidazolina quaternaria per la seva importancia en la fabricacio d’ aquests productes. La
forma d’ aplicacié d’ aquests pot ser en emulsio i en microemulsio, diferenciant-se en la seva
mida de particula, i per tant en el seu poder de penetracid en el teixit. Per alafabricacié de
suavitzants microemulsionats s'utilitzen una serie de compostos microemulsionants que
permeten |'obtencié de mides de particula 100 vegades inferiors a les dels suavitzants
convencionals (2 micres).

Els objectius principals del present treball han estat establir si hi ha diferéencies entre laforma
emulsionada i microemulsionada d'una série de suavitzants cationics, pel que fa as seus
possibles efectes en el medi aquatic. Amb aquesta finalitat shan estudiat els seglients aspectes:

1. Parametres de degradacié dels suavitzants cationics d'amoni quaternari
DSDMAC, DSEMAMSi DSCEEMAMS, i dels suavitzants cationics d'imidazolina quaternaries
DSAEMIMSi DAAIMS, tant en forma emulsionada com microemul sionada.

2. Toxicitat aguda dels suavitzants cationics d'amoni guaternari DSDMAC,
DSEMAMSi DSCEEMAMS, i d'imidazolina quaternaria DSAEMIMS i DAAIMS, emulsionats
i microemulsionats, en varies espécies d' organismes aquatics de diferents nivells trofics, per
tal d’establir latoxicitat del compost i la sensibilitat de cada espécie.

3. Efectes provocats en el tractament subcronic amb un suavitzant d'amoni
quaternari (DSDMAC) i un de imidazolina quaternaria (DAAIMS) emulsionats i
microemul sionats sobre la morfologiai ultrastructura de diferents organs (branquiai fetge) de
latruitairisada (Oncorhynchus mykiss ).
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2.2. PLA DE TREBALL

S hadividit I’ estudi en dos blocs de treball. Un primer en el que s’ estudien els parametres de
degradaci¢ dels suavitzantsi latoxicitat aguda d’ aquests en diferents espécies, i un segon en el
gual esfal’estudi histopatologic de branquiai fetge de latruitairisada Oncorhynchus mykiss
sotmesa a tractament subcronic utilitzant dos dels suavitzants, un amoni quaternari i una
imidazolina quaternaria.

1.- Determinaci6 de parametres de degradacid ambiental dels suavitzants DSDMAC,
DSEMAMS, DSCEEMAMS, DSAEMIMS i DAAIMS emulsionats i microemulsionats:

— Demanda quimica d'oxigen (DQO)

— Demanda bioldgica d'oxigen (DBO)

— Biodegradabilitat: — Biodegradacié inherent

— Biodegradaci6 rapida

2.- Seguiment de |la biodegradabilitat dels suavitzants conjuntament amb el de la seva
toxicitat (Relaci6 biodegradaci 6-toxicitat).

3.- Determinacio de la CEsy, Cls, i CLg, per diferents espécies de diferents nivells
trofics segons les directives establertes per cada una d'elles.

— Bacteris: Photobacterium phosphoreum

— Microalgues: Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus,
Selenastrum capricornutum.

— Crustacis: Daphnia magna.

— Peixos: Oncorhynchus mykiss.

4.- Estudi de la morfologia normal i patoldgica de la truita irisada (Oncorhynchus
mykiss) sotmesa a tractament subcronic amb els suavitzants DSDMAC i DAAIMS
emulsionats i microemulsionats. En aquest estudi es van seguir els passos segiients:

— Determinaci6 de la concentraci6 de tractament de cadascun dels
suavitzants a partir de la CL 5.

— Microscopia optica: Estudi dels diferents organs (branquiai fetge)
en animals controlsii tractats.

— Microsoopiadedronicadetranamisdé: Esud ddsorgansesmantas

a partir dels resultats obtinguts en microscopia optica.

— Microscopia electronica d’ escombratge: Estudi de les branquies.
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3. CARACTERITZACIO | TOXICITAT AGUDA DELS SUAVITZANTS CATIONICS.
EFECTES AMBIENTALS

3.1. INTRODUCCIO

3.1.1. TENSIOACTIUS

L'aigua és e solvent més utilitzat per la indGstria téxtil, amb el qual shumitegen, es
blanquegen, es tenyeixen i s'acaben altres processos que sapliquen als teixits. Tanmateix,
l'aigua té una tensié superficial relativament elevada, i és aquesta la forca que manté i
conserva intacte la forma de la gota sobre el teixit, i no permet que aquesta penetri en ell. Els
tensioactius, que son utilitzats ampliament en usos domeéstics i industrials, sén compostos que
es caracteritzen per fer disminuir latensio superficial de l'aiguai per lafacilitat amb que sén
adsorbits per varies interfases, com per exemple, aire-aigua, oli-aigua, aigua-solid, oli-solid,
etc. En anys recents, els sabons tradicionals per al rentat domestic de la roba han estat
reemplacats per detergents que contenen tensioactius sintetics i altres ingredients que poden
contenir suavitzants, blanquejadorsi perfums (Pratt, 1980; Kratzel, 1989).

3.1.1.1. Estructura guimica i comportament

Laforma més comuna dels agents tensioactius consisteix d'una cadena hidrocarbonada o
apolar, i un cap ionic o polar (FIGURA 1). La cadena hidrocarbonada pot ser linea o
ramificadai és hidrofdbica, mentre que el cap polar és hidrofilic.(Infante, 1991)

§

cadena hidrocarbonada ~ cap ionic
no polar o polar

FIGURA 1: Estructura esguematitzada d'una molécula de tensioactiu

L'existéncia en la mateixa molécula de dues zones estructuralment diferents, una amb afinitat
pel solvent (hidrofila o lipofila, segons la naturalesa d'aquest) i una altra amb poca afinitat
(hidrofoba o lipofoba), constitueix una estructura amfipatica o amfifilica. Aquesta naturalesa
dual, i I'equilibri entre la part hidrofilai la part hidrofoba, és la caracteristica estructural
determinant i responsable dels fenomens d'activitat superficial i d'agregacié miceltar dels
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tensioactius (Ottewill, 1983; Infante, 1991).

Latensio superficial es pot definir com latensio existent en la capa superficial d'un liquid i
dirigida cap a seu interior, deguda a les interaccions entre |es molécules situades a la superficie
i les existents en el interior d'aquest i que tendeix areduir a minim la superficie de contacte
liquid/aire (Garcia-Dominguez, 1987)

Latensio superficial d'un liquid és més gran com més intensa és la forga d'atraccio entre les
seves molécules (FIGURA 2). L'aigua, a causa dels enllagcos dhidrogen intermoleculars,
presenta una for¢a d'atraccio molt considerable entre les seves molecules, i és per aixo que té
unatensio superficial elevada (70 mN/m) en comparaci6 a la majoria de compostos organics
(20-30 mN/m).

FIGURA 2: Esquematitzacio del fenomen de tensio superficial

En dissolvents com I'aigua, les molécules de tensioactiu es distribueixen de tal manera que la
seva concentracio en lainterfase aigua/aire és major que en laregio interior de lasoluci6, i per
aixo queden orientades de tal manera que els seus grups polars queden dirigits cap alafase
polar, i els seus grups no polars o hidrofobs en queden allunyats (FIGURA 3). Aquesta peculiar
adsorci6 de les molécules de tensioactiu en les interfases o superficies que les contenen és
deguda als factors seguients (Garcia-Dominguez, 1987; Infante, 1991)):

— Ladebil interaccié que hi ha entre la part hidrofoba d'un tensioactiu i les molécules
daigua
— Lafortainteraccio (forces de dispersi6 o ponts d'hidrogen) que té lloc entre les

molécules d'aigua amb si mateixes, que provoca l'expulsié de la part hidrocarbonada
del tensioactiu del sinus aqués.

— Lafortainteracci6 entre la part idonica o polar del tensioactiu amb |'aigua a través
d'enllagos i6-dipol o dipol-dipol, amb la qual cosa queda solvatada.
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FIGURA 3: Disposici6 que poden adoptar |es molécules de tensioactiu en dissoluci6 aquosa. a)
Monomers de tensioactiu no associat; b) monomers adsorbits i orientats en lainterfacie aire-
liquid i solid-liquid; c) micelta.

Com a resultat d'aquest antagonisme, les molécules de tensioactiu no queden separades
completament en una altra fase, sind que queden preferentment adsorbides en interfase amb la
part hidrofoba fora del sinus de lafase aquosa, i |a part hidrofila, solvatada. Aquest excés
d'adsorcié de molécules de tensioactiu en interfase aigua/aire provoca una disminucid
progressiva de la tensié superficial del solvent. Aquesta activitat superficia depén
fonamentalment de I'estructura del tensioactiu, de I'estructura del solvent i de latemperatura.

D'altra banda, per a evitar el contacte desfavorable entre la part hidrofoba del tensioactiu i el
dissolvent, a part de I'adsorci 6, els tensioactius poden formar agregats moleculars, anomenats
micel -les per McBain al 1913. A l'interior de la solucio i a partir d'una concentracio de
tensioactiu anomenada concentraci ¢ micelxar critica (CMC), té lloc la formaci6 d'agregats
moleculars de mida col*oidal, les micel*es, les quals estan en equilibri amb els monomers
adsorbits 0 en soluci6. Les micel*es poden considerar-se com a microestructures amb una
marcada separaci6 entre la part hidrofila solvatada i orientada cap a la fase aquosa, i |a part
hidrofoba situada a l'interior de la micelta (FIGURA 4) (Infante, 1991).

FIGURA 4: Esquemad'unamicel *a

Una emulsié és unadispersié d'un liquid en un altre liquid. El liquid que es troba en forma de
gotetes finament dividides sanomena fase interna o fase dispersa. L'altre liquid que rodeja les
gotetes disperses de manera ininterrompuda és la fase externa o continua. En la mgjoria de les
emulsions, una de les dues fases consisteix en aigua 0 una dissoluci6 aquosa, que sanomena fase
aquosa (W); I'altrafase, que és immiscible amb la fase aquosa, sanomena fase oliosa (O). A les
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emulsions oli en aigua se les anomena O/W i ales aigua en oli W/O (Becher, 1972; Garcia-
Dominguez, 1987).

La fase dispersa d'una emulsi6 esta formada per petites gotes amb diametres compresos entre
0,1 umi 10 pm. Des del punt de vista termodinamic, les emulsions son sistemes inestables.
L'augment extraordinari de |'area interfasica, produit quan un liquid es dispersa en un altre
liquid, provoca un increment tal de I'energialliure interfacial del sistema que latendéncia de
les gotes d'una emulsio és la de fusionar-se entre si i assolir la completa separaci6 de fases,
situacio en que l'area interfacial és minimai el sistema és estable (Garcia-Dominguez, 1987).

L es microemulsions son sistemes col*oidals, amb elevat contingut en fases aquosai oliosa, que
es caracteritzen per formar-se espontaniament, ser termodinamicament estables i contenir
particules tan petites (aproximadament 10 nm) que la seva terbolesa és baixa (Garcia
Dominguez, 1987). L'estabilitat de les microemulsions saconsegueix majoritariament
mitjancant la combinacié d'un compost tensioactiu ionic i d'un cotensioactiu hidrofob (per
exemple un alcohol de longitud de cadena mitjana) (Overbeek i de Bruyn,1984; Garcia-
Dominguez, 1987).

3.1.1.2. Classificacié general dels tensioactius

Existeixen uns 600 productes tensioactius de diferent estructura quimica. La major part de la
producci6 de tensioactius esta destinada a detergents i sabons; la resta, a la industria de
cosmeétics, al'agroalimentaria, alafabricaci6 de pintures, lubricants, etc.

Les matéries primeres per ala sintesi industrial dels tensioactius s'obtenen fonamentalment a
partir de greixos i olis naturals, ligninai oli de la polpa de lafusta, i derivats del carbd i del
petroli.

Els tensioactius no son substancies uniformes i homogénies, sind barreges polidisperses
definides com a preparats que contenen mol écules homogeénies en els que pot variar algun
detall estructural. Els tensioactius generalment es classifiquen atenint-se a la naturalesa del
grup hidrofil o polar delamolécula, i se'n poden distingir quatre grans grups:

— anionics: compostos que tenen un o varis grups funcionals que s'ionitzen en
dissol ucions aquoses originant ions organics amb carrega negativa i responsables de
I’ activitat superficial
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— cationics: compostos quimics amb un o varis grups funcionals que
s'ionitzen en dissolucié aguosa, originant ions organics carregats positivament i
responsables de I’ activitat superficial.

— no ionics: compostos que en dissoluci6 aquosa no originen ions. La seva
solubilitat en aigua es deu ala presencia en la seva molécula de grups funcionals amb
una elevada afinitat per al’aigua.

— amfoters: presenten en la seva estructura molecular un 0 més grups
funcionals que poden ionitzar-se en dissolucié aquosa, conferint al compost el caracter
de tensioactiu anionic o cationic, segons |les condicions del medi.

No hi ha diferéncies tan acusades respecte a la naturalesa dels grups hidrofobs. Normal ment
sén cadenes llargues d'hidrocarburs, encara que també poden ser cadenes fluocarbonades i de
silicones. Entre els diferents residus hidrofobs es poden incloure els seglents:

— grups aquilics de cadenallarga simple o ramificada (C, - C,)

— grups alquilbenze de cadenallarga (C, - C;)
— polimers d'oxid de propilé d'alt pes molecular
— cadenes fluocarbonades llargues
— grups polisiliconats

3.1.2. TENSIOACTIUS CATIONICS

Els tensioactius cationics es refereixen a aquells compostos que contenen al menys una cadena
llarga hidrofoba de C, - C,, atoms de carboni (R), normalment derivada d'acids grassos o fonts
petroquimiques, i una part hidrofila, que pot ser un nitrogen, un fosfor o un sofre, carregada
positivament, i els que porten nitrogen en sén els més importants (Infante, 1991).

El grup R pot estar unit directament al'atom de nitrogen, i aquest pot formar part d'un anell
heterociclic, com en el cas de les sals d'imidazolina.

Els tensioactius cationics tenen tendencia a adsorbir-se fortament sobre les superficies solides
(la majoria de les quals estan carregades negativament) i poden conferir determinades
caracteristiques a aquells substrats en qué s'adsorbeixen. D'aquest fet deriven lamajoria de les
seves propietats (TAULA 1).
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TAULA 1.: Algunes utilitzacions dels tensioactius cationics a partir de la seva adsorcié en
substrats solids (Schwitzer, 1972).

| Substrat Utilitzacio
Fibres naturals o suavitzants
sintétiques antiestatics
auxiliars téxtils
Fertilitzants agents antienganxants
Males herbes herbicides
Agregats agents d'adhesi6 en asfalt
Metalls inhibidors de la corrosio
Pigments dispersants
Plastics antiestétics
Pell, queratina cosmeética
Minerals agents de flotacid
Microorganismes germicides

S'utilitzen ampliament en medi aquds (acid) i en sistemes no aquosos; generalment es fan
servir com a suavitzants textils, estabilitzants d'escumai inhibidors de la corrosié. Moltes sals
d'amoni quaternari tenen activitat germicida, fungicidai alguicida.

Els tensioactius cationics son utilitzats extensivament en la industria téxtil com a auxiliars de
proceés per a augmentar la suavitat al tacte, reduir I'electricitat estatica, millorar la uniformitat
en latintura, millorar lafermesa de rentat de tintura directe i proporcionar repel*éncia a
I'aigua als teixits (Jungermann, 1970; Carridn, 1988; Jang i Yeh, 1993; Ali i Begum, 1994).

La majoria dels tensioactius cationics son compostos de nitrogen quaternari, els quas
normalment sén sals Ileugerament acides en que I'anié és un clorur o sulfat. Si bé aquests s6n
amines grasses de cadena llarga, també hi ha altres tipus de quaternaris que son utilitzats, com
son les imidazolines, les amines de polietile i resines de dicianodiamida, les amides grasses i
alcanolamides, € clorur d'amoni trimetil benzil, els heterociclics (com la piridina, la
piperazina, la piperidina) i certes amines grasses etoxilades.

3.1.2.1. Classificacio dels tensioactius cationics

3.1.2.1.1. Amines grasses i les seves sals

Estan constituides principalment per amines primaries, secundaries o terciaries, derivades
d'acids greixosos naturals, aixi com per amines sintétiques primaries de 12-18 atoms de
carboni.
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So6n productes molt solublesi estables en dissolucions fortament acides, encara que molt
sensibles als canvis de pH.

S'utilitzen com agents emulsionants a valors de pH inferiors a 7; poden actuar, tanmateix,
com inhibidors de corrosié de superficies metal *iques; en la flotacié de minerals, faciliten la

separacio de lamena.

R R
R-N\/ R—II\F—HX' R-NH-(CH,),-
RII R" NI

R representa una cadena hidrocarbonada de fins a C; atoms de C.
R'i R" poden ser grups alquil, aril o hidrogen.
X representa un anio.

3.1.2.1.2. Amines grasses etoxilades

(CH,CH,0),H

N

*(CH,CH,0),H

L'etoxilaciéo és un procediment econdmic per a obtenir una gran varietat de propietats
addicionals en els tensioactius cationics.

El caracter cationic es perd progressivament en augmentar la longitud de les cadenes
etoxilades i s'afavoreix un comportament no ionic. Les amines grasses etoxilades deriven
fonamentalment daquils amines primaries lineals. A pesar de la varietat destructures
guimiques possibles, les amines etoxilades s'assemblen entre si quant a les seves propietats.

/(CHZCHZO)mH
R-NH, + 2CH,-CH;, ——> R-I\L
\

S (CH,CH,0),H

S'utilitzen com agents antielectrostatics en la indUstria téxtil, aixi com a retardadors en

tinturai com inhibidors de corrosi6 de superficie metal tiques.

3.1.2.1.3. Sals d'amoni quaternari

CHs |
RN“-R| X
CHs

En general estan constituides per clorurs o bromurs d'N-alquil trimetil amoni o d'NN'-dialquil
dimetil amoni. L'i6 amoni quaternari és un grup hidrofil molt més fort que qualsevol grup ami.
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Es preparen per reacci6 de |'aminaterciaria corresponent amb un agent quaternitzant. Encara
gue els métodes de producci6 varien considerablement, els amoni quaternaris es preparen per
reacci6 d'una aminaterciaria amb un agent alquilant.

|CH3 |CH3 +
RN"+RX" ——> |RN"R| X’
|
CH; CH;

Els agents alquilants que s'utilitzen més sovint son el clorur de metil, el clorur de benzil i €l
metil sulfat.

També es poden preparar per una exhaustiva aquilaci6 d'una amina grassa primaria o
secundaria, o per alquilaci6é d'unaaminaterciaria de baix pes molecular (trimetil amina, trietil
aminai piridina) amb un halur d'alquil.

CH;-(CH,) 1o-CH,CI + |\© BE— [CHs-(CHz)m-CHz N@ cr

La major producci6 de compostos d'amoni quaternari s'obtenen a partir de la metilacio total
d'una amina grassa primaria o secundaria en medi aquds o aquos i alcoholic alcali, i auna
temperatura de 80-100 °C sota una pressié moderada.

S utilitzen aguests productes com suavitzants en téxtil i en cosmeética, i resulten molt eficacos
com agermicides.

3.1.2.1.4. Imidazolines quaternaries

Les imidazolines sdn substancies que tenen un anell de cinc termes amb |'estructura segiient:

N_
RY J X
N

Y

R: representa un grup alquil provinent d'un acid gras, d'un metil estearat o d'altres
greixos;
Y: pot representar un dels grups segiients -CH,-CH,-NH,

-CH,-CH,-OH

-CH,-CH,-NH-CH,-CH -NH,,

Segons els seus constituents es poden diferenciar dos grans grups:

— etoxilades,
— quaternitzades per monoclorur de benzil, dimetilsulfat i altres halurs d'alquil.
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3.1.2.2. Métodes de produccié de tensioactius cationics

Encara que els métodes de produccié varien considerablement, els compostos d'amoni
guaternari normalment es preparen fent reaccionar una amina terciaria amb un agent al quilant
(Boethling i Lynch, 1992):

° x ¥
_ N + R/ _— _ N R X
R2 ~ Rl R3 \R 1

Els agents alquilants més comuns inclouen: metil clorur, dimetil sulfat, dietil sulfat i benzil

clorur.

Com a exemple de sintesi es podria esquematitzar la del clorur de dialquildimetilamoni
(DSDMAC), un dels suavitzants utilitzats en el present estudi. En primer lloc es produeix la
reaccio d'un acid gras amb I'amoniac (FIGURA 5A) amb despreniment d'aigua amb la qual
s'obtindria un nitril. Posteriorment, através d'unareaccio catalitica (FIGURA 5B), el nitril es
transformara en una amina dialquilica, la qual amb un agent alquilant es quaternitza, i s'obté
I'amoni quaternari (FIGURA 5C) (Tauber i May, 1982).

Catalitzador ZnCl>
A:  R-(CH)}-COOH %¥%%® R-(CH)-C°N
-2H,0

al: R-(CH,)-COOH + NH 2%9:%P&C R-(CH,)-COONH,
a2: R-(CH,)-COONH, ¥3:® R-(CH,)-CONH, +H,O
a3: R-(CH,)-CONH, ¥&4® R-(CH)-C°N +H,O

4H
B:  2R-(CH,)-CN %%ﬁ/f/zx® (R-(CH,)),-NH

R R _ _CHs
C: N-CH; + R-Cl" %%%%® N'
ch, R~ CH,

Alquilacié Quaternitzacié
FIGURA 5: Esquema de la sintesi de tensioactius cationics

Fins al desenvolupament dels tensioactius petroquimics, els olis vegetalsi els greixos animals
eren les Uniques matéries primeres utilitzades per a la seva sintesi. Tots els tensioactius
cationics es poden considerar derivats d'amines grasses, les quals presenten una, dues o tres
cadenes alquiliques llargues unides directament o indirectament a l'atom de nitrogen cationic.
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En els tensioactius cationics comercials la cadena aquilica llarga (R) normalment esta
formada per una barreja d'homolegs. Quan el grup alquil s'obté d'acids grassos derivats d'una
font natural com el séu o I'oli de cacauet, R no solament varia en la seva longitud sin6 també
en el seu nivell de saturaci6. Quan R deriva de fonts petroquimiques es pot trobar un gran
nombre de derivats a causa de les variacions en el pes molecular, el nivell de ramificacio, la
presencia d'impureses cicliques o les diferencies en els substituents dels anells en els sistemes
ciclics.

A escalaindustrial els compostos d'amoni quaternari son sintetitzats en reactors de vidre o
d'acer. L'aminaterciariai el solvent (per exemple, isopropanol i/o aigua) son carregats al
reactor on seran escalfats fins a arribar a una temperatura de 80-100 °C; posteriorment s'hi
afegeix I'agent alquilant. L'excés d'aquest Ultim és eliminat per evaporacio, i el producte és
purificat en un 0 més passos per a eliminar restes o subproductes que shagin pogut produir. No
obstant aix0, els amoni quaternaris son dificils de separar i purificar, per laqual cosala seva
produccio en forma solida és inviable, i normalment estan disponibles com a solucions o
dispersions en medi aquds o alcohols alifatics.

Un métode patentat per Hardy (1980) permet la formulacié dels amoni quaternaris com
dispersions finament dividides o en solucid en un medi organic, amb la qual cosa s'ofereixen
uns metodes de producci6 facilsi economics.

3.1.2.3. Comportament fisico-quimic

La propietat més important dels tensioactius cationics des d'una perspectiva mediambiental és
que son fortament adsorbits per una gran varietat de materials carregats negativament. No
solament tenen una alta afinitat per certs tipus de teixits (cotd, fibres de cel -lulosa), sind
també per a superficies minerals i biologiques. S6n adsorbits fortament tant per sediments
naturals com per fangs residualsi fangs activats. Larson i Vashon (1983) van trobar que
I'adsorci6 tenia lloc rapidament, amb |a qual cosa s'aconseguia l'equilibri al cap de poques
hores; d'altra banda, van trobar que les constants d'equilibri per al'adsorci6 en fangs era més
altaen amoni quaternaris monoalquils que en els dialquils, a pesar de la menor solubilitat en
l'aigua d'aguests Ultims. Aix0 suggereix que l'adsorcié dels amoni quaternaris a sediments
implica guelcom més que una simple dependéncia de la seva mida o de la seva solubilitat, en
les quals les variables principals son la hidrofobicitat i el contingut de carboni organic del solut
i de |'adsorbent respectivament (Boethling i Lynch, 1992).

Els cations organics, com poden ser els amoni quaternaris semblen ser adsorbits per llots
minerals, principalment per atraccié electrostatica. Amb els llots minerals de tipus
montmoril*onita, caolinita o il*ita no solament hi ha una uni6é amb la superficie externa
d'aquests, sino també una inclusio en I'enreixat laminar intern. Els tensioactius incorporats en
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aquest enreixat intern no son tan accessibles a un atac bioldgic per bacteris (Huber, 1984).
Sha observat e poc efecte de la caolinita en la biodegradacié de compostos d'amoni
guaternari en contrast de I'efecte inhibitori de la montmoril*onita, a causa del gran enreixat
intern gue constitueix aquesta Ultima. D'aquesta manera €els cations organics aparentment
estan protegits d'un atac microbia per |'adsorcié en les superficies internes d'aquest tipus de
llot (Boethling i Lynch, 1992).

Altres estudis indiquen que els amoni quaternaris també son rapidament adsorbits per una gran
varietat de materials. A part dels fangs activats, sediments i llots, també sadhereixen a
minerals, incloent-hi halurs, sulfurs, oxids, sulfats, proteines, i parets celdulars de
microorganismes (Ginn, 1970a, 1970b; Swisher, 1987).

Una caracteristica relacionada amb els compostos d'amoni quaternari és que formen
complexos 1:1 amb materials anionics, especiament tensioactius anionics. Aquests
complexos son relativament hidrofobs, encara que presenten un gran caracter ionic. Es poden
trobar en aigles superficialsi en aigles residuals domeéstiques, ja que els tensioactius anionics
son produitsi alliberats al medi ambient en major quantitat que els tensioactius cationics.
Aix0 fa que aguests Ultims, en mostres mediambientals, siguin dificils de detectar per métodes
analiticsi que els resultats que shan obtingut siguin poc reals (Boethling i Lynch, 1992).

La capacitat dels tensioactius cationics per a unir-se a materials carregats negativament també
sembla afectar I'adsorcié dels metalls pesats amb els quals entren en competicié en processos
de tractament biologic. Se sap que els fangs activats tenen una gran capacitat d'eliminar
metalls pesants. Huber (1982) va demostrar que la seva adsorcidé es veia impossibilitada
considerablement en preséncia de tensioactius cationics.

El comportament dels tensioactius cationics en el medi ambient també es veu afectat per la
seva estabilitat fotoquimica. La llum ultraviolada d'ona curta origina una forta oxidacio total
o parcial després d'un periode d'induccié de 16-72 hores. Després d'un curt temps d'exposicio,
els productes residuals son biodegradables. La deteccié de la inestabilitat fotoquimica és
particularment important quan es fa una avaluaci6 agricola dels fangs residuals que contenen
tensioactius cationics, ja que han patit unallarga exposicié alallum (Huber, 1984).

3.1.2.4. Propietats i aplicacions

Els tensioactius cationics, aixi com els anionics, no ionics i amfoterics, fan disminuir latensio
superficial de l'aigua, formen micel%es, i alguns fan una bona escuma. No obstant aixo,
posseeixen una capacitat de rentat petita, que es pot millorar si es barreja amb altres tipus de
tensioactius.

D'altra banda, els tensioactius cationics tenen com a caracteristica la seva afinitat per atota
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classe de superficies, normalment carregades negativament, amb |a qual cosa es presenta el
fenomen de la quimiosorcio, en el qual els cations actius formen una mena de sals insolubles
amb les particules carregades negativament de la superficie (Tauber i May, 1982; Boethling i
Lynch, 1992).

Gracies a aquest fenomen de quimiosorcié soriginen les propietats i aplicacions meés
importants del s tensioactius cationics (Tauber i May, 1982):

— Efectes antiestatics

— Precipitaci¢ d'albumines

— Desinfeccio

— Anticorrosio

— Hidrofobitzaci6

La major part de la produccid dels tensioactius cationics va destinada a la fabricacio de
suavitzants, €ls quals proporcionen efectes antiestatics als teixits de fibra sintéticai natural, i
gue acumulen electricitat estatica en ser confeccionats.

L es albamines presenten un gran nombre de grups carboxilics liures. Amb aquests centres
anionics s'uneixen els tensioactius cationics en unareaccié d'intercanvi ionic, que portaala
precipitacio de les proteines de |es albimines solubles. Aquest efecte té una aplicacio practica
en la fabricaci6 de determinats antibiotics que a final del procés de fermentacié shan
d'extreure d'una soluci6 rica en albumines amb dissolventsi purificar-los.

Uns efectes semblants son la base de |a seva utilitzaci6 en la desinfeccio, ja que causa la
destruccié de microorganismes. No obstant aix0, solament les substancies amb cadenes
alquiliques molt curtes tenen aquest efecte.

A causa que els tensioactius cationics formen capes monomoleculars sobre els metalls, que
permeten I'adhesié de peldticules d'oli, es poden emprar com a anticorrosius per a diferents
metalls. També es poden utilitzar com a repel*ent daigua, i proporcionar un efecte
hidrofobitzador ales superficies pétries, Util en la construccio de carreteresi camins.

La indUstria cosmética també utilitza tensioactius cationics en la fabricacié de cremes i
productes capilxars per a després del rentat.

Laindustria textil utilitza una gran quantitat d'aquest tipus de tensioactius, entre els quals
destaca en primer |loc la fabricaci6 de suavitzants, pero també s'utilitzen com a auxiliars de
procés, i en latinturade teixits.
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3.1.3. SUAVITZANTS

En laindustria textil de tots els tensioactius cationics, probablement els suavitzants son els
mes utilitzats.

La suavitzacié ja era practicada comunament en temps antics. A l'edat mitjana, ja
s'utilitzaven productes de naturalesa semblant ala del sabd, preparats a partir de la cendra de
fustai el seu, com labrillantina.

Quan el comerc téextil, fa 150 anys, va entrar en I'ambit industrial, el sab6 eral'nic auxiliar
disponible. En el segon ter¢ del segle X1X, al sabo de Marsella shi vaafegir oli deroig turc, el
gual es podia considerar un veritable suavitzant, ja que li mancaven els efectes de neteja del
sabd i proporcionava suavitat als teixits.

L'aparicié de Monopolseife (sabd) (1896) va comportar un desenvolupament en larecercai
en el treball en aquest sector, fins arribar al'actualitat en que els teixits poden ser suavitzats
amb components anionics, no idnics, amfotersi cationics, com també amb emulsions de
parafina, cera, polietilé, poliuretd i silicona. Als anys cinquanta i seixanta un grup de
productes van entrar amb forca en el sector de la detergénciai els agents de neteja. A aguests
productes se'ls va anomenar suavitzants, i eliminaven el tacte aspre produit pels processos de
rentat moderns. Els suavitzants donen ala roba neta un tacte suau i agradable.

Els suavitzants, no obstant aix0, no solament proporcionen suavitat al teixit, sinéd que també
presenten altres propietats (Carrion, 1988; Berenbold, 1990; Puchtai altres, 1993):

— impedeixen I'acumulaci6 de carregues electrostatiques,

— proporcionen elasticitat ales fibres,

— faciliten la planxada,

— redueixen el temps d'assecament,
— donen una fragancia agradable al rentat, i

— allarguen lavida util delsteixits a reduir el desgast pel frec mecanic.

Les fibres passen a través de multiples processos d'acabat, en el curs dels quals sén eliminats la
major part de les grasses, les ceresi els agents de processat existents en els teixits. Els agents
suavitzants compensen la fragilitat resultant i contribueixen areduir la carrega electrostatica.

El tractament de suavitzacié proporcionara as teixits € tacte volgut, donant-los una
aparenca agradable, facilitant-ne el processament i millorant-ne les propietats en la seva
utilitzacio en el vestir.

EnlaTAULA Il sespecifiguen les propietats que presenten aquest grup de productes:
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TAULA II: Requeriments dels suavitzants (Hardt, 1990)

Propietats dels suavitzants: Factors gue cal tenir en compte en la seva utilitzacié:

— Textils: — Compatibilitat ambiental (producci6 i

tacte, volum, suavitat, olor, caiguda utilitzacio):

— Mecaniques: degradabilitat biol ogica, toxicitat, potencial
elongacio, elasticitat, resisténcia a torgar-se d'irritacié, corrosivitat, esgotament de bany,
resistencia a trencament, resisténciaala restriccions de transport i emmagatzemament
tensio, llisor, tendéncia aformar pelussa — Resisténcies a

— Funcionals: electrolits, acids, alcalis,

balan¢ d’humitat (hidrofil i hidrofob), natu-
ralesa antiestatica, retard a flama, repel -1éncia
al sol, costura, prevencio de laformacio
d'arrugues, propietats antimicrobianes

- Estétiques:

matis de color, fermesa, permanencia,

blancor, termomigracio

Els suavitzants cationics son compostos que pertanyen basicament a tres grups: imidazolines,
amines grasses i amides grasses. L es imidazolines grasses poden tenir una amida grassa penjant
del grup etil beta-amino, o pot ser un acetat o un alquil quaternari de laimidazolina principal
amb una part etil beta-hidroxi penjant. Les amines quaternaries grasses sén una mica menys
costoses des del punt de vista econdmic perdo no donen la mateixa qualitat de tacte que les
imidazolines. La longitud de les cadenes de carboni de les amines quaternaries grasses
normament es trobaentreC, i C,,.

La utilitzacio de compostos quaternaris per ala fabricacié de suavitzants es va desenvolupar a
partir de les observacions de tacte sedos que proporcionaven al génere rentat amb aquests.
Mentre que els compostos quaternaris son auxiliars de rentat molt deficients, a causa del
caracter anionic de molts géneres, sha observat que donen una gran suavitat al tacte malgrat
gue el rentat no sigui bo.

Els suavitzants normalment estan disponibles en tres formes: els que siincorporen en el cicle
d'esbandida, els que sincorporen en sec impregnant el génere no teixit, o els que safegeixen en
el cicle de rentat, els quals estan formats per una combinacio de detergent, suavitzant i agent
antiestatic. Els suavitzants del cicle de rentat i desbandida normalment sén amonis

quaternaris liquids de clorur d'amoni de cadenes aquiliques de C ,-C ., incloent-hi sals de

18’
diestearildimetilamoni i de dialquilimidazolina. Els suavitzants de cicle d'assecament es

formulen utilitzant un anié no corrosiu, com € metil sulfat.

Com a suavitzants son utilitzats un gran nombre de tensioactius pertanyents als diferents
tipus. Presenten una amplia varietat d'estructures quimiques i cada un proporciona unes
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propietatsi caracteristiques diferents (TAULA I11):

TAULA 111 : Tipus de compostos suavitzantsi les seves propietats (Hardt, 1990)

Manifastacions

Tipus de compost suavitat | Ilisor | agrogament | escumacié | afinitat | hidrofilitat
anionic . + +
greixos sulfatats, olis, grups sulfonats

gue contenen acids grassos condensats
no ionic +

- - +

- - - + +
productes d'oxietilacio d'acids
grassos, alcohols, amines, amides
cationic + R R + + -

sals 0 amonis quaternitzats d'amines,
aminoeéstersi amino-amides terciaries
amfoter + . B R + +
betaines amfoteres, oxid d'amines
Dispersi6 de greixos, olis, ceres,
parafines, polietile, silicones,
poliuretans

+ = eficag
- = no eficag

TAULA IV: Importancia economica dels suavitzants (segons Puchtai altres, 1993)

Volum de mercat Consum
PAIS Quantitat Volum per capita

(TY) (milions de DM) (kg)

1991 1991 1991
Austria 16 40 6,0
Beélgica 44 20 9,2
Alemanya 132 380 53
Espanya 239 360 8,3
Franca 142 380 57
Gran Bretanya 194 420 6,4
Italia 91 260 25
Pai'sos Baixos 33 70 4,6
Europa 891 2000 6,0

El volum economic del mercat de suavitzants a Europa representa 2.000 milions de marcs
alemanys. Tanmateix, la situacié varia molt segons els paisos. Gran Bretanya, Franca,
Espanyai Alemanya son de gran importancia en termes de volum de mercat absolut i consum
per capita (TAULA 1V) (Puchtai altres 1993).

Donat que €els suavitzants representen el segon mercat més gran dins el mén de la detergéncia,
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resulta essencial estimar el perill potencial mediambiental gue comporta la seva produccidi la
seva utilitzacio posterior.

A causa d'aquesta inquietud hi ha hagut paisos, com Alemanya, un dels principals consumidors
d'aquest tipus de producte, on el consum ha decaigut considerablement com a resultat de
campanyes basades en arguments mediambientals.

Al voltant del 80 % de les mateéries primeres utilitzades per ala fabricacié de suavitzants shan
basat en el clorur dialquildimetilamoni (DTDMAC). No obstant aix0, €l seu Us s ha gliestionat
degut ala pobra biodegradabilitat d'aquests compostos en les plantes de tractament de residus i
alasevaaltatoxicitat (Puchtai altres, 1993).

Latasca de trobar un substitut adequat al DTDMAC i desenvolupar ala vegada un suavitzant
basat en aquest va ser dificil a causa que la nova materia primera no solament havia de ser
adegquada ecol ogicament sind que les seves propietats, efectivitat i facil formulacid, havien de
ser al menys equivalentsales del DTDMAC.

Shan trobat substancies compatibles ecologicament, en compostos amb una estructura
d'amoni o d'imidazolina, amb Ilargs radicals alquils els quals sSuneixen a centre de la molécula
per enllacos éster.

En el moment d'avaluar I’impacte ecologic dels suavitzants (TAULA V) s’ha de considerar
una gran gamma de factors individuals relacionats amb el medi ambient.

Lalegislacio actual regulala producci6, distribucié i utilitzacio per protegir tant la poblacié
com el medi ambient.

TAULA V: Factors atenir en compte a |’ avaluar els suavitzants (Hardt, 1990)

— Propietats fisico-quimiques: — Extended tests per a biodegradabi-
— Solubilitat en aigua litat
— Corba de pressi6 de vapor — Fangs activats
— Coeficient de particio (oli/aigua) — Sl
— Hidrolis — Tests en peixos
— Viscositat — Efectesen lasalut:
— Densitat a) Toxicologia a curt termini:
— Formaci6 de metabolits — Toxicitats agudes
— Efectes en biosistemes: — Toxicitats aquatiques
— Creixement alga — Irritaci6 cutania, irritacié ocular
— Toxicitat en peixos — Sensibilitzaci6 cutania
— Reproduccié — Toxicitats subcroniques
— Efectesen lafertilitat — Teratogeneitat
— Degradacio i acumulacio: b) Toxicologiaallarg termini:
— Screening tests per a biodegra- — Cancerogen
dabilitat — Toxicitat cronica, etc.
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3.1.3.1. Risc ambiental dels suavitzants nitrogenats

3.1.3.1.1. Producci6 de matéries primeres
Greixos, acids grassos, alcohols grassos, amines grasses

Aquests productes han estat fabricats a una escala industrial durant décades, i han resultat ser
un petit risc per al medi ambient si sdn aplicades les mesures de seguretat i les normes
d'higiene adegquades durant la manipulacio.

Toxicitats orals: acid estearic: 10.000 mg/kg
estearilalcohol: 2.000 mg/kg
estearilamina: 2.000 mg/kg
oleilamina: 200-2.000 mg/kg

Factors de risc: [rritant, caustic

Risc potencial: Baix

Alquilamines inferiors

A causa de les seves propietats basiques, volatilitat alta, olors intenses (adob d'arengada), risc
latent de formacié de nitrosamines, son essencials les mesures de seguretat pel que fa a
emmagatzematge, transport, processament, produccid i distribucio.

S'ha de donar una atencié particular al risc de formacié de nitrosamines per part d'amines
secundaries amb gasos nitrosos, ja que aguestes han estat reconegudes com a altament
carcinogeniques per a moltes espécies animals.

El contingut de certes nitrosamines (ex.: R = HO-CH,-CH,-) ha estat regulat d'acord amb la
legislacio de substancies perilloses (GefstoffV) i és obligatori declarar-ne el contingut si aquest
és superior a5 ppm.
Factors de risc: Toxicitat

Cancerogen (latent)

Males olors, caustic, irritant

Explosiu, combustible
Risc potencial: M oderat

Agents alquilants

Els agents alquilants necessaris per ala produccio de cationics d'amoni quaternari comporten
un gran nombre de factors de risc, per aix0 el seu processament solament pot ser permes si
sobserven condicions estrictes.

Factors de risc: Cancergen
Toxicitat
Absorcid cutania, sensibilitat
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Mutagen
Explosiu, combustible
Caustic, irritant

Risc potencial: Alt

TAULA VI: Agents alquilants (Hardt, 1990)

Agents Férmula Concentracié maxima Grup Toxicitat
alquilants permesa carcinogenic
ml/m® | mg/m*® | H:S
Metilclorur CHs-Cl 50 105 1B LCy 3146 ppm/7h
Metilbromur CHz-Br 5 20 H 111 B L Dso inhal 3120ppm/0,5 kg
Benzilclorur -CH,-Cl 1 5 1B oral LDsp 440 mg/kg
inhal LCsy 150 ppm
CH,CHCHCI 3 12 H
Epiclorhidrina \O/ 1A L Dsp 90 mg/kg
Dimetilsulfat (CHs) 2-SO4 0,04 0,2 H 1A LDy 97 ppm/10 min
Dietilsul fat (C2Hs5)2S04 0,03 0,2 1A inhal LDso 250 ppm/ 4 h
X CH,-CH. 1 2 H
Oxid etileé \O/ 1A LDso 72 mg/kg
Ac. cloroacgtic CI-CH,COOH LDso 5 mg/kg
[11: efectiu per absorcio H: absorci6 cutania A: animal
desprésde 2 h S: sensibilitat B: sospitosa

3.1.3.1.2. Producci6é de productes finals. Utilitzacié de productes. Sals d'amines
grasses

Els perills potencials durant la produccié i la utilitzacié poden ser mantinguts tol erablement
baixos per I'eleccié de components d'amina adequats i de métodes especifics de condensacio.
M olts compostos representatius d'aquest grup son de toxicitat baixai s'aproximen ales taxes
de degradaci6 requerides.

Avauacio del risc: De baix a moderat

Amonis quaternaris

Els amonis quaternaris tenen unatoxicitat alta en peixos, la gual augmenta en incrementar la
solubilitat en I'aigua. Paral¥elament amb aix0, la velocitat de degradaci6 també augmenta.
Unataxa de degradacié més elevada comporta la utilitzacié de substancies que son més
toxiques.
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Latoxicitat per als organismes aguatics esta basada en el bloqueig de la respiracio branquial a
causa de les propietats de superficie activa, en combinaciéo amb una marcada tendéncia a
['absorcio.

La posicié dominant de I'amoni quaternari en el camp dels suavitzants rau en la combinacié de
diverses propietats. una bona solubilitat en aigua (emulsibilitat), la seva facilitat per ser
adsorbit en superficies, la seva accio antimicrobianai lafacilitat amb que és eliminat en aigles
residuals.
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3.1.4. EFECTES DELS TENSIOACTIUS EN EL. MEDI AMBIENT

Quan una substancia quimica toxica es distribueix en el medi ambient, pot ser que ho faci en
un o més dels tres compartiments: aire, sol i/o aigua. Si el producte és absorbit o incorporat
per un organisme viu, aguest es pot transmetre a través de la xarxa alimentaria a d'altres
especies fins que, eventual ment, podria arribar a la poblacié humana.

Ladestinacié final d'una gran majoria de residus quimics és |'ecosistema aquatic i, per tant, la
contaminaci aguatica té el seu origen en fonts diverses. Les fonts més comunes son aquelles
aigues residual s procedents d'industries o d'origen urbd, les quals sén abocades al medi aguatic
sense cap tipus de tractament previ. D'altres fonts son tant la percolacié d'abocadors de
residus solids (industrials o urbans), les aiglies sobrants de rec de terrenys agricoles, moltes
vegades saturades de productes agroquimics, i també les aigiies superficials contaminades amb
productes quimics derivats d'activitats mineres i petroquimiques.

Actualment, la consciéncia ciutadana comenca a assumir la importancia de la preservaci6 del
medi ambient, i particularment la del medi aquatic. Aixi mateix, han entrat en vigor noves
mesures reguladores, nacionalsi internacionals, que fan referencia tant als tipus de residus
abocats per les empreses, com al compost quimic per ell mateix. Qualsevol estudi enfocat a
coneixer els efectes ecologics d'un compost quimic no ha de tenir en compte Unicament la
seva innocuitat, sind que també ha de valorar el risc ecologic potencial que implica la seva
preséncia en el medi aquatic (Lerdai Prosperi, 1996; Guhl, 1999; Vandepitte i Feijtel, 2000).

Amb referencia als tensioactius, a causa del gran volum de producciéi a la seva amplia
utilitzacié, la industria de detergéncia es va interessar pels problemes sanitaris i
mediambientals des dels anys 60. A conseqliéncia de les grans produccions dels anys 50 del
TPBS (tetra propilé benze sulfonat), producte sintétic utilitzat com a substitut del sabo, els
rius van comencar a cobrir-se de grans capes d’ escuma; agquest problema es va agreujar per la
reducci6 de |’ oxigenaci6 de les aiglies superficials. Al 1964 |laindastria quimica va reemplacar
el TPBS per un alquilbenze sulfonat lineal (LAS). Al 1968, el Consell d’ Europa va arribar aun
acord parcial en larestriccio de la utilitzacio de certs tensioactius, i al 1971, I’ Organitzaci
per ala Cooperacid i Desenvolupament Economic (OCDE) publica una guia especifica de la
biodegradacio dels tensioactius (Blok i Balk, 1995).

Els danys gque ocasionen els tensioactius per la seva preséncia al'aigua son:

— formacié d'escumes que paralitzen els processos de depuraci6 natural o artificial,
concentren les impureses i poden disseminar els bacterisi virus,

— disminuci6 de I'absorci6 d'oxigen de I'atmosferai la seva dissolucio, finsi tot en
abséncia d'escuma, per laformaci6 d'una pelsticula aillant que apareix ala superficie;
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— augment del contingut de fosfats, procedent dels polifosfats combinats amb els
tensioactius, que afavoreixen I'eutrofitzacio dels llacsi I'augment de plancton en elsrius, i

— augment progressiu del contingut de bor en les aiglies freatiques procedents de les
grans gquantitats de perborat sodic utilitzades en els detergents.

Abans de prendre una decisié sobre I'acceptabilitat o no d'un compost quimic sha de valorar si
representa un risc per al compartiment ambiental receptor. En aquesta valoracio es determina
['anomenat "marge de seguretat”, el qual ve donat per la concentracié probable més elevada
del compost en I'entorn ambiental (PEC: Potential Environmental Concentration), aixi com
per la concentraciéo minima a la qual poden apareixer efectes adversos (MAEC: Mininum
Adverse Effect Concentration) (Larson i Woltering, 1995; Guhl, 1999; Vandepitte i Feijtel,
2000).

PEC > MAEC b compost inacceptable
MAEC > PEC b compost acceptable

Els valors de MAEC son bastant relatius; ja que depenen del tipus d'organismes davant els
quals es valoren. Normalment les especies utilitzades son algues, crustacis i peixos,
determinant-se Cls, 0 CL 5,

Els valors de PEC se solen determinar per calculs basats en el consum del compost en quiestio i
tenint en compte el nombre d'habitants de la zona estudiada i el consum mitja d'aigua. També
s'ha de considerar |a possible precipitacié o adsorcid del compost en el colxector dagles
residualsi el seu comportament durant el tractament en planta depuradora.

D'acord amb la US National Academy of Sciencies, el procés de valoracié de risc d'un
compost esta format per 4 fases: (1) identificaci6 del perill, (2) estimaci6 dosi/concentraci6-
resposta/efecte, (3) estimaci6 de I'exposicio i (4) caracteritzacio del risc. Aquest concepte ha
estat adoptat per les autoritats reguladores europees en la legislacio relacionada amb la
valoraci6 del risc de compostos nousi dels ja existents, desenvolupant métodesi eines per a
['avaluaci6 i control d'aquests (elaborats ala 72 emmenda de la Directiva 67/548/CEE per a
nous compostos, actualitzada en la Directiva 200/33/CE, i en Reglament (CEE) n°793/93 per
a compostos ja existents, modificat posteriorment en el Reglament (CEE) n° 2364/2000). Els
procediments per al’ avaluacio es troben normalitzats en guies técniques, amb el suport de la
Directiva 93/67/CEE per as nous compostos i del Reglament (CEE) n°1488/94 per als
compostos ja existents (Vandepitte i Feijtel, 2000).

3.1.4.1. Biodeqgradacié
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La descarrega de quantitats excessives de matéria organica és indubtablement la causa de
pol-lucié aquatica més antiga i, encara avui dia, la més extensa. Les principals fonts de
contaminaci6 organica son les aigues residuals domestiques, I'agricultura, la manufacturai el
processament d'aliments, i nombroses industries implicades en el processament de materials
organics, com son les industries textil i paperera. La conseqliéncia més important de la
contaminacié organica és el seu efecte sobre la concentracié d'oxigen dissolt en l'aigua i
sediments. En aiglies no contaminades, la quantitat relativament petita de matéria organica
morta és assimilada rapidament per laflorai lafauna presents. Part d'aquesta és consumida
per animals detritivorsi incorporada a la seva biomassa. La resta és descomposta per bacteris
i fongs, els quals seran consumits per organismes de nivells trofics superiors. L'activitat dels
microorganismes provoca €l trencament de molécules organiques complexes en substancies
inorganiques simples, com son elsions fosfatsi nitrats, els quals seran assequibles com a
nutrients per plantes fotosintétiques, i en dioxid de carboni i aigua. Durant aquests processos
metabolics es consumeix oxigen. No obstant aix0, on la carrega organica és baixa, |'oxigen
gastat és rapidament reemplacat per lafotosintesi i per lareaireacio per part de I'atmosfera.

La biodegradacio es pot definir com la destruccid d'un compost quimic per I'accié biologica
d'organismes vius (Sanchéz-Leal, 1995). El terme de biodegradabilitat estd normalment
reservat per al trencament de substancies organiques per processos enzimatics, que tenen com
a resultat la desaparicié de I'estructura molecular origina i la formacié de moléecules
organiques meés petites, algunes de les quals son utilitzades directament per ['anabolisme
celular, i sdn convertides en COZi HZO (De Henau, 1993).

Considerant la destinacié del carboni organic, |a biodegradaci6 d'una substancia organica es pot
representar com:
moleculaorganica + O, + inocul %® CO, + biomassa (+ metabolitssi la
biodegradacié és
incompl eta)

L a biodegradaci6 també pot tenir [loc en abséncia d'oxigen (biodegradacié anaerdbia) i produir
addicional ment meta

En el cas particular dels tensioactius, la degradacié la duen a terme els microorganismes
presents en les aigles residuals, principalment els bacteris capagos d'alimentar-se de gran
varietat de compostos organics. A causa de la seva gran simplicitat, els bacteris sén capacos
d'adaptar-se a diferents tipus de substrats, com gasolina, benzé, fenolsi d'altres considerats
també com atoxics. El procés global és una oxidacio, de manera que la matéria organica es va
descomponent en components més simples, que poden ser utilitzats pels bacteris.

La biodegradacié és la destinacié final dels tensioactius que son abocats a plantes de
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tractament daigles residuals o directament a I'ambient aquatic. La biodegradabilitat dels
tensioactius anionics i no ionics ha estat estudiada extensament en el laboratori (Swisher,
1987). En els Ultims deu anys shan comengat a fer estudis sobre la degradaci6 dels tensioactius
cationics, sobretot dels del tipus amoni quaternari. Els marges de degradacié descrits per
aguests tensioactius van del 0 al 100 %, de vegades pels mateixos compostos o per compostos
estructuralment similars. Aix0 és degut as diferents sistemes i metodes utilitzats en la
determinacié de la biodegradaci6 (Boethling i Lynch, 1992). També és degut a dos aspectes
del seu comportament mediambiental: |a seva gran afinitat per ser absorbit per superficies
carregades negativament i la capacitat d'aclimataci6 dels bacteris presents en els fangs, fet que
pot afavorir la seva biodegradabilitat (Swisher, 1987).

Quan es parla de biodegradacié de tensioactius s'ha de diferenciar entre (De Henau 1993;
Sanchez-Leal, 1995):

1. Biodegradaci6 primaria: és |'oxidacié o modificacié d'una molécula del tensioactiu,
de manera que les seves propietats tensioactives van desapareixent, o bé el tensioactiu ja no
es pot detectar pels mitjans analitics més o menys especifics.

2. Biodegradaci ¢ total o ultima: considerada com la destruccié total d'una molécula de
manera que tot el carboni organic es transforma en CO,, aiguai salsinorganiques, i altres
productes associats al metabolisme normal dels bacteris. La biodegradacio ultima portaala
mineralitzacié del carboni organic. Un sistema Util per al seguiment d'aguest procés és la
determinacié del COT (Carboni Organic Total); la seva desaparicié en funcié del temps ens
indica com evoluciona el procés.

3. Biodegradaci6 acceptable pel medi ambient: grau de biodegradacié que esta entre els
dos anteriorsi que es defineix com la degradacio biologica que té com aresultat uns productes
finals que son acceptables pel medi receptor (aire, terra, aigua), tant des de un punt de vista
guimic (DQO, DBO...) com des d'un punt de vista biol dgic (abséncia de toxicitat) (Niemi i
Veith, 1988).

Tanmateix I'OECD inclou uns altres dos conceptes en parlar de biodegradacié (OCDE,1981):

— Biodegradacio rapida o facil: aguest terme saplica a compost que comenca a
degradar-se immediatament després de posar-lo en contacte amb una poblacio
microbiana.

— Biodegradaci6 intrinseca: s'aplica a un compost que no comenca a biodegradar-se
fins que la comunitat bacteriana no sha aclimatat a aguest, cosa que pot passar després
d'un determinat temps (hores, dies, setmanes).

Aixi mateix, quan es realitzen assaigs de biodegradabilitat shan d'utilitzar poblacions
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bacterianes mixtes, ja que donen més informaci6 sobre com es comportara el tensioactiu en el
medi aquatic. També cal tenir en compte el tipus de nutrient utilitzat per ala preparacié del
medi de cultiu, ja que els bacteris podrien comencar a alimentar-se amb un altre tipus de
compost organic i no degradarien el tensioactiu fins que el primer no hagués estat consumit.

Altres factors que cal considerar en la determinacio de |a biodegradacio son I'acumulacio de
mol écules de tensioactius en la superficie dels bacteris, |'acumulacié en lainterficie liquid-aire,
fet que provocalaformaci6 de l'escuma, i que concentrai elimina el tensioactiu del medi.

3.1.4.1.1. Mecanismes de biodegradacio

Els mecanismes principal s responsables de |la destruccié d'una molécula organica son tres, i per
tant aplicables al que podria passar amb una molécula de tensioactiu (Swisher, 1987):

— oxidacio metilica

— b-oxidacié

— oxidacio aromatica
Oxidacio metilica: éslaque intervé en la degradaci6 de les molecules d'hidrocarburs amb alt
pes molecular, i que, com a producte final, origina una molécula d'acid gras.

R-CH,-CH,-CH;
Exemple: }//— 0
R-CH,-CH,-CH,-O-OH
NADH,
NAD, H0O

R-CH,-CH,-CH;OH
\_H,

o)
R-CH-CH-C~
~H

~ 1120,

o)
R-CH,-CH,C=
~ OH

b-oxidacid: és la via normal de degradacié o sintesi dels acids grassos. Aquest procés
consisteix en una oxidaci6 de dos atoms de carboni de I'extrem de la cadena, amb alliberament
del radical acetat. Successives etapes de b-oxidaci6 comporten la total conversio de la
moleculaoriginal en CO,, aiguai biomassa.
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Exemple : R-CH-CH,-CH-CH,-C Z ©
JI HS-CoA

- =0 +H,0
RCHZCHZCEZCHZC\SCA 2

R-CH,-CH,-CH=CH-c £©  +H:

~S-CoA
JI+H20
o
R-CHy-CHCH-CH-C z
e “7 N S-CoA
OH

|

R-CH-CHC -CH-C 0  +H
2 2 2" \SCA
o

L 'hidrogen no es desprén com a hidrogbﬂ*éfgﬁﬁc sinG que és transportat, per exemple, pel

FAD (flavina adenina dinucledti}; Gide@Hp&% 8 un att@bofplnent,|2bil dela cébtula

S-CoA

Oxidacié aromatica: normalment comenca a la molécula de catecol, que pot provenir del
benze o d'un dels seus derivats. Com a producte final apareix un compost tipus acidcetoadipic,
el qual es veu sotmes al mecanisme de b-oxidacio fins ala sevatotal biodegradacio.

CH; C 2 CH;
OH ,O C(\C C%O O\\C/\ C%O
g \OH _____ CC\OH INg OH "\ \QH_> I ~OH
,0—> CHz E CH 20 CH2 20
OH o \/C =0 \/C\OH 4 ~C<on

Compost de tipus cetoadipic que pot
ser posteriorment degradat, mecanisme
de b-oxidacio

3.1.4.1.2. Parametres indicatius de la biodegradacio

En abséncia de métodes especifics per al'andlisi del tensioactiu original remanent, o dels

productes intermediaris de la seva degradacio, es poden utilitzar metodes indirectes. Aquests
serien:

A. Matéria organica

Aquest parametre és indicatiu de la degradaci6 biologica. Per ala seva determinacio es solen
utilitzar diferents métodes:

a) Demanda guimica d'oxigen (DQO)
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Consum d'oxigen per part de la mostra problema en unes determinades condicions
experimentals: tractament de la mostra amb un excés de soluci6 de dicromat potassic en medi
acid, portat a I'ebullici6 per realitzar |'oxidacié i, per ultim, valoracié per retrocés del
dicromat romanent amb sulfat ferros amonic. La quantitat de dicromat consumit no sols és
funcio del contingut total de matéria organica, sind també del seu estat d'oxidacio i de la seva
estructura.

El resultat analitic de la DQO s'expressa com la quantitat d'O, equivalent a la quantitat de
dicromat consumit.

b) Demanda biologica d'oxigen (DBO)

La biodegradaci6 és un procés d'oxidacio i, per tant, es pot mesurar mitjancant el consum d'O,
gue té lloc en exposar el compost al'accié de bacteris o d'altres organismes, és a dir, per la
demanda biologica d'oxigen. No obstant aix0, no sempre els organismes son capacos d'oxidar
completament qualsevol tipus de substanciaa CO, i H,0.

¢) Formaci6 de CO,

Es una variant del métode anterior. La mesura del CO, produit en la biodegradacié d'una
substancia sembla donar una informacié més realista del procés, ja que en el consum d'O,
poden intervenir-hi altres oxidacions no relacionades amb |la matéria organica.

d) Carboni organic total (COT i COD)

Es pot dividir en carboni organic total (COT) i carboni organic dissolt (COD). El fonament de
la determinaci6 d'aguests parametres és |'oxidacio per diversos métodes del carboni organic de
la mostra, la sevatransformacio en CO, i la seva detecci6 per espectroscopia d'infrarojos
(IR), diferenciant el que prové de lamatéria organicai el que prové de la matériainorganica.

Laformameés corrent de procedir consisteix en I'eliminacio del carboni inorganic mitjancant
I'addici6 de HCI o H3PO, i "purga" del CO, per agitaci6 vigorosa o bombolleig de nitrogen.
Posteriorment, sobre aquesta mostra es procedeix ala determinaci6 del carboni organic total
o dissolt.

B. Creixement de bacteris

Aquest parametre es basaria a fer créixer una poblaci6 bacteriana en un medi amb tensioactiu
com aunic aliment; si hi ha creixement bacteria, és que hi ha hagut degradaci6 del tensioactiu.
No obstant aixo, te l'inconvenient de perque sigui viable el creixement bacteria es requereixen
concentracions altes daiment en e medi, i aguns tensioactius presenten propietats
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bacteriostati ques a aquestes concentracions.
C. Altres parametres indirectes

Altres parametres que es poden fer servir per ala valoracid estarien relacionats amb les
propietats tensioactives, i es podrien utilitzar com a mesures indirectes:

— Escumacié: es podria suposar que si un compost escumant es va degradant
amb el temps, cada vegada sera menor el seu poder d'escumacio. Perd aixo no és del tot cert, i
depén de I'estructura, el volum, latexturai la persisténcia, aixi com de la formacié de
metabolits, que en alguns casos poden inhibir i en d'altres augmentar I'escuma original, la
interaccié amb altres productes naturals que poden formar escuma per ells mateixos, etc.

— Tensi6 superficial: els tensioactius tenen el poder de rebaixar el valor de la
tensi6 superficial de l'aigua. Perd, al'igual que I'escuma solament es pot considerar com un
parametre qualitatiu. En teoria es tindria que percebre un augment de la tensio superficial a
mesura que el tensioactiu es va biodegradant, com a resultat d'una disminucié de la seva
concentracio en el medi de cultiu.

Segons la Directiva 92/32/CEE, que modifica la Directiva 67/548/CEE, sobre substancies
perilloses per al medi ambient aquatic shan establert uns criteris per a considerar s un
compost és facilment biodegradable:

— reduccié del carboni organic dissolt (COD) > 70 %
— reduccié d'O, o produccié de CO, > 60 %
—relacio DBO/ DQO > 0,5

3.1.4.1.3. Regulacio

La primera legislacid especifica sobre biodegradabilitat en la Comunitat Europea va estar
relacionada amb els tensioactius que sutilitzaven en detergents domestics. Encara que aquests
tenen unatoxicitat baixa en mamifers, son toxics per a organismes aguatics (CEs,: 1-10
mg/l). En els dltims anys de |la década del s cinquanta, després de la substitucié del sabo per
detergents sintétics en la fabricacio de detergents domeéstics, es van observar seriosos
problemes d'escuma en els rius que rebien descarregues d'aiglies residuals domestiques. La causa
es trobava en el tractament insuficient dels residus i en la biodegradabilitat relativament baixa
d'un dels components tensioactius utilitzats, I'anomenat alquilbenze sulfonat ramificat (ABS),
a causa de que la seva estructura molecular ramificada complexa era dificil de descompondre
per accié bacteriana, i per tant de biodegradar-se. Aixd va portar a la utilitzaci6 de
tensioactius de més facil degradacio, com l'alquilbenze sulfonat lineal (LAS). Tanmateix,
aquest fet no va significar I'eliminaci6 del problema, ja que I'escuma no sols era provocada
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pels detergents, sind també per causes naturalsi d'altres productes, com productes residuals de
tipus proteic.

Al principi de la década dels anys seixanta, Alemanya va ser el primer pais a impulsar una
activitat reguladora per imposar un limit minim per a la biodegradacié de tensioactius
anionics, i posteriorment va ser I'Organitzacié per a la Cooperacié i Desenvolupament
Economic (OCDE). La Comunitat Europea va seguir amb una directriu estructural (Directiva
73/404/CEE) que va ser completada per directrius especifiques per a tensioactius anionicsi no
ionics (Directiva 73/405/CEE), i les quals van estar modificades posteriorment en les
Directives 86/94/CEE i 82/243/CEE respectivament. Es va arribar a la conclusio que per a
tensi oactius cationics es podien desenvolupar métodes similars, encara que no era urgent la
sevaregulacio a causa del baix volum de la seva produccio i utilitzacio (Boethling, 1984; De
Henau, 1993).

Actualment la directriu estructural de la Comunitat Europea estableix per atotes |es classes de
tensioactius una biodegradabilitat minima del 90 % (entenent per biodegradacio la desaparicio
del compost del medi aquos).

D’altra banda, la indlstria inverteix molts recursos per a la fabricaci6 de detergents
biodegradables per tal de contribuir alamillorade laqualitat de I'aigua

3.1.4.2. Toxicitat dels tensioactius

La qualitat de I'aigua afecta a I’abundancia i composicié d especies, per tant, la seva
biodiversitat i productivitat (Hao, 1996). S'ha fet necessaria la determinacio6 de la toxicitat
dels diferents compostos abocats, dels seus derivats i dels productes de degradacié en
I'ecosi stema aquatic, degut a gue son manufacturatsi utilitzats en grans quantitats i és probable
gue es transformin en focus contaminants. (Vandepitte i Feijtel, 2000) En casos de nous
compostos i formulacions noves, les proves de toxicitat han de precedir |a seva fabricaci6 a
gran escalai formar part de larecerca de la viabilitat de les seves aplicacions comercials. A
més, en els fulls de seguretat d'aquests productes han de venir especificades les seves
caracteristiques ecotoxicologiques, tant de biodegradacié com de toxicitat. Els tests de
toxicitat poden ser també incorporats en procediments de control defluents i gudar a
desenvolupar i perfeccionar processos de tractament d'aigles residuals.

L'any 1979 la U.S. Toxic Substances Control Act va manifestar la necessitat que qualsevol
substancia nova fos avaluada amb vista als possibles efectes de tipus:

— sanitaris (home i animals)
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— ecologics (impacte en diferents ecosistemes)

A partir d'aguell moment es va comencar a parlar d'ecotoxicitat i d'ecotoxicologiaen els
estudis d'impacte ambiental.

Els contaminants poden exercir diferents efectes, depenent de les seves caracteristiques, de les
de I'aigua receptorai de la comunitat biol dgica que aquest ecosistema sosté. En casos extrems
poden resultar letals pels organismes presents. A concentracions baixes poden exercir efectes
toxics subletals; alguns compostos poden acumular-se en els teixits dels organismes i exercir
els seus efectes després d'una exposici6 prolongada a concentracions que es podrien considerar
baixes. També pot passar que algun d'aquests compostos passi de la presa a predador, i
assoleixi concentracions elevades en espécies que estan a dalt de la xarxatrofica

Des d'un punt de vista biologic, els efectes toxics son significatius per la seva possible
influéncia sobre el comportament o fisiologia dels organismes, de tal manera que es vegi
alterada la seva capacitat de creixement, reproducci6 o supervivéncia, o els seus models de
dispersio, ja que aquests son els principals determinants de la distribucio i abundancia de les
especies.

Els efectes mediambientals dels tensioactius han estat discutits en seminaris internacionals
(Cationic Surfactants & Environment Symmposium, 1981) i els resultats sobre la seva
toxicitat en el medi aquatic han estat recopilats en diversos treballs (Abel, 1974; Margaritisi
Creese, 1979; Lewis, 1990, 1991; Boethling i Lynch, 1992; Nalewajko, 1994; Fisher i altres,
1996). No obstant aix0, aguests valors perden actualitat desfasats a causa del constant
desenvolupament de nous tensioactius i de la reformulacié dels ja existents. A més, ca
assenyalar que les dades disponibles es limiten a valors de toxicitat aguda per un nombre petit
de tensioactius, sobretot del tipus anionici no ionic. Son pocs els treballs que contenen
resultats de toxicitat cronica o subletal, i encara menys aguells que fan referéncia as
tensioactius de tipus cationic.

3.1.4.2.1. Tipus d'assaigs de toxicitat

En estudis de toxicitat de diferents compostos quimicsi d’efluents industrials, i per tal de
conéixer els seus efectes en diferents nivells trofics, és convenient realitzar assaigs amb
diferents especies pertanyents as tres grups basics de la cadena alimentaria
(bacteris—descomponedors; algues—productors; crustacis i peixos-consumidors) (Frithsen i
altres, 1989; Cairnsi altres, 1990; Dorn i altres, 1993; Keller, 1993; Cooney, 1995; Pratt i
altres, 1994; Oshild i altres, 1995; Rand i altres, 1995; Tisler i Zagorc-Koncan, 1995;
Ahtiainen i altres, 1996; Akolkar i Trivedi, 1998; Rodgersi altres, 1996; Servosi altres,
1996; Vertai altres, 1996; Leal i altres, 1997; Sherry i altres, 1997; Sweet i Meier, 1997;
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Sweet i altres, 1997; Fisher i altres, 1998; Sandbacka i altres, 2000).

Latoxicitat de qualsevol compost en el medi aquatic, incloent-hi els tensioactius, s'estudia
basicament a través de dos tipus d'assaigs ben diferenciats: a) toxicitat aguda, i b) toxicitat
cronicai subcronica.

a) Toxicitat aguda: es tracta de determinar la concentracié d'un compost quimic que
produeix un efecte advers a curt termini (normalment entre 24 i 96 hores) en un grup
d'organismes, després d'una exposicid d'aquests al compost (Parrish, 1995).

L'avaluaci6 de toxicitat es realitza a través de les correlacions entre successives dosis del
compost toxic i I'efecte advers produit. Les mesures normalment utilitzades sén Clg, i CL s
definides com la concentracié de producte que inactiva (manca de creixement o immobilitat)
0 provoca la mort, respectivament, en el 50 % dels organismes amb els que sha assajat.

La determinaci6 d'aquest parametre constitueix una primera aproximacioé en |'avaluaci6 del
risc de nous compostos quimics (Sprague, 1988; Osbild i altres, 1995; Akolkar i Trivedi,
1996; Sherry i altres, 1997; Sweet i Meier, 1997; Sweet i altres, 1997; Fisher i altres, 1998;
Sarakinos i Rasmussen, 1998; Chapman, 2000).

Per a vertebrats del medi aquatic, similar ala que existeix per a mamifers terrestres, existeix
una classificacio de les substancies en varies categories segons diferents graus de toxicitat
(NIOSH, 1976; Riva, 1989, 1991) (TAULA VII):

TAULA VII: Rangs de toxicitat amb organismes aquatics (Riva, 1989, 1991)

Grau Descripcio6 TLm (CLs) 96 h
0 Perill insignificant >1.000 mg/I
1 Practicament no toxica 100 - 1000 mg/I
2 Lleugerament toxica 10 - 100 mg/Il
3 M oderadament toxica 1-10mgl/l
4 Altament toxica <1 mg/l

Hi ha una gran varietat d'espécies, tant d'aigua dolca com marines, que son utilitzades de
manera estandard en els assaigs de toxicitat i que han estat acceptades com a especies patrons
i com a bioindicadors ambientals (Blaise i altres 1986; Parrish, 1995; Hao, 1996; Goncharov,
1996). Entre elles shi troben peixos (Oncorhynchus mykiss, Lepomis macrochirus.),
crustacis (Daphnia, Artemia, Gammarus), microalgues (Chlorella, Scenedesmus) i bacteris
(Photobacterium, Spirillum).
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b) Toxicitat cronica i subcronica: pretén determinar la concentracié d'una substancia
potencial ment toxica durant una llarga exposicid, que causa un efecte adversen lavidao en el
cicle biologic d'una determinada espécie (Rand i altres, 1995), bé seguint canvis en €
comportament, fisioldgics i/o histopatoldgics.

Els efectes a llarg termini provocats per un tensioactiu a un determinat organisme no solen
observar-se a concentracions per sota de la décima part del valor de la seva CL .

3.1.4.2.2. Factors que influeixen en la toxicitat

Per avaluar la toxicitat de qualseval tipus de contaminant també s'’han de tenir en compte una
série de factors que poden influenciar els resultats; aquests factors es poden dividir en factors
bidtics, aquells que depenen de I'individu mateix, i factors abiotics, que depenen del compost i
del medi (Rand i altres, 1995; Cabral i altres, 1998).

1. Factors biotics: inclouen totes aquelles caracteristiques que son propies dels
organismes. Entre aquestes cal destacar:

Espécie: S'han trobat diferéncies de comportament davant d'un mateix tensioactiu
entre diferents espécies, no sols de diferents phyla (Abel, 1974: Lewisi Hamm, 1986), sind
també dins del mateix phylum (Wangberg i Blanck, 1988; Lewis, 1990). Es important establir
el comportament toxicologic d'un compost utilitzant diferents espécies i la comparacio entre
especies sha de fer amb precaucio (Sprague, 1995).

Estadi de desenvolupament: sha intentat identificar quin és l'estadi de
desenvolupament d'un organisme més sensible als toxics, i als tensioactius en particular. En
crustacis sha observat que quan I'individu realitza la muda és especialment sensible (Sprague,
1995). En peixos sembla que els estadis embrionari, larval i juvenil s6n els més sensibles
(Abel, 1974; Sprague, 1995).

Mida: respecte alamida, cal esperar que les espécies més grans siguin més resistents
gue les petites. Kumaraguru i Beamish (1981) estableixen que els animals petits, en presentar
una taxa metabolica més alta, absorbeixen més quantitat de toxic, i que en animals grans la
descomposici6 hidrolitica dels toxics per part de les esterases microsomals del fetge és més
efectiva. No obstant aixd, no sha trobat una relacié que pugui ser aplicada a diferents
especies, toxics i mides (Sprague, 1995).

Nutricio: laincorporaci6 dels agents toxics en la dieta pot provocar una inactivacio
del toxic (quelacio, hidrdlisi, etc.) o laformaci6 d'un compost molt més toxic (Neal, 1980).
Laresistencia d'una especie pot incrementar segons la dieta utilitzada; la quantitat i tipus de
proteines en una dieta pot fer variar els resultats (Neal, 1980; Sprague, 1988, 1995).
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Salut i parasitisme; la preséncia de malalties o parasits en els individus que s'utilitzen
en un test de toxicitat pot emmascarar els resultats, per la seva menor resisténcia a |'agent
toxic.

Aclimatacié; una exposicio prévia al compost a concentracions baixes pot fer que els
valors de toxicitat disminueixin (Abel, 1974). Aquest fenomen també sha observat en
microorganismes implicats en la biodegradacio; un periode de contacte previ fa que la
degradaci6 dels tensioactius cationics sigui més rapida (Swisher, 1987).

2. Factors abiotics: fan referéncia a les caracteristiques quimiques i fisiques del medi
en el qual esrealitzaran els assaigs, i poden afectar tant |'espécie estudiada com I'estat quimic
del compost. Canvis en la duresa de l'aigua, la temperatura, € pH, I'oxigen dissolt, la
salinitat... poden influir sobre latoxicitat, que també dependra del tensioactiu (Abel, 1974;
Nowak, 1991; Lewis, 1992; Kennedy i Walsh, 1997). Quan €ls tensioactius anionics i
cationics estan junts en aigles residual's, la toxicitat disminueix a causa de laformaci6é de
complexos insolubles (Boethling i Lynch, 1992).

Duresa de |'aigua: segons €l tipus de compost de qué es tracti pot fer que quan aquesta
augmenta, la toxicitat augmenti (en tensioactius anionics), disminueixi (en cationics) o no es
vegi afectada (en no ionics) (Marchetti, 1965; Abel, 1974).

Temperatura: la concentraci6 d'un agent toxic o dels seus metabolits en I'organisme
esta influida per processos d'absorcid, emmagatzemament, metabolisme i eliminacié. En
animals ectoterms tots aquests processos depenen de la temperatura, i cal esperar que
['augment o la disminucio de la temperatura ambiental influeixi en la resposta de |'organisme a
latoxicitat (Doull, 1980; Nowak, 1991; Kennedy i Walsh, 1997). Normalment a |'augmentar
la temperatura, augmenta la toxicitat dels tensioactius, a causa de |'acceleracio de la difusio
daquests i a que a una temperatura més alta els processos fisiologics també sacceleren
(Knauf, 1973).

Oxigen dissolt: la concentracié d'oxigen dissolt afecta la toxicitat dels tensioactius
(Abel, 1974). Quan més baix sigui el contingut d'oxigen més baixa serala concentracio letal.
La manca d'oxigen fa que els animals la compensin amb un augment de la taxa respiratoria.
L'animal, en aquestes condicions esta en situacio d'estrés i és meés susceptible als efectes toxics
dels tensioactius (Knauf, 1973).

A més dels factors esmentats també s'ha de tenir en compte les caracteristiques del tensioactiu
gue s'utilitza, i lallargada de |a cadena alquilica d'aquest. Davant una mateixa espécie sha
observat que els tensioactius de tipus cationic son meés toxics que els anidnicsi no ionics
(Lewis 1990). D'dltra banda, la configuraci6 del tensioactiu influeix molt en e seu
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comportament toxic; en el cas dels alquilbenzens sulfats LAS i ABS, tensioactius anionics, son
més toxics els primers, de cadena lineal, que els segons, de cadena ramificada (Abel, 1974;
Kimerlei Swisher, 1977; Margaritisi Creese, 1979). Lalongitud de la cadena hidrocarbonada
semblatenir un efecte advers sobre la toxicitat de tensioactius, de manera que quan agquesta
augmenta, també augmenta el potencial toxic de la molecula. No obstant aix0, la toxicitat
augmenta fins a arribar a un punt critic (cadenes superiors a C,,) a partir del qual la toxicitat
decreix fins a arribar a ser nul¥a (Knauf, 1973; Abel, 1974; Kimerle i Swisher 1977;
Margaritisi Creese, 1979; Martinez i altres, 1990; Ribosa i altres, 1993; Kralovai Sersen,
1994; Wong i altres, 1997a; Wong i altres, 1997b).

Les diverses formes moleculars de tensioactius tenen en comu un caracter polar don
provenen les seves tres propietats més importants relacionades amb la seva toxicitat
(Devinsky i altres, 1985)

— tendéncia a concentrar-se a la superficie,

— reducci6 de latensio superficial en solucio,

—formaci6 de micel-les, quan estan per sobre de la concentracié micel-lar
critica

(CMC).

D'aquestes, la propietat més important és la seva capacitat de formar agregats o micelxes
(Helenius, Simons, 1975; Arnold i Johnson, 1982; Kralovai Sersen, 1994); I'efecte destructiu
dels tensioactius sobre les membranes celtulars depén en gran mesura d'aquesta caracteristica.

Hi havaries teories de com els compostos d'amoni quaternari interaccionen amb la membrana
cel*ular. Richard i altres (1978) van proposar que el mecanisme d'accié estava basat en una
alteracio degenerativa de I'estructura de les proteines de la membrana a causa que les molecules
tensioactives, amb caracteristiques similars a les dels fosfolipids de la membrana (cap polar i
cadena hidrocarbonada llarga) les quals competien amb aquests per unir-se a les regions
hidrofobes de les proteines. Orosi altres (1999) també han suggerit que les cadenes alquiliques
apolars intraccionen amb les zones hidrofobiques de la bicapa fosfolipidica.

Altres estudis també recolzen la seva interaccié amb la bicapa lipidica. Kralova i Sersen
(1994) han desenvolupat la teoria del volum lliure, proposant que els grups polars dels
tensioactius interaccionen amb els grups polars dels lipids, i les cadenes hidrocarbonades dels
primers s'orienten paral*elament amb la dels lipids i creen un volum lliure a l'extrem de la
cadena.

3.1.4.2.3. Assaigs de toxicitat

A. Bacteris
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Els tensioactius cationics del tipus amoni quaternari shan establert com a poderosos
germicides, i han estat utilitzats ampliament com a desinfectants hospitalaris, antiseptics
quirurgics, aixi com en empreses d'alimentacio (Sexton, 1963; Lawrence, 1970; Cooper,
1988). La seva acci6 antimicrobiana sembla deguda al fet d'afectar I'estructura celular. Tot i
gue els primers estudis no van establir que aguesta fos la causa de la seva toxicitat,
posteriorment, utilitzant la respiraci6 bacteriana com a resposta del metabolisme, es va veure
gue aquesta estava afectada (Lawrence, 1970).

Els assaigs de toxicitat amb comunitats bacterianes s'utilitzen tant per avaluar € grau de
contaminacio d'efluents i aigles naturals, com pels compostos quimics individuals. Els seus
avantatges davant altres d'organismes, com peixos i mamifers, son la curta durada de la prova
i lasevasimplicitat experimental.

Aquests assaigs es basen en |'activitat respiratoria (Dutkai altres, 1983), en laincorporacio de
I'acetat i I'activitat de la glucosidasa (Barnhalt i Vestal, 1983), en el metabolisme de la glucosa
i laincorporacié de latimidina (Bauer i Capone, 1985; Vives-Rego i altres, 1986; Martinez i
Vives-Rego, 1988) i en I'activitat exoproteolitica (Vives-Rego i altres, 1986). Actual ment
també s'utilitza per a avaluar la toxicitat en bacteris la capacitat bioluminiscent d'agunes
especies de bacteris (Photobacterium phosphoreum); aquests emeten [lum com a mecanisme
d'alliberament d'energia durant el seu metabolisme normal; laintensitat de |lum emesa és, per
tant, una mesura de |'activitat metabolica bacteriana (Bulich, 1979; Ribd, 1992; Sherry i
altres, 1997). Aquesta especie ha estat ampliament utilitzada per a la determinacié de la
toxicitat en efluents industrials (Ahtiainen i altres, 1996; Priha, 1996; Rodgersi altres, 1996;
Vertai altres, 1996; Leal i altres, 1997; Middaugh i altres, 1997; Sherry i altres, 1997) i de
productes quimics, (Kaiser i Devillers, 1994; Sweet i Meier, 1997; Sweet i altres, 1997) entre
ellstensioactius (Dorn i altres, 1993; Poremba, 1993; Ribosai altres, 1993; Sherrard i altres,
1996). Altres estudis, on shan comparat diferents assaigs de toxicitat amb bacteris (Reteuna i
altres, 1989; Poremba i altres, 1991), van determinar que I'assaig “Microtox” (assaig
d’inhibici6 de la bioluminiscéncia) erael més sensible.

B. Microalgues

Les algues sdn un component molt important dels ecosistemes aquatics, i lafotosintesi algal
és una font considerable d'aportacié d'oxigen al medi. Estudiar els efectes toxics sobre aquesta
comunitat resulta d'interés per a conéixer quin és l'impacte causat per la descarrega de
tensioactius en I'ambient aquatic (Stauber, 1995; Lewis, 1995a, 1995b; Alkolkar i Trivedi,
1996).

Shan fet pocs estudis sobre toxicitat en algues; el tipus de tensioactiu, |'espécie utilitzadai els
parametres considerats varien molt amb els diferents treballs. Els tensioactius més utilitzats
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han estat els de tipus anionic i no ionic (Ostroumov i altres, 1990; Knocke i altres 1992; Riva
i Valles, 1994; Wong i altres, 1997a; Oros i altres 1999), sobre tot el LAS (Gilbert i
Pettigrew, 1984; Lewisi Hamm, 1986; Kimerle, 1989), i els marges de toxicitat per a aquest
tensioactiu varien segons I'especie utilitzada (CE;, 72h: 1,4-116 ppm) (Lewis i Hamm,
1986).

Els tensioactius cationics son els menys estudiats, i els valors de toxicitat trobats s6n meés
baixos que per alaresta de tensioactius (Roderer, 1987; Lewis, 1990; Rieb i Grimme, 1993).
Dintre d’ aquest grup els compostos més estudiats son els d'amoni quaternari (Walker i Evans,
1978; Nyberg, 1988; Versteeg i altres, 1992; Kralovai Sersen, 1994).

Els estudis que comparen la sensibilitat entre espéecies han mostrat que la resposta davant un
mateix tensioactiu és espécie-especifica (Wangberg i Blanck, 1988); tanmateix, |a resposta
interespecifica per tensioactius cationics és menys variable que per altres tipus de tensioactius
(Lewisi Hamm, 1986). Les diferéncies entre especies poden ser degudes a diferéncies de les
parets cel-lulars agals (Ukeles, 1965).

Com ja ha estat esmentat, |'efecte destructiu dels tensioactius en les membranes biol 0giques
depen en gran mesura de la capacitat d'aquests aformar miceltes, és a dir, de la concentracio
micel ®ar critica (CMC) (Heleniusi Simons, 1975) El proceés destructiu solament té lloc per
sobre de laCMC (Arnold i Johnson, 1982). Per sota de la CMC, els efectes dels tensioactius
depenen de la seva capacitat per a unir-se ales proteinesi lipids de les membranes, alterant les
seves funcions (Heleniusi Simons, 1975; Walker i Evans, 1978; Grant i Borowitzkal, 1984;
Nyberg, 1985; Kralovai Sersen, 1994; Orosi altres, 1999).

També ha estat observat que les betaines (acetats de trimetilamoni), les quals estan
guimicament relacionades amb els amoni quaternaris, inhibeixen e creixement de
Selenastrum capricornutum. No obstant aix0, els efectes bactericides de les betaines no son
tan poderosos com els dels amoni quaternari (Erenst i Miller, 1982).

C. Crustacis

Els invertebrats ocupen una posicié clau en els ecosistemes aquatics com a consumidors
intermediaris tant de les cadenes alimentaries planctonigues com de les bentoniques. En les
cadenes trofiques planctoniques els principals consumidors primaris (herbivors) son crustacisi
rotifers, i en les cadenes trofiques bentoniques, els més importants convertidors de la
biomassa, tant viva com morta, sén larves d'insecte i crustacis (Persoone i Janseen, 1993).

Els assaigs de toxicitat shan desenvolupat amb diversos representants de comunitats
aquatiques, com poden ser crustacis (copépodes, cladocers, amfipodes), rotifers, i larves
d'insecte (principalment plecopters, efemeroptersi dipters).
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No obstant aix0, degut araons practiquesi de sensibilitat shan utilitzat basicament crustacis
cladocersi molt particularment els dafnids (Daphnia magna) (Woltering i altres, 1987
Elendt i Bias, 1990; Lewis, 1991; Boethling i Linch, 1992; Dorn i altres, 1993; Persoone i
Janseen, 1993; Fernandez-Casalderrey i altres, 1995; Versteeg i altres, 1997; Mark i Solbe,
1998). L'elevada sensibilitat de Daphnia magna respecte a altres especies no solament fa
referéncia als invertebrats, sind també a microalgues i peixos (Kappeler, 1982; Guhl i Gode,
1989; Demkowicz-Dobrzanski i altres, 1993; Rodgersi altres, 1996; Mark i Solbe, 1998;
Nelson i Roline, 1998).

A pesar d'aquest fet, molts laboratoris assenyalen diversos problemes en el seu cultiu sota
condicions controlades i en larealitzaci6 de test de toxicitat utilitzant aquesta espéecie. Aixo
es reflecteix en lagran variacio en els resultants obtinguts, causada per la utilitzacié de
diferents medis de cultiu, diferents tipus d'aliment i diferents genotips de Daphnia magna
(Elendt i Bias, 1990; Enserink i altres, 1993).

La majoria d'assaigs s'’han dut a terme amb tensioactius anionicsi no ionics (Margaritis i
Creese, 1979; Martinez i altres, 1990; Lewis, 1991; Vives-Rego i altres, 1991; Wong i altres,
1997b; Sandbacka i altres, 2000). Sén poques les dades que es tenen sobre tensioactius
cationics, essent els més estudiats els d'amoni quaternari (Kappeler, 1982; Waters, 1982;
Boethling i Linch, 1992; Sandbacka i altres, 2000).Els estudis comparatius entre els diferents
tipus de tensioactius estableixen que els més toxics son els amoni quaternaris (Guhl i Gode,
1989; Lewis, 1991).

D. Peixos

L'interés en la utilitzacid de peixos en ecotoxicologia es deu tant a factors ecol dgics com
economics. Molts peixos ocupen una posicid elevada com a depredadors dins |'ecosistema, i
presenten rutes complexes per les quals els contaminants poden arribar a I'organisme, bé
directe o indirectament, a través de la cadena alimentaria, amb efectes acumulatius (Solbé i
Solbé,1993).

D'entre tots els tensioactius també han estat els de tipus anionic i no ionic els més estudiats en
peixos, ja que sén els més utilitzats i representen la font principal de polxuci6 per tensioactius
(Dorni altres, 1993; Wong i altres, 1997b; Sandbacka i altres, 2000). Entre ells els més
comuns han estat els alquil aril sulfonats, com I'alquilbenze sulfonat (ABS) o I'alquil sulfonat
lineal (LAS), i elsalquil sulfats (Calamari i Marcheti 1973; Abel, 1974; Gilbert i Pettigrew,
1984; Kimerle, 1989).

S’ havist que latoxicitat aguda dels tensioactius varia considerablement amb |'espécie. Tot i
aixi, lamajoria dels tensioactius son altament toxics (CLgy 48h = 1-10 mg/l), una proporcié
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petita pot ser classificada com que té unatoxicitat mitjana (CLs, 48h = 10-100 mg/l), i molt
pocs que tenen una toxicitat baixa (CLs, 48h = 10.000 mg/l) (Svobodovéi altres, 1993).

Els tensioactius tenen un efecte fisico-quimic comi sobre els components lipidics de les
membranes, i les poden danyar. A causa que latensi6 superficial de l'aigua disminueix, els
lipids son menys repel ®ents a l'aigua, cosa que porta a hidratar i engrandir el volum cel*ular
(Singer i altres, 1995). A concentracions baixes de tensioactiu aguest engrandiment és
reversible. A altes concentracions elevades pot portar a una supressié dels processos
metabolics de les cél®ules. Una exposicid a llarg termini pot comportar necrosi i mort
celtular deguda principalment a un deteriorament de I'epiteli branquia. A més a més,
I'exposici6 del peix a certs tensioactius pot causar canvis en |'activitat d'enzims respiratoris
(Argesei altres, 1994). Els tensioactius també poden interaccionar amb les proteines de
membrana i les poden desnaturalitzar; de fet aquesta propietat dels detergents és aprofitada en
estudis bioguimics. Els tensioactius també poden lesionar |a capa protectora de mucus de la
pell, debilitant-lai disminuint aixi la resisténcia a infeccions.

La causa immediata de mort per enverinament agut de tensioactius, on es presenten greus
lesions branquials, és deguda freqlientment a asfixiao ala pérdua d'estabilitat osmoética o
ionica. Encara que lalesio branquial té [loc com aresultat d'enverinament per tensioactius, cal
establir si lamort és deguda a la pérdua d'alguna funci6 branquial o a alguna altra forma de
lesid interna (Wester i Roghair, 1992).
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3.2. MATERIAL | METODES

3.2.1.COMPOSTOS UTILITZATS

Els compostos utilitzats en aquest treball van ser cinc suavitzants cationics d'us industrial, en
forma emulsionada i microemulsionada. D'aquests cinc, tres eren del tipus amoni quaternaris i

dos del tipus imidazolina quaternaria.

TAULA VIII: Compostos utilitzats en el present estudi

Compost Estructura Origen Materia Pes Concentraci
activa | molecular | 6 emulsio/
Amonis (%) microemulsi
quaternaris 6
@/
[R\ N] CHﬂ KAO C 75 563 0,23/
R” N\CH |CI oorp )
DSDMAC _ SA. Barbera 34
R= séu hidrogenat dd V.
[;’;N: gﬂZCHZoH CH;SO0, KAO Coorp. 85 800 0,23/38,2
DSEMAMS d SA. Barbera
R=? del V.
E - Witco 800 0,23/40,8
R-C- N7 CH2CH2O | oy g (Barcelona)
R-C- 7/ N\CH e
DSCEEMAMS | [C .8 ..
R= cadena alquilica de séu
Imidazolines
quaternaries R o] Witco 75 732 0,23/34,1
|:CH3-/ A N'CHZCHZNIIJK:_j‘CHg,SO‘; (Barcelona)
DSAEMIMS \_/ I
- KAQO Coorp. 80 743 0,23/ 36,3
DAAIMS SA. Barbera
del V.

DSDMAC: Clorur de dialquil dimetilamoni

DSEMAMS: Metilsulfat de dialquil hidroxietil metilamoni
DSCEEMAMS: Metilsulfat de diaquil carboxietil hidroxietil metilamoni
DSAEMIMS: Metilsulfat de diestaeril amidoetil metil imidazolina

DAAIMS: Metilsulfat de dialquil amido imidazolina

Les emulsions i microemulsions van ser subministrades pel Laboratori de Tensioactius i
Detergencia de I'Institut d'Investigacio Teéxtil i de Cooperacié Industrial de Terrassa
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(INTEXTER, UPC) i estan subjectes a secret de patent. Les concentracions provades
corresponen a les proporcionades per aquest laboratori.

Per a I'obtencié de les miroemulsions es van utilitzar els agents microemulsionants: 2-
isopropanol, n-octai un tensioactiu no ionic, en unes proporcions, també subjectes a secret de
patent.

3.2.2. PARAMETRES AMBIENTALS

Per a determinar el contingut en matéria organica de les aigles residuals, shan desenvolupat
diversos métodes, i els més utilitzats son: la demanda biol dgica d'oxigen (DBO), la demanda
guimica d'oxigen (DQO) i €l carboni organic total (COT).

3.2.2.1.- Demanda biologica d'oxigen (DBOs)

La demanda bioldgica d'oxigen mesura l'oxigen dissolt que és utilitzat pels microorganismes en
I'oxidacio bioquimica de materia organica. Aquest parametre és un dels més utilitzats en la
gestié técnica de laqualitat de I'aiguai en el tractament d'aigles residuals, ja que sutilitza per a
determinar la quantitat aproximada d'oxigen gque és necessaria per a estabilitzar biol dgi cament
la matéria organica present (Metcalf i Eddy, 1991).

En el present estudi I'assaig de la DBO; es va realitzar seguint la norma AFNOR T 90-103
(1971) (veure I'annex 1 de material i métodes). La quantitat d'oxigen consumit, expressat en
mg O,/l, es mesura després de tenir la mostra en incubacio durant 5 dies a 20 °C de
temperaturai alesfosques. Shan d'utilitzar dilucions de tensioactiu per tal que al final d'aquest
periode encararesti un 40-60 % d'O,,

Després d’ aquest temps d'incubacio, I'oxigen dissolt es va mesurar mitjangant un electrode
selectiu d'oxigen amb un oximetre (Beckman, model 1008).

LaDBO;s es calcula utilitzant |'equacié seguent:

V, VA
DBOs (Mg Oy/l) = (%2% (To - Ts)) - ((32% -1) (Do - Ds))
Ve Ve
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on: V, = volum del matras aforat en qué sha efectuat la dilucio
V. = volum de mostra en dilucié
T, = lectura d'oxigen dissolt de la mostra + aigua de soluci6 at,
Ts = lectura d'oxigen dissolt de la mostra + aigua de soluci6 ats
D, = lectura d'oxigen dissolt de l'aigua de diluci6 at,
Ds = lectura d'oxigen dissolt de l'aigua de dilucio6 ats

L'oxidacié bioquimica és un procés lent i, tedricament, triga un temps indefinit a compl etar-
se. No obstant aix0, en un periode de vint dies |'oxidacié sha completat en un 95-99 %; ara
bé, en un termini de cinc dies ja sha assolit entre un 60-70 %, per la qual cosaja es disposa de
lainformaci6 necessaria, i no és necessari un periode de temps més llarg.

A pesar dels inconvenients que té la determinacio de la DBOs, tant per lallarga durada de
['analisi com per I'escassa precisio i exactitud (un 20 % d'error), e seu valor és un bon
indicador de la biodegradabilitat de la mostra, i aquest es pot utilitzar per a determinar les
dimensions de les instal -lacions de tractament d'aiglies residuals i també per a mesurar I'eficacia
d'alguns processos de tractament. Tanmateix, en cas de substancies organiques, solides o
liquides, la determinacié de la DBO no es pot considerar com una determinacio6 valida de la
biodegradabilitat de la substancia, sind que Unicament es pot considerar com una prova
exploratoria d'aguesta (Real Decret 363/1995, BOE 133, modificat posteriorment en el Real
Decret 700/1998, BOE 110).

Per determinar el valor de cada una de les mostres de suavitzant es van fer quatre repliques; es
vafer lamitjana aritmética per a cada un d'ellsi es va obtenir la seva desviacio estandard (sd).

3.2.2.2. Demanda quimica d'oxigen (DQQO)

LaDQO és una mesura de les necessitats potencials d'oxigen de l'aigua. El seu valor es
determina efectuant I'oxidacié quimica de la matéria organicai inorganica presents . El seu
valor compreén tot el que pot tenir una demanda d'oxigen, especialment la major part dels
compostos organics biodegradables o no, i les sals minerals oxidables (sulfurs, sals de metalls
de vaeénciainferior).

El métode utilitzat va ser lanorma AFNOR T 90-101 (1971) (veure I'annex 2 de material i
metodes). L'equivalent d'oxigen de la matéeria organica que es pot oxidar es mesura utilitzant
un agent quimic fortament oxidant (K,Cr,0;) en medi acid (H,S0,) i atemperatura elevada
(150 °C). Per afacilitar I'oxidacié de certs compostos organics és necessari un catalitzador
(Ag,S0O,). La reacci6 utilitzant dicromat com a agent oxidant es pot representar
esguemati cament com:

catalitzador
(CHpOY) + Cr,0;7 +H' %%%%%%%® Cr* + CO, + H,0
calor
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Laformula emprada per a calcular-la és:

800 (T - M)
DQO (MgO,/l) = % %% ¥a¥%a¥a¥a¥ N (normalitat sal de Mohr)
mg mostra
on: T= valoraci6 del testimoni

M= valoraci6 de lamostra
N= (ml de K,Cr,0O; x normalitat K,Cr,0O;) / ml sal de Mohr

Per cada mostra es van fer quatre répliques; es va fer la mitjana aritmetica per a cada compost
i esva obtenir la seva desviacio estandard (sd).

La DQO és un assaig més curt, dues hores, més reproduible i exacte que laDBO i menys
susceptible ainterferencies de matéries toxiques, la qual cosa el converteix en una analisi de
rutinai en un parametre Util per al control de plantes depuradores. Aquest métode per a
substancies organiques, solides o liquides, sha de considerar com un indicador d'oxadibilitat, i
s'utilitza com meétode practic d'avaluaci6 de la matéria organica (Real Decret 363/1995, BOE
133, modificat posteriorment en el Real Decret 700/1998, BOE 110).

3.2.2.3. Biodegradacié

La biodegradacié es pot definir com la destruccié d'un compost quimic per I'acci6 biologica
d'organismes vius. El seguiment d'aquesta es va dur a terme mesurant el consum de carboni
organic total (COT) durant un periode de temps de 28 dies segons dos metodes. la
biodegradacié inherent (OCDE 302B, 1992), assaig modificat de Zahn-Wellens, i la
biodegradaci6 rapida (OCDE 301E, 1992), assaig modificat d'Screening.

La determinaci6 del COT per al seguiment de la biodegradacio es va realitzar per que €s un
parametre quantitatiu que ens permet conéixer la quantitat de matéeria organica present en una
mostra liquida i per tant sutilitza com un parametre ambienta, presentant una major
reproduibilitat i un temps d'andlisi més curt que les técniques tradicionals (DQO i DBO)
(Metcalf i Eddy, 1991).

a. Biodegradabilitat inherent. Assaig modificat de Zahn-Wellens

Aquest tipus d'assaig ens proporciona informacié sobre s el compost en estudi té un
determinat potencial per a degradar-se. Per al'aplicacié d'aquest métode, el compost ha de ser
soluble en aiguai no volatil, i les concentracions que cal utilitzar, relativament altes (100
mg/l); no obstant aix0, en aquest cas s'han utilitzat concentracions no superiors a 20 mg/l a
causa del poder bactericida d'aguest tipus de compostos.

48



Material i métodes

Aquest metode es basa a posar en contacte en solucié aguosa una quantitat coneguda de
carboni organic procedent del compost que cal analitzar juntament amb nutrients mineralsi
amb una poblaci6 bacteriana procedent de fangs activats de depuradora urbana, en condicions
aerobies (aireig continu), temperatura (22 = 3 °C) i llum (difosa) determinades durant 28 dies
(veure l'annex 3 de material i metodes). El procés de degradaciéo es controla per la
determinaci6 del carboni organic total en la soluci6 filtrada a intervals predeterminats (cada
48 hores), gjustant el pH (7-8) si fos necessari.

L es mostres van ser contrastades durant tot I'assaig davant d'un blanc (aigua amb nutrients i
inocul) i d'un compost control (dietilenglicol) de biodegradaci6 coneguda (el qual assoleix el
100 % de degradacié als 10-15 dies). Per cada compost es van fer dues répliques, i |'assaig es
vafer per duplicat, per tal d’ utilitzar fangs de periodes diferents.

La determinaci6 del carboni organic dissolt sha efectuat amb un analitzador TOCOR.

Per al calcul de la biodegradacié en cada moment t es fa servir I'equaci6:

Ci-C
D, =| 1- "B |+ 100
CaA

on: D, = Percentatges de biodegradacid en un tempst
C, = Vaor inicial de C organic de la mostra(mg/l)
Ci= Valors de C organic de la mostraen e moment t (mg/l)
C; = Valors de C organic del blanc en el moment t (mg/l)

b. Biodegradabilitat rapida. Test Screening modificat

En aquest métode es considera que el compost en estudi és |'inica font de carboni organic i
aguest és sotmeés a l'accio d'una biomassa relativament petita. S'utilitza la mesura del carboni
organic total dissolt com a seguiment de la biodegradacio total, establint per a calcular la
biodegradabilitat un temps limit de 28 dies després de I'inici de l'assaig.

L’ objectiu és la mesura de la biodegradabilitat final de compostos organics no volatils i
solubles en aigua, en un medi aquds aerobic amb nutrients, a una concentraci6 inicia
corresponent a 4-50 mg/l de COT (carboni organic total) (veure annex 4 de material i
meétodes).

L'inocul utilitzat va ser una suspensi6 de bacteris procedents d'un sol fertil, procedent de jardi.
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D'acord amb aguest tipus d'assaig, es considera que una substancia és facilment degradable quan
la disminuci6 de matéria activa, després de I'assaig, és superior al 80 %. Les substancies que
resulten biodegradables per aquest métode, es considera que, en el medi natural, sofriran una
degradacié rapidai facil.

El desenvolupament de I'assaig es va controlar mitjancant un assaig blanc (aigua) solament
amb inocul i nutrients, i un compost control (dietilenglicol), que es van realitzar
paralxelament amb |'assaig tant per determinar el carboni organic dissolt de I'indcul, com per
tenir un seguiment de I'evolucié de la biodegradacio. ElI compost control ha d'assolir €l 70 %
de DOC dins els 28 dies amb una concentracid inicial corresponent a 20 mg de DOC/I; si no
els assoleix, |'assaig es descarta. Per cada compost es van fer dues répliques, i I'assaig es vafer
per duplicat en dos periodes de temps diferents.

El seguiment de l'assaig es fa un cop per setmana durant els 28 dies determinant-ne el
contingut del carboni organic mitjancant un analitzador TOCOR.

Ct - Chlt
D=|1- —— |* 100
Co - Chlg

L'equaci6 de calcul és:

on: D, = percentatge de biodegradaci6 en un temps T
C, = concentraci¢ inicial de C organic de lamostra (mg C org/l)
Cbl, = concentracié inicial de C organic del blanc (mg C org/l)
C; = concentraci6 de C organic de lamostraen el moment t (mg C org /l)
Cbl, = concentracié de C organic del blanc en el moment t (mg C org /l)

3.2.3. ASSAIGS DE TOXICITAT AGUDA

L'objectiu dels tests de toxicitat aguda és determinar la concentracié d'un compost quimic o
efluent, o el nivell d'un agent (temperatura o pH), els quals provoquen una resposta de
deteriorament en un grup d'organismes de prova, durant una exposicio de curta durada sota
condicions controlades (Cooney, 1995). A causa que la mort d'organismes és una resposta
facilment detectable, el test de toxicitat aguda més comu és el de letalitat.

Normalment es mesura la concentracio letal mitjana (CLg,) que és aquella concentracio en
gué moren el 50 % dels individus. No obstant aix0, en el cas d'alguns invertebrats, com la
Daphnia, com que la mort de I'animal és dificil de determinar, s'utilitza un altre tipus de
resposta, com és laimmobilitat dels individus (manca de moviment) i s'estima la concentracié
efectiva mitjana (CEs) definida com la concentracié en qué el 50 % dels individus estan
immobils. En microalgues el tipus de resposta que mesurem és el d'inhibici6 del creixement,
definint la concentracié inhibidora del creixement (Clsy) com aquella que redueix al 50% la
poblacié algal. En el cas dels bacteris bioluminiscents s'utilitza la reduccié d'emissié de llum, i
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es defineix la concentraci6 efectiva mitjana (CEsy). També es pot determinar per a totes les
especieslaCEqq i 1aCEgyy, que equivalen ala concentracié que provoca un efecteal 10i al 90
% de |a poblaci6 respectivament.

Es determina larelacio6 entre les concentracions del compost utilitzades i els percentatges
d'organismes exposats afectats i es pot dibuixar una corba/recta de concentraci 6-efecte.

Es important realitzar una bateria d'assaigs amb diferents espécies per a establir I'efecte toxic
gue pot produir un efluent o un compost quimic (Frithsen i altres, 1989; Cairnsi altres, 1990;
Dorni altres, 1993; Keller, 1993; Pratt i altres, 1994; Cooney, 1995; Osbild i altres, 1995;
Rand i altres, 1995; Tisler i Zagorc-Koncan, 1995; Ahtiainen i altres, 1996; Akolkar i
Trivedi, 1996; Rodgersi altres, 1996; Servosi altres, 1996; Vertai altres, 1996; Leal i altres,
1997; Sherry i altres, 1997; Sweet i Meier, 1997; Fisher i altres, 1998; Sandbacka i altres,
2000). Realitzant unicament un tipus dassaig hi ha € risc que |'espécie escollida sigui
particularment sensible als compostos provats o pel contrari sigui resistent, falsegjant
I'apreciacio de la toxicitat (Pontasck i Cairns, 1991; Rand i altres, 1995). Es poden utilitzar
espécies amb diferents graus de complexitat (procariotes, eucariotes unicelXulars, invertebrats
i vertebrats) definint-se millor |'efecte toxic sobre un ecosistema.

Latoxicitat aguda de cada compost es va determinar en diferents espécies d'organismes
seguint els métodes estandarditzats per a cadascuna:
1. Assaig per bioluminiscéncia en bacteris (CEgy 15min) (norma AFNOR T90-320)
2. Assaig d'inhibicio de creixement celtular en microalgues (Cls, 72h) (norma 201
OCDE, 1984)
3. Assaig d'inhibici6 de lamobilitat en dafnies (CEsy 24h) (norma 202 OCDE, 1984)
4. Assaig de toxicitat aguda en peixos (CLs, 48h) (norma 203 OCDE,1992)

En tot test de toxicitat aguda es descriuen dues fases d'experimentaci 6:

la. Assaiq preliminar, per tal de determinar entre quin interval de concentracio es
troben |es concentracions toxiques.

2a. Assaig definitiu, en qué es fan servir una serie de concentracions creixents,
definides per I'interval trobat en I'assaig preliminar, mitjancant les quals es podra calcular la
concentraci6 inhibidora o letal que afecta el 50 % de la poblacio.

3.2.3.1. Bioassaig amb bacteris luminiscents

La utilitzacio d'organismes bioluminiscents com a técnica per a determinar rapidament i de
formafiable latoxicitat de mostres aquoses es va establir fa pocs anysi és una alternativaala
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utilitzaci6 d'animals per assaigs de toxicitat. Aquest assaig ha estat presentat per Microbics
Corporation (Bulich, 1979).

Aquest bioassaig utilitza com a organisme de prova un bacteri mari luminiscent i no patogen
de I'especie Photobacterium phosphoreum. Aquests bacteris emeten [lum com a mecanisme
d'alliberament d'energia, en el curs del seu metabolisme normal. Laintensitat de llum emesa
és, per tant, una mesura de I'activitat metabolica dels bacteris. Quan aquests organismes estan
exposats a una mostra toxica, I'emissié de Ilum disminueix de forma proporcional a la
toxicitat de la mostra. Es un assaig basat en la inhibicié de I'activitat enzimatica de la
luciferina, que és I'enzim responsable de la bioluminiscéncia d'aquests i atres bacteris.

Per a determinar latoxicitat en bacteris luminiscents es va seguir la norma AFNOR T90-320.
El procediment que es va utilitzar esta detallat en I'annex 6 de material i métodes i |'aparell
Microtox model 500 (Microbiocs Coorporation, USA).

A partir de lamesura de llum emesa, es calculalafuncié GAMMA (G) per cada una de les
dissolucions de la mostra, corregida segons el control. Lafunci6 GAMMA éslarelacio entre
laintensitat de Ilum perduda (disminucié de llum) i laintensitat de |lum restant, i, en una
escala logaritmica, segueix unarelacié lineal amb la concentraci6 de la mostra. Aquesta funcié
és un indicador de lainhibicié enzimatica.

GAMMA (G) = ((CRxXIg)-1) /1, :  CR=I4/lg

on: CR: factor de correcci6
I« lum remetent al temps t del control
lo: lum atemps O del control
l,: lum atemps O de la mostra
I: lum atempst de la mostra

Latoxicitat d'una mostra s'expressa com la concentraci6 de mostra que redueix la intensitat
de [lum en un 50 % (G = 1) durant un temps d'exposicié de 15 minuts. Aquesta concentracio
s'anomena concentracio efectiva de la mostra que causa el 50 % de reduccié en I'emissi6 de
[lum (CEx), i depén de latemperatura, del temps d'exposicid i de la naturalesa quimica de la
mostra.

Els cilculsrealitzats per obtenir larectai la CEs, de cada una de les mostres es van fer gracies
al programa Microtox® Software. Per cada un dels suavitzants es van fer quatre repeticions,
obtenint-se quatre CEx, per cadaun d'ells.

En I'assaig de biodegradacio inherent, es va determinar paral*elament la toxicitat en
Photobacterium phosphoreum. D’aguesta manera, podem coneixer |'evolucié de la
biodegradacié del compost i de la seva toxicitat. En aquest cas es va utilitzar el protocol de
Toxicitat Aguda 100 % facilitat per Microtoxa . Per ultim, es va determinar la concentracio
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de tensioactiu cationic que queda en el sobrenadant en cada una de les determinacions de
toxicitat i de COT segons e metode proposat pel Comité Internacional d'Andis de la
Detergencia: Determinacio de Detergents Anionicsi Cationics (veure annex 5 de material i
métodes).

3.2.3.2. Determinacié de la inhibicié del creixement algal

Els procediments en els quals sutilitzen algues son valuosos tant per a determinar la
productivitat primaria d'una aigua com per a assgjar-ne la toxicitat (Cronin i Dearden, 1995).
Les algues son el principal productor en la comunitat aquatica, i per aixo es troben en la base
de les cadenes alimentaries aguatiques (Stauber, 1995; Lewis, 1995a, 1995b; Akolkar i
Trivedi, 1996; Canelai altres, 1998).

El que es pretén amb aquest assaig és determinar quina és la concentracio que inhibeix el 50 %
del creixement de diferents espécies d'agues verdes uniceltulars en un periode de temps
determinat (72 hores). Aquesta concentracié0 sanomena concentracié inhibidora del
creixement i se la designa com Clg, 72h. El principi d'aquest metode és exposar el cultiu en
creixement exponencial de diferents espécies de microalgues a diverses concentracions de
diferents compostos test, en unes condicions de temperatura i fotoperiode constants. La
inhibici6 del creixement es determina en relacié amb un cultiu control sotmés a les mateixes
condicions de temps, temperatura i fotoperiode. La norma seguida per a determinar la Clg, va
ser 201 OCDE (1984).

Per a determinar la toxicitat en algues es van utilitzar les espécies de microalgues d'aigua
dolca: Chlorella vulgaris CCAP 211/11B, Scenedesmus subspicatus CCAP 276/20 i
Selenastrum capricornutum CCAP 278/4, procedents del Culture Collection Algae and
Protozoa (Cumbria, Regne Unit). Aquestes son algues verdes unicel3ulars d'aigua dolca, que
pertanyen a la classe cloroficies, ordre de les clorococcals, familia de les Ooscistacies
(Chlorella i Selenastrum) i familia de les Escenedesmatacies (Scenedesmus). Es caracteritzen
per presentar una paret cel-lular simple, uninuclears amb un Unic cloroplast. Aquestes especies
estan recomanades per alarealitzacié de tests i cultius per tenir un creixement rapid (norma
201 OCDE).

Condicions del cultiu

El creixement dels cultius mare es varealitzar en sistemes de cultiu tancat (Bath Culture) en
flascons de 250 ml amb un volum de solucié de 100 ml. Es va disposar d'un aparell de cultiu
consistent en una camera amb un agitador orbital amb control de latemperatura (22 + 2 °C) i
amb il*uminaci6 continua de 2.500 lux aproximadament. La concentracio inicial de cél-lules
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en els cultius mare va ser aproximadament de 10" c& *ules/ml, com recomana la norma.

Condicions de |'assaiqg

Tant en Il'assaig preliminar con en els assaigs definitius es van utilitzar tubs d'assaig de
borosilicat de 18 x 180 mm com a flascons d'experimentacio. Amb el medi de cultiu (veure la
composicio en I'annex 7 de material i métodes) es van fer les dilucions corresponents per cada
un dels tensioactius provats per a obtenir les concentracions que calia experimentar. El volum
final per cadatub va ser de 10 ml. Cada tub s'inoculava amb un mililitre de cultiu algal en
creixement exponencial en condicions esterils, i Sassolia una concentracio celdular
aproximada de 10° célules/ml.
Condicions d'assaig: Fotoperiode: 16 h llum / 8 h foscor

[1-luminacié: 2.500 luxs

Temperatura: 22 + 2 °C

pH medi: 7,1+ 0,1

Temps d'assaig: 72 h

En primer Iloc es va portar aterme I'assaig preliminar, per cada un dels tensioactius que calia
analitzar, per atrobar I'interval (entre 0,01 % i 90 % d'una solucid inicial) en el qual els
percentatges d'inhibicio del creixement anaven de 0 a 100 %; a partir d'aguests resultats es va
fer I'assaig definitiu. En I'assaig definitiu es van disposar de tres tubs d'assaig per concentracio,
i esvaprovar com aminim sis concentracions. Es van realitzar quatre repeticions per cada un
dels compostos. Cada una de les repeticions es va contrastar davant d'un blanc (100 % de medi
de cultiu) (sistubs en cada repeticio).

Calculs realitzats

Després del periode d'assaig (72 hores) es va determinar lainhibici6 del creixement de cada
tub per comptatge cel-lular, utilitzant una camera de Neubauer. A I'inici de |'assaig es van
comptabilitzar el nombre de cél-lules inoculades en tres dels blancs, i es va considerar la seva
mitjana com el valor inicial de cél-lules per cada un dels tubs.

Els valors obtinguts compresos entre el 10 % i el 90 % d'inhibicio, es van representar respecte
al logaritme de la concentracié de cada un, i es va calcular unarecta de regressio a partir de la
gual esvadeduir laClg, 72h.

Els valors d'inhibici6 de creixement per a representar les rectes es van calcular de la manera
seguent:
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Nre total de cél-lules (NTC):

NTC = nre. Cél»ules comptades x Kn x 1.000

1 . -
Kn = * dil*ucio

B Volum dels quadres comptats
Volum d’ un quadre = 0,0625 mm® x 0,2 mm =0,0125 mm?®

Creixement cel-lular: ésladiferencia entre el nombre de cél-lules a fina del'assaig i €l

nombre de cél-lules en el temps 0.
Creix. cel.: nrecel 72h - nrecel. Oh

Percentatge d'inhibicié del creixement: aquest percentatge es calcula com la

diferenciarelativa entre el creixement cel*ular del control i el del suavitzant assgjat.

Creix.cel.. - Creix.cel .
% =% Y4 ¥ ¥a—* 100
Creix.cel..

Per al'obtenci6 de la Cls, 72h es va utilitzar el model logit o regressi6 |ogistica, obtenint-se
també els marges de confianca per a aquesta concentracio.

3.2.3.3. Determinacio de la inhibicié de la mobilitat en Daphnia magna:

El fonament d'aquest assaig és determinar la concentraci6 en la qual, en 24 hores, immobilitza
e 50 % de les dafnies. Aquesta concentracio, anomenada concentracié inhibidora de la
mobilitat, es designa per CEs, 24h. Per alarealitzacio del test es va seguir la norma 202
OCDE (1984).

El cladocer d'aigua dolca, Daphnia, conegut com a puca d'aigua, s'utilitza com a organisme
dassaig de toxicitat en aigua dolca. Pertany a la subclasse dels branquiopodes, familia
Daphniidae, de la classe crustacis. L'espécie utilitzada va ser la Daphnia magna (Strauss,
1820) obtinguda per partenogeénesi i de midatal que travessen un tamis de 800 um de mallai
gueden retingudes en un altre de 375 um; es considera que assol eixen aquesta mida a les 24
hores de vida.

Condicions del cultiu

Per al cultiu mare de les dafnies es van fer servir tancs de 20 litres i les condicions de cultiu

van ser: Temperatura: 20°C + 2
Fotoperiode: 16 h 1lum/8 h foscor
pH: 8,0+0,2
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Cada 5 dies shi afegien 5 ml de soluci6 nutritiva (0,75 g d'extracte de carn + 0,75 g de glucosa
en 50 ml d'aigua destil-lada).

Condicions de |'assaig

Per arealitzar |'assaig preliminar es van utilitzar nou concentracions compreses entre el 0,01
% i el 90 % (ambdds incloses) de una solucio inicial de cada un dels compostos que calia
analitzar. En cadatub safegeixen cinc individus.

Lasolucid inicial de cada compost es vafer a partir d'una concentracié inicial de 1 g/l de cada
unade les emulsionsi microemulsions, i esvan diluir en aigua de dilucio per dafnies (veure-ne
la composicio en I'annex 8 de material i métodes).

L'assaig es va controlar mitjancant dicromat potassic (K,Cr,0;) del qual es coneix la CExg,
24h =0,9-1,5 mg/l.

Condicions de l'assaig:
Temperatura: 20 °C + 2
Llum: 24 hores de foscor.

Al cap de 24 hores d'haver comencat I'assaig es van quantificar les dafnies que encara estaven
mobils. Les dafnies que eren incapaces de desplacar-se dins dels 15 segons posteriors d'haver-
se agitat el tub es van considerar immobils. D'agquesta manera es determina l'interval de
concentracions que fa variar el percentatge de immobilitzacio de 0 a 100 %.

L'assaig definitiu permet avaluar els percentatges de dafnies que sé6n immobilitzades en 24
hores per, com a minim, sis concentracions diferents dels compostos que cal analitzar i deduir,
per interpolacio, la CEs, 24h.

Per cada concentracié es van fer servir quatre tubs, com també per al blanc (100 % aigua de
dilucid), i esvan fer quatre répliques de cada assaig. Les condicions van ser les mateixes que
per al'assaig preliminar.

Calculs realitzats

El percentatge d'immobilitzacié (P) per a cada concentraci6é es va calcular a partir de la
seglient equacio:
P=100-5x (n; +n, +ng +n,)

sent n;, n,, n,in, el nombre de dafnies mobils dins de cada tub per cada concentracio.

Per al'obtencié de la CEs, 24h es va utilitzar el model logit o regressio logistica, obtenint-se
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també els marges de confianca per a aquesta concentracio.

3.2.3.4. Assaig de toxicitat aguda en peixos

Els tractaments aguts de les mostres per al'obtencio de la CLg, 96h es van realitzar amb
I'espécie Oncorhynchus mykiss (Walbaum) (Teleostei; Salmonidae). Aquesta espécie esta
recomanada per alarealitzacié d'aquest tipus d'assaig per la seva alta sensibilitat davant
diversos compostos quimicsi per ser representativa dels cursos fluvials. A més, és de facil
obtencid i manteniment en condicions de laboratori.

Condicions d'estabulacio

Els animals utilitzats procedien de |la piscifactoria d'engreix de I'Alt Urgell, Moli Vell (Pons,
Lleida), i presentaven una mida de 10-12 cm de longitud. Es van tenir durant dues setmanes
en aclimataci6 abans de comencar |'assaig. L'aclimatacié de les truites es va fer en tres tancs
de 500 | de capacitat. L'aigua utilitzada va ser de la xarxa declorada, i diluida amb un 10 %
d'aigua destil-lada fins a obtenir les condicions seglients

Condicions de |'aigua: Duresa total: 300-340 mg/l;
pH: 7,8+ 0,1
Temperatura: 14+ 1 °C

Condicions de |'assaiqg

Els assaigs es van dur a terme seguint la norma 203 OCDE (1992).

Durant el tractament agut (96 hores) els animals no van ser alimentats, i el medi va ser
renovat totalment ales 48 hores d'haver comencat |'assaig (assaig semiestatic).

En primer lloc es va realitzar l'assaig preliminar, utilitzant cinc animals per cada
concentracio, i posteriorment |'assaig definitiu amb deu individus per tanc. El volum d'assaig
vaser de 20 litres, i les condicions d'assaig: temperatura: 15+ 1°C

fotoperiode: 12 horesllum/ 12 hores foscor

aireig continu

Calculs realitzats

Esvafer el seguiment diari del nombre d'individus morts per a obtenir la mortalitat acumulada
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durant tot el periode d'assaig. Amb el nombre total d'animals morts a les 96 hores es va
determinar la CLs, 96h.

Per al'obtenci6 de la CLs, 96h es va utilitzar el model logit o regressié logistica, obtenint-se
també els marges de confianca per a aquesta concentracio.

3.2.4. METODES ESTADISTICS

Com ja s han referit al descriure els métode d' assaig de cada una de les espécies, s’ han utilitzat
com indicadors de la toxicitat 1a CEs, (concentraci6 efectiva: Photobacterium phosphoreum,
Daphnia magna), Clg (concentracié inhibitoriaz Chlorella vulgaris, Scenedesmus
subspicatus, Selenastrum capricornutum) i CL g, (concentracié letal: Oncorhynchus mykiss).
Aquests parametres representen la concentracio en la que s'obté un 50 % de la resposta que es
mesura, poguent ser comparables entre ells.

Existeixen varis models matematics per a avaluar la toxicitat i e modd Logit n'és un
(Agresti, 1996). En aquests models es designa com a p la probabilitat de que es doni una
determinada resposta en una proporcid dindividus, aquest p és funci6 duna variable
d'exposicié x (logaritme de la concentracid). Es denomina concentraci6 efectiva mitja, CEsg,
(Clsy 0 CLg) quanp = 0,5.

El model logit, o de regressio logistica, larelacio entre p i x ve donada per: logit (p) = a + bx,
on lafuncié logit és: logit (p) = log (p/1-p). Quan p = 0,5, x = log (CEs), i per tant CEg, =
exp(-a/b). Els calculs per a obtenir les rectes logit es van fer amb el programa estadistic SPSS
8.0 per a Windows.

La comparaci6 de les CEs,/Clg,/CLs, de cada una de les especiesi els seus respectius marges de
confianga calculats per logit, pot ser suficient per a valorar les toxicitats de cada suavitzant
en condicions similars (Conney, 1995; Ellersieck i La Point, 1995; Rand i altres, 1995).

Tanmateix, per alarepresentacio grafica de les rectes sha utilitzat laregressio lineal entre els
percentatges de resposta de cada una de les espéciesi €l logaritme de la concentracio.

Per analitzar i comparar latoxicitat dels diferents suavitzantsi I’ efecte de I’emulsié i de la
microemulsié en cada una de les espécies s’ ha aplicat el metode de I’ ANOV A amb dos factors
fixes (factor A amb dos nivells: emulsié i microemulsié; factor B, els suavitzants, amb cinc
nivells: DSDMAC, DSEMAMS, DSCEEMAMS, DSAEMIMS i DAAIMS; resposta: log CEsy,
Clg, 0 CL 55 segons especie) i quatre repeticions, utilitzant els intervals de confianca 0,95 per
aidentificar el comportament dels subgrups homogenis per als nivells de cada factor (els
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subgrups homogenis estan formats per aquells intervals que se solapen). Per a Oncorhynchus
mykiss, atés que Unicament es té un sol valor per a cada assaig, no es pot fer I’ANOVA per a
aguesta espécie; tanmateix s han utilitzat les representacions grafiques per a explicar e
comportament dels suavitzants en aquesta espécie. La variable resposta és el logaritme de
CEsy, Cls i CLsgg, atés que, fent un estudi preliminar es va observar que aquesta transformacio
validava les suposicions de I’ANOVA (Normalitat i Homoscedasticitat). No obstant aixo, es
varealitzar I’analisi de residus de les diferents ANOVA, amb la qual cosa es van validar
aguestes supaosicions com es pot veure en laFigura 6.

També sha utilitzat I’ANOVA amb tres factors (factor A amb dos nivells. emulsio i
microemulsio, factor B (suavitzants) amb cinc nivells: DSDMAC, DSEMAMS, DSCEEMAMS,
DSAEMIMS i DAAIMS; i factor C (especies) amb 6 nivells: Photobacterium phosphoreum,
Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus, Selenastrum capricornutum, Daphnia magna i
Oncorhynchus mykiss) i quatre repeticions (excepte Oncorhynchus mykiss), per poder
analitzar i comparar globalment el comportament de les sis espécies en front els suavitzants
emulsionats i microemul sionats.

Per al'andlisi de 'ANOVA sha utilitzat el programa estadistic STATGRAPHICS 6.1.

a) b)
Analisi probabilistic Normal
residus Analisi de residus percentatge acumulat
0,23 |- 99,9 f: : ; ;
S ] Y
013} 95 :
- 80 |: e : :
003l 50| it A ]
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007 d g 51
. . : . | . . 1 - . . .
017 B o i 01 {; - P Lo R .
020206 1 1,4 18 272 -0,17 -0,07 0,03 0,13 0,23
valors predits residus

FIGURA 6: Representacio de la validacio de la transformaci6 de les dades per a comprovar
que segueixen les suposicions de I’ANOVA (Normalitat i Homoscedasticitat). Amb I’ Analisi
deresidus (a) validem la homogeneitat de les variancies, i amb I’ Analisi probabilistic Normal
(b), lanormalitat. (ANOV A amb tres factors).
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