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1. INTRODUCCIO

1.1. Els compostos organics persistents i I’evolucié humana.

Una conseqiiéncia inherent a l'evolucié i el progrés al llarg de la historia és la
contaminacié ambiental actualment. La industrialitzacid, la millora tecnologica, I'Gs energétic i
de recursos han provocat la introduccié de compostos antropogenics al medi, causant aixi
grans impactes ambientals. Molts d’aquests contaminants, generen impactes no només en

I'origen de I'emissio siné que també es globalitzen provocant problematiques a escales globals.

Una gran part d'aquestes substancies produides per les activitats antropogéniques
esmentades tenen desti final el medi aquatic. Dins d’aquesta gamma de substancies, els
Contaminants Persistents Organics (COPS o POPs, persistent organic pollutants) han cridat
molt l'atencié en estudis de contaminacid, ja que per les seves caracteristiques fisico-
guimiques els fan resistents a la degradacio, i sén altament persistents en I'ambient, pel que
tendeixen a bioacumular-se i a biomagnificar-se al llarg de la cadena trofica fins a nivells
preocupants. Els COPs estan representats per dos importants subgrups de compostos: a)
Hidrocarburs Halogenats, grup en qué s’inclou els bifenils policlorats (PCBs) i els plaguicides
organoclorats; i b) els Hidrocarburs Aromatics Policiclics. Gracies a les propietats fisico-
guimiques dels COPs, l'efecte d’aquests sobre els ecosistemes no es dilueix, sind que es
transfereix d'un lloc a un altre mitjancant el transport atmosféric, majoritariament. Diversos
estudis han demostrat el caracter global dels COPs amb la seva preséncia en llocs remots com
I'Artic, 'Antartida i regions d’alta muntanya (Ilwata et al. 1993, Fernandez et al. 2000, Grimalt et
al. 2001, Vives et al. 2004). Un cop introduits en el medi ambient poden provocar efectes

nocius cronics perque els sistemes enzimatics dels organismes no sén capacos de tractar-los.

La gran Us dels COPs va provocar la seva utilitzacié massiva a mitjans del segle XX.
Tot i que, les primeres evidéncies del dany que estaven provocant aguests compostos
organoclorats va ser I'any 1962 amb la publicacio del llibre “La Primavera Silenciosa” de Rachel
Carson als EE.UU, on posava de manifest que el DDT era el causant d'un decreixent de la
poblacié en la fauna salvatge. A partir d’'aquesta data, varen comencar a relacionar alguns
catastrofes toxiques amb aquests compostos, com per exemple I'anomenada “malaltia de
Yusho” a Japé al 1968, causada per consum continu d'arrdos contaminat de bifenils policlorats
(PCB) i de Dibenzofurans policlorats (PCDFs), com a conseqiiéncia de la bioacumulacié
d’aquests contaminants. Aquests incidents augmenta la consciéncia sobre la problematica que
poden causar I'is d’aquests compostos, i es va iniciar un periode de restriccié i prohibicié dels

COPs que continua fins a I'actualitat.

Un dels destins dels COPs és el medi mari, als oceans i mars d’arreu del mén

mitjancant la descarrega dels rius, I'escorrentia superficial, els abocaments puntuals, les
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descarregues d'aiglies o el transport atmosferic (Kennish 1997). El 80% de les descarregues
deriven de les activitats desenvolupades a terra (UNEP/MAP 2001b). Els sediments del fons
mari solen ser el desti final de molts d’aquests contaminants. El mar es troba molt impactat per
I'espécie humana, sol ser el desti final de molts dels residus urbans i industrials. Les zones
costaneres son les arees més deteriorades, trobant zones altament modificades i amb una
pérdua important de qualitat de les aiglies i els seus recursos; ja que és on es troben un major
aprofitament energétic dels recursos naturals i també d’'activitats ludiques. En les zones litorals,
tot i que només suposen el 10% de la superficie total, és on produeix el 99% de la pesca.
D’altra banda, les zones de mar obert no estan exemptes de contaminacié, pero I'elevat efecte
de dilucié fa que les concentracions siguin més baixos, normalment insuficients per causar
impactes significatius en aquests ecosistemes (McIntyre, 1992). Contrariament, les arees
costaneres son sistemes generalment caracteritzats per baixos intercanvis d’'aigua i una baixa
capacitat per assimilar la contaminacid, de forma que les substancies toxiques poden perdurar

llarg periodes de temps, afectant a la fauna i flora de I'ecosistema.

Molts aspectes com l'origen, el transport, 'acumulacié i la toxicitat dels COPs a escala

global sén encara bona part desconeguts.

El present projecte es troba a dins de Programa de Biomare, on pretén identificar i
analitzar aquests compostos en la complexa matriu dels peixos. L'espécie escollida és Citharus
linguatula, capturades per aquest grup d’estudi I'any 2006, perqué esta distribuida a través de
la costa Mediterrania i perqué que viu amb contacte amb els sediments. Com a zona d’estudi
s’escolli dues zones de la Mediterrania parescudament de diferent contaminacié antropogénica:

la costa del port de Barcelona i a la de Blanes, zona menys impactada.

1.2. Contaminants Organics Persistents (COPSs)

1.2.1. Compostos organoclorats.
Els Contaminants Organics Persistents s6n compostos quimics toxics que han

esdevingut contaminants ubics; i sén resistents a ser degradats quimicament, bioldgicament o
fotoliticament un cop alliberats al medi. No obstant, cada grup d’aquests compostos van ser
sintetitzats amb diferents finalitats, usat en diverses localitats i s’ha distribuit arreu del planeta
governat per les seves propietats fisico-quimiques, que sén les que els fan forca perillosos per
la viabilitat de certs ecosistemes i per la salut humana. Els COPs comparteixen entre si quatre

caracteristiques basiques (Conveni d’Estocolm, 2001; Vallack et al. 1998):

1) La toxicitat és elevada, és a dir, sén substancies amb propietats que poden danyar

els organismes vius i que tenen com a reservori final el medi natural. La toxicitat poden variar
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segons el nimero de clors de la molécula i de la posicié on es trobin. Aquests sovint poden ser
perjudicials per als éssers vius encara que es trobin en una quantitat molt més petites que les
necessaries per a produir un enverinament agut, fet que es coneix com a toxicitat cronica.
Aquests efectes normalment es deuen a una pertorbacié menor que en alguna de les funcions
dels organismes; la qual pot arribar a ser tant greu amb el temps com per arribar a afectar a tot
I'individu, sobretot si aquest és exposat a la substancia toxica durant un cert periode de temps.
Tot i que es poden donar efectes greus amb exposicions relativament curtes (tumors, trastorns
gue afectin als materials genétic de les cel-lules, defectes de naixement, canvis metabolics, de
comportament, canvis hormonals, immunodepressi6...), en general el risc augmenta amb

I'exposicio.

2) L'elevada persistencia que tenen els COPs els fa molt resistent en el medi ambient
un cop s’han introduit en les plantes i animals; per tant, assegura la seva presencia durant un
llarg interval de temps en un organisme o en 'entorn. La persistencia depen del nimero de clor
gue tingui la molécula i de la seva posicié. Degut aix0, aquests contaminants presenten uns
elevats temps de vida mitja (ty). Resisteixen els processos de degradacioé fotolitica, quimica i
bioldgica, de manera que s6n molt estables en el medi ambient. La persisténcia dels COPs no
només depéen del compost en si, siné també de les caracteristiques de I'ambient. D’aquesta
manera, factors com la temperatura, el pH, la intensitat luminica, la concentracié de radicals
OH i la degradaci6 microbiana poden condicionar el temps de vida mitja. EI Conveni
d’Estocolm (veure apartat 1.2.4 del projecte) estableix el criteri de que seran persistents
aquelles substancies amb un ty;, (temps de vida mitja) en I'aigua major de 2 mesos i un ty» en
sol major a 6 mesos. Les substancies amb un ty, en I'aire major a 2 dies es considera amb
potencial per al transport de llarga distancia.

En I'ambient,

3) La capacitat de biocumular-se en els teixits adiposos causa l'augment de la
magnitud de la concentracié del compost i la capacitat de biomagnificar-se a mesura que
avanca en la cadena trofica, on les concentracions d’'aquestes substancies poden augmentar
en factor de varis de milers o milions a mesura que es mouen cap a nivells superiors de les
cadenes. Aix0 és degut a la seva solubilitat en els lipids, que alhora ve determinada per la alta
hidrofobicitat. Per mesurar-la, s'utilitza el coeficient de reparticié octanol-aigua (Kow), que
reflecteix la tendéncia del compost a associar-se amb els lipids respecte a la d'associar-se amb
I'aigua. Aixi, com més gran és aquest coeficient, més afi és el compost als lipids que a l'aigua.
Els COPs acostumen a tenir un logaritme de Kow superior a 5, aquests es consideren com a

substancies bioacumulables (Conveni d’Estocolm, 2001)

4) La capacitat per a ser dispersats atmosfericament llargues distancies des de
I’area d’aplicacié ve definit segons la seva semivolatilitat. Aquesta caracteristica els hi permet
ser transportats a llargues distancies, condensar en les regions més fredes i passar facilment

en I'atmosfera quan es troben exposats a I'ambient i, per tant, es troben per tot el planeta,
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independentment del lloc originari. Com més fred és el clima, menor tendéncia d’evaporacié
dels COPs, acumulant-se en regions com I'Artic. Aquesta gran mobilitat dels COPs explica la

seva ubiquitat.

Encara que existeixen algunes fonts naturals d'aquests compostos, la major part
d'aquestes substancies s’originen de fonts antropogeniques associades a la fabricacio, Us i
eliminacié de determinats productes quimics. Alguns d’aquests han estat utilitzats extensament
com a plaguicides durant molt temps (aldrin, clorda, DDT, dieldrin, endrin, heptaclor, etc.) o
com a additius en una varietat d'aplicacions industrials (PCBs, hexaclorobenzens, etc). Altres
COPs es generen com a subproductes no intencionals en qualsevol procés de combustio, els
PCDDs i PCDFs. Aix0 fa que sigui extremadament dificil avaluar els nivells alliberats al
ambient.

A continuacié es descriuran els contaminants organoclorats estudiats en el present

projecte.

1.2.1.1. Hexaclorbenze (HCB)

L'estructura molecular de 'HCB esta formada per un anell de benzé amb sis
substitucions de clor (Figura 1). Es facil de preparar a partir de benze i clor. Aquest compost és
determinat per una alta solubilitat en lipids, persisténcia i toxicitat. La seva vida mitja (ty») en
'aire ha estat determinada al voltant de 2 anys i en els sediments entre 2,7 i 22,9 anys,
sotmesos a processos de degradacié aerobica i anaerobica (Mackay et al., 2006). Aquesta
persistencia , combinada amb un alt coeficient de particié (log Kow entre 3,03 i 6,42), doten
d’aquesta substancia una elevada capacitat de bioacumulacié i, junt amb la seva semivolatilitat

fan que pugui ser transportada llargues distancies (Barber et al., 2005).

Cl Cl

Cl Cl

cl Cl

Figura 1. Estructura quimica de 'HCB

S’acumula en els sediments aquatics i esta subjectada a biomagnificacié. Aixo
suggereix que la biota bentdnica, com és el cas del Chitarus linguatula; i aquells dels majors
nivells trofics sén els més probables a estar exposats a majors concentracions de HCB i tenir
major risc dels efectes adversos sobre la reproduccidé i cancer. Aquest contaminant pot
degradar-se per reaccions fotoquimiques a l'atmosfera i al medi aquatic i anaerobicament

mitjancants descloracions reductives (Chen, 2000).

Aquesta molécula no té lloc de forma natural. Va ser utilitzada en principi com a

pesticida i com a fungicida pel tractament de llavors; i també es genera de forma no
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intencionada industrialment a partir de la fabricacié d’altres pesticides, de dissolvents organics
o d'altres productes clorats; i en la combustié dels residus solids urbans. Actualment, és un
compost prohibit com a producte directe a la majoria de paisos de la Unié Europea a partir del
Convenni de Rotterdam. Actualment, encara es genera globalment unes 22,7 tones/any, tot i
gue només representen entre un 70% i un 95 % menys de les emissions de 1970 (Barber et al.
2005).

Quan I'HCB és metabolitzat en organismes vius, normalment es creen metabolits toxics
durant el procés. Alguns efectes sobre la salut caracteritzats amb I'exposicié a 'HCB son:
lesions cutanies fotosensibles, hipermentacio, colics, porfiria, debilitat extrema, disrupcié
estrogénica, carcinogeniciitat en animals, immunodepressio, etc. També s’ha relacionat amb
cancer de tiroides i teixit conjuntiu (Grimalt et al. 1994). La L’Agéncia Internacional per la

Investigacio del Cancer (IARC) ha classificat a 'THCB com a possibles carcindogens en humans
(grup 2B).

1.2.1.2. Hexaclorciclohexans (HCHS)

La formula empirica dels HCHs és de C¢HsCls. Dels vuit isomers existents (a, B, y, 0,€,
¢,n,8), només son quimicament inerts els isomers a, B, y, 6,&. Dins d’aquests, n’hi n’ha tres que
es detecten al medi ambient i s6n forca destacables pel seu Us com a insecticides (Figura 2,3 i
4): I' a-hexaclorciclohexa (a-HCH), el B-hexaclorciclohexa (B-HCH) i el y-hexaclorciclohexa (y-

HCH), també anomenat linda, que va ser el substitut del DDT quan fou prohibit.

i d o]
Or""’o Cl \ _-5}
Cllhee e
™ iy : S
a (_:] O:? d
Figura 2. a-HCH Figura 3. B-HCH Figura 4. y-HCH

Tots els isomers del HCH, excepte y-HCH, tenen una solubilitat elevada en I'aigua i una
moderada pressi6é de vapor (Mackay et al. 1992). De manera que normalment els trobem en la
fase gasosa o dissolts en la columna d’aigua (Bidleman, 1998). Gracies a aix0, i que solen
presentar una vida mitjana llarga poden persistir en I'aire durant llarg temps i poden mobilitzar-
se llargues distancies depenent de les condicions atmosfériques. En el sol, els sediments i
I'aigua, el HCH és degradat a substancies menys toxiques per algues, fongs i bactéries, pero
aquest procés pot durar molt de temps. L'alta persisténcia és més accentuada en l'isomer B-
HCH (Mackay et al, 2006).

Els hexaclorciclohexans foren sintetitzats per primera vegada I'any 1825 per Faraday.
Després de la 2a Guerra Mundial, es van utilitzar en les aplicacions agricoles pel control dels

mosquits. Pero, a partir dels anys setanta va quedar restringit el seu Us a consequliéncia d’'uns
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estudis on provaven la seva alta toxicitat i la seva tendéncia a bioacumular-se. Tot i aix0, en

alguns paisos de Nord America i Europa el linda segueix vigent (Walker et al., 1999).

Tots els isbmers mostren toxicitat aguda en mamifers, i poden produir alteracions del
fetge i el rony6. L'isomer B-HCH predomina als teixits i fluits dels animals, inclosos els humans;
mentre que els isdmers a-HCH i y-HCH sén majoritari a I'aire i I'aigua (Walker et al., 1999). La
IARC ha classificat a tots els isomers de 'HCH dins del grup 2B. La EPA (Agéencia de
Proteccié del Medi Ambient en EE.UU.) ha determinat que hi ha evidéncies que suggereixen
que el linda és carcinogen, pero I'evidencia és insuficient per avaluar la possibilitat de que
produeixi cancer en els éssers humans. L'EPA, també prediu que l'isomer B-HCH presenta

activitat estrogénica (Walker et al., 1999).

1.2.1.3. Diclorodifeniltricloroeta (DDT) i els seus derivats
El diclorodifeniltricloroeta (DDT) és un insecticida de color blanc cristal-li, insipid i

practicament inodor, i no es té coneixement de cap font natural. Generalment el terme DDT es
refereix a [lisomer pp-DDT (1,1,1-tricloro-2,2'bis(p-clorofenil)eta (C14HgCis5)(Figura 5).
Normalment, es tractava de barreges comercials que contenien com a producte majoritari el
p,p’-DDT (amb un 70% del total), amb l'isomer o,p’-DDT d’'un percentatge entre un 15 i 20%,

juntament amb algunes impureses (Venkatesan et al., 1996).

Cl Cl
Cl

cl cl

Figura 5. Estructura quimica del p,p-DDT

El DDT fou sintetitzat per primera vegada a finals del segle XIX, perdo no va ser fins
'any 1939 que van ser descobertes les seves propietats com a biocida, descobriment per part
de Pul Muller que li atorgaren el premi Nobel de medicina fisiologia, com a reconeixement a la
gran quantitat de vides humanes que havia salvat el DDT després de la 2a Guerra Mundial. Va
ser molt efectiu pel control d'insectes propagadors del tifus, la malaria o la febre groga. En
I'agricultura es comenca a aplicar a finals dels anys 40 per acabar amb les plagues d’insectes
dels cultius. La seva gran efectivitat provoca una utilitzacié massiva i indiscriminada d’aquest
insecticida; fet que provoca que algunes poblacions d’insectes es tornaren resistents al DDT.
La produccié acumulativa mundial del DDT es creu que es situa al voltant dels 4500 milions de
tones, on la gran part (aproximadament un 78%) es van produir a I'época prévia al 1975 (Li i
McDonald, 2005). A inicis dels anys 70 van comencar a apareixer sospites i regulacions d'ds en
paisos desenvolupats. En estudis s’hi havia observat una elevada persistencia en el medi

aguatic, una capacitat de bioacumulacié en els organismes, l'evidencia mutagénica i la
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resisténcia que mostraven alguns insectes amb el DDT (Carson, 1969) provocava la seva
prohibicié. Actualment, encara és present el seu Us en alguns paisos per controlar la malaria

com l'india, Méxic o alguns del continent Africa.

ElI DDT té un temps de semivida d’'un any a l'aigua, de 9 anys als sediments i de 16 en
els sols (Mackay et al. 2006), convertint-se aixi en una font d’exposicié a llarg termini. Moltes
especies metabolitzen el p,p’-DDT eliminant un Cl i un H en forma d’acid clorhidric (HCI), en un
procés anomenat dehidroclorinacio, resultant com a producte el p,p’-DDE (diclordifenil
dicloetilé) (Figura 6), que és la forma principal en qué s’emmagatzema (Lund, 1998). També es
pot crear per altres tipus de degradacié no bioldgica. D’altra banda, el p,p’-DDT es transforma
en p,p’-DDD (diclordifenil dicloreta)(Figura 7) mitjancant una descloracioé reduida, on es difereix
només un atom de clor del grup —CCl; substituint-lo per un atom d’hidrogen (Aislabe et al.,
1997). Aquest compost té unes caracteristiques molt semblant al p,p’-DDT, que déna
possibilitat d'utilitzar-lo com a insecticida; mentre que el DDE aixd no és possible per

I'existéncia del doble enllag (C=C) i per ser pla.

cl cl cl cl

Figura 6. p,p’-DDE Figura 7. p,p-DDD

Finalment, el metoxiclor (Figura 8) és una molécula ideada pels cientifics com a
homoleg del p,p’-DDT, de forma i grandaria similar, i que conseqglientment presenta unes
propietats insecticides semblants, tot i que la capacitat de bioacumulacié no és comparable. Els
atoms de clor en posicié para del p,p’-DDT sén substituits per grups metoxi- (-OCHs), els quals
sén, aproximadament, de la mateixa grandaria que el clor. Aquests reaccionen i donen lloc a
productes solubles en aigua, que no només es degraden en el medi ambient, siné que els
organismes els excreten enlloc d’acumular-los. El metoxiclor s'utilitza encara ampliament en
alguns paisos, tant pel control de mosques i mosquits tant a nivell domestic com agricola.

Cl
cl Cl

Figura 8. Estructura quimica del metoxiclor
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El p,p’-DDT i els seus derivats sén compostos molt solubles en lipids i altament
hidrofobics (log Kow>6) (Mackay et al.,, 2006), mostrant una elevada tendéncia a ésser
bioacumulats en els organismes i ser biomagnificats en la xarxa trofica. Els DDT presenten una

elevada toxicitat en vertebrats i inevertebrats (Walker, 2001).

Com a efectes sobre la salut s’ha observat un increment significatiu de mortalitat per
malalties cerebrovasculars en treballadors involucrats en la producci6 de DDT, caracter
immunodepressor, efectes de disrupcié estrogénica, i alta toxicitat en peixos i ocells. També
s’ha observat efecte carcinogen del DDT i dels seus derivats, tot i que alguns estudis no sén
concloents (Turusov et al., 2002). Tot aix0, ha portat a la IARC a classificar el DDT com a

possible carcinogen pels humans (grup 2A).

1.2.1.4. Ciclodiens clorats

L'Aldrin, el Dieldrin, I'Endrina, I'Heptaclor, I'Heptaclor epoxid, I'a-endosulfa i el B-
endosulfa sén plaguicides que formen part del grup de ciclodiens clorats. La majoria d’aquests
es van comercialitzar, pero, actualment també es troben prohibits o limitats en molts paisos. Tot

i aix0, encara estan disponibles en alguns llocs. No se’ls coneix cap font natural.

Van arribar al mercat al voltant de I'any 1950, amb l'Aldrin i el Dieldrin. Ambdés s6n
empleats com a insecticides i sén d’estructura molt semblant. De fet, el segon és es forma per
gualsevol tipus de degradacié del primer. Aquesta conversié, produeix un compost molt més
persistent mediambientalment que el seu precursor. Es va utilitzar ampliament en paisos

tropicals per controlar la mosca tse-tse, i encara s'utilitza a molts paisos per matar termites.

e a
]
o] d
a = Td “
o
o) A

Figura 9. Aldrin Figura 10. Dieldrin

L'Endrin és un rodenticida i insecticida per plantacions de cotd, arros i blat de moro, de
toxicitat més elevada que els dos anteriors. Tal és la seva toxicitat que fins i tot, també s'utilitza

com a plaguicida per ocells.
cl cl

cl

Figura 11. Endrin
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L'Endosulfa s'utilitza extensivament encara com a insecticida a tot el mén, tant per
aplicacions domestiques com agricoles. També s'utilitza com per a la preservacié de boscos.
No obstant, la seva bioconcentracid i persisténcia ambiental és molt menor que la dels altres

ciclopentadiens. L'a-endosulfa i el B-endosulfa sén els dos isdbmers més importants.

Cl
cl Cl

0
4

—=5

0
0—S=q Cl Cl /

H 0

Figura 12. a-endosulfa Figura 13. B-endosulfa

L'Heptaclor és un termicida i insecticida empleat en cultius, mentre que I'Heptaclor
epoxid és el metabolit o producte de degradacié que es forma un cop s’allibera al medi

ambient.

Cl | Cl
cl ¢
Cl cl cl
Cl
Cl - cl
Cl 0
Figura 14. Heptaclor Figura 15. Heptaclor epoxid

1.2.1.5. Bifenils policlorats (PCBs)

Els PCBs s6n compostos clorats, derivats del bifenil. A partir d’aquesta estructura i
substituint els hidrogens radicals per clors es poden aconseguir fins a 209 combinacions, que
corresponen als 209 PCBs classificats per la IUPAC (“International Union of Pure and Applied
Chemist”), segons el sistema proposat per Ballchmiter i Zell (1980) en la que s’assigna a cada
isomer un namero sistematic de I'1 al 209 en funcié del nimero de substitucions clorades i de
la seva posicié a I'anell bifenil. Els PCBs tenen com a férmula general C;,H;0.,Cl,,, on “n” varia
entre 1i 10 (Figura 16).

Algunes de les caracteristiques dels PCBs que els hi ha fet interessant des de un punt
de vista comercial és que quimicament sén inerts i facils de cremar, solen trobar-se en estat
liquid, amb pressions de vapor baixes, tenen un cost molt baix de produccié i sén uns bons

aillants eléctrics.
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Figura 16. Estructura genérica dels PCBs

Normalment, el grau de cloracid6 (1-10 clors) és directament proporcional a la
liposolubilitat (augment de la constant octanol-aigua) i a I'adsorcié, mentre que és inversament
proporcional a la solubilitat en aigua, a la volatilitat i la biodegradacio. (Vallack et al., 1998;
Mackay et al, 2006). La seva persisténcia i la capacitat de bioacumulacié/biomagnificacié
augmenta, també, amb el grau de cloracié i amb la posicié6 d’aquests atoms. Els compostos
més persistents solen ser aquells que tenen almenys un o dos clors en la posicié orto- (les
guatre posicions 2,2’ i 6,6’, és a dir, les colindants amb I'enllag que uneix els dos anells
benzémics). En 'ambient, els PCBs es solen associar amb els components organics dels sols,
als sediments i als teixits biologics; o amb el carboni organic dissolt en sistemes aquatics. L'alta
persistencia de molts dels PCBs, combinada amb els elevats factors de partici6 de nombrosos
isomers (log Kow entre 4,3 i 8,26) provoquen la facilitat de bioacumulacié que tenen, i
'augment de l'estabilitat afavoreix el seu transport a llarga distancia mitjancant el transport
atmosferic. Els PCBs poden degradar-se fotoliticament, provocant una deshalogenaci6 del
bifenil (Lores et al., 2002), o ho poden fer biologicament mitjancant una descloracié
progressiva, hidroxilacié, obertura del sistema bifenilic i finalment I'oxidacié d'aquest CO,
(Hardman, 1991).

Els bifenils policlorats foren sintetitzats per primera vegada per Schmidt i Schultz en
1881 i es comencaren a comercialitzar en els anys 20, basicament com a mescles complexes
de congeneres i, de vegades, juntament amb altres compostos policlorats. S'utilitzaven
massivament en varietat d’'usos industrials, incloent la funcié de dieléctrics en transformadors,
com a liquids d'intercanvi de calor, com additius en pintures, en paper de copia sense carboni i
en plastics. Els primers estudis alarmants de la seva presencia foren a finals dels anys 60
(Jensen et al., 1969); i actualment es troben en prohibicié des de finals dels 70, malgrat que la
substancia perdura encara en Us en molts transformadors eléctrics que encara estan en servei.
S’estima que la produccié global s’ha produit al voltant de I'ordre de 1-2 milions de tones (de
Voogt i Brikman, 1989); no obstant, no hi ha prou informacié de la seva degradaci6 per poder

determinar les emissions produides (Jones i de Voogt, 1999).

El nombre i la posicié dels atoms de clor també determina el grau de toxicitat dels
PCBs. Aixi, per exemple, en les compostos poc o gens clorades en la posicié orto-, ambdos
anells poden rotar lliurament i la molécula adquireix una estructura plana, com les dioxines o
els furans, presentant una major toxicitat (de Voogt et al.,1990). Aquestes, poden causar

tumors i d'altres efectes carcindgens. Els diferents estudis de toxicitat dels PCBs han fet
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evident els efectes de toxicitat aguda per exposicié a dosis altes; donant lloc a desordres
respiratoris, immunologics, lesions dérmiques i oculars,etc. (Erickson, 1997), i una toxicitat
d’efectes cronics o llarg termini amb simptomes d’atrofia timica, erupcions cutanies o acné,
alteracié dels enzims hepatics, carcinogenesis, desordres immunologics i reproductius,etc. (de
Voogt et al. 1990). Dins de I'lARC es troben classificats en el grup 2A com a probables

carcinogens pels humans.

Els congeneres tractats en el present estudi sén: el PCB 28 (2,4,4'-triclor bifenil), el
PCB 52 (2,2',5,5-tetraclor bifenil), el PCB 101 (2,2',4,5,5-pentaclor bifenil), el PCB 138
(2,2",3,4,4',5-hexaclor bifenil), el PCB 153 (2,2',4,4',5,5-hexaclor bifenil) i el PCB 180
((2,2',3,4,4',5,5'-heptaclor bifenil) (Figura 17). Aquests sén representatius de la totalitat de
congeneres, ja que contenen de 3 a 7 atoms de clor, amb propietats fisicoquimiques diferents i

habitualment avaluats en mostres ambientals.

cl al al
ol cl
PCB 28 PCB 52
cl cl
al
cl l
d d ci l l
l
PCB 101 PCB 138
al al cl al
l al cl ci al
PCB 153 PCB 180

Figura 17. Estructura d’alguns PCBs analitzats

1.2.2. Hidrocarburs aromatics policiclics (PAHS)
A més dels pesticides i dels productes quimics industrials, existeix una tercera

categoria de contaminants ambientals toxics on es troben els hidrocarburs aromatics policiclics
(PAHs). Estan composats només per atoms de carboni i hidrogen, amb una estructura quimica
de dos o més anells de benzé fusionats. Provenen de qualsevol combustié incompleta de
matéria organica (Wakeham et al., 1980), per tant, poden formar-se de forma natural i a partir
d’activitats antropiques (crema de combustibles fossils). L'origen natural provinent d’erupcions

volcaniques, incendis forestals, etc., pero també d'altres fonts com les biogeniques (plantes,
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algues, fitoplancton i microorganismes) i diageniques (transformacions de material organics en

sediments de llacs, etc.); aquestes son irrellevants enfront a les antropiques.

La composicié emesa dels PAHs depenen del combustible cremat i de la temperatura
de la combustié (Howsam i Jones, 1998), on amb una alta temperatura I'eficiencia del procés

és major.

Les caracteristiques fisico-quimiques dels PAHs son determinades, generalment, pel
seu pes molecular. Posseeixen unes pressions de vapor a 25°C d’entre 10™i 10 Pa, i la
solubilitat en l'aigua es troba entre 107i 10" mmol/l (Mackay et al., 1992); disminuint en
augmentar el pes molecular. El seu log Kow s’'incrementa directament amb el pes molecular, i

es troba en un interval de 3 i 8 (Mackay et al., 1992).

L'ample marge de propietats fisico-quimiques determinen el desti de cada compost. Els
PAHs d’elevada solubilitat i pressions de vapor, és a dir, de baix pes, tendeixen quedar-se en la
fase gas de I'atmosfera o fase dissolta si es troben en 'aigua; mentre que els compostos més
pesats passen a formar part dels aerosols, a sedimentar en medi aquatic o tendeixen a ser
bioacumulats i la seva excrecié és molt dificultosa (Vilanova et al., 2001). En canvi, els PAHs
menys pesats es poden excretar més facilment a partir, sobretot, de les branquies i, també, de
la pell i les mucoses. Els PAHs entren basicament per emissions atmosferiques i facilment sén
transportats i dispersat per tot el planeta; fins poder arribar a arees remotes on mai van ser
produits (Wania i Mackay, 1996).

Les caracteristiques fisico-quimiques i la facilitat de dispersié pot provocar efectes
sobre la salut, independentment de l'origen del contaminant. En el medi aquatic, aquests
compostos tendeixen a unir-se en els sediments, on romanen durant molt de temps. Molts
éssers vius els metabolitzen rapidament, perd és precisament durant aquest procés quan els
PAHs produeixen majors danys ja que en ser oxidats pel citocrom P450s , es converteixen en
metabolits molt toxics. | aquests sén els que causan efectes més greus, per sobre dels
metabolits, els genotoxics: reaccionen amb les cadenes d’ADN, que de vegades la capacitat
d’autoreparacié de la cél-lula no pot restaurar a I'estat original, tot produint-se una mutacié. A
més, aquestes mutacions poden desencadenar en un cancer. Existeixen, pero, organismes
amb una habilitat limitada de metabolitzar aquestes substancies i acumular-les arribant a una

elevada concentracio, propietat que els fa molt Gtils com a biomonitors.

A conseqliencia de la seva toxicitat, existeixen 16 PAHs que han estats llistats per la
EPA dels Estat Units: Naftalé, Acenaftile, Acenafte, Fluore, Fenantré, Antrace, Flourante, Pire,
Benzo(a)antrace, Crise, Benzo(b)fluorante, Benzo(k)fluorante, Benzo(a)pire,
Dibenzo(a,h)antrace, Benzo(g,h,i)perileé i Indeno (1,2,3-cd)piré. A parts d'aquests, el Perile

també ha estat inclos a I'estudi (Figura 18).
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Naftalé Acenaftilé Acenafte
Fluorée Fenantre Antracée
Fluoranté Pire Benzo(a)antrace

%
i

Crise Benzo(b)flouranté
Benzo(k)fluorante Benzo(a)pire
Dibenzo(a,h)antrace Benzo(g,h,i)perile
Indeno(1,2,3-cd)pire Perile

Figura 18. Estructura quimica dels PAHs estudiats.
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Us antic/actual

Legislacio

Propietats fisiques-quimiques

Efectes

- Grup 2B (IARC)

antropogenica.

- log Kow= 3-8
- Els més pesats tenen tendéncia a sedimentar i a
bioacumular-se més.

HCB - - - Anell de benzé amb 6 ClI e L .
-Fungicida o pesticida. . A ) . _ -Toxicitat cronica =lesions cutanies,
L Prohibits com a - Tuz2(aire)= 2anys; Ti2(sediment)= 2,7-22,9 anys , ; 9 > .
- Es genera indirectament ; a fotosensibles, hipermentacio, porfiria, debilitat
. . producte directe. | - log Kow= 3,03-6,42 ) L N N
en la industria. ; o extrema, disrupcié estrogénica, cancer,
- Elevada bioacumulacio. immunodepressié.etc
- Prohibits (70s); | - Formula CeHeCls. . - Grups 2B (IARC)
. - Quimicament inerts= isomers a, B, vy, 0, i €. . -
. pero a Nord L . N - Fonamentalment afecta al sistema nervios
HCHs - Agricola América i E - Solubilitat en aigua alta (excepte isomer y-HCH) |
- 2a G.M.= control mosquits merica 1 europa |\ qerada Pv ceptrq. .
o el linda segueix ! . p - Linda = carcinogen
. - T12 en tots els compartiments és llarga. R -
vigent. S T ! - B-HCH = activitat estrogenica
- Elevada toxicitat i bioacumulacio
) . . - T2 (aigua)= 1 any; Ti2(sediment)= 9 anys;
- DDT i DDD = Insecticida ;rgglsbltsrggﬁt)' T12(s0Is)= 16 anys. - Grup 2A (IARC)

DDT i - Control de plagues. (40s) P indi pM\ ; - Solubilitat (25°C) < 0,05 mg/L P . L
0 derivats - Control de malaria Z? In |a,I exic (I) - log Kow >6 - Malagleg cerebrovasculars, (_efgctes disrupcio
o -DDE = hidrolisi del DDT derlr(;]e‘\’:lg?iacontro - Elevada bioacumulacié i biomagnificacié. estrogenica, DDT elevat carcinogen, etc.

O ) - DDT elevada toxicitat en peixos i ocells.

@) - Aldrin i Dieldrin = -T12(s0l)= 6,5-11 anys; excepte el endosulfa
insecticida. (T12=50dies)

Clicodiens |~ Endrina = rodenticida - Prohibits o - Solubilitat en aigua < 0,53 mg/L (a 25°C) - Carcindgen
- Endosulfa = insecticida limitats en molts -Py=6,2-10° mm Hg ! 9 s 2 ST N
clorats _ . . - - L’ a-endosulfa és més toxic que B-endosulfa.

- Heptaclor = termicida paisos. - log Kow = 5,34
- Heptaclor epoxid= - Alta bioacumulaci6 (excepte I'endosulfa)
metabolit - Elevada toxicitat en peixos.
i , . i - Derivats del bifenil, amb férmula C12H10-nCln - Grup 2A (IARC)
dYsggIﬁciljesnos industrials: - Prohibits des de | - 209 PCBs classificats per IUPAC - Dioxines i furans son els més toxics.
transformadors. liquids finals dels anys -Quimicament inerts i bons aillants termics - Efectes carcinogens

PCBs dintercanvi de ,caﬁor 70; perd encara - més Cl = més persisténcia, - Toxicitat aguda = desordres respiratoris,

additius en pintures ]en perdura en bioacumulacié/iomagnificacid, i més liposolubilitat, | immunologics, lesions dermiques i oculars,etc.
aver de cc‘)p ia senée transformadors més toxicitat. - Toxicitat cronica = atrofia timica, erupcions
Eafboni i enp lastics en servei. - log Kow= 4,3-8,26. cutanies, alteracions hepetics, desordres
' P ) - Posici6 “orto-* = el més persistent. reproductius i immunologics.
- Determinades pel seu pes molecular. - S6n metabolits molt toxics quan sén
Provenen de la combustis - Py(25°C)= 10™3-10 Pa metabolitzats.
PAHS incomplerta tant natural com - Solubilitat (aigua) = 10710 mmol/l - Reaccionen amb I'’ADN, i pot produir mutacié o

cancer.
- Existeix organismes que poden acumular altes
concentracions =bons biomonitors.

Taula 1. Resum dels Contaminants Organics Persistents, on es pot veure I'is caracteristic, les propietats fisico-quimiques, la legislacié marcada i els efectes produits de cada compost.
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1.2.3. Dinamica dels COPs als sistemes marins
Les propietats fisico-quimiques especifiques dels COPs, juntament amb les

caracteristiques del medi receptor, juguen un paper molt important en la distribucié d’aquests
compostos un cop alliberats al medi ambient. Una vegada es troben els COPs en el medi,
aguests pateixen processos de transport, barreja, transformacié, disposicio, transferéncia i
repartiment entre les diferents fases i compartiments ambients (intercanvi aire/aigua, adsorcid,
sedimentacio, intercanvi aire/sedimentacio, etc.). A la figura 19 es mostra un esquema dels
principals processos fisics, quimics i biologics que afecten i determinen la distribucié i desti final

dels COPs als sistemes marins.

transport atmosféric

deposicio humida

deposicio seca

emissioryl

SR Pl 4t

< intercanvi e e e fotodegradacio
escorrentia ; : e~ a2
\ S R aire - aigua
i agricola)
aigua
subterrania bioacumulacio biomagnificacio deposicio
) PR
- &V ﬁ T 4 )
P - ) LA
T~ imitacio & “Feo
) gl T A g 355".""“'0* *excrecié P
repartiment e o am biota intercam
SRR g e ) aigua
& - rticulat resuspensio ] sedimen
dissolt particula sediment

Figura 19. Dinamica ambiental dels COPs als sistemes marins.

Els COPs, tal com s’ha comentat, poden viatjar i quedar-se en els diferents

compartiments ambientals descrits a continuacié:

- Atmosfera:

L'atmosfera és la via més important d’aportacio i transport de contaminants, gracies al
seu volum i a la velocitat de les masses d’aire per recorrer llargues distancies. Un factor
condicionant a aixd és també la semivolatilitat d’aquests compostos, on s’ha pogut observar
gue una part d’'aquests ha passat a I'atmosfera i s’ha transportat a llargues distancies fins
arribar a zones remotes i fredes, com les regions artiques i alpines (Wania i Mackay,1996;

Vives et al., 2004; Gioia et al., 2008), lluny de les seves fonts de producci6 i d’'us originals.
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La distribuci6é dels COPs esta molt condicionada per la temperatura. A major
temperatura més volatilitat d'un compost. Molts tenen pressions de vapor situades dins l'interval
de les temperatures ambientals de les zones temperades (10'2 a 10° Pa). D’aquesta manera,
en zones amb temperatures elevades (zones tropicals), els COPs tendiran a evaporar-se,
mentre que en zones amb temperatures baixes tendiran a condensar-se. El procés
“Fraccionament global o latitudinal” i “Condensacié freda” o “Retencié selectiva” (Wania i
Mackay, 1996,1993; Grimalt et al.,, 2001) consisteix en la prediccid6 de que el contaminant
organic persistent en forma de gas que condensara primer sera aquell que necessita major
temperatura per mantenir-se en estat gasoés. Aixi, els més volatils com els benzens menys
clorats o el Naftlateé quasi mai es dipositen i continuen el seu viatge per tot el planeta.

El transport atmosferic dels COPs succeeix en dues fases, la gasosa i la particulada.
Aquesta distribucié depén basicament de la pressié de vapor (Yamasaky et al., 1982) i de les
condicions fisiques de I'atmosfera, com la temperatura, la quantitat i la composicié de particules
en suspensio (Pankow, 1987). L'adsorcié dels COPs a particules atmosféeriques és important
degut al caracter lipofilic (log Kow>4), sabent que la major importancia ve amb elevades log
Kow o0 menors pressions de vapor (Fernandez et al., 2003).Un dels parametres que determinen
la persisténcia i la tendéncia a viatjar llargues distancies és la vida mitjana dels compostos en
'atmosfera i la mida de la particula. Els PAH tenen vides mitjanes entre hores i dies; els
plaguicides organoclorats, HCHs i els DDTs s6n de dies i setmanes; i els PCBs entre setmanes

i mesos. Els més duradors sén els HCBs que tenen valors d’alguns anys (Gramatica, 2001).

En els processos de repartiment i en la vida mitjana influeixen altres factors que s’han
de tenir en compte. Entre aquests, cal destacar els processos d'eliminacié o rentat dels
compostos del medi, tal com sén la degradacio fotoquimica i la deposicié atmosférica.

-La fotodegradacié pot ser produida per una radiacié directa o indirecta. La indirecta és
mitjancant reaccions amb radicals lliures per fotolisis, com sén I'0z6 o els hidroxil (Lemaire et
al., 1982). El procés de degradacio6 fotoquimica és irreversible.

-Pel que fa a la deposicié atmosférica es tracta d’un procés reversible. Pot tenir lloc per

deposicié humida que provoca un rentat dels COPs atmosferics degut a la pluja, neu o boira
gue arrossega els contaminants associats a I'aerosol atmosféric i dissolt dels compostos
gasosos a les gotes d’aigua; o per deposicié seca que provocant una precipitacié per gravetat

dels COPs associats als aerosols. (Cotham i Bidleman, 1991).

-Aigua:

L'entrada dels compostos organics persistents a I'ocea es produeix per via deposicié
atmosférica i sobretot a través dels cursos fluvials (rius, escorrentia superficial, abocaments
directes, l'intercanvi amb les aiglies subterranies, etc.) (Figura 19). Els organoclorats, que sén
compostos molt poc solubles en aigua, dificulta el transport als sistemes fluvials. El transport
més comu d’aquests contaminants es dona quan sén absorbits per particules del sol i aquests

sén arrossegats per les pluges intenses, mitjancant I'escorrentia. El desti i el transport descrit
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venen controlats principalment per la seva particié entre les dues fases: la particulada i la
dissolta de la columna d’aigua. El grau de particié depén de les propietats fisico-quimiques del
compost (solubilitat en aigua i la lipofilitat), la quantitat i tipus de matéria organica particulada i
dissolta en la columna d’aigua, la preséncia de col-loides (Baker et al., 1991), i, la temperatura
de l'aigua i de I'aire (Bergen et al., 1993). Durant el transit de la matéria organica sedimentable
a través de la columna d’aigua, també es poden produir processos de dissolucié i degradacié
que provoquen una transformacié de la mateéria organica particulada en material dissolt
(Gustafsson et al.,1997). Els COPs dissolts en l'aigua poden volatilitzar-se de nou cap a
'atmosfera, mentre que els que tenen més afinitat per les particules i agregats sén més

resistents a la volatilitzacio, a la degradacié i solen ser menys biodisponibles (Alexander, 1995).

En el cas de les zones costaneres, al ser ambits molt dinamics, queden més afectats
pels processos descrits anteriorment. Es tracten de zones amb elevada activitat urbana,
agricola i/o industrial. La entrada principal dels COPs en aquests ambits es tracta del transport

fluvial, com I'escorrentia urbana i/o agricola i els abocaments directes.

- Sediments:

Un cop passat per la columna daigua, els compostos pateixen processos de
sedimentacié on van a parar al fons de les masses d'aigua per formar part dels sediments
marins. Es considera un dels destins finals dels COPs. Els sediments regulen la retencié
d'aquests compostos per diversos factors com el contingut de carboni organic, I'intercanvi
aigua/sediment, la torbacio, la temperatura, i les transformacions quimiques i biologiques
(Fernandez et al., 1999 i 2000; Grimalt et al., 2001). Els contaminants existents als sediments
poden retornar de nou cap a la columna d'aigua a través de la difusié (intercanvi aigua-
sediment), bioturbacié i/o resuspensio (figura 19) (Meijer et al., 2006). Els COPs acumulats als
sediments també poden ser subjectes de diverses transformacions quimiques i biologiques a

llarg termini.

- Organismes aquatics

Un altre desti comd dels COPs es tracte de I'acumulacio en els teixits diana dels
organismes marins a través de l'exposicid a l'aigua, al material particulat, sediments o la
ingesta d'altres espeécies (Figura 19). L'absorcié de productes quimics presents en els
sediments succeeix per contacte déermic directe i oral (per ingestié) (Varanasi, 1989). Dels
organismes aquatics, les especies bentoniques son les més vulnerables a la contaminacié al
ser el seu habitat el fons mari, com és el cas de Citharus linguatula. Gracies a estudis basats
sobre les propietats fisico-quimiques de les substancies i el medi, la degradacié biologica, el
transport i la cinética d’ingesta, i excreci6; permet conéixer la fraccié biodisponible del
contaminant (Baumand et al., 1998). La bioacumulacié, fet que defineix la capacitat d’acumular
contaminants quimics en els peixos a través de totes les vies d’exposicié possible, pot tenir lloc

de dues maneres diferents: mitjancant la bioconcentracié (com a resultat de I'exposicio directe

21



1. Introduccidé

a l'aigua o de la ingestié de particules en suspensid) i la biomagnificacié (a través de la xarxa
trofica) (Kidd et al.,2001). L’'entrada dels COPs dins dels peixos marins es realitza, en general,
amb un mecanisme de difusié passiva; on el flux d’entrada depen de les concentracions de

I'aigua (Gobas et al., 1986) i del contingut lipidic de les membranes (Spacie i Hamelink, 1982).

Degut a la resistéencia i descomposicid, no s’excreten facilment i tendeixen a acumular-
se a l'organisme. En general, I'excreci6 de compostos organics es veu facilitada per la
conversio metabolica en formes més polars. Alguns compostos, pero, poden transformar-se en
metabolits més persistents que el compost primari; aixd és important per a la bioacumulacié
d’alguns compostos en els peixos. Com per exemple, el pp’-DDT és parcialment metabolitzat a

pp’-DDE en els organismes o en el pas de Aldrin a Dieldrin (Lund, 1998).

Cal tenir en compte que els COPs, un cop han entrat en el medi mari, poden ser
afectats pel moviment de masses d'aigua a través de processos d’advecci6 i difusié turbulenta
(Jurado et al.,2007).

1.2.4. Marc legal dels COPs

En les Ultimes décades, hi han hagut varis acords internacionals que s’han centrat en
controlar riscos associats a les substancies quimiques perilloses (SAICM;2006). Els acords
globals per la reduccid i eliminacié eventual dels contaminants organics persistents mitjancant

la restriccio de la seva produccié i comerg es tracta d'un procés a llarg termini.

Des de la primera Conferencia Internacional sobre el Medi Huma (Estocolm, 1972) s’ha
plantejat la necessitat de controlar els risc de les substancies quimiques perilloses, centrat
I'atencié internacional en temes medi ambientals, especialment els relacionats amb la
degradacido ambiental i la contaminacio, i es senyalava el fet de que la contaminacié no
reconeix els limits politics o geografics i afecta als paisos, regions i pobles més alla del seu
punt d’origen.

En 1994, 103 paisos adoptaren el Programa Ambiental de les Nacions Unides (UNEP)
amb un acord per la proteccié6 del medi ambient mari. Van treballar cap a I'acord global de
prohibir i eliminar 12 compostos(figura 20), originant el Conveni d’Estocolm (CE) sobre COPs,
firmat el 23 de maig del 2001, que representa un avanc¢ en la lluita contra la contaminacio
global del planeta i planteja una série de desafiaments i oportunitats per a les organitzacions

que promouen la proteccié de la salut i el medi ambient.
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Figura 20. Classificaci6 dels COPs denominats d’interés prioritari (CE,2001).

A partir de la data firmada, els governs tenien 2 anys per elaborar plans nacional
d’'aplicacio, per tal d’executar totes les mesures establertes en el Conveni. Quan va entrar en
vigor, mitjans de maig 2004, ja hi havia 151 estats signataris i 111 parts que havien ratificat el

Conveni d’Estocolm, entre ells Espanya.

Aixa mateix, la Convenci6 sobre el Prior Consent Agreement (PIC,1998) o procediment
de Consentiment Fondament Previ (CFP), per a certs productes quimics perillosos i pesticides
en comerg internacional, fou acordada en Conveni de Rétterdam, Paisos Baixos, en setembre
de 1998. Aquest conveni va entrar en vigor el 24 de Febrer de 2004. S'aplica a plaguicides i
productes quimics industrials que han segut prohibits o rigorosament restringits per raons
sanitaris 0 ambientals per alguns paisos i que han segut notificats per la seva inclusio en el

procediment de PIC.

El Parlament Europeu va aprovar el Reglament REACH (Registre, Avaluacio i
Autoritzacié de substancies Quimiques), nou instrument de gestid de substancies quimiques,
gue entra en vigor el 1 de juny de 2007 i s’aplicara de forma escalonada fina el 2018, any en el
gue estara totalment desenvolupat. Aquest reglament estableix un registre europeu Unic que
controla les substancies quimiques que es produeixen o importen en quantitats majors a una
tona. Alguns productes quimics presents en el mercat no s’inclouen en el REACH. Es el cas,
per exemple, de les substancies internitzes no aillades, és a dir, les substancies Unicament
fabricades per a la sintesi quimica d'altres substancies i que no es separa de la mescla
reactiva. Per a altres productes (polimers, substancies empleades en investigacio i
desenvolupament), s’han previst exaccions totals o parcials. Per dltim, REACH, ha segut
concebut per a completar i no per sobreposar-se a altres textos legislatius de la Unié Europea.
Per aquesta rad, no s'aplicara als casos dels biocides o fitosanitaris (REACH (CE) n°
1907/2006).
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1.3. Objectius

Els objectius d’aquest treball es troben integrats dins d’'un projecte del Biomare on
pretén investigar els contaminants organics persistents en diferents espécies de peixos,

sediments i columna d’aigua en diversos punts de la costa catalana.
Aixi doncs, aquest projecte té els segiients objectius principals marcats:

L'analisi d’'unes mostres de la matriu de I'espécie, escollida com a biomarcador,

Citharus linguatula i identificar, si n’hi ha, els possibles contaminants organics

persistents.

Quantificar els contaminants trobats en les mostres analitzades.
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2.1. Ubicacio

El Mar Mediterrani és el mar semitancat més gran d’'Europa. Es caracteritza per una
plataforma continental estreta i una zona litoral limitada. A més a més per altes temperatures,
una elevada salinitat (36-29%), un regim de marees debils i intercanvis limitats d’aigua (EEA,
2006) fet que provoca una tendencia a la concentracié dels contaminants (Osterberg i Keckes,
1977). Climatologicament, la regid6 mediterrania esta caracteritzada per unes temperatures
generalment suaus, amb estius calids i secs, mentre que els mesos d’hivern i tardor presenta
una gran pluviometria. Aquestes caracteristiques fonamentals del clima mediterrani esdevenen

més marcades en un gradient nord-sud i oest-est.

Les activitats humanes provoquen impactes i severes amenaces sobre el medi mari
mediterrani, receptor de gran quantitat de residus i serioses alteracions de I'ecosistema natural.
Particularment, les zones costaneres estan subjectes a pressions importants provocades per
una elevada concentracié de poblacié i de les activitats economiques derivades. Activitats com
'agricultura, la industria i I'activitat portuaria sén els protagonistes principals d'aquestes
amenaces. Generalment, la densitat de poblacié és més elevada a les zones costaneres que a
zones d'interior, a més, cal destacar les activitats turistiques, fet que agreuja encara més les
pressions que s’exerceixen sobre la costa. Aquest fet juntament amb les caracteristiques
oceanografiques i geografiques del Mar Mediterrani el fan especialment vulnerable a la
contaminacio antropogénica. Per tot aixo, I'estudi i control de la contaminacié en aquest mar és
un tema d’interés primordial, que augmenta encara més quan ens referim a contaminants com

ara els COPs, que poden persistir en el medi durant llargs periodes de temps.

Aquest projecte s’ha centrat en dos punts de la costa catalana per realitzar la captura
de I'especie de Citharus linguatula, mostres que posteriorment han estat analitzades. La pesca
emprada fou 'arrossegament comercial. El primer punt de mostreig escollit es troba proxim al
Port de Barcelona en una profunditat de 85 metres i unes coordenades de calada (llancament
de les xarxes) 41°15'35”N i 2°09'00"E, i les coordenades de llevada de xarxa (recollida de les
xarxes) a 41°11'28" i 2°01'53"E. L'altre punt de captura de les mostres esta situat a la costa de
Blanes en una profunditat de 106m. i unes coordenades 41°38'67" i 2°53'86" inicials, 41°33'86"
i 3°00'78" de finals. Les mostres foren congelades a -20°C immediatament després de la

pesca.

2.1.1. Port de Barcelona
En matéria de medi ambient, la millora i control de qualitat del sistema mari és una de

les principals preocupacions dels ports. La situacié de partida acostuma a ser bastant negativa,

ja que les aiglies portuaries generalment reben els abocaments d’aiglies residuals de zones
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urbanes proximes i, sobretot, els abocaments industrials procedent de les mateixes
instal-lacions portuaries que tenen com a desti final el fons mari.

A Barcelona, la conversié de certes arees del Port en zones d’oci obertes a la poblacié
ha creat la necessitat de millorar I'aspecte i la qualitat de les aiglies abrigades d’ell mateix.
Existeix el Servei de Medi Ambient (SMA) que té com a objectiu controlar la qualitat del medi
aquatic i es centra en avaluar I'impacte de les activitats portuaries sobre aquest medi i, per
extensio, sobre les comunitats naturals que depenen dell. EI SMA realitza campanyes
periodiques per tal de controlar els parametres fisico-quimics de I'aigua, la contaminacié en els
sediments, i també controla la qualitat d’aire proxim a aquesta zona per tal d'observar si en la
composicié conté contaminants que puguin ser dipositats en el medi mari. A part d’aquests
controls periodics, en el Port de Barcelona es realitza un seguiment de les poblacions de les
comunitats vinculades al substrat (bentoniques) i de les de la columna d’'aigua (planctoniques);
I'objectiu aquests estudis consisteix, per una part, coneixer les condicions base del medi mari
portuari i, per una altra, investigar les possibles millores associades a la implantacié de

mesures de control de les afeccions ambientals de I'activitat portuaria.

2.1.2. Blanes

El terme municipal de Blanes es troba situat a I'extrem meridional de la provincia de
Girona, al costat de la desembocadura del riu Tordera, una de les entrades dels contaminants
organics persistents en aquesta zona, juntament amb l'escorrentia superficial o la deposicié
atmosfeérica. Antigament, 'economia d’aquesta localitat estava basada en el sector primari (tant
la pesca com l'agricultura). Perd, a partir de la segona meitat del segle XX va haver-hi una
revolucié economica amb I'aparicié d’'una incipient industria téxtil i un potent sector turistic que
segueixen com a motors de I'economia actual del municipi, tot i que encara deixa lloc als

sectors tradicionals. L'activitat del municipi és fonamental per I'analisi dels COPs.

2.1. Els peixos bentonics com a bioindicadors: el cas de
Citharus linguatula
Els peixos que habiten les arees costaneres han estat sovint proposats com a

sentinelles de la contaminacié procedent de terra endins, per la bioacumulacié en els seus
teixits de compostos hidrofobics, bé directament de l'aigua a través de la respiracié o, de la
xarxa trofica mitjancant la seva dieta. A banda de per aquesta capacitat de bioacumulacié
també son utilitzats perqué per organoclorats (no pas per PAHSs) presenten un escas
metabolisme, i conseqlientment reflecteixen els nivells trobats a I'ambient aquatic. Aixi, mentre
els organoclorats es bioconcentren a través de la xarxa trofica, els hidrocarburs soén, en
general, més facilment metabolitzats. També ocupen diferents habitats en el mateix
ecosistema, i tenen diferents comportaments alimentaris, oferint I'estudi de linfluencia dels
diferents factors a la bioacumulacié de contaminats.

Freqlientment, les comunitats bentoniques s'utilitzen com a indicadors de I'estat de
salut dels sediments, ja que sén organitzacions estables en I'espai i en el temps i, per tant,

acumulen una certa historia dels fets que ocorren en els sediments on habiten.
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En el present estudi s’ha fet servir I'especie Citharus linguatula, espécie bentonica

practicament no utilitzada per aquesta finalitat.

2.1.1. Citharus linguatula

El Citharus linguatula pertany a la familia Citharidae (Linnaeus,1758), de l'ordre dels
pleuronectiformes (peixos plans). Espécie més coneguda com a Palaia presenta una llargada
entre un rang de 100mm i 300mm, tot i que acostuma a arribar als 200mm; s’ha comprovat que
les femelles solen ser un o dos centimetres més grans que els mascles (Planas i Vives 1956).
Presenten el cos extremament comprimit (aplanat lateralment) i perfectament adaptat al seu
habitat per passar desapercebut en el fons mari. De manera que sembla com si es veiés
només un costat del peix; aixi, s'observa en el costat esquerra de la palaia, un opercle i els dos
ulls molt grossos un al costat de I'altre. La boca gran i punxeguda se li obre lateralment i no de

dalt a baix com a la majoria de peixos (Figura 21).

Figura 21. Imatge del C. linguatula.

Aquesta transformacié extrema, que afecta no tan sols a la morfologia sin6 a
I'anatomia, es produeix quan el peix passa de ser una larva planctonica a un juvenil bentonic,
en I'etapa immediata al periode que s’anomena d’'assentament. Aixi, en eclosionar I'ou, la larva
que en surt no és diferent de la resta de peixos (simétrica, i amb un ull a cada banda). Es just
abans d’assentar-se quan els ulls es desplacen progressivament cap a la banda esquerra
(Figura 22), i el peix esdevé totalment asimétric. El costat que resta exposat a manera
d’'esquena (anomenat ocular o zenital) és més fosc, de color marronés rosaci semblant al

substrat. El costat que resta en contacte més o menys permanent amb el fons (costat cec o

nadiral) és de color més blanquinés.

Figura 22. Séries successiva dels estadis larvaris de la Palaia on es pot apreciar el desplagament de I'ull dret cap al
cant6 esquerre del peix. (Sabatés,1988).
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C. linguatula viu en fons fangosos, de sorres fangoses i gruixudes, petits blocs
coral-ligenes, pedres i detrits. Son animals bentonics sobre la placa continental, que
majoritariament, es troben en profunditats entre 10 i 100 metres, encara que poden ser vistos
en aigles profundes de 200m (Kaya, 1993). La seva distribucié geografica és a través del Mar

Mediterrani i I'Atlantic Oriental (Nielsen et al.,1986), fins els 23° de latitud sud (clima

subtropical) (Figura 23).

Figura 23. Distribucié geografica de C. linguatula.

Pel que fa a la seva alimentacio és basicament ictiofaga, on el seu aliment principal és
de peixos petits, crustacis i en menor grau cefalopodes. Accidentalment es pot trobar

microplancton (Plana i Vives, 1956).

Presenten una reproduccié gonocorica. La maduracié dels organs sexuals es realitza
durant els mesos de juny i juliol; mentre que I'época de posta s'inicia a principis d'agost fins a
principis de novembre. Durant els mesos restants de I'any, les gonades quedaran en estat de

complet repos sexual (Plana i Vives, 1956).
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L'analisi de COPs implica la necessitat d’assolir una gran cura i precisio, radé per la
qual, en alguns estudis d'investigacié de tot el moén, és palpable que encara hi ha algunes
dificultats en la determinacié acurada de COPs, especialment els PAHs i els OCPs (Carvalho et
al.,1999; de Mora et al., 2004).

La contaminacié externa i la pérdua de compostos buscats durant I'analisi de les
mostres de peix, pot distorsionar els resultats, ja que la concentracié d’aquest analits és forca
baixa. Per tal d’evitar la contaminacié externa, és important que el laboratori de la investigacié
no hi hagi cap font de COPs. S’han de realitzat proves de blancs, que consisteixen en fer tot el
procediment analitic sense mostra, i aixi es comprova que estigui lliure de contaminants tant
'equipament de laboratori com els dissolvents utilitzats. Cal especificar que tot el material
reutilitzable que entra en contacte amb la mostra és netejat a consciéncia, amb sistemes com
'estada en cubetes d'acid i sabé, neteges amb ultrasons o muflant el material reutilitzat
(volatilitzant possibles restes de compostos organics a uns 450°C). Pel que fa a les possibles
perdues de compostos investigats, s'introdueixen patrons de concentracié coneguda a la

mostra; d’aquesta manera es pot estimar les pérdues durant el procediment.

El procediment seguit per la identificacié de COPs en les mostres de Citharus linguatula
s'observa a la figura 24. Primerament s’han d’homogeneitzar les mostres de muascul de peix en
pes fresc amb sulfat de sodi, i seguidament se li afegeix uns 25mL de dissolucié d’extraccié per
realitzar I'extraccié6 amb microones. L’extracte obtingut ha de ser filtrat i concentrat fins a 1mL,
amb abséncia de qualsevol particula de matriu de peix ni contingut d’aigua, si no hauran de ser
eliminats. Una vegada preparada la columna, es passa a realitzar el fraccionament
cromatografic per tal de separar els diferents contaminants i patrons interns en les fraccions
corresponents. Una vegada concentrat les dues fraccions mitjangcant un flux de nitrogen i es
passa a l'analisi dels resultats en un GC-MS (cromatograf de gasos acoblat a espectrometre de
masses). A més, s'analitza el contingut daigua i de lipids que pot donar informacié

complementaria.
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Pes de la mostra de

Contingut d’aigua (0,5g.)

Contingut de lipids

Homogeneitzacié de la mostra amb sulfat de sodi

Extraccié amb microones
25 mL Hexa:Acetona 1:1
115°C
15 minuts

Filtraci6 i evaporacié de I'extracte fins a 1mL

Fraccionament cromatografic amb columna d’alimina
i

Fl Fll
8mL Hexa:DCM 19:1 +3mL Hx:DCM 1:2 9mL Hexa:DCM 1:2
(components PCBs i OCPs) (components OCPs i PAHS)
Analisi mitjancant Analisi mitjancant
GC-MS GC-MS

Figura 24. Esquema del metode analitic de I'estudi de compostos organoclorats i PAHs.

3.1. Preparacio de les mostres per a I’extracci6
Les mostres a analitzar han de ser descongelades durant una nit a la nevera. Una

vegada descongelades, s’ha de separar la pell del mascul del peix, i posteriorment, es secciona
uns grams de muscul dorsal; I'oOptim sén uns 12 grams per mostra, perd0 dependra de la
gquantitat de mostra total de la que es disposa. Aquests grans han de ser tallats en petits
trossos utilitzant unes tisores i unes pinces netejades previament en ultrasons durant 15 minuts
i després amb barreja de neteja (DCM:MeOH 2:1). La resta de la mostra ha de ser novament

congelada.

De la mostra agafada, es guarda 1 gram per mostra que s'utilitzara per determinar el
contingut de lipids i d’aigua, si és possible. Amb la resta s'analitzara la determinacié de PAHSs,

PCBs i OCPs en les mostres de Citharus linguatula.

Cada tanda d’extraccié de mostres ha de contenir un blanc i una mostra de material de
referéncia (IAEA-406), d’'uns 1,5+0,1 g. Les mostres de Citharus linguatula sén barrejades amb
15+0,1g. de sulfat de sodi anhidrid (Na,SQO,), que hagi segut netejat amb la mufla a uns 450°C
durant unes 6 hores. La principal funcié del sulfat és retenir la major quantitat d'aigua de les

mostres, ja que és molt important que no continguin aigua, o que la quantitat sigui la mateixa
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per totes les mostres alhora de realitzar I'extracci6. La barreja és triturada en un morter per

acabar d’homogeneitzar-la. També cal afegir el Na,SO, al blanc i al peix de referéncia.

La necessitat de dur a terme aquest procés d’homogeneitzar abans de I'extraccié és
degut a que, en les mostres amb caracteristiques estructurals no homogenies, es pot donar un

escalfament selectiu d’algunes arees o components de la mostra (Eskilsson i Blérklund, 2000).

3.1.1. Liofilitzacioé

La liofilitzacié s’ha utilitzat com a métode alternatiu per eliminar el contingut d’aigua de
les mostres. S’ha utilitzat en la segona tanda de mostres, a causa dels problemes observats en
la primera tanda on no es va realitzar. La liofilitzacié t¢ com a gran inconvenient la possible
pensar que amb el sulfat introduit era suficient per eliminar tot el contingut d’aigua, i no calia
realitzar la liofilitzacio.

Les mostres han d'estar preparades de la mateixa manera descrites
anteriorment (pesades, amb el sulfat i triturades). En el cas en que s'utilitzi aquest procés, s’ha
d’introduir, abans de la liofilitzacio, els patrons interns en la mostra. (en el cas que no s'utilitzi la
liofilitzacié, els patrons seran introduits més endavant). Un cop la temperatura de la trampa de
fred baixa aproximadament als -40°C, es col-loquen les mostres al receptable corresponent i
s'activa la bomba de buit. D’aquesta manera, i per accié del buit, 'aigua s’escapa de les
mostres en forma gasosa desplacant-se fins a la trampa de fred, on queda retinguda, ja en
forma solida. Les mostres resten liofilitzant-se durant 16 hores. Posteriorment, es pesa de nou,
obtenint el pes sec, aquesta és una altre forma de calcular el contingut d’aigua de les mostres.

La liofilitzacié s’ha realitzat mitjancant una liofilitzadora TELSTAR CryOdos (Figura 25).

SR
Figura 25. Imatge de la liofilitzadora en el moment de la liofilitzacié de les mostres.

3.2. Determinacio del contingut d’aigua de les mostres
Per determinar el contingut d’aigua s’agafa 0,5 grams de cadascuna de les mostres

descongelades amb I'ajuda d’'unes pinces o tisores, préviament netejades per ultrasons i amb
dissolvent (barreja de neteja DCM:MeOH 2:1). La resta de la mostra ha de ser novament
congelada. La mostra agafada s’introdueix dins d’un tub d’'assaig, es pesa amb la bascula (pes
humit); i es deixa a I'estufa (Memmert) a 105° durant unes 24 hores, fins que el pes de la
mostra s’estabilitza. Finalment, es deixa refredar uns minuts a temperatura ambient i es torna a
pesar (pes sec). El contingut d’aigua es troba mitjancant la seglient expressio:

Contingut en aigua (%) = (Pes humit — Pes sec) * 100
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3.3. Determinacio del contingut de lipids de les mostres
El contingut de lipids de les mostres a analitzar és important ja que els contaminants

organics persistents estudiats tenen una gran tendéncia a bioacumular-se en el teixit lipidic dels
organismes; de manera, que pot ajudar a relacionar-se amb la preséncia i/o quantitat d'aquests

contaminants.

Per calcular el contingut de lipids s’extreu 0,5 grams de cada mostra i s’'introdueixen en
tubs d'assaigs. Se li afegeix 5 mL de n-hexa:acetona (1:1 v/v) i, per tal d’homogeneitzar-se es
passa per [l'ultrasons (Figura 26,a) durant 15 minuts. Els extractes es
centrifuguen(centrifugadora Hetich, Rotofix 32) durant 5 minuts a 20 revolucions/min (Figura
26,b). Es decanta el sobrenedant de les mostres centrifugades en uns tubs d’assaigs pre-

pesats. Es torna a extreure novament (afegint 5mL de dissolucié cada vegada) el teixit amb

£ ~ = —

. @) Imatge de l'ultrasons. b) Imatge de la centrifugadora.

La combinaci6 dels tres extractes de la mateixa mostra és evaporada fins a la sequedat
mitjancant el Centrivap (UVS 400 A Universal Vacuum System; Thermo Savant) durant 20
minuts a temperatura ambient; cal especificar que el programa es tracta de barreja de
dissolucié. El Centrivap fa una trampa de fred i juntament amb el gir provocat per una
centrifugacié de les mostres, fa el buit i com a conseqiiéncia de les diferéncies de pressions

provoca que el dissolvent evaporat passi a un altre recipient (Thermo Savant) (Figura 27).

Figura 27. Imatge del centrivap (UVS 400 A Universal Vacuum System).

Probablement, un cop finalitzat aquest procés hagi quedat una mica d'aigua que tenia
la mostra. Per tal d’eliminar aquesta aigua i tenir només el contingut de lipids, s’ha de preparar
una pipeta plena de sulfat de sodi (Na,SO,) previament muflada, i la mostra és passada per
aguesta pipeta amb ajuda de dissolucié fent tres neteges del tub d’'assaig, per assegurar que

no es deixa lipids en el tub. Es recollira en un altre tub d'assaig préviament pesat. Un cop
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realitzat, es torna a passar pel Centrivap durant 20 minuts més fins a la sequedat. El pes del

residu restant és el percentatge lipidic de la mostra.

3.4. L'extraccio

3.4.1. En que consisteix una extraccio
L'extraccié és el pas de transferéncia dels components quimics de la superficie

de la matriu al dissolvent (Letellier i Budzinski, 1999). Es produeix en diferents passos (Figura
28): 1) desadsorcio6 de la superficie de la matriu, 2) difusié en la banda de porus organics cap al
dissolvent i 3) solubilitzacié en el dissolvent (Pawliszyn 1993). D’aquests tres, el primer és el

pas més important a considerar (Letellier i Budzinski, 1999).

A->B Desadsorcié de la matriu. El compost
associat a la superficie de les particules de la
matriu es separa d'aquesta i passa a la matéria

» organica.
Desadsorcio
Difusié

B->C Difusi6. El compost present a la matéria
organica tendeix a anar cap a zones de menor
concentracié, allunyant-se de la particula de la
matriu.

Solubilitzaci

C->D Solubilitzacié. Un cop el compost és a les
zones externes de la regi6 influenciada per la matriu
i, si el dissolvent d’extraccié té afinitat per ell, es
solubilitza. Finalment, recuperem el dissolvent
B Nuli de la partionla juntament amb els compostos inicialment presents
[ mdateriaorgardca a la matriu.

Figura 28. Els diferents passos que es produeixen a I'extraccio (adaptat de Pawliszyn et al (1993).

3.4.2. Métode d’extraccio utilitzat
El métode d’extraccio utilitzat en el present estudi es tracta de I'extraccié asistida amb

microones (MAE), és una de les metodologies més noves per investigacions de contaminants
organics en general. Té avantatges respecte altres metodes, com per exemple el métode de
Soxhlet, perqué té un consum de dissolvent i de temps considerablement menor (Carro et al.,
2000; Gferer et al., 2004). A més, I'is d'una técnica com la MAE es fonamenta en que
s'obtenen unes recuperacions similars a les d'altres tecniques extractives per COPs

(Jayaraman et al, 2000).

L’escalfament durant la MAE es basa en I'efecte directe de les radiacions no-ionitzants
(freqiéncia 300-300.000 MHz) del microones a les moléecules a través de (Letellier i Budzinski,
1999):

* La conduccié idnica, que és la migracié dels ions quan s’aplica un camp magnétic. La

resistencia de la dissolucié a aquest flux de ions resulta en una fricci6 que alhora
provoca un escalfament.

* La rotacid dels dipols, que és deguda al realineament continu com a conseqiiéncia de

I'aplicaci6 del camp magnetic. A la freqiiencia dels microones comercials, els dipols

s'alineen milers de milions de cops per segon i aixo resulta en calor.
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Existeixen dos tipus d’extraccions amb microones, una amb tubs oberts i altres tancats.
Els tubs de microones tancats, tipus d’extraccié usada, condueixen a un augment de pressio
que fa augmentar el punt d'ebullici6 del dissolvent emprat (Camel, 2000). Aixd permet una
extraccio a temperatures per sobre del punt d’ebullici6 normal del dissolvent, ja que tot i aixo
segueix sent liquid. A més, estant tancats permeten l'extracci6 de compostos volatils o
semivolatils, evitant-ne les pérdues (Gfrerer i Lankmayr, 2005). Malgrat la seva efectivitat, la
MAE no és molt especifica ni selectiva (Letellier i Budzinsky, 1999), aixi que una gran quantitat
de compostos interferents poden ser presents a la mostra, dificultant-ne I'analisi. De manera
que el procés de fraccionament (veure apartat 3.5) és dissenyada per solventar aquest

problema.

3.4.3. Disseny del programa escollit de la MAE per I'estudi de
Citharus linguatula

3.4.3.1. Factors a considerar
Alhora de determinar el programa de la MAE cal considerar que la seva

eficiencia és dependent dels seglients parametres fisics i quimics:
» Latemperatura. Es el principal factor en importancia per assegurar una bona eficiéncia
en l'extraccio, ja que els valors elevats incrementen la difusié del dissolvent dins les
parts internes de la matriu (Camel, 2000).

e La polaritat i el volum del dissolvent d’extraccié. Els dissolvents polars son requerits

perqué es produeixi I'escalfament. En general, I'extracci6 amb una combinacié de
dissolvents apolar i polar és més eficient per recuperant en peixos OCPs i PCBs. Entre
aquest tipus de dissolvent, la combinacié entre I'hexa i 'acetona és el més utilitzat. La
guantitat de dissolvent utilitzat sembla que no és un factor significatiu, i les
recuperacions fins i tot decreixen si s'utilitza molt dissolvent (Eskilsson i Blérklund,
2000).

* El temps d'extraccié, no és un factor realment significant per I'extraccié dels compostos

organics a les matrius ambientals. Segons els estudis elaborats per conéixer I'efecte
del temps d’extraccié en les recuperacié de PAHs, PCBs i OCPs s’ha arribat a la
conclusié que, en moltes ocasions, el temps Optim necessari d’extraccié sén 10 minuts.

e Lanatura de la matriu en I'extraccié pot afectar en les recuperacions dels components

(Skilsoon i Bjorklund, 2000). Concretament, sembla que el contingut de carboni organic
de la matriu impedeix I'extraccio, degut a la forta interaccié entre I'analit i la matriu fa

dificultosa la desarbsorcié (Camel, 2000).

Una vegada s’ha descrit els principals parametres a optimitzar i la seva importancia,
s’ha d’analitzar el conjunt de condicions per escollir el programa a utilitzar per les mostres. La
dificultat alhora d’establir un méetode per extraure PAHs, PCBs i OCPs en matriu de peix, rau en
la escassetat de precedents a la bibliografia. En alguns estudis de teixit bidtic mostra bones

recuperacions per a una importants varietat de COPs a 115°C.
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3.4.3.2. Programa utilitzat
Per I'extracci6 de les mostres de Citharus linguatula es va realitzar mitjancant un

microones MARS-X (Figura 29). Aquest té una capacitat per extreure 14 mostres
simultaniament. Cal especificar, que es disposava només d’'una capacitat de 7 mostres (1 blanc

més 6 mostres de peix). I —_

\\

Figura 29. Imatge del microones MARS-X.
El programa de microones escollit, que va ser anomenat POPs 2, i consta de les

seglients caracteristiques:
- Rampa de temperatura fins a 115°C.
- Maxima poténcia de 1200W.
- Amb un 70% d’eficiéncia.

- Temps d’extraccié: 15 minuts.

3.4.4. Metodologia emprada en I’extraccio del peix

3.4.4.1. Extraccio en el microones
Primerament, es realitza una extraccié de neteja, per assegurar que els vasos del

microones estan lliures d’aigua o d’'una altra contaminacié. A cada vas se li afegeix 25mL de
dissolvent d’extracci6, previament preparat (Hexa:Acetona 1:1) i uns agitadors. Aquests
envasos son tancats i col-locats dins del microones. També es connecten les sondes de
pressié i de temperatura en el contenidor de referéncia, que sera qui controlara aquests
parametres durant la duracié de I'extraccid. Es important comprovar que estigui tancat 'aixeta
de cada vas perqué no hi hagi perill de fuites de dissolvent. S'inicia el programa de microones
que té com a objectiu arribar a la temperatura de 115°C en els 15 minuts preestablerts;
temperatura a la que es manté durant 2 minuts. Seguidament, es deixa refredar els tubs per
sota de 30°C. Finalment, es llenca el dissolvent de cada contenidor, havent assegurat aixi

I'abséncia de contaminacié per compostos extraibles amb el programa utilitzat.

El procés es repeteix amb les mostres a analitzar. Préviament, les mostres que havien
homogeneitzades amb sulfat i pesades so6n introduides en els envasos, i un cop se li ha afegit
els patrons interns (veure apartat 3.6), se li afegeix 25 ml de dissolvent d’extraccié alhora que
I'agitador.Un dels tubs es reserva pel blanc (que ha de contenir la mateixa quantitat de sulfat,
de dissolvent i de patrons interns que les mostres). Un cop finalitzada I'extraccio, és molt
important deixar refredar els contenidor per sota de 30°C abans d'obrir-los per evitar possibles

pérdues per volatilitzacio.
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3.4.4.2. Filtracié i concentraci6 de I'’extracte

El contingut de cada envas és filtrat i recollit en un balé (Figura 30). Tant el balé com
I'embut sé6n de vidre i han de ser, préviament, netejat amb una mica de dissolucié d’extraccié.
La filtracié és realitza amb I'ajuda de cot6 fluix introduit amb unes pinces en la boca del coll de
cada I'embut; aquest cotd fluix ha estat netejat per extraccid Soxthlet, per evitar cap
contaminacio. Se li afegeix 2mL de dissolucié d’extraccié en un parell d’'ocasions al envas i
s’agita amb el vortex per tal de no perdre res que hagi quedat enganxat en les parets. En la
mostra filtrada no pot haver cap preséncia de la matriu del peix, si és aixi s’ha de tornar a filtrar.
Es molt important, també que no hagi quedat res d’aigua a la mostra, si és aixi s’'observa dues
fases ben diferenciades en els balons, com a consequéencia de la diferéencia de densitat de
cada liquid. Aquesta aigua pot interferir alhora de la separacié dels contaminants a analitzar, de
manera que s’ha d’eliminar. Els processos utilitzats per tal d’eliminar-la va ser:

- Traspassar la fase d'extraccio, (té menys densitat que l'aigua i queda a la part
superior), en un altre balé6 net amb I'ajuda d'una pipeta. Fent les neteges
necessaries amb hexa. Aixi l'aigua sera separada de la mostra que es vol
analitzar.

- Si encara queda aigua a la mostra, es prepara una pipeta plena de sulfat, i es
fa passa la mostra per dins la pipeta. El sulfat absorbira I'aigua i deixara passar

la mostra per ser recollida en un bal6.

Figura 30. Imatge de la filtraci6 del extracte d’algunes de les mostes de peix.

Un cop assegurat de ser eliminat tot contingut d’aigua a la mostra, aquesta es concetra
mitjancant el Rotavapor BUCHI (Figura 31) a una temperatura de 26°C fins que quedi entre 0,5

i 1ml, moment en queé la mostra ja esta llesta per ser fraccionada.

Figura 31. Imatge del rotavapor mentre s’evaporava un extracte.
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3.5. Fraccionament

3.5.1. En que consisteix el fraccionament

El fraccionament permet separar els diferents contaminants de la mostra. La separacié
es realitza per polaritat i grandaria molecular de cada component. El sistema consta d'una fase

estacionaria, d’'una fase mobil i de la dissoluci6 extreta del microones.

La cromatografia en columna ha estat el métode utilitzat per fer el fraccionament. Es un
meétode senzill d’aplicar i barat per a la neteja selectiva de la mostra. Malgrat que tant I'aliimina
com la silica han estat usades amb efectivitat per a la separacié dels OCPs de lipids de peixos
(Van der Valk i Wester, 1991), la primera és més aconsellable degut a la menor possibilitat de
pérdues originades per algunes reaccions, com la de degradacié del DDT a DDE; per aquesta

raé se li ha introduit alimina a la columna, en comptes de silica.

En la cromatografia en columna, la fase mobil és mou per pressié, empés per la forca
gravitatoria. L'addicio de fase mobil és constant. Primer de tot, s'afegeix la mostra a la columna,
distribuint-se entre les dues fases (Figura 32). Mentre es recull el dissolvent que elueix a la part
inferior de la columna, s'afegeix la fase mobil per la part superior amb I'ajuda d'una pipeta. Els
compostos avancen i s’enllacen amb les parts inferiors de la fase estacionaria. A mesura que
els compostos dissolts a la fase mobil van eluint per la part inferior de la columna, es pot
separant aquests diferents volums, generant el que s’anomena fraccions. Es aixi com es
separen els compostos que han eluit en diferents fraccions. El canvi de polaritat dels
dissolvents de les diferents fraccions també és clau per un bon fraccionament. Per separar
compostos apolars, com els COPs, la polaritat va decreixent a mesura que avancen les
fraccions. Sén les primeres fraccions les que es recollien per analitzar, mentre que els
compostos polars es queden retinguts a les darreres fraccions o la fase estacionaria de la
columna.

Mostra Fase mobil

L 111

d
'K

>

Fase B[]
estaciondria
B[]

Figura 32. Esquema de cromatografia en columna.
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3.5.2. Justificaci6 del fraccionament
Per la falta d’estudis que apliquin métodes d’analisi integrats de OCPs, PCBs i PAHs és dificil

trobar un metode ja validat a la bibliografia. No obstant, Vives et al., 2002, planteja el fraccionament d’'un
ampli nombre de PCBs, PAHs i OCPs amb una columna d’alimina com a fase estacionaria, facil d’aplicar
i amb un consum baix de dissolvent. De totes maneres, en aquest estudi es va realitzar el procés amb un
patré conegut per tal de comprovar, amb menys volum de dissolvent que en el cas de Vives et al.,2002, el
resultat fos el mateix. D’aquesta forma s’ha confirmat la separacié de PCBs i OCPs, que es recullen en la
primera fraccié de dissolvent apolar, dels PAHs i d’alguns OCPs cauen en la segona fraccié (Figura 33).
L'Gnic compost que difereix amb Vives et al., 2002 és el 4,4-DDT, que en el seu cas només surt a la
primera fraccié. Els volums preestablerts per les fraccions en aquest estudi van ser els seglents:

- Primera fraccié (FI = FL.1+F1.2 ): 8 mL n-hexa:DCM (19:1 v/v) + 3 mL n-hexa:DCM (1:2v/v).

- Segona fraccié (FIl): 9 mL n-hexa:DCM (1:2 v/v).

Yolum 8 mL Hx:DCM {19:1)+3 mL Hx:DCM (1:2 9 mL Hx:DCM (1:2)
PCB 118
PCB 209
TBB
Aldrin
4,4'-DDD
4,4'-DDE
2,4'-DDT
4,4'-DDT
Dieldrin
a-Endosulfan
b-Endosulfan
Endrin
a-HCH
b-HCH
g-HCH
Heptaclhor
trans-Heptachlor epoxi
Hexachlorbenzene
Methoxychlor
Napthalene
D8-naphthalene
Phenanthrene
D10-Anthracene
Pyrene
D10-Pyrene
Crysene
D12-Perylene

Figura 33. Fraccionament dels diferents compostos.

Resultat d'aquest fraccionament, s'obtenen grans volums per a cada fraccio. La seva
evaporacié per concentrar la mostra només es recomana utilitzant un aire comprimit altament
pur (com el Ny) (Muir i Sverko, 2006).

3.5.3. Metodologia emprada en el fraccionament dels extractes del
peix

La cromatografia en columna es realitza en una columna de vidre de 12mm de
diametre extern i de 400mm de llargada, préviament netejada amb ultrasons (15min), acetona i
Me:OH 1:1. Un cop fixada al suport i muntada la seva clau de pas, la columna és netejada amb
hexa. Se li afegeix una mica de llana de vidre amb I'ajuda d’'unes pinces i una vareta de vidre
netes; I'objectiu d’aquesta és sostenir la fase estacionaria. A continuacio, se li afegeix 10ml
d’hexa a la columna. Seguidament, se li introdueix 5g. d’alimina muflada. Ha d’estar activada
durant una nit a 120°C a I'estufa, pero abans ser introduida a la columna ha de ser desactivada

al 2% amb aigua MilliQ. L'alimina s’ha d’'afegir gradualment a la columna i mentre les
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particules cauen es va colpejant secament per evitar que es formin bombolles d'aire que
entorpirien la fraccionacié. A continuacio, s'afegeixen 1 gr. de Na2S04, que eviten I'entrada
d'aigua a la fase estacionaria de la columna. S’enrasa el dissolvent sense deixar que el
Na2S04 s’assequi. S’afegeix a la columna, mitjancant una pipeta, els 0,5 o 1 ml. de mostra
dels balons evaporats. Es pipeteja 1 ml. de dissolvent de la primera fraccié i s’acaba de netejar
el bal6, afegint-ho a la columna. Es torna a enrasar el dissolvent. A continuacio, s'afegeix el
dissolvent de la fraccié 1 (F1), 8mL d’hexa:DCM(19:1, v/v) i 3mL d’hexa:DCM(1:2, v/v) i
s’enrasa, acumulant el dissolvent que elueix dins un bal6 de vidre (Figura 34). Es fa el mateix

amb la fraccié 2 (F2), que conté 9 ml d’hexa:DCM (1:2, v/v) i es recull en un altre bald.

3

Figura 34. Cromatogrfia en columna amb I'elucié de la FI.

Evaporar els extractes recollits en els balons mitjangant el rotavapor (per accio de la
temperatura i el buit), posant I'aigua del bany a 26°C fins tenir un volum aproximadament 1mL.
Transferir aquest dissolvent a un vial d’'uns 2mL de capacitat. Després, amb una pipeta, es fan
un parell de rentades amb nou dissolvent a cadascuna de les fraccions de la mostra per acabar
de recuperar els compostos que poden haver quedat adherits a les parets del bal6é. Aquests
vials sén evaporats, aquesta vegada amb un flux de nitrogen (Figura 35). S’ha d'evitar la
sequedat absoluta. El contingut del vial es traspassa a un petit insert de vidre d’uns 200uL de
capacitat. Es fa una ultima rentada del vial amb el mateix dissolvent de la fraccié de la mostra i
és traspassat a I'insert. Tornar a concentrar els extractes amb nitrogen fins un volum aproximat
d'uns 20uL.

Figura 35. Imatge del generador del flux de N,.
A linsert, s'afegeixen 20uL d'iso-octa amb I'ajut d’una xeringa préviament netejada (2

neteges de 15 vegades de DCM i 2 neteges de 15 vegades més amb iso-octa). Es tancaran les

mostres amb taps de vials.
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3.6. Métode de validaci6 de les mostres
A les mostres de Citharus linguatula analitzades s’ha introduit, en la fase de preparacié

per I'extraccié (en la primera fase de I'analisi), uns patrons interns de concentracié coneguda.
Aquests patrons serveixen per observar i quantificar la possible perdua de contaminants dels
extractes estudiats. Aquests compostos triats com a patrons complien una série de criteris
(Baumard i Budzinki, 1997):
- Absencia en les mostres naturals.
-Propietats fisico-quimiques semblants, de manera que s'obtinguin recuperacions
similars al llarg del procés de tractament de la mostra.
- Resposta Unica, cap interferencia amb I'analit ni amb cap altre compost de la matriu.
S’ha introduit 40 pL de cada patré interns a cada mostra; d’'una concentracié de 10ng/pL:
* Patré de PCBs: el PCB 209.
* Patré OCPs: Tetrabromobenzene (TBB).
e Patré de PAHs: D10-Anthracene, D8-Napthalene, D12-Pyrene i D10-Pyrene.

A més dels patrons interns, el métode s’ha validat a partir d'un material de referéncia i uns
patrons de concentracié coneguda:

» El material de referéncia IAEA-406 (Viena, Austria). Es un homogeneitzat de peix en el

gqué hi ha presents concentracions conegudes i certificades de nombrosos
organoclorats (quasi mig centenar de PCBs i més d’una vintena d’'OCPs) i nombrosos
hidrocarburs del petroli, entre els quals es troben més d’'una desena de PAHSs.

* Ladissolucié patr6 de PCBs: “PCB congener content evaluation mix 1” d’AccuStandard
(New Haven, EE.UU.) conté 6 congeneres de PCBs (28,52,101,138,153 i 180) a una

concentracié de 10mg/l per a cadascun d’ells.

* La dissolucié6 patr6 de OCPs: “Pesticide-mix 14" de Dr. Ehrenstofer (Augsburg,
Alemanya). Conté Aldrin, pp’-DDD, pp’-DDE, op’-DDT, pp’-DDT, Dieldrin, a-
endosulfan, B-endosulfan, Endrina, a-HCH, p-HCH, y-HCH, Heptaclor,

Heptachlor-endo-epoxid (trans-, isomer A), HCB, Metoxiclor a 10mg/l per cada
component.
* La dissolucio patré6 de PAHs: “PAH solution kit” conté els 16 PAHs de la llista de la EPA

(Agencia de Protecci6 Medi Ambient, d’EE.UU.). Acenafte, Acenaftile, Antrace,
Benzo(a)antrace, Benzo(b)flourante, Benzo(k)fluorante, Benzo(g,h,i)perile,
Benzo(a)piré, Crisé, Dibenzo(a,h)antrace, Fluoranté, Indeno(1,2,3-c,d)piré, Naftale,

Perile, Fenantre, Pire es troben a 0,5 mg/l cadascun.

3.7. Analisis instrumental
Abans de l'analisi cromatografic, s’afegeix 20uL de patré intern de trifenilamina al vial

per tal de corregir la variabilitat del instrument. Les mostres van ser analitzades mitjancant un
GC-MS (cromatograf de gasos acoblat a espectrometre de masses). Aquest té una bona
sensibilitat en que pot detectar tot tipus de substancies i, a més, pot identificar els diferents

compostos de la mostra, encara que no se’n disposi de patrons.
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3.7.1. Instrument analitic
La cromatografia de gasos té un funcionament similar a la cromatografia en columna

ensementada en la fase de fraccionament. Una important diferéncia, pero, és que la fase mobil
és gas i els compostos no interactuen amb ella, només sén transportats per ella. Es produeix
una separacioé dels compostos de la mateixa manera que en la cromatografia en columna,
obtenint els compostos separats segons el temps d’'estada en la columna (temps de retencio).
Per a cada temps de retencié hi ha una resposta d’'un senyal eléctric que és directament
proporcional a la quantitat de compost. El resultat és un cromatograma en qué cada pic
correspon, si la separacié ha estat efectiva, a un compost diferent, del qual I'area del pic és
indicadora de la seva concentraci6 a la mostra.

L'espectrometre de masses permet identificar el compost, obtenint informacié sobre la

seva estructura i pes molecular. Primer de tot, ionitza les molécules de cada pic, de manera
que es generen diferents ions amb una raé m/z (massa/carrega) determinada i els classifica
segons aquesta relacié. A partir de I'espectre d’abundancia d’ions amb diferents m/z que
genera cada pic, podem assignar-li amb certa probabilitat la identitat del compost concret, com
si fos una empremta digital. L’espectrometre de masses (MS) esta acoblat a un cromatograf de
gasos (GC,gas chromatograph), amb el qual s’'introdueix el compostos en el MS, mentre que el
GC és la tecnica d'introduccio de la mostra en el MS, i aixi s’obté un GC-MS.

Cal especificar, que aquest és un instrument molt sensible, i s’ha de controlar molt la

calibracid i la sensibilitat del GC-MS, ja que pot interferir alhora dels resultats.
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Figura 36. Imatge del GC-MS en el moment de I'injecci6.

Les mostres de Citharus linguatula van ser analitzades en un GC-MS KONIK (model
KMAS-5, 200 VAC de 50 Hz; i KONIK HRGC 4000B-Gas Cromatograph). Conté una columna
Agilent DB-5MS d'una llargada de 30 metres, un diametre intern de 0,25mm i un espessor de
pel-licula de 0,25um. L'injector treballa en mode splitless i el MS mode d’'impacte d’electrons a

70eV. (Figura 36). El volum d’injecci6 és de 2L.

3.7.2. Metode d’analisi

El metode d'analisi utilitzat amb el GC-MS ha estat adaptat, reproduint les condicions
descrites a Vivet et al., 2002.
El programa de temperatura del forn comenca a 90°C (mantenint-se durant 1 minut)
augmentant 10°C/min fins a 120°C, i després a 4°C/min fins a 310°C, mantenint-se 15 minuts a

aguesta temperatura. La temperatura de l'injector va ser de 280°C, la linia de transferéncia a

45



3. Metodologia

280°C i de la font d’ions va ser de 200°C. Com a gas portador va ser utilitzat I'heli (He) a un
flux de 1,1 ml/min. L'analisi de les fraccions es va utilitzar dos métodes diferents d’injeccio:

- En la primera fraccié (Fl) es va utilitzar el metode “Full scan”, en el qual es
produeix un escanejat complert de masses, a partir de la massa 50 fins la
massa 600. El temps d’escaner per cada mostra és de 60 minuts.

- En la segona fracci6 (FIl) es va utilitzar el metode “SIM"(Selective lon
Monitorin), en el qual només s’escaneja les masses que s’han preestablert
anteriorment. Les masses son: 128, 136, 152, 154, 166, 183, 284, 74, 109,
178, 181, 188, 219, 394, 66, 100, 195, 202, 212, 195, 318, 79, 81, 235, 228,
227,252, 264, 276 i 278. El temps d’escaner per cada mostra és de 50 minuts.

3.7.3. Identificacio i integracio dels pics
Una vegada injectades les mostres cal identificar els pics del cromatograma resultant

(Figura 37,a.) per saber de quin compost és tracta, i qué s'obté de les mostres. El programa
informatic utilitzat és el Konik MS Q12 (Konikrom V1.00), i es pot identificar els contaminants
estudiats segons el temps de retencié i la massa que tenen amb I'ajuda del patr6 analitzat
anteriorment. A més, és pot corroborar amb una biblioteca universal (programa NIST MS
Search 2.0 (Figura 37, b.)) de compostos que hi ha a disponibilitat, que és capac d’identificar el
compost de que es tracta. La integracié de cada pic es realitza amb I'ajuda del programa

anomenat Instrument 1 (Figura 37,c.).
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Figura 37. Imatges dels diferents programes utilitzats per I'analisi dels resultats.
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3.7.4. Quantificacié de contaminants

Una vegada s’ha identificat el pic amb el compost corresponent, tant dels patrons com
de les mostres injectades, s’ha de realitzar uns calculs per tal de saber la concentracié del

compost.

Primerament, s’ha de trobar un factor que corregeix les variacions que produeix el GC-
MS en cada moment d’injeccid, anomenat factor de correccié (FC). Aquest té la funcié de
corregir I'area obtinguda del pic, i ve definit pel patré d’injecci6 (trifenilamina) que s’ha introduit
just en el moment d'injeccié en cada vial. El factor de correccié variara segons la mostra i el
patré utilitzat, és a dir, és diferent per cada patré intern. El calcul per obtenir el factor de
correcci6 sera de la manera seguent:

Patré,
FC - —ij ,
Trife.

On FC és el factor de correcci6, AT,ifePa”é és l'area del pic de la trifenilamina obtingut en el patré
extern injectat (el PCB 209, i el TBB en el cas de la primera fraccié; i els diferents d-PAHs: D8-

Mostra

Naftale, D10-Antrace, D10-Pire i D12-Perile en el cas de la segona fraccio). | Avite és l'area

del pic de la trifenilamina obtingut per cada mostra injectada.

El factor de correccié s’ha de multiplicar per cada area de cada compost obtingut a les
mostres: els patrons interns i els contaminants trobats. Pel que fa als contaminants s’ha de
multiplicar pel factor corrector del patré6 que correspon, (veure Taula 2). D’aquesta manera

s'obté I'area corregida de les variacions de la injeccié.

Un cop es té l'area corregida dels patrons interns i contaminants de les mostres es
passa calcular la quantitat obtinguda del compost de mostra analitzada. Aquesta
concentracié correspon a la concentracié6 de la mostra inicial, on ja esté en compte les
possibles perdues durant el procés analitic. Ja que tenint en compte que la concentracié real
dels tres patrons interns és coneguda (s’ha introduit 40uL de cada patré intern i la seva
concentracié és de 10ng/uL (en el cas del patr6 de d-PAHs s’ha de trobar la concentracié per

cada d-PAH)), es pot obtenir la concentracioé del compost identificat de la manera segtent:

A Patrg
_ z atro;
0.(ng) =—55—x0,
A

y
On Q, és la concentracié del contaminant “z” obtinguda de cada mostra en el total de grams de
peix analitzats, la A, equival a I'area del pic corregida d’aquest mateix compost (z); i Aypa"é(i) és
I'area del pic corregida del compost patré intern (“y” sera el patré intern necessari depenent del

Patro(i)

compost calculat, (veure Taula 2), i Q; és la concentracié coneguda dels patrons interns

que s’ha introduit inicialment a la mostra.

47



3. Metodologia

Finalment, obtindrem la concentracié de cada contaminant en cada mostra en unitats

de ngr/gr. de pes fresc de peix, de la manera segient:

0.(ng)

pes.mostra(g)

C.(ng/g)=

On C, és la concentracio real del contaminant “z” per gram de peix en pes fresc; Q, és la
concentracié del contaminant en tota la mostra analitzada; i pesimostra equival al pes inicial

agafat de cada mostra per realitzar I'analisi dels COPs.

També es pot calcular la recuperacié dels compostos (%). Es calcula mitjancant els
patrons interns de les mostres i els patrons extrens injectats. Aquesta recuperacié quantifica i
déna una idea de les pérdues dels contaminants durant la analitica; també dependra del

compost (veure Taula 2). Es realitza de la manera seguent:
Patro;

A
Re cuperacio(%) = AL %100

Patré,

Patro(i)

On Acorregida és l'area del pic corregida per el FC del patré intern de la mostra,

I'AP2"%®) g5 I'area del pic del patré extern.

Compost m/z Patro !ntern_ E:le Compost m/z Patré i_ntern_ ’de
Confirmacio Confirmacio
Naftalé 128 D8-Naftale -HCH 219/181 TBB
Acenafte 152 D8-Naftale y-HCH 109/181 TBB
Acenaftile 154 D8-Naftale Heptaclhor 100/272 TBB
Floure 166 D8-Naftale Aldrin 66/263 TBB
Fenantre 178 D10-Antrace B-Endosulfan 195/241 TBB
Antrace 178 D10-Antrace 4,4'-DDE 318/246 TBB
Fluorante 202 D10- Pire Dieldrin 79/246 TBB
Pire 202 D10- Pire Endrin 81/263 TBB
Benzo[a]antrace 228 D10- Pire a-Endosulfan 195/207 TBB
Crise 228 D10- Pire 4,4-DDD 235/165 TBB
Benzo[b]fluorante 252 D12-Perilé 2,4'-DDT 235/165 TBB
Benzo[k] fluorante 252 D12-Perilé 4,4'-DDT 235/165 TBB
Benzo[a] piré 252 D12-Perilé Methoxychlor 227 TBB
Perile 252 D12-Perile PCB 28 256/258 PCB 209
Indo[1,2,3-cd]perile 276 D12-Perile PCB 52 292/220 PCB 209
Benzo[ghi]perile 278 D12-Perile PCB 101 326/254 PCB 209
Dibenzo[a,h]antrace 276 D12-Perilé PCB 138 360/290 PCB 209
a-HCH 181/219 TBB PCB 153 360/362 PCB 209
HCB 284/142 TBB PCB 180 394/396 PCB 209

Taula 2. Confirmacié del patré intern que s'utilitza per les recuperacions segons el compost.
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4. RESULTATS | DIscussio

Es va realitzar dues tandes de mostres una de 6 mostres més un blanc; i I'altre de 4
mostres més un blanc, pero aquesta ultima no va poder ser injectada al GC-MS per problemes

en aquest. Els resultats de la primera tanda es presenten a continuacio.

4.1. Contingut d’aigua i de lipids

El contingut d'aigua i de lipids de les mostres és complementari a I'analisi qualitatiu i
guantitatiu de Contaminants Organics Persistents, ja que aquests tenen tendencia concentrar-
se al teixit adipds. El contingut d'aigua també és interessant, perd menys important ja que

durant I'analisi de les mostres pot produir pertorbacions en els resultats.

Per realitzar els contingut d'aigua s’ha agafat 0,5g. de muscul de peix d’aquelles
mostres que hi havia més que suficient per I'analisi dels COPs. Pel cas de 'aigua només s’ha
pogut realitzar en una de les mostres de Citharus linguatula (en la mostra B25+B27). Pel que fa
el contingut de lipids, també de 0,5g. s’ha realitzat en tres de les mostres (B25+B27, B32+B33 i
B87+B89); mentre que la resta de mostres no es disposava de suficient mascul per I'analisi de

COPs, lipids i d’aigua.

Lloc dela Contingut Contingut
mostra d'aigua % de lipids %
B25 + B27 Blanes 54,89 0,21
B30 Blanes - -
B32 + B33 Blanes - 0,24
B87 + B89 Port Barcelona - 2,21
B90 Port Barcelona - -

B98 + B100 Port Barcelona - -

Taula 3. Contingut d’aigua i de lipids d’algunes mostres.

Es pot observar que I'espécie Citharus linguatula té un elevat contingut d’aigua, un 54,89%; tot i
que s’hauria de realitzar el calcul en la resta de mostres per tal que es confirmi aquest elevat

contingut d’aigua.

Els valors de contingut lipidic per a peixos del Medi Mediterrani varia de 0-20% (Pastor,
1995) que ens mostra la gran variabilitat interespecifica que pot existir. En I'espécie Citharus
linguatula s’ha trobat un contingut bastant baix, entre 0,21% i 2,21% (més baix en Blanes, que

en Barcelona).
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4.2. Analisi dels Contaminants Organics Persistents en
Cltharus linguatula

4.2.1. Analisis d’OCPs en la primera fraccio

Per realitzar la identificaci6 de compostos en les mostres, primerament és necessari
comencar amb els patrons injectats, el PCB 209, el tetrabromobenzé (TBB), la dissolucié
d’OCPs i la dissolucié de d-PAHSs; que tenen la funcié de comprovar els temps de retencio de
cada compost, i en el cas dels patrons del PCB 209, TBB i d-PAHs (aquest Ultim en la segona

fraccio) ajuda a quantificar la concentracié dels contaminants obtinguts a les mostres.
En la figura 38 es presenta un exemple de identificaci6 de compostos, és tracta del
cromatograma del patr6 de dissolucié d’OCPs, senyalant cada un dels compostos que el

formen i es pot observar el temps de retencio i I'area del pic de cada substancia.
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Figura 38. Exemple de cromatograma del patr6 d’'OCPs amb la identificacio, el seu temps de retencié i area obtinguda
de cada compost.

També és va realitzar I'analisi del blancs en les dues fraccions i es va comprovar tota
absencia de contaminants organics persistents. D’aquesta manera es pot corroborar que en el

laboratori realitzat no existeix cap font d’aquests contaminants.

En les taules seglients es mostren els resultats obtinguts en la primera fraccié en
Blanes (Taules 4, 5 i 6). Es pot observar, primerament els patrons interns de les mostres amb
els seus respectius calculs i més avall, els contaminants trobats, si és el cas, en cada una de

les mostres. En aquesta fraccié han d’eluir els PCBs i la majoria d’OCPs (Figura 33).
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B25 + B27 Pes mostra = 6,88 gr.
Tetencispie Quantat o O, Recuperaci O
(min) ___(my) Patré (o) my 9 (ng)
Patrons:
Trifenilamina 27,1 9,311 200,0
TBB 20,1 2,687 400,0 0,361 0,969 30,0 400,0
PCB 209 43,6 1,458 400,0 1,087 1,584 36,8 400,0
Taula 4. Resultats obtinguts de la FI de la mostra B25+B27 recollida a Blanes.
B30 Pes mostra =2,69 gr
Temps de Ar_ea Quant. Area Recuperacio Quantitat Concentraci6.
reter_1C|o pic patré FC corregida %) compost en peix fresc
(min) (mV) (ng/pL) (mV) (ng/) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 27,1 16,529  200,0
TBB 20,0 6,067 400,0 0,203 1,233 38,1 400,0
PCB 209 43,6 0,184 400,0 0,612 0,113 2,6 400,0
D8-Naftalé 7,5 0,068 403,2 0,203 0,014 0,7 400,0
OCPs i PAH:
Naftalé 18,4 0,227 0,046 339,337 126,148
p,p'-DDE 30,5 3,799 0,772 23,292 8,659
Taula 5. Resultats obtinguts de la FI de la mostra B30 recollida a Blanes.
B32 + B33 Pes mostra = 4,83 gr.
Tem ps Ar_ea Quan,t. Areg Recuperacié Quantitat
retencié pic patré FC corregida (%) compost
(min) __ (mV) __ (ng/pL) (mV) (ng)
Patrons:
Trifenilamina 27,6 1,730 200,0
TBB 20,5 0,041 400,0 1,941 0,079 25 400,0
PCB 209 44,3 1,193 400,0 5,848 6,977 162,1 400,0

Taula 6. Resultats obtinguts de la FI de la mostra B32+B33 recollida a Blanes.

Els resultats obtinguts en les mostres no foren com s’esperaven, aquesta és la principal
raé pel qual s’ha optat per presentar, en la taula de resultats, gairebé tots els passos (veure
apartat 3.7.4) per obtenir la concentraci6 real (ng/g peix fresc), un dels objectius principals del
projecte. D'aquesta manera, pot ser més visual alhora d’identificar i explicar les possibles

causes que han donat lloc a resultats erronis.

En la taula 4 i 6 es mostra els resultats obtinguts de la mostra B25+B27 i B32+B33
recollides a Blanes. Com es pot observar no s’han pogut identificar cap contaminant en
aquestes dues mostres, només s’han trobat els patrons interns introduits (que elueixen a la
primera fraccid). El tant per cent de recuperacié obtingut dels patrons: el 30% i 2,5% del total
en el cas del TBB, i el 37% del PCB 209 en la B25+B27 déna una idea de la quantitat perduda
durant el procés analitic. Cal especificar que en el cas de la mostra B32 + B33 déna un 162%
del PCB 209 trobat, aquest error (ja que no es pot trobar més quantitat del patré6 que la

introduida) s'indentifica amb que l'area de la trifenilamina de la mostra és molt més petita que la
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del patro; fet que fa suposar que hi va haver un problema d'injeccié. Pel que fa als tant per
cents anterior, es pot extrapolar que és possible que les mostres estiguin contaminades amb la
preséncia d’alguns OCPs i PCBs, perd que aquests s’hagin perdut al 100% durant el procés
analitic del laboratori. La concentracié extrapolada no pot superar el tant per cent trobat de

cada patré corresponent a la mostra i al contaminant.

Pel que fa a la mostra B30 (Taula 5) s’ha pogut identificar dos contaminants: el p,p’-
DDE i el Naftale. També s’han identificat els patrons interns que elueixen en la primera fraccié
el TBB i el PCB 209; pero en aquest cas s’ha trobat el patré intern D8-Naftalé que hauria d’eluir
en la segona fraccio, de la mateixa manera que el Naftalé trobat, no hauria de ser present en
aquesta fracci6. La raé de la seva preséncia pot ser deguda a un problema durant la
fraccionacid, o bé, un error d’identificacio del pic. El que si podem confirmar és que no hauria
de mostrar-se fins que no realitzéssim la segona fraccié. La concentracié obtinguda del p,p’-

DDE és de 8,66ng/g. de pes fresc de peix .

Com es pot comprovar en les taules de resultats, alguns dels valors obtinguts sén
incongruents. S’hauria d’ampliar el nimero de mostres per donar validesa o descartar

definitivament aquests valors.

El motiu principal de I'afirmacié del paragraf anterior és la poca consistencia d'alguns
guarismes. Per exemple, hi ha factors de correccié sorprenents, la trifenilamina és el patré
d’injecci6 en el qual s'introdueix a la mostra i als patrons just en el moment d’injeccio, cosa que
no s’explica que en alguns casos les arees de les trifenilamina de les diferents mostres o
patrons sigui tant variable, indica molta variabilitat i sensibilitat del GC-MS. Degut a aquesta
variabilitat d’arees es provoquen factors de correccié molt elevats (en el cas del PCB 209 de la
mostra B32+B33) o molt minsos, com en els casos del TBB en les mostres B25+B27 i la mostra
B30, o D8-Naftalé de la mostra B30.

Un altre factor que interfereix en els resultats és la recuperacié. Aquest depén de
I'area dels patrons injectats i els patrons interns de les mostres. En alguns casos l'area dels
patrons externs injectats és més petita que dels patrons intern; fet que és inexplicable ja que
els patrons no pateixen cap analisi, si no que son introduits directament en un vial i injectat al
GC-MS, la qual cosa significa que no és possible que hagi perdut durant la injeccié molta
guantitat de patrd, més que de patré intern que si ha patit un llarg procés analitic. Aquest cas
és sobretot el del patré del tetrabromobenze (TBB) on s’ha trobat un area del pic de 3,23mV, en
molts casos inferior a I'area dels patrons interns de les mostres. Aquesta és una de les
explicacions pel qual déna recuperacions descartables. En aquest cas, seria convenient la
injeccié de més patrons, sobretot del TBB més Trifenilamina, per agafar com a nova referéncia

sent descartat el patré que tenim inicialment.
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La escassa identificaci6 de contaminants esperats inicialment, i l'arrossegament
d’errors descrits fan arribar a la conclusié de que aquestes mostres han de ser descartades
com a bons resultats, i la necessitat de realitzar noves mostres per concloure i confirmar que
aguestes son erronies, 0 en cas que s'identifiqui el mateix arribar a la conclusié de que existeix

poca contaminacioé en les mostres.

L'analisi de les possibles causes que han fet obtindre aquests valors son especificats

més endavant (apartat 4.3).

A continuacié es presenta els resultats obtinguts de la primera fraccié (FI) procedents
de les mostres capturades al Port de Barcelona. En aquestes s’ha pogut identificar i quantificar

més compostos que en el cas anterior.

B87 + B89 Pes mostra = 4,00g.
Temps Ar_ea Quantitat Area Recuperacit Quantitat  Concentraci6
retencié  pic patro FC corregida (%) compost  en peix fresc
(min)  (mV) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 27,1 17,884  200,0
TBB 20,0 5,958 400,0 0,188 1,119 34,6 400,0
PCB 209 43,6 2,437 400,0 0,566 1,379 32,0 400,0
OCPs:
p,p'-DDE 30,5 0,706 0,133 47,398 11,850
PCB 101 32,6 0,090 0,051 14,772 3,693
PCB 138 33,1 0,108 0,061 17,727 4,432
PCB 153 34,7 0,279 0,158 45,794 11,449
PCB 180 37,0 0,123 0,070 20,189 5,047
Taula 7. Resultats obtinguts en la FI de la mostra B87+B89 recollida al Port de Barcelona.
B98 + B100 Pes mostra = 3,50g.
Temps Ar_ea Quantitat Area_l Recuperacio Quantitat Concentraci6
retencié  pic patro FC corregida %) compost en peix fresc
(min) (mV) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 27,5 4,320 200,0
TBB 20,5 5,127 400,0 0,777 3,985 123,3 400,0
PCB 209 442 1,385 400,0 2,342 3,244 75,4 400,0
OCPs:
p,p'-DDE 30,9 0,321 0,250 25,044 7,155
PCB 138 33,5 0,037 0,087 10,686 3,053
PCB 153 34,6 0,148 0,347 42,744 12,212

Taula 8. Resultats obtinguts en la FI de la mostra B398+B100 recollida al Port de Barcelona.
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B90 Pes mostra = 2,89g.
Temps Ar_ea Quantitat Area_l Recuperacit Quantitat  Concentracié
retencié  pic patré FC corregida (%) compost en peix fresc
(min) (mV) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 27,1 14,318  200,0
TBB 20,0 4,345 400,0 0,235 1,019 31,5 400,0
PCB 209 43,6 1,589 400,0 0,707 1,123 26,1 400,0
D8-Naftale 2,965 403,2 0,235 0,695 33,2 403,2
OCPs i PAHSs:
p,p'-DDE 30,4 0,739 0,173 68,576 23,729
PCB 28 31,7 0,231 0,163 58,150 20,121
PCB 52 31,9 0,175 0,124 44,053 15,243
PCB 101 32,5 0,091 0,064 22,907 7,926
PCB 138 33,6 0,210 0,148 52,863 18,292
PCB 153 34,7 0,717 0,507 180,491 62,454
PCB 180 37,0 0,214 0,151 53,870 18,640

Taula 9. Resultats obtinguts en la FI de la mostra B90 recollida al Port de Barcelona.

En les mostres recollides al Port de Barcelona s’han pogut identificar alguns

contaminants organics persistents, en general la presencia de p,p’-DDE i d’alguns PCBs. La

concentracié més elevada obtinguda correspon a la mostra B90, on també s’han trobat la major

gquantitat de PCBs. En la figura 39 s’observa els diferents PCBs obtinguts en cada mostra del

Port del Barcelona. Els PCB 28 i el PCB 52 només s’ha identificat en la mostra B90 en

concentracions de 20,12 i 15,24ng/g de peix, respectivament; mentre que els PCB 101 i el

PCB180 s’ha identificat en la mostra B87+B89 en concentracions de 3,69 i 5,05ng/g de peix, i

en la B90 en concentracions de 7,93 i 18,64ng/g de peix, respectivament. | els PCB 138 i PCB

153 s’ha observat en les tres mostres recollides al Port de Barcelona en concentracions de 4,43
i 11,45ng/g de peix en la mostra B87+89; 3,03 i 12,21ng/g de peix en la mostra B98+B100; i

18,29 i 62,45ng/g de peix en la mostra B90, respectivament.
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Figura 39. Grafic on s’observa la comparaci6 dels diferents PCBs obtinguts
en les tres mostres recollides al Port de Barcelona.

En el cas del p,p’-DDE s’ha obtingut en concentracions de 11,85; 7,16 i 23,73ng/g de peix, que

es poden comparar entre mostres en la figura 40.
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Figura 40. Grafic on s’observa la comparacié del p,p’-DDE obtinguts en les mostres recollides a Blanes.

En la mostra B90 s’ha tornat a identificar el patr6 D8-Naftale i el compost Naftale. Ja

s’ha explicat anteriorment que la possible raé de que aparegui a la fraccio .

Igual que en el cas de les mostres de Blanes, cal especificar que I'abséncia d'altres
contaminants no es pot afirmar que no hi siguin, perque hi ha possibilitat que hagin perdut al
100% durant el procés analitic. En les mostres B87+B89 i B90 s'observa que el tant per cent
obtingut dels patrons de TBB i de PCB 209 estan entre un 25% i un 33%, de manera que hi ha
més probabilitats de que hi hagués presencia d'alguns contaminants que no s’ha pogut
identificar, que en la mostra B98+B100 on el tant per cent obtingut d’aquests patrons és bastant

més elevat.

Un altre cas a destacar és la recuperacié del TBB, de I'ordre de 123% en la mostra
B98+B100 pel fet que I'area de la trifenilamina del patré injectat (TBB més Trifenilamina) és
bastant més petita que I'area del mateix compost en la mostra, aquest fet confirma que aquet

patré hauria de ser descartat ja que déna errors a la quantificacié dels contaminants.

Pel que fa a les recuperacions en general, semblen ser més correctes que en les
mostres recollides a Blanes, tot i que en alguns casos s’arrossega l'error del factor de
correccié, i a més, cal especificar, un cop més, que hi ha patrons interns on la seva area és
més gran que la del patr6 de referencia. Aquest cas torna a ser el del patr6 del TBB, una

confirmacié més a I'error d’'injeccié d’aquest patré (té una area de 3,23mV).

D’aquesta manera cal especificar que aquestes mostres tampoc poden considerar-se
correcte en una investigacié ja que hi ha indicis d’errors experimentals o d’injecci6é. Caldria

analitzar noves mostres per intentar identificar i reduir els errors produits en el present estudi.

4.2.2. Analisis d’OCPs en la segona fracci6

. En una vista general, es pot observar que s’han pogut identificar més contaminants

que en la primera fraccid, pero que, en general, les arees dels compostos sén molt més petites.
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Els patrons externs de referéncia son identificats amb la seva area corresponent, igual
gue en el cas de la primera fraccio, per tal conéixer les recuperacions dels compostos. Cal
especificar, una vegada més, que hi ha alguns casos en qué I'area del patré de referéncia és
més petita que I'area del patré intern de les mostres, la qual cosa no pot ser possible. Els casos
sén el patr6 D12-Perile per les mostres B25+B27 i B32+B33. D’aquesta manera, els

contaminants corregits per aquest patré haurien de ser descartats.

En la segona fraccié han d’eluir tots els PAHs i alguns OCPs, i pel que fa als patrons
interns han de sortir el patré6 mixt amb els 4 patrons que el composen: D8-Naftalé, D10-Antrace,
D10-Piré i el D12-Perilé. Llavors, per tal de corregir el OCPs trobats, com que el patré intern
TBB elueix en la primera fraccié i els metodes d’'injeccié son diferents, s’ha d’establir una
relacié entre el patré referéncia de la primera fracci6 amb el patré referencia injectat amb el
meétode SIM, que donara un coeficient, el qual, multiplicat per I'area del pic del TBB am el
meétode full scan (primera fraccid) simula 'area del pic del patré intern TBB si hagués estat
injectat amb el metode SIM. D’aquesta manera ja es pot realitzar les operacions corresponents
per corregir els compostos organoclorats trobats en I'actual fraccié. Cal especificar, que aquest
procés arrossega l'error, anteriorment explicat, del patr6 TBB més trifenilamina. En les mostres
B30 de Blanes i B90 del Port de Barcelona el patr6 intern D8-Naftalé s’ha obtingut com ja s’ha
vist en la primera fraccié, doncs, s’ha realitzar la mateixa operacié que en cas del TBB per
simular 'area d'aquest en el métode SIM, i poder utilitzar-ho per corregir els possibles PAHs

trobats dependents d’aquest patro.

A continuaci6 es presenten els resultats de les mostres de Citharus linguatula

analitzades que van ser capturades a Blanes (Taules 10,11 i 12).

B25+B27 Pes mostra= 6,88 g.
Temps Ar_ea Quantitat Area_l Recuperacit Quantitat Concentraci6
retencié  pic patré FC corregida (%) compost en peix fresc
(min) (mV) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 24,4 0,045
D8-Naftalé 7,1 0,004 403,2 2,689 0,011 0,6
D10-Antrace 19,6 0,045 559,2 2,689 0,121 41,7
D10-Pire 26,2 0,014 275,2 2,689 0,038 24,5
D12-Perilé 41,5 0,217 277,2 2,689 0,583 627,4
TBB Fl 0,0181 400,0 2,244 0,039 186,5
OCPs i PAHSs:
Naftale 7,3 0,004 0,011 403,200 58,605
Acenftalé 13,3 0,001 0,003 100,800 14,651
Fluoré 15,5 0,002 0,005 201,600 29,302
p,p-DDT 31,9 0,023 0,052 527,116 76,616

Taula 10. Resultats obtinguts en la FIl de la mostra B25+B27 recollida a Blanes.

1. Area simulada amb SIM
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B30 Pes mostra= 2,69g.
Temp;} Area pic Quanti,tat Area_L Recuperacié Quantitat Concgntraci()
reter_1C|o mVv) patré FC corregida %) compost en peix fresc
(min) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 24,4 0,047
D8-Naftalé Fl 0,0005" 403,2 2,575 0,0013 0,1
D10-Antrace 19,6 0,030 559,2 2,575 0,0772 26,6
D10-Piré 26,3 0,022 2752 2,575 0,0566 36,9
D12-Perilé 41,8 0,009 2772 2,575 0,0232 24,9
TBB Fl 0,039" 400,0 2,149 0,0847 403,3
OCPs i PAHSs:
fuorant 87 ND : - ND
'p';:’éo[l’z's":d] 39,0 ND - - ND
Benzo[ghi]perile 43,2 ND - - ND
p,p'-DDT 31,2 0,001 0,00215 10,150 3,773
o —HCH 16,3 ND - - ND
y-HCH 18,1 ND - - ND
Taula 11. Resultats obtinguts en la FIl de la mostra B30 recollida a Blanes.
B32 + B33 Pes mostra= 4,83g.
Temp;} Area pic Quanti,tat Area_l Recuperacié Quantitat Concgntraci()
reter_1C|o (mV) patré FC corregida %) compost en peix fresc
(min) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 24,4 0,068
D8-Naftalé 7,5 0,203 403,2 1,779 0,3612 19,0
D10-Antrace 18,6 0,606 559,2 1,779 1,0783 3718
D10-Piré 26,1 0,007 275,2 1,779 0,0125 8,1
D12-Perilé 41,8 0,237 277,2 1,779 0,4217 453,5
TBB FI Fl 0,00027" 400,0 1,485 0,0004 1,9
OCPs i PAHSs:
Naftalé 8,0 0,002 0,0036 3,972 0,822
Acenftalé 13,2 0,013 0,0231 25,821 5,346
Acenaftilé 14,1 ND - - ND
Fluore 15,8 ND - - ND
B-HCH 17,0 0,222 0,3297 333438,328 69034,850
y-HCH 18,1 0,001 0,0015 1501,974 310,968

Taula 12. Resultats obtinguts en la Fll de la mostra B32 + B33 recollida a Blanes.

Dels OCPs trobats en les mostres recollides a Blanes destaquen en preséncia els
hexaclorcilcohexans B i y en dos de les mostres, i el p,p’-DDT també en dos de les tres mostres
de Blanes. En la mostra B30 s’identifiquen els compostos B-HCH i y-HCH, pero per sota del
nivell de deteccio, i per tant no es possible la seva quantificacio. (I'area del pic es mostra amb
un 0).

1. Area simulada amb SIM
ND:No Detectat (Per sota del limit de detecci6)
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Els PAHs identificats en les mostres varien bastant entre mostres, tot i que es podria dir
que el Naftale seria el més present, dos de les mostres en aquesta segona fraccio, i
sorprenentment, en la primera fraccié de la mostra restant de Blanes, la B30. En la mostra
B25+B27 s’ha identificat, a part del Naftale, els compostos Acenaftiié i Fluoré amb
concentracions de 58,65 i 14,65ng/g de peix fresc amb contingut elevat d'aigua,
respectivament. Tot i que s’ha de destacar la recuperacié és molt petita, (segons Taula 2) de
I'ordre de 0,6%. En la mostra B32+B33 el Fluoré s’ha identificat pero per sota del nivell de
deteccio, de la mateixa manera que el Acenaftile; també s’ha observat la preséncia de
I’Acenaftalé amb una concentracié de 5,35ng/g de peix fresc i el Naftale amb 0,822ng/g de
peix; en aquest cas la recuperacié és de 19%. En la mostra B30 no s’ha pogut quantificar cap
hidrocarburs aromatic policiclics ja que han estat per sota del limit de deteccié del masses; els
compostos PAHs identificats sén el Benzo(b)fluoranté, el Indo[1,2,3, cd]pire i el

Benzo(ghi)perile.

Es torna a observar, en alguns casos, que les recuperacions sén superiors al 100%
maxim; aquests casos coincideixen amb el TBB i el D12-Perilé, fet que ja s’ha comentat que de
que les arees dels d'aquests patrons inectats son més minses de les haurien de ser, i pot

provocar errors com aquests.

Igual que en el cas de les mostres de la primera fraccié de Blanes, cal especificar que
I'abséncia d’'altres contaminants no es pot afirmar que no hi siguin, perque hi ha possibilitat que
hagin perdut al 100% durant el procés analitic. Hi ha bastants casos que el tant per cent de
recuperacié sén bastant baixos; fet que déna més probabilitat de que puguin haver altres

contaminants no identificats en aquestes mostres.

D’aquesta manera cal especificar, una vegada més, que aquestes mostres tampoc
poden considerar-se correcte en una investigacio ja que hi ha indicis d’errors experimentals o
d’injecci6. Caldria analitzar noves mostres per intentar identificar i reduir els errors produits en

el present estudi.

Les taules 13, 14 i 15 representen els resultats de la segona fraccié del Port de

Barcelona:

60



4. Resultats i Discussi6

B87 + B89 Pes mostra= 4,00g.
T_erT]ps_ Area Quanti,tat Area Recuperacié Quantitat Conce_ntracié
residéncia . patro FC corregida compost en peix fresc
(min) __P1M) ) (mV) C4) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 24,3 0,042
D8-Naftalé 7,0 0,724 403,2 2,881 2,086 109,9
D10-Antrace 19,6 0,071 559,2 2,881 0,205 70,5
D10-Pire 26,3 0,035 275,2 2,881 0,101 65,7
D12-Perilé 41,7 0,020 277,2 2,881 0,058 62,0
TBB FI 0,039 400,0 2,405 0,093 443,2
PAHs i OCPs:
Naftale 7,8 0,005 0,014 2,785 0,696
Acenftaleé 12,9 0,006 0,017 3,341 0,835
Acenaftilé 13,8 0,002 0,006 1,114 0,278
Fluore 15,8 0,003 0,009 1,671 0,418
Crisé 33,4 0,002 0,006 15,726 0,696
Dieldrin 28,1 0,001 0,002 10,336 2,584
Endrin 29,1 0,003 0,007 31,008 7,752

Taula 13. Resultats obtinguts en la FIl de la mostra B87 + B89 recollida al Port de Barcelona.

B98 + B100 Pes mostra=3,50g.
Temps Area  Quantitat Area .. Quantitat Concentracio
residéncia  pic patro FC corregida Recugeracm compost en peix fresc
(min) ___(mV) _ (ng/uL) (mV) C4) (ng) (nglg)
Patrons:
Trifenilamina 24,3 0,039
D8-Naftalé 7,2 0,055 403,2 3,103 0,171 9,0
D10-Antraceé 19,5 0,055 559,2 3,103 0,171 58,8
D10-Pire 26,2 0,019 275,2 3,103 0,059 38,4
D12-Perilé 41,7 0,013 277,2 3,103 0,040 43,4
TBB Fl 0,033l 400,0 2,590 0,086 410,7
PAHs i OCPs:

Naftalé 7,2 0,001 0,003 7,331 2,095
Acenaftilé 14,0 ND - - ND
Fluore 16,0 ND - ; ND
Perile 41,6 ND - ; ND
Benzo[ghi] 43,5 0,001 0,003 21,323 6,092
perile
Dieldrin 28,5 0,06 0,155 720,666 205,905
Endin 29,1 0,009 0,023 108,100 30,886
a HCH 16,4 0,002 0,005 24,022 6,863
g HCH 18,1 0,008 0,020 96,089 27,454

Taula 14. Resultats obtinguts en la FIl de la mostra B98 + B100 recollida al Port de Barcelona.

1. Area simulada amb SIM
ND:No Detectat (Per sota del limit de detecci6)
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Pes mostra=
B90 2,89g.
Temps Ar_ea Quantitat Area Recuperacit Quantitat Concentracié
residencia  pic patré FC corregida (%) compost en peix fresc
(min) (mV) (ng) (mV) (ng) (ng/g)
Patrons:
Trifenilamina 24,3 0,060
D8-Naftale Fl 2,687l 403,2 2,017 5,418 285,5
D10-Antrace 19,6 0,128 559,2 2,017 0,258 89,0
D10-Pire 26,3 0,060 275,2 2,017 0,121 78,8
D12-Perilé 41,8 0,034 277,2 2,017 0,069 73,7
TBB FI Fl 0,028l 400,0 1,683 0,048 226,2
PAHs i OCPs:
Naftalé 7,8 0,006 0,012 0,900 0,312
Acenftalé 13,1 0,003 0,006 0,450 0,156
Acenaftilé 14,1 0,021 0,042 3,151 1,090
Fluoré 15,3 0,013 0,026 1,951 0,675
Benzo(a)piré 41,1 0,001 0,002 8,153 2,821

Taula 15. Resultats obtinguts en la FIl de la mostra B90 recollida al Port de Barcelona.

Es pot observar, tal com passava a les mostres de Blanes que les arees tant dels
patrons com dels compostos trobats s6n molt més petites que de les arees dels pics de la

primera fraccio.

El Dieldrin, Endrin, el a-HCH i el y-HCH sén els OCPs identificats en la segona fraccié
d’aquestes mostres. Tot i la seva identificaci6, la quantificacié d’aquests no és valida per raons
explicades anteriorment del seu patr6 de TBB. L'arrossegament d’aquest error provoca grans
errades en el calcul de la simulacio de I'area del TBB en métode SIM. Aquest fet, provoca que
la recuperacié sigui molt superior al 100%; fet que corrobora que el calcul dels OCPs obtinguts

a les mostres no sigui possible per donar resultats acceptables.

El Naftalé, el Acenatftilé i el Fluoré sén els PAHs identificats en les tres mostres de
Barcelona. Les seves concentracions en les diferents mostres son bastant variants: 0,67; 0,28 i
0,42ng/g de peix fresc en el cas de la mostra B87+B89, 0,31; 1,09 i 0,68ng/g de peix en la
mostra B90 i en la B98+B100 el Naftalé té una concentracio de 2,09ng/g de peix, mentre que el
Acenaftalé i el Fluoré estan per sota del limit de deteccié i no ha estat possible la seva
guantificacié. El Acenaftalé s’ha identificat en dues mostres amb concentracions de 0,16ng/g de
peix en la mostra B90 i en la B98+B100 torna a estar per sota del nivell de deteccié. Hi ha
PAHs que només s’han obtingut en una de les tres mostres de Barcelona com sén el Crise amb
una concentracié de 117,94ng/g de peix en la mostra B87+B89; el Piré de la mostra B98+B100
on no s’ha pogut quantificar per estar per sota del limit de detecci6 del masses; el Benzo(a)piré
gue s’ha obtingut una concentracié 2,821ng/g de peix en la mostra B90; i el Benzo[ghi]perile
gue s’ha identificat en la mostra B98+B100 en una concentracié de 6,09ng/g de peix fresc. Cal
especificar que el D8-Naftale de la mostra B90 s’ha hagut de realitzar la simulacié d’'area de pic

com si hagués estat injectat en métode SIM, ja que ha eluit durant la primera fracci6; aquest fet

1. Area simulada amb SIM
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arrossega un error en els calculs de la quantificacié dels contaminants, on es pot veure que la

recuperacié trobada és de 285%.

Tal com s’ha anat dient en els apartats anteriors, queda la possibilitat, cal dir-la que la
mostra contingui més contaminants dels identificats en aquestes mostres, ja que la pérdua de
patrons deixa oberta aquesta possibilitat; tot i que la probabilitat és menor que en el cas de la

primera fraccié on apareixen recuperacions més minses.

Per tal de donar resultats coherents de I'analisi de COPs i verificar aquests obtinguts
s’haurien de realitzar, com ja s’ha dit, més mostres; ja que aquestes per les diferents raons
descrites haurien de ser descartades. Aquestes mostres poden donar una idea de la preséncia

de contaminacié i la identificaci6 d’alguns contaminants, pero la seva quantificaci6 no pot

donar-se per valida.

4.2.3. Comparativa de mostres de Blanes i el Port de Barcelona

A la taula 16 es resumeixen els resultats finals obtinguts, on es pot observar els

contaminants identificats en cadascuna de les mostres i la seva quantificacio.

Blanes Port de Barcelona

B25 + B27 B30 B32 + B33 B87 + B89 B98 + B100 B90
P,p'-DDE - 0,047 - 11,850 7,155 23,729
P,p'-DDT 102,849 5,065 - - - -
>DDTs 102,849 5,112 - 11,850 7,155 23,729
PCB 28 - - - - 20,121
PCB 52 - - - - 15,243
PCB 101 - - 3,693 - 7,926
PCB 138 - - - 4,432 3,053 18,292
PCB 153 - - - 11,449 12,212 62,454
PCB 180 - - - 5,047 - 18,640
> PCBs - - - 24,621 15,265 166,405
A-HCH - ND - - 9,214 -
B-HCH - - 92672,827 - - -
F-HCH - ND 417,445 - 36,854 -
YHCHSs ND 93090,272 - 46,068 -
Dieldrin - - - 3,469 276,408 -
Endrin - - - 10,406 41,461 -
Naftale 58,605 126,148 0,822 0,696 2,095 58,347
Acenaftale 14,651 - 5,346 0,835 - 29,174
Acenaftile - - - 0,278 NQ 204,215
Fluore 29,302 - - 0,418 NQ 0,675
Crisé - - - 3,931 - -
Benzo[b]fluoranté - ND - - - -
Benzo[a]piré - - - - - 2,821
Indoo[1,2,3-cd]pire - ND - - - -
Benzo[ghi]perilé - - - - 6,092 -

Taula 16. Taula resum dels resultats finals obtinguts en les sis mostres analitzades. Les concentracions dels

compostos estan en unitats de ng/g de peix fresc. ND= no detectat, perqué es trobaven per sota de limit de deteccio.

ND:No Detectat (Per sota del limit de detecci6)
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A continuacié es compararan ambdues localitzacions i es discutiran els resultats
obtinguts. El lector pot ser que noti que no es té en compte la quantia de contaminants. Aixo és
aixi degut a incoheréncies als calculs i possibles falles metodoldgiques que comentarem més
endavant. Oblidarem doncs en aquest apartat tots aquests problemes per poder efectuar la
comparativa dels valors obtinguts a les mostres. Cal dir que mancaria continuar amb aquest

estudi de I'espécie per corroborar la falla o I'encert dels valors obtinguts.

Tot veient els resultats podem observar que en la major part dels casos s'obté un
resultat raonable segons els estudis que s’han fet i consultat de diverses fonts. No s’ha pogut
trobar cap referencia de I'espécie estudiada en el present projecte, ja que és una espécie molt
poc investigada en aquest tema. De tal manera, s’ha escollit com a referéncia una espécie
bastant semblant en habitat i caracteristiques fisiologiques, la qual és molt estudiada. Aquest
és el cas de I'espéecie Mullus barbatus, on conté de PCBs entre 8,7+4 i 20,3+9ng/g peix de pes
fresc en el muascul, estudiat en la zona del Delta de I'Ebre (Mar Mediterrani) (en I'estudi Pastor
et al., 1996); i pel que fa als DDTs s’espera una concentracié dins de 4,4+2 i 16,8t1ng/g de
pes fresc en el muscul de M. barbatus. (Pastor et al., 1996). Pel que fa als altres OCPs i als

PAHs obtinguts en aquest estudi no s’ha pogut trobar cap referéncia adequada.

Com s’esperava, el contaminants s6n més presents a les mostres del Port de

Barcelona que a les de Blanes.

El Port de Barcelona és un zona d'una alta activitat i el punt final de molts residus
industrials. Segons els nostres estudis podem confirmar la preséncia d’'una gran quantitat de
PCBs. Aquests s6n uns resultats que ja s’intuien perd que aquest estudi ha pogut corroborar.
Els hidrocarburs aromatics policiclics també sén més presents a aquesta localitzacié. Tot i que
alguns d’aquests contaminants s’originen a la natura i per tant també els podem trobar a

Blanes.

Per contra a Blanes no s’ha trobat a les mostres cap rastre de PCBs. En general, els
valors obtinguts solen ser inferiors als obtinguts a una zona més industrialitzada com el Port de
Barcelona. La inexistencia de PCBs i HCHs a la major part de les mostres indiquen que la
influencia dels COPs ha estat menor. Tot i aixo cal recordar que aquest tipus de contaminants
per definicié no necessiten ser presenta a prop de la font ja que poden viatjar grans distancies i
a més, sén molt persistents i practicament no biodegradables. Es per aquest motiu que és
estrany que no aparegui el minim rastre d’aquestes substancies encara que en una proporcié
menor. De totes maneres, encara que segons els biomarcadors les aiglies de Blanes semblen
més netes, no s'escapen de rastres de contaminacié que en alguns casos son significatius com
podria ser la preséncia de Naftalé a totes les mostres analitzades i la seva gran concentracio

de les mateixes.

64



4. Resultats i Discussi6

Cal destacar la preséncia a ambdues localitzacions de DDTs. Totes les mostres han
mostrat un rastre en major o menor mesura d’aquests pesticides, prohibits als anys 70. Es a
Blanes on podem trobar una major concentracié degut segurament a una major activitat

agricola de la zona i ésser aixi una zona més susceptible a aquest tipus de contaminants.

D’altra banda hi ha una abséncia que cal remarcar. Es estrany que no aparegui ni
rastre a cap de les mostres analitzades del Hexaclorbenzens (HCBs). A d’altres estudis
consultats I'aparicié d'aquest compost és habitual. Caldria esbrinar si la manca d’aquests
compostos a les mostres és deguda a I'abséncia de les mateixes o bé a que el C. linguatula és

un mal biomarcador pels HCBs.

Les dues localitzacions s6n zones de pesca costanera on el C. linguatula és una de les
especies capturades. Podem veure doncs com la contaminacié generada per l'industria i
'agricultura, juntament amb I'elevada biomagnificacié caracteristica d’aquests compostos,

poden acabar afectant a I'espéecie humana.

4.3. Problemes associats a la metodologia i la quantificacio

S’ha mencionat que la major part dels valors obtinguts son raonables i suporten la
comparacié amb estudis similars. Cal explicar perd, aquells valors que després d'un estudi i

analisi s’han comprovat erronis o si més no, dubtosos.

Per fer un control de la qualitat de resultats s’ha fet servir el document emés per IOMC
(Programa Inter-Organitzacions pel Maneig segur de productes Quimics, un acord de
cooperacié entre PNUMA, OIT, FAO, OMS, ONUDI, UNITAR y OCDE) el Mar¢ del 2007 amb
titol “Guia para el Analisis de Contaminantes Organicos Persistentes”. Aquest document ha

ajudat a detectar posibles falles al procés.

En aquest apartat es descriura tots els passos realitzats en I'analisi de COPs que hagin
pogut interferir en la bona identificacio i quantificacié dels compostos en les mostres analitzat

segons el document del IOMC:

. Identificacié erronia d’un pic. Es possible que en el cas del compost B-HCH a la mostra
B32+B33 sembla ser que degut a la gran quantitat de pics que apareixien al cromatograma
probablement es va cometre un error d'identificacié que va portar a un valor erroni.
. Complexitat metodologica. Tot i que la metodologia emprada es creu que ha estat la
correcte, no deixa de ser un procés complex i llarg susceptible d’errors analitics:
o0 L’eliminacié de I'aigua abans de I'extracci6. Es va realitzar fent servir sulfat de
sodi pero es va detectar restes d’aigua que van poder interferir en el valors

finals. Es va optar per no fer servir la liofilitzacié prévia ja que es pensava que
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aguest pas eliminava massa compostos volatils. Perod s’ha demostrat que és un
pas necessari per poder eliminar tot rastre d'aigua a les mostres. La
manipulacié requerida sense aquest pas previ pot provocar pérdues o
alteracions, es a dir, contaminacio externa de les mostres.

Condicions atmosferiques de treball. El laboratori tenia suficient humitat com
per poder interferir en les mostres. De totes maneres s’hauria de quantificar per
corroborar si s’ha de canviar de lloc aquest estudi o0 no.

Contaminaci6 externa. En tot moment s’ha tingut la maxima cura possible. De
totes maneres, cal tenir en compte aquest factor ja que en algunes fases del
meétode d’analisi el risc de contaminacio era elevat i no es pot assegurar que
s’hagi evitat completament.

Experiéncia del personal de laboratori. Com és natural en un treball d’aquesta
indole, I'experiéncia en un entorn real d’assaig ha estat insuficient. El treball
constant i diari ha fet millorar aquest apartat. De totes maneres la complexitat
de la metodologia no fa possible assegurar que no hagi hagut errors de

caracter huma.

. GC-MS. El resultats sén molt sensibles a la calibraci6 de Il'aparell. S’hauria de

comprovar un altre cop la calibracio i tornar a injectar nous patrons per tal de verificar els valors

obtinguts. A més s’ha de tenir en compte dos factors més en relaci6 amb aquesta maquina:

o

Limit de deteccié. S’han trobat compostos en diverses mostres que no han
pogut ser quantificats degut a que es trobaven per sota del limit. Fora
interessant identificar aquest limit per poder millorar I'analisi d'aquestes
substancies.

Relacié senyal-soroll. Aquest és un factor important segons els pics
interessants. Aquesta relacié ha de ser igual o major que 3:1 (IOMC,2007). No

se sap si s’ha complert aquesta condicid.

El mostreig i transport va ser carrec del grup de treball BIOMARE, i 'emmagatzemen

de es va realitzar amb una refrigeracié de -20°C (tal com recomana IOMC, 2007). Aquesta guia

recomana també el registre i el control de temperatura de 'emmagatzematge, juntament amb la

disposicio d'un equip de subministrament d’energia en casos de talls d’energia.

De la mateixa manera, la calibracié dels aparells necessita d’'una cura i unes mans

expertes al tractar-se d’un equip car. No es creu que hagin hagut falles en aquest punt ja que

es confia en la experiéncia del personal de laboratori que va ajudar i guiar en aquest punts.
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5. CONCLUSIONS

5. 1. Valoracio d’objectius

Dels dos objectius principals del projecte podem dir que s’ha assolit de manera
satisfactoria el primer dels objectius, I'analisi de les mostres del Citharus linguatula. En aquest
analisi s’han identificat diversos compostos contaminants dins les matrius de les mostres. Cal
dir que de totes maneres s’esperava l'aparici6 de més compostos dels que s’han identificat.
Caldria injectar quatre mostres més que romanen al laboratori sense ser injectades. Aixo
encara ens donaria més dades per poder aprofundir a I'analisi. Aquestes noves mostres

podrien a més, evitar alguns dels problemes que ja s’han detectat.

Degut als problemes mencionats durant la memoria no es creu que la quantificacio,
segon dels objectius, s’hagi complert. Tot i que algunes de les dades semblen raonables a
primera vista, el fet que apareguin dades incongruents durant les diverses operacions fan
dubtar de les quanties que ens apareixen com resultats finals. Caldria evitar els problemes
mencionats a I'apartat 4.3. en noves investigacions ja que aix0 ajudaria a acceptar o descartar

definitivament els valors obtinguts en aquest treball.

5.2. Valoracio del projecte

Formar part d’'un projecte tant important com BIOMARE ha estat gratificant i motivant.
En linees generals el recolzament per part del personal de laboratori, dels responsables del

projecte ha estat exemplar.

Caldria pero fer alguns apunts que millorarien futurs estudis i ajudarien a aprofundir en
el coneixement dels COPs i de les espécies afectades pels contaminants. La restriccié d'accés
al laboratori ha esdevingut un problema no només de comoditat si no que ha fet que les hores

d’espera que mancava el procés no s’hagin respectat tot el desitjable.

També fora convenient la participacié de més estudiants amb diversos espécimens de
la mateixa espécie que ajudaria a contrastar informaci6 i fer que I'aveng en aquest ambit sigui
més rapid. Cal dir que no s’ha trobat informacié sobre estudis amb aquesta especie com a
biomarcador. Per tant, cal continuar amb l'estudi per donar validesa a les dades i assolir

conclusions més profundes i acurades.

5.3. Linees de continuacio6

Degut a la importancia del projecte BIOMARE, el gran risc que representen els COPs i
el desconeixement del C. linguatula fora convenient continuar amb la investigacié i I'analisi en

nous estudis.
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Algunes de les idees proposades serien les seglents:

. Injecci6é de les quatre mostres ja analitzades per tal de assolir un punt de partida
més solid en futures investigacions.

. Capturar noves mostres i fer un estudi simultani de diversos espécimens del C.
linguatula per corroborar si es tracta d’'un bon biomarcador.

. Analitzar altres parts dels espécimens que no siguin el miscul com podrien ser el
fetge o la bilis tal i com s’ha fet a d’altres especies.

. Un cop fet aquests nous estudis es podria estudiar les causes i les

consequencies d'aquesta contaminacio.
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BIOMARE

CE
COPs 0 POPs
DCM
DDD
DDE
DDT
d-PAHs
EEUU
EPA
FAO
FC
Full scan
GC
GC-MS
HCB
HCHs
HC
IARC
IOMC
IUPAC
Kow
m/z
MAE
MS
OCDE
OCPs
oIT
OMS
ONUDI
PAHs
PCBs
PCDF
PNUMA
Py
REACH
SIM
SMA
t1/2
TBB
UNEP
UNITAR

Identificacié de BlOmarcadors de I'impacte antropogenic en comunitats
MARInes: una aproximacié Ecosistemica

Conveni d'Estocolm

Contaminants Organics Persistents

Diclormeta

Diclordifenildicloreta

Diclordifenildicloetilé

Diclorodifeniltricloroeta

Deuterats-Hidrocarburs aromatics policiclics

Estats Units

Agencia de Proteccié del Medi Ambient en EE.UU.

Organitzacié de les Nacions Unides per a I'Agricultura i I'Alimentacié
Factor recuperaci6

Escanejat complert de masses

Cromatograf de gasos

Cromatograf de gasos acoblat a espectrometre de masses
Hexaclorbenze

Hexaclorciclohexans

Acid clorhidric

Agencia Internacional per la Investigacié del Cancer

Programa inter-organizacions per el maneig segur de productes quimics
International Union of Pure and Applied Chemist

Coeficient de reparticié octanol-aigua

relacié massa/carrega

Extracci6 asistida amb microones

Espectometre de masses

Organitzacié de Cooperacié i Desenvolupament Economic
Compostos organoclorats persistents

Organitzacié Internacional del Treball

Organitzacié mundial de la salut

Organitzacié de les Nacions Unides per al Desenvolupament Industrial
Hidrocarburs aromatics policiclics

Bifenils policlorats

Dibenzofurans policlorats

Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP en angles)
Pressio6 de vapor

Registre, Avaluacid i Autoritzacié de substancies Quimiques (Reglament)
Monitoreig selectiu d'ions

Servei de Medi Ambient

Temps de vida mitja

Tetrabromobenze

Programa Ambiental de les Nacions Unides

Institut de les Nacions Unides per la Formacié i la Investigacio
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Unitats:

%
°C
min

Kg

H9

mL

pL
Ppm
mV
Mmol
mm Hg
Pa

Tant per cent
Graus Celsius
minuts
metres
kilogram
gram
microgram
litre

Mililitre
Microlitre
parts per milié
miliVolts
Milimol
milimetres de mercuri
Pascals

74



7. BIBLIOGRAFIA




7. Bibliografia

7. BIBLIOGRAFIA

Aislabe, J. M.; Richrads, N. K.; i Boul, H. L. (1997). Microbial degradation of DDT and its residues- a
review. New Zealand Journal og Agricultural Research, 40: 269-282.

Alexander, M. (1995). How toxic are chemicals in soil? Environmental Science and Tecnology, 29: 2712-
2717.

Baker, J. E.; P.; i Eisenreich, S. (1986). Influence of colloids on sediment-water partition coefficients of
polychlorobiphenyl congeners in natural waters. Environmental Science and Tecnology, 20:1136-
1143.

Baker, J. E.; Eisenreich, S. (1991). Sediment trap fluxes and benthic recycling of organic carbon,
polycyclic aromatic hydrocarburs, and polychlorobiphenyls congeners in Lake Superior.
Environmental Science and Tecnology, 25: 500-509.

Barber, J. L.; Sweetman, A. J.; van Wijk, D.; i Jones, K.C. (2005). Hexacholorobenzene in the global
environment: emissions, levels, distribution, trends and processes. Science of the Total Environment,
309: 1-44.

Baumard, P.; Budzinki, H. (1997). International standard quantification method and Gas Chromatograph-
Mass Spectrometer (GD-MS): a reliable total for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS)
quantification in natural matrices. Analusis, 27: 246-252.

Bergen, B.; Nelson, W.; i Pruell, R. (1993). Partitioning of polycholorinated biphenyl congeners in the sea
water of New Bedford Harbor, Massachussets. Environmental Science and Tecnology,27: 937-942.

Bélanger, J.i Paré, J. (2006). Applications of microwave-assisted processes (MAP) to environmental
analysis. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 386: 1049-1058.

Bidleman, T. F. (1988). Atmospheric processes. Environmental Science and Tecnology,22: 361-367.

Camel, V. (2000). Microwave-assisted solvent extraction of environmental samples. Tract-Trends in
Analytical Chemistry, 19: 229-248.

Carrera, G.; Fernandez, P.; Grimalt, J.;Ventura, M.; Camarero, L.; Catalan,J.; Nickus, U.; Thies, H.; i
Psenner, R. (2002). Atmospheric deposition of organochlorine compounds to remote high mountain
lakes of Europe. Environmental Science and Tecnology,36: 2581-2588.

Carson, R. (1962). Silent Spring. Ed. Houghtin Mifflin Company, New York. 368 pp.

Carvalho, F.; Villeneuve, J.; Cattini, C. (1999). Determination of Organochlorine Compounds, Petroleum
Hydrocarbons, and Sterols in a Sediment Sample, laea-383. Results of an Intercomparison Exercise.
Marine Environment Laboratory, 75: 315-329.

Chen, W.; Kan, A.T.; Fu, G.;Vignona, L.C.; i Tomson, M. B. (1999). Adsorption-desorption of hydrophobic
organic compounds in sediment of Lake Charless, Louisiana, USA. Environmental Toxicology and
Chemestry,18: 1610-1616.

Cotham, J. W.; i Bidleman, T. (1991). Estimating the atmospheric deposition of organochlorine
contaminants to the arctic. Chemosphere, 22: 165-188.

de Mora, S; Villeneuve,J.; Sheikholeslami, M. (2004). Organochlorinated compounds in Caspian sea
sediments. Marine Pollution Bulletin, 48: 30-43.

de Voogt, P.; i Brinkman, U. (1989). Production, properties and usage of polychlorinated biphenyls. En
Halogenated byphenils, naphtalenes, dibenzodioxins and related products. (Eds. Kimbrought i
Jensen). Ed. Elsevier Science Publishers B.V. (biomedical division), Amsterdam: 3-45pp.

de Voogt, P.; Wells, D.; Reutergardh, L.; i Brinkman, U. (1990). Biological activity, determination and
occurence of planar, mono- and di-ortho PCBs. International Journal of Environmental Analytical
Chemistry, 40: 1-46.

77



7. Bibliografia

EEA (2006). Priority issues in the Mediterranean environment. European Agency (EEA)/ United Nations
Environmental Programme (UNEP), Copenhagen.

E-PRTR, 2006. www.ec.europa.eu/environment/ippc/eper/pdf/es_prtr.pdf

Erickson, M.; (1997). Analytical chemistry of PCBs. Ed. Lewis Publishers, Amsterdam. 667pp.

Eskilsson, CS.; Bjérklund, E. (2000). J. Chromatogr. A, 902: 227-50.

Fernandez, P.; Carrera, G.; Grimalt, J.; Ventura, M.; Camarero, L.; Nickus, U.; Thies, H.; i Psenner, R.
(2003). Factors governing the atmospheric deposition of polycyclic aromatic hydrocarbons to remote
area. Environmental Science and Techonology, 37: 3261-3267.

Fernandez, P.; Grimalt, J.; i Vilanova, R. (2002a). Atmospheric gas-particle partioning of polycyclic
aromatic hydrocarbons in high mountain regions of Europe. Environmental Science and Tecnology,
36:1162-1168.

Fernandez, P.; Rose, N.; Vilanova, R.; i Grimalt, J. (2002b). Spatial and temporal comparison of polycyclic
aromatic hidrocarbons and speroidal carbonaceous particles in remote European lakes. Water, Air,
and Soil Pollution: Focus, 2: 261-274.

Fernandez, P.; Vilanova, R.; i Grimalt, J. (1996). PAH distributions in sediments from high mountain lakes.
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 9: 121-128.

Fernandez, P.; Vilanova, R.; i Grimalt, J. (1999). Sediment fluxes of polycyclic aromatic hydrocarbons in
European high altitude mountain lakes. Environmental Science and Tecnology, 33: 3716-3722.

Fernandez, P.; Vilanova, R.; Martinez, C.; Appleby, P.; i Grimalt, J. (2000). The historical record of
atmospheric pyrolitic over Europe registred in the sedimentary PAH from remote mountain lakes.
Environmental Science and Tecnology, 24: 1906-1913.

Gevao, B.; Hamilton-Taylor, J.; Murdoch, C.; Jones, K.; Kettrup, A.; Mansour, M.; Steinberg, C.; Nyholm,
N.; i Muir, D. (1997). Half-lives and bioconcentration of lindane (y-HCH) in different fish species and
relationship with their lipid content. Chemosphere, 35: 343-351.

Gferer, M. i Lankmayr, E. (2005). Screening, optimization and validation of microwave-assisted extraction
for the determination of persistent organochlorine pesticides. Analytica Chimica Acta, 553: 203- 211.

Gobas, F. A. P. C.; Opperhuizen, A.; Hutzinger, O. (1986). Bioconcentration of hydrophobic chemicals in
fich: relationship with membrane permeation. Environmental Toxicology and Chemistry, 5: 637-646.

Gioia, R.; Nizzetto, L.; Lohman, R.; Dachs, J.; Temme, C. i Jones, K. C. (2008). Polychlorinated biphenils
(PCBs) in air and seagater of the Atlantic Ocean: sources, trends and processes. Environmental
Science and Technology, 2008: 1416-1422.

Gold, G.; Zapata, O.; Ceja, M.; Rodas, J. P.; QBB.Dominguez, J. A.; Rodriguez, F.; QFB. Ku, P. M.; QFB;
Espinola, D. Y. (2005) Diagnéstico Regional de los Contaminantes Organicos Persistentes (COPs)
en la Zona Costera de la Peninsula de Yucatdn y el Sur del Golfo de México. Cinvestav Unidad
Mérida. 81pp.

Gramatica, P.; Consolaro, F.; i Pozzi, S. (2001). QSAR approach to POPs screening for atmospheric
persistence. Chemosphere, 43: 655-664.

Grimalt, J.; Fernandez, P.; i Vilanova, R. (2001a). Trapping or organochlorine compounds in high mountain
lakes. The Scientific World, 1: 609-611.

Grimalt, J.; Fernandez, P.; Berdie, L.; Vilanova, R.; Catalan, J.; Psenner, R.; Hofer, R.; Appleby, P;
Rosseland, B.; Lien, L.; Massabuau, J.; i Battarbee, R. (2001b). Selective trapping of organochlorine
compounds in mountain lakes of temparate areas. Environmental Science and Techonology, 35:
2690-2697.

Grimalt, J.; Sunyer, J.; Moreno, V.; Amaral, O.; Sala, M.; Rosell, A.; Anté, J.; i Albaigés, J. (1994). Risk
excess of sorft-tissue sarcoma and tryoid cancer in a community exposed to airbone
organochlorinated compound mistures with a high hexachlorobenzene content International. Jounal of
Cancer, 56: 200-2003.

78



7. Bibliografia

Grimalt, J.; Puig, P.; i Cémez-Catalan, J. (1993). Requirement for a standardized nomenclature criterium
fos PCBs: Computer-assited assegment of correct congener denomination and numbering.
Chemosphere, 27:1451-1459.

Gustafsson, O; Gschwend, P. M.; i Buesseler, K. O. (1997). Settling removal rates of PCBs into the
Northwestern Atlantic derived from 2*8U - 2**Th disequilibria. Environmental Science and Technology,
31: 3544-3550.

Hardman, D.J.(1991). Biotransformation of halogenated compounds.Critical Reviews in Biotechonology,11

Hites, R.; i Eisenreich, S. (1989). Sources and Fates of Aquatic Pollutants. Advances in Chemistry Series.
Ed. American Chemical Society, Washington.

Howsam, M.; i Jones, K. (1998). Sources of PAHSs in the environment. En The Handbook of Environmental
Chemistry Volum 3, Part 1, PAHs and Related Compounds. (Eds. Neilson).

IOMC. (2007). Guia para el Anélisis de Contaminantes Organicos Persistentes (COPs).24pp

Iwata, H.; Tanabe, S. i Tatsukawa, R. (1993a). A new view on the divergence of HCH isomer compositions
in oceanic air. Marine Pollution Bulletin, 26: 302-305.

Jensen, S.; Johnels, A.; Olsson, M.; i Otterlind, G. (1969). DDT and PCB in marine animals from Swedish
waters. Nature, 224: 247-250.

Jones, K. C.; i de Voogt, P. (1999). Persistent organic Pollutants (POPs): state of the science.
Environmental Pollution, 100:209-221.

Jurado, E.; Zaldivar,J. M.; Marinov, D.; i Dachs, J. (2007). Fate of persistent organic pollutants in the water
column: does turbulent mixing matter? Marine Pollution Bulletin, 54: 441-451.

Kaya, M. (1993). Ege denizi derin deniz baliklari Gizerine biraras tirma Doga Tr. J. Of Zoology, 17: 411-426

Kennish, M. J. (1997). Estuarine and Marine Pollution. CRC Press, Inc., Florida.

Kidd, K. A.; Bootsma, H. A.; Hesslein, R. H.; Muir, D. C. G.; i Hecky, R. E. (2001). Biomagnification of DDT
throught the benthic and pelagic food webs of Lake Malawi, East Africa: importance of trophic level

and carbon source. Environmental Science and Techonology, 35: 14-20.

Lemaire, J.; Cambell, I.; Hulpke, H.; Guth, J. i Van Waldow, C. (1982). An assessment of test methods for
photodegradation of chemicals in the environment. Chemosphere, 11: 119-164.

Letillier, M; Budzinski, H. i Bellocq, J. (1999). Focussed microwave-assisted extraction of polycyclic
aromatic hydrocarbons from sediments and source rocks. Organic Geochemistry, 30: 1353-1365.

Li, Y. F.; i MacDonald, R. W. (2005). Sources and pathways of selected organochlorie pesticides to the
Arctic and the effect of pathway divergence on HCH trends in biota: a review. Science of the Total
Environment, 342: 87-106.

Linares, R. M. (2007). Evaluacién Ambiental de pesticides organoclorados en sedimentos de la Laguns de
CHantuto (Chiapas, Méjico) vy de la Bahia de Santander (Cantabria, Espafia).

Lores, M.; Llompart, M.; Gonzalez-Garcia, R.; Gonzalez-Barreiro, C.; i Cela, R. (2002). Photolysis of
polychlorinated biphenyls by solid-phase microextraction: on-fibre versus aqueous photodegradation.
Journal of Chromatography A, 963: 37-47.

Lucio J.; Enrique S.; Omar M.; Alicia G.; Daniel A. M.; Lorena L. M; i Pablo M. (2004). Contaminantes
organicos persistentes (COPs) y metales pesados en agua y sedimentos del rio de la Plata y su
frente maritimo. Buenos Aires.

Lund, B. (1998). The role of the of metabolism in the toxicokinetics of persistent organic pollutants.
Organohalogen Compounds, 37: 341-344.

Mackay, D. Ying Shiu, W., i Ching Ma, K. (1992). lllustrated heandbook of phsycal-chemical properties and
environmental fate for organic chemicals. Ed. Lewis Publishers Chelsea.

Mackay, D.; Shiu, W. Y.; Mai, K.-C.; Lee, S. C. (2006). Physical- chemical properties and environmental
fate for organic chemicals. Volumen Il. Halogenated hydrocarbons. CRC Press, Florida.

79



7. Bibliografia

Mclntyre, A. D. (1992). Current state of the oceans.Marine Pollution Bulletin,25: 28-31.

Meijer, S.N.; Dachs, J.; Fernandez, P.; Camarero, L.; Catalan, J.; Grimalt, J.O. (2006). Modelling the
dynamic air-water-sediment coupled fluces and ocurrente of polychlorinated biphenyls a high altitude
lake.Environmental Pollution,140:546-560.

Muir, D. i Sverko.,E. (2006). Analytical Methods for PCBs and Organochlorine Pesticides in Environmental
Monitoring and Surveillance. Anal. Bioanal. Chem.386:769-789.

Nielsen, J.; Witehead P. J. P.; Bauchot, M. —L.; Hureau, J.- C.; Nielsen, J.; Tortonose, E. (1986).
Citharidae: Fishes of the North eastern Atlantic and the Mediterranean. 3: 1286.

Pankow, J. F. (1987). Review and comparative analysis of the theories on partitioning between gas and
aerosol particulate phases in the atmosphere. Atmospheric Environment, 21: 2275-2283.

Perna,L.(2003). Chromatographic separations for fission products and actinides determinationby different
analytical techniques: mass spectrometry and radiometry, 94 pp.

Planas, A.; Vives, F. (1956). Contribuciéon al studio de la solleta (Citharus linguatula Ginthy) del
Mediterraneo occidental. Tomo Ill: 107-131.

Pastor, D. (1995). Avaluacié de sistema de vigilancia de la contaminacid aguatica mitjancant indicadors
biologics, Universitat de Barcelona

Pastor, D.; Boix, J.; Fernandez, V. i Albaigés, J. (1996). Bioaccumulation of Organochlorinated
Contaminants in Three Estuarine Fish Species (Mullus barbatus, Mugil cephalus and Dicentrarcus
labrax). Marine Pollution Bulletin, 32: 257-262.

Pawliszyn, J. (1993). On-line monitoring of flowing samples using solid phase microextraction-gas
chromatography. Analytica Chimica Acta, 284: 265-273.

Reglamento (CE) No 850/2004 sobre contaminantes organicos persistentes y por el que se modifica la
Directiva 79/117/CEE

Reglamento (CE) No 178/2006 para establecer el anexo | que incluye la lista de alimentos y piensos a los
gue se aplican contenidos maximos de residuos de plaguicidas

Reglamento REACH (CE) n° 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo (2006

Sabatés, A. (1988). Larval development and spawning of Citharus linguatula (Linnaeus, 1758) in the
western Mediterranian. J. Planck. Res: 1131-1140.

SAICM, 2006. Strategic Approach to International Chemicals Management. www.chem.unep.ch/saicm/

Spacie, A., i Hamelink, J. (1982). Alternative models for describing the bioconcentration of organics in fish.
Enviromental Toxicology and Chemestry, 1: 309-320.

Turusov, V.; Rakitsky, V.; i Tomatis, L. (2002). Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT): ubiquity,
persistence and risks. Environmental Health Persperctives, 110: 125-128.

UNEP/MAP. (2001b). protecting the Mediterranean from land-based pollution. United Nations Environment
Programme. Mediterranean Action Plan, Athens.

UNEP, 1995. Consideration of global measures on persistent organic pollutants (POPs).

Vallack, H. W.; Bakker, D. J.; Brandt, |.; Brostrém-Lundén, E.; Brouwer, A.; Bull, K. R.; Gough, C;
Guardans, R.; Holoubeck, I.; Jansson, B.; Koch, R.; Kuylenstierna, J.; Lecloux, A.; Mackay, D.;
McCutcheon, P.; Mocarelli, P.; i Taalman, R. D. F. (1998). Controlling persistent organic pollutants-
what next? Environmental Toxicology and Pharmacology, 6: 143-175.

Van der Valk, F. i Wester, P. (1991). Determination of toxaphene in fish from northern Europe.
Chemosphere CMSHAF, 22: 57-66.

Varanasi, U. (1989). Metabolism of polycyclic aromatic hydrocarbons in the aguatic environment. Ed. CRC
Press, Inc., Boca Raton. 341 pp.

80



7. Bibliografia

Venkatesan, M. I.; Greene, G. E.; Ruth, E.; i Chartrand, A. B. (1996). DDTs and dumpsite in the Santa
Monica Basin, California. The Science of the Total Environment, 179: 61-71.

Vives, |. (2004). Contaminants organics persistents en peixos de llacs alpins | Artics. 288pp

Vives, |.; Grimalt, J. O.; Catalan, J. ; Rosseland, B. ; i Battarbee, R. W. (2004). Influence of altitude and
age in the accumulation of organochlorine compounds in fish mountain lakes. Environmental Science
and Technology, 38: 690-698.

Vilanova, R.; Fernandez, P.; | Grimalt, J. (2000). Polycchorinated biphenyk partioning in the waters of a
remote mountain lake. The Science of the Total Environment, 279: 51-62.

Wakeham, S.; Schaffner, C.; | Gegir, W. (1980). Polycyclic aromatic hydrocarbons in recent lake
sediments- |. Compounds havig anthropogenic origins. Geochemical and Cosmochemical Acta, 44:
403-413.

Walker, C. H. (2001). Organic Pollutants. An Ecotoxicological perspective. Taylor & Francis, New York.

Walker, K.; Vallero, D. A.; | Lewis, R. G. (1999). Factors influencing the distribution of lindane and other
hexachlorocyclohexanes in the environment. Environmental Science and Technology, 23: 4373-4378.

Wania, F.; i Mackay, D. (1996). Global fraction and cold condensation of low volatility organochlorine
compounds in Polar regions. Ambio, 22: 10-18.

Wania, F.; i Mackay, D. (1996). Tracking the distribution of persistent organic pollutants. Environmental
Science and Technology, 30:390A-396A.

Yamasaky, H.; Kuwata, K.; i Miyamota, H. (1982). Effects of ambient temperature on aspects of airbone
PAHSs. Environmental Science and Technology, 16: 89-94.

81



8. PRESSUPOST




8. Pressupost

8. PRESSUPOST

El pressupost d’aquest projecte ronda els 7144,94 €.

Per a la determinacié de les despeses tindrem en comte els seglients apartats: Materials i

equips; Depesa personal; Desplacaments; Dietes; Energia i Cost total.

8.1. Materials i equips

Material i equips

Cost total (€)

Material d’oficina
Material de laboratori fungible

Material de laboratori amortitzable

93,45
758,52
184,72

8.1.1. Material d’oficina

Total = 1036,69€

Taula 17. Cost dels materials i equips.

Material Unitats Cost (€/unitat) Cost total (€)
Llibreta 1 5 5
Boligraf Bic cristal 2 0,23 0,46
Retolador permanent 2 1,7 3,4
Paper 100% reciclat DIN-A4
80g.pack 500 fulls 1 4,50 4,50
Fulls de colors 30 0,04 1,2
CD-R 700 Mb. 80 minuto 4 1,21 4,84
Tinta HP negre 1 25,05 25,05
Tinta HP color 1 35,15 35,15
Enquadernacio 3 2,95 11,8
Altres 5

Total = 93,45 €

Taula 18. Cost del material d'oficina.

8.1.2. Material de laboratori fungible

Material Unitats Cost (€/unitat) Cost total (€)

Vials 156 0,740 115,44
Taps vials MS 78 0,160 12,48
Taps vials 206 0,111 22,87
Inserts 78 0,162 12,636
Caixa guants latex (100u.) 1 9,310 9,310
Pipetes curtes 780 0,114 88,92
Pipetes llargues 430 0,129 55,47
Caixa de parafilm 1 25,52 25,52
Paper d’alumini 1 30 30

Altres 10,00
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Material Quanitat (L) Cost (€/L) Cost total
Acetona 1 20,96 20,96
DCM 4 36,00 144,00
Hexa 5 25,80 129,00
Isoacta 0,5 49,60 24,80

Altres (aigua destil-lada,

aigua MilliQ,etc.) 10,00
Material Quantitat (Kg) Cost (€/Kg) Cost total (€)
Alimina 1 42,60 42,60
Sulfat 0,500 15,01 1,51
Llana de vidre 0,250 10 2,50
Coto fluix 0,100 5 0,5

Total = 758,52€
Taula 19. Cost del material de laboratori fungible.

8.1.3. Material de laboratori amortitzable

El material amortitzable és aquell que es pot amortitzar, és a dir que pot ser utilitzat en
més d’'un experiment. Considerem amortitzable aquells que tenen una duracié de més d’'un

any. Per tal de calcular el cost del material amortitzable es realitza mitjancant:

(Valor _adquisicio x Temps _ utilitzat

Cost(€) = x Unitats
Temps Vida util
. - Temps
Material Unitats . _P_rgu . Vida atil utilitzat  Cost (€)
adquisicio(€/unitat) (anys) (dies)

Balons 20 24,39 5 70 18,697
Tubs d'assaig 6 0,67 3 5 0,018
Morter 6 22,27 5 10 0,732
Nevera/congelador 1 750 10 80 16,427
Balanca 1 1.240 10 80 27,159
Proveta 500 ml 1 45,86 3 4 0,167
Proveta 25 ml 2 25,37 3 8 0,370
Proveta 10 ml 10 23,28 2 60 19,121
Embuts 10 2,3 3 3 0,063
Pinces 2 4,2 7 75 0,246
Jeringues 2 54 2 20 2,957
Xeringues del MS 2 41 0,2 6 6,735
Pot de vidre gran 1 3 3 80 0,219
Pot de melmelada 2 2 3 80 0,292
Columna de vidre 7 29,3 5 60 6,738
Vareta de vidre 2 10,12 7 60 0,475
Columnas 3500
Cromatografiques (MS) 1 544 injeccions 6 25,000
Microones MARSX 1 2.716 15 4 1,983
Rotavapor Buchi 1 271 10 60 4,452
Generador de N» 1 79,5 2 55 5,986
Ultrasons Selecta 1 582 15 60 6,374
Centrifugadora Hettich 1 1.780 15 1 0,325
Centrivap UVS 400 1 2.100 15 1 0,383
Estufa Memmert 1 1.632 15 80 23,830
Desecador 1 225 10 80 4,928
Liofilitzadora CryOdos 1 5.700 15 1 1,040
Altres 10

Total = 184,720€

Taula 20. Cost del material de laboratori amortitzable.
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8.2. Despesa personal

La despesa de personal assignada al projecte es calcula per a la férmula:

SBA+ ss(€)

any - persona

DespesaPersonal(€) = RH (hores-persona) *

Numerohorestreball

any
SBA= Sou brut anual(d’'una persona) =16000€
SS= Quota empresa seguretat social=33,3%
RH= Recursos humans (hora * persona)= 450h

16000 + (0,33x16000
DespesaPersonal(€) = 450x +(0,33x ) =5320€
1800
Total = 5320 €

8.3. Desplacaments

Pel que fa al desplagcament, es considera els kilometres realitzats amb cotxe des de
Terrassa fins la Universitat Autonoma de Barcelona i la tornada amb el preu aproximat de la

gasolina en el seu moment.

Transport  Kildmetres/viatge N° Viatges Cost gasolina (€/km) Cost total (€)
Cotxe 20 112 0,135 302,40
Altres 10,00

Total = 312,40 €

Taula 21. Cost total dels desplagaments.

8.4. Dietes
Dietes Unitats Cost (€/unitat) Cost total (€)
Meni UAB 3 8 24
Altre 17 4 68
Total = 92 €

Taula 22. Cost de dietes realitzades.
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8.5. Energia

En aquest cas es considerara només el cost de I'electricitat consumida per la
nevera/congelador on s’han conservat les mostres durant el temps de les tasques de
laboratori, els dos aires acondicionadors del laboratori, aixi com I'energia consumida per

I'ordinador portatil amb el que s’ha redactat el projecte.

Seria interessant quantificar el consum energetic per la resta del laboratori, ja que és on hi ha
major part de consum energetic. No obstant, és un calcul complex d’estimar, tot i que caldria
tenir-ho en compte en altres projectes. Per tant, el cost total d’energia calculat és aproximat i

menor al real.

Pel calcul del cost de I'energia (Taula 23) es considera que el cost de I'energia és d'uns
0,092834 euros/kW

Equips B
Ordinador portatil 300 0,116 34,8 3,23
Nevera/Congelador 2880 0,0625 180 16,71
2 aires acondicionadors 2880 1,400 3920 363,91

Total = 383,85 €

Taula 23. Cost del consum energétic.

8.6. Cost total

Material i equips Cost total (€)
Material i equips 1036,03
Despesa personal 5320
Desplagaments 312,40
Dietes 92
Energia 383,85

Total = 7144,94€

Taula 24. Cost total del projecte
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9. PLANIFICACIO

Per realitzar la planificacié del projecte s’ha utilitzat el programa Microsoft Project on
rigorosament s’ha fet un seguiment de les tasques realitzades. D’aquesta manera s'obté la

taula 25 en forma de taula i de manera grafica mitjancant un diagrama de Gannt en la figura 41.

Tasca Duracio Inicia el Finalitza el
REALITZACIO DEL PROJECTE 117 days 01/04/2008 09/09/2008
RECERCA BIBLIOGRAFICA 17 days 01/04/2008 23/04/2008
LABORATORI 78 days 28/04/2008 13/08/2008
Realitzacié de blancs (DCM i Hexa) 3 days 28/04/2008 30/04/2008
Aprenentatge de columnes cromatografiques 3 days 05/05/2008 07/05/2008
Realitzacié de blancs de columnes cromatografiques 15 days 08/05/2008 28/05/2008
Contingut d'aigua | lipids de les mostres de peix 4 days 02/06/2008 05/06/2008
'Simulacre' de la metodologia complerta amb unes
mostres de sediment 8 days 10/06/2008 19/06/2008
Realitzacié del patro+Analisis Patré 9 days 25/06/2008 07/07/2008
12 Tanda de mostres (6+1blanc) 8 days 08/07/2008 17/07/2008
22 Tanda de mostres (4+1blanc) 6 days 21/07/2008 28/07/2008
Injeccié en el GC-MS de la 13fraccio 3 days 29/07/2008 31/07/2008
Injeccié en el GC-MS de la 23fraccio 2 days 01/08/2008 04/08/2008
Analisi de resultats 8 days 04/08/2008 13/08/2008
REALITZACIO MEMORIA 11 days 11/08/2008 24/08/2008
Calculs 5 days 11/08/2008 15/08/2008
Conclusions 6 days 18/08/2008 24/08/2008
Estudis dels resultats 5 days 18/08/2008 22/08/2008
Valoracions personals 2 days 22/08/2008 24/08/2008
PREPARACIO D'EXPOSICIO ORAL 3 days 05/09/2008 09/09/2008
Realitzacio d'un PPT 3 days 05/09/2008 09/09/2008

Taula 25. Descripci6 de les diferents tasques a desenvolupar per la realitzacié del projecte, especificant la
data d'inici i final de cadascuna, aixi com la seva durada.
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Tarea Esfuerzo
e 1) REALITZACIO DEL PROJECTE 20s 1d
® 2) RECERCA BIBLIOGRAFICA 3s2d
e 3) LABORATORI 13s 4d
e 4) Realitzacié de blancs (DCM i Hexa) 3d

e 5) Apr de columnes ¢ afiques id

e 6) Real i6 de blancs de col Bic 3s

e 7) Contingut d'aigua | lipids de les mostres de peix 4d

e 8) 'Simulacre' de la metodologia complerta amb unes... 1s 3d

e 9) Realitzacié del patré+Analisis Patrd 1s 4d

e 10) 17 Tanda de mostres (6+1blanc) 1s 3d

e 11) 27 Tanda de mostres (4+1blanc) 1s 1d

e 12) Injeccié en el GC-MS de la 1%fraccié 3d

o 13) Injeccié en el GC-MS de la 2*fraccid 2d

e 14) Anzlisi de resultats 1s 3d

® 15) REALITZACIO MEMORIA 2s 2d
e 16) Caleuls 1s

e 17) Conclusions 1s 2d

e 18) Estudis dels resultats 1s

e 19) Valoracions personals 2d

e 20) PREPARACIO D'EXPOSICIO ORAL 3d
e 21) Realitzacié d'un PPT 3d

Figura 41. Diagrama del pla de treball.
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