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En la present tesi doctoral s’han estudiat diversos metodes per a I’eliminacié de contaminants
organics persistents -dibenzo-p-dioxines policlorades (PCDDs), dibenzofurans policlorats
(PCDFs), bifenils policlorats (PCBs), difeniléters polibromats (PBDEs), dicloro difenil tricloroeta
(DDT) i hexaclorobenze (HCB)- en olis de peix amb finalitat alimentaria.

S’han posat al punt les metodologies d’analisi necessaries per a la correcta determinacid
d’aquests compostos en la matriu d’estudi. S’"han avaluat amb detall les etapes de purificacio
de la mostra, fraccionament dels analits i analisi instrumental. El metode ha estat validat amb
resultats satisfactoris, i s’"ha comprovat el seu bon funcionament a través de la participacio en
diversos exercicis d’intercalibtage, aixi com la realitzacié de diversos estudis amb mostres reals
d’oli de peix.

S’ha estudiat I'eliminacié dels contaminants organics persistents a través d’adsorbents solids
amb base silicica i carbonacia. Inicialment s’ha avaluat la capacitat de diversos adsorbents
comercials (onze amb base silicica i nou amb base carbonacia) per eliminar els analits d’interés
d’oli de peix. Les condicions experimentals han estat estudiades més a fons mitjangant
dissenys d’experiencies, per acabar optimitzant el metode d’adsorci6 amb un disseny
d’evolucid. Els millors resultats s’han obtingut amb el carbd actiu, que mostra una elevada
eficacia en I’eliminacié de PCDD/Fs, PCBs similars a dioxines i HCB.

S’ha estudiat I'eliminacié dels contaminants organics persistents mitjancant técniques de
degradacié fotoquimiques. Inicialment s’ha fotodegradat cada familia de contaminants per
separat, per poder estudiar més a fons les condicions necessaries per la seva eliminacié, aixi
com els seus mecanismes i productes de degradacid. Posteriorment s’ha estudiat la
fotodegradacié simultania dels analits d’interés en oli de peix. Aquesta tecnica s’"ha mostrat
efectiva en I’eliminacié de DDT, PBDEs, HCB i PCBs similars a dioxines.

Paral-lelament als estudis d’eliminacié mitjan¢ant adsorbents solids i tecniques fotoquimiques,
s’ha comprovat la qualitat dels olis de peix abans i després del tractament amb les
metodologies desenvolupades, per tal d’avaluar quin efecte tenen en la matriu d’estudi.
Aquesta caracteritzacié dels olis s’ha dut a terme a través de I’analisi de la seva composicié en
acids grassos, especialment en els omega-3. S’ha observat que el procés d’adsorcié en solids
no afecta significativament a la qualitat de I'oli, mentre que les técniques fotoquimiques
degraden una part dels acids grassos insaturats.

S’ha estudiat I'eliminacié de contaminants organics persistents en oli de peix mitjangant la
combinacié de les dues técniques estudiades anteriorment, amb una primera etapa de
degradacié fotoquimica i una segona etapa d’adsorcié. S’han comparat els resultats finals
d’eliminacié¢ que s’obtenen amb cada un dels meétodes desenvolupats (adsorcid,
fotodegradacidé i combinat). Tenint en compte aquests resultats, juntament amb I'efecte de
cada tecnica en la qualitat de I'oli, s’"ha determinat I'adsorcié en carbé actiu com al procés més
adequat per I'eliminacié de COPs en oli de peix.

S’ha realitzat un estudi dels nivells diastereomerics i enantiomérics d’un contaminant
emergent -I’'hexabromociclododeca (HBCD)- en oli de peix. S’ha avaluat la seva eliminacié de la
matriu d’estudi mitjancant adsorbents amb base carbonacia i degradacié fotoquimica, sent
principalment eliminat per aquesta segona via.
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AAH: hidroxilasa d’hidrocarburs aromatics

ANIMAME: Asociacién Nacional de Industriales de Aceites y Mantecas Comestibles
ANOVA: analisi de varianca
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COP:contaminant organic persistent
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CA: carbo actiu

CAP: carb¢ activat en pols

CAG: carbd activat granular

CL: carbé laminar

COT: Comite de Toxicologia del Regne Unit

CV: coeficient de variacio o desviacid estandard relativa
DDD: dicloro difenil dicloroeta

DDE: dicloro difenil dicloroetilé

DDT: dicloro difenil tricloroeta

DE: disseny d’experiéncies

DFC: disseny factorial complet

DFF: disseny factorial fraccionat

DHA: acid cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic
DL-PCB: bifenil policlorat similar a dioxina

DPA: acid c¢is-7,10,13,16,19-docosapentaenoic

ECD: detector de captura d’electrons

EPA: acid cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic

EPA: Agéncia de Proteccié del Medi Ambient

EROD: 7-etoxiresorufin O-deetilasa

ETA: acid cis-8,11,14,17-eicosapentaenoic

EUBA: Associacié Europea de Productors de Bentonites
EVOP: disseny d’evolucid

FE: fraccio enantiomeérica

FID: detector d’ionitzacié de flama

HBCD: hexabromociclododeca

HCB: hexaclorobenzé

HCH: hexaclorociclohexa

HOMO: orbital molecular ocupat més energetic

HPLC: cromatografia de liquids d’alta eficacia

HRGC: cromatografia de gasos d’alta resolucio

HRMS: espectrometria de masses d’alta resolucio

IARC: Agencia Internacional per la Investigacio del Cancer
ICES: Consell Internacional per I'Exploracié dels Mars
IDZA: Institut de Diagnostic Ambiental i Estudis de I’Aigua
LD: Limit de deteccio
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PBB: bifenil polibromat

PCB: bifenil policlorat
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Pl: patré intern

PYE: columna cromatografica basada en silica modificada amb grups 2-(1-pirenil)etil
SEM: Microscopi electronic d’escombrat

SD: desviacid estandard

SPE: extraccio en fase solida

T,: tiroxina

TBBA: tetrabromo bisfenol A

TCN: 1,2,3,4-tetracloronaftale

THF: tetrahidrofura

TR: temps de retencid

U: incertesa

UE: Unid Europea

UNEP: Programa de les Nacions Unides pel Medi Ambient
UV: ultraviolat

WHO: Organitzacié Internacional de la Salut
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Capitol 1. Aspectes generals i objectius

1.1. Introduccio

Durant els ultims anys el consum d’oli de peix s’ha vist incrementat per la seva introduccié en
la dieta humana i animal com a complement nutritiu, pel seu contingut en acids grassos
poliinsaturats de cadena llarga omega-3. Aquests acids grassos son altament beneficiosos per a
la salut degut al seu efecte vasodilatador, ajudant a prevenir malalties cardiovasculars.

Els acids grassos poliinsaturats no poden ser sintetitzats pel nostre organisme, i han de ser
ingerits com a aliments. Aquests es poden trobar com a components minoritaris en aliments
com els ous o la llet, o com a components majoritaris en el peix blau. El consum huma d’olis de
peix a través de la dieta com a tal és molt reduit. Per aquest motiu, els acids grassos
poliinsaturats de major interées nutritiu —I'acid eicosapentaenoic (EPA) i I'acid docosahexaenoic
(DHA)- s’addicionen en aliments que es consumeixen amb més freqliéncia o bé sén introduits a
la dieta com a suplements nutritius. També n’és habitual la seva addicié al pinso de consum
animal.

Per la propia naturalesa del peix i la seva baixa capacitat de metabolitzacio, els seus olis poden
presentar nivells elevats de contaminants apolars, com és el cas dels contaminants organics
persistents (COPs).

Segons el Conveni d’Estocolm de 2001, els COPs sén aquells compostos potencialment
perillosos degut a les seglients caracteristiques:

e Persisténcia: Degut a la seva estructura, aquests compostos tenen una elevada estabilitat
guimica, termica i biologica. Per aquests motius la seva degradacio és molt lenta.

e Capacitat de transport a llargues distancies: Gracies a la seva persisténcia els COP poden ser
transportats a llargues distancies del seu focus d’emissid. Degut a aix0, aquests compostos
son ubics.

e Toxicitat: Els COPs mostren efectes toxics en éssers vius, ja sigui per intoxicacié aguda o
cronica. Aquest efecte és molt variat en funcié del contaminant, perd poden actuar com a
agents carcinogens o disruptors del sistema endocri.

e Bioacumulacio i biomagnificacio: L'estabilitat d’aquests compostos fa que siguin dificilment
metabolitzables pels éssers vius. A més, degut al seu caracter lipofil, els COP es
bioacumulen en els teixits grassos. Aquest fet genera la seva biomagnificacié a través de la
cadena trofica fins a organismes superiors.

Degut a aquests motius, en la present tesi doctoral s’ha estudiat I’eliminacié de COPs en oli de
peix. Aquest procés s’ha dut a terme mitjangant adsorbents solids amb base silicica i
carbonacia, i emprant tecniques de degradacid fotoquimiques.

Els contaminants emmarcats dins I'esmentat estudi han estat les dibenzo-p-dioxines
policlorades (PCDDs), dibenzofurans policlorats (PCDFs), bifenils policlorats (PCBs), difenil eters
polibromats (PBDEs), dicloro difenil tricloroeta (DDT), hexaclorobenzé (HCB) i
hexabromociclododeca (HBCD).

Aguests compostos representen dificultats analitiques, ja que acostumen a presentar nivells
molt baixos (10° g/g - 10™ g/g), i a més la majoria d’ells sén families d’elevat nombre de



Capitol 1. Aspectes generals i objectius

congéneres (210 PCDD/Fs, 209 PCBs i 209 PBDEs). Per aquests motius també s’han
desenvolupat metodologies per I'analisi simultania d’aquests COPs en oli de peix.

Per tal d’estudiar I'eliminacié de COPs en oli de peix, la present tesi doctoral s’estructura en els
seglients capitols:

e En el primer capitol s’exposen de forma general aspectes relacionats amb I'oli de peix, els
COP i les tecniques per a I'eliminacié d’aquests que existien préviament. Aquest finalitza
amb la definicié dels objectius del present treball.

e El segon capitol és dedicat al desenvolupament analitic que s’ha dut a terme per a I'analisi
de COP en oli de peix. També s’han analitzat diversos olis de peix, per tal de verificar el
correcte funcionament dels metodes desenvolupats anteriorment. Inclou un estudi de COP
en suplements nutritius enriquits amb oli de peix, aixi com la caracteritzacié dels nivells de
contaminants en olis de peix emprats en la industria d’alimentacié animal.

e Durant el tercer capitol s’ha estudiat I'eliminacié de COP en oli de peix mitjancant
adsorbents solids (amb base silicica i carbonacia), avaluant I'efecte d’aquest procés sobre
les propietats nutritives de I'oli.

e De forma analoga, en el quart capitol s’ha estudiat aquesta eliminacié mitjancant técniques
fotoquimiques. També s’ha avaluat I'efecte del procés en la qualitat de I'oli.

e En el cinqué capitol s’Than combinat ambdues técniques anteriorment estudiades (adsorcié
en solids i degradacié fotoquimica). Posteriorment s’han resumit els resultats obtinguts
amb cada un dels metodes desenvolupats, per tal de definir les millors condicions per
I’eliminacié de COPs en oli de peix

e En el sise capitol s’ha realitzat un estudi dels isomers i enantiomers d’"HBCD en oli de peix,
que també avalua l'eliminacié d’aquest contaminant amb els metodes d’eliminacio
desenvolupats.

e Per acabar, en el seté capitol s’exposen les conclusions finals a les que s’ha arribat en la
present tesi doctoral.

Durant aquest primer capitol es realitza una introduccié als olis de peix, tractant-ne els
corresponents processos d’obtencid, composicid i propietats nutritives (apartat 1.2.).
Posteriorment es descriuen els COP objecte d’estudi, amb les respectives estructures i
propietats fisico-quimiques, fonts, toxicitat i nivells en diversos tipus de matriu, amb especial
atencié en olis de peix (apartat 1.3.). Finalment, els objectius de la tesi doctoral s’exposen en
I’apartat 1.4. del present capitol.
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1.2. Els olis de peix

El terme oli és un concepte geneéric per definir diferents liquids grassos a temperatura
ambient, que no es dissolen en aigua i que tenen menys densitat que aquesta. Tot i que
originariament el terme s’emprava per a designar I'oli d’oliva, en I'actualitat es fa servir per
designar diferents olis vegetals, animals o minerals (Madrid-Vicente, 1999).

Habitualment, els olis destinats al consum huma sén d’origen animal o vegetal. Els olis animals
solen ser extrets de mamifers marins com la balena o la foca, o peixos com el bacalla, la
sardina o I'anxova. Els olis vegetals son principalment produits a partir d’oliva, gira-sol o
d’altres llavors (Baquero i Bernardini, 1986).

La major part de la pesca es dedica directament al consum huma i animal. Tot i aixi, I'obtencié
de productes secundaris derivats del peix -de gran importancia nutritiva i economica-
augmenta cada dia. Anualment es pesquen entorn a 80 milions de tones arreu del mén, de les
quals més d’un terg s’utilitza per I'obtencid de productes secundaris (Kris-Etherton et al.,
2002).

Els subproductes derivats del peix més consumits sén la farina i I'oli. Aquests s’obtenen del
processat i premsat de determinades espécies de peix, aixi com de restes de la industria
conservera. La part que se n’aprofita per a I'alimentacié és només del 60% del seu pes, ja que
se’n rebutgen els caps, esquelets, visceres, escatmes i aletes. Les espécies de peix que es fan
servir amb aquesta finalitat son principalment aquelles que no tenen acceptacio en el mercat
per al consum huma, ja sigui degut a problemes d’elaboracid, mida, sabor o textura (FEDNA,
2010).

L'oli de peix es distribueix a un ampli sector industrial gracies a I'amplia diversitat de les seves
propietats, emprant-se en la fabricacid de pinsos per a peixos i bestiar en general (Howe et al.,
2002), on aquest oli s’ha convertit en una mateéria primera fonamental. Una petita part dels
seus acids grassos son utilitzats en farmacia, cosmetica i medicina, pel seu alt valor nutritiu i
aportant elements beneficiosos als aliments (Alain et al., 2006).

Degut a aquestes propietats nutritives —entre elles el seu alt valor energetic- els olis de peix
s’han convertit en elements importants en la dieta humana i animal. A més tenen un alt
contingut en vitamines liposolubles A, D i E, i sOn rics en acids grassos omega-3.

Tot i aixi, els olis de peix poden oxidar-se facilment durant el seu refinament i
emmagatzematge, degut al seu alt percentatge en acids grassos poliinsaturats de cadena
llarga. Aquests acids grassos son el responsables d’una gran part del seu valor nutritiu perd
també de la seva inestabilitat.

El procés d’oxidacié s’accelera per calor, llum o presencia de catalitzadors, pero aquests
fenomens poden ser contrarestats amb I'is d’antioxidants o emmagatzemant-los a I'abric de la
llum. Degut a aquesta oxidacid es poden formar un elevat nombre de substancies volatils i no
volatils que donen sabors anomals al producte final (Martin-Lagos, 2007).
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1.2.1. Processos d’obtencio i refinament dels olis de peix

Tant la farina com l'oli de peix es produeixen a partir d’espécies de peix amb baixa o nul-la
demanda pel consum huma, aixi com d’alguns dels seus organs amb major contingut lipidic
com és el cas del fetge de bacalla (Madrid-Vicente, 1999). Aquests sdn sotmesos a un procés
de coccid on es coagulen les proteines i amb el qual s’eliminen I'aigua i I'oli retinguts. Després
son premsats, obtenint-se dues fases; una fase solida que conté un 70% de mateéria seca i
formada fonamentalment per proteines no dissoltes -farina de peix-, i una fase liquida
groguenca que conté olis, vitamines i proteines dissoltes i en suspensio. Les particules solides
en suspensié sén eliminades per centrifugacié en un decantador, obtenint-se aixi |I'oli de peix.

Després d’aquest procés s’obté I'oli en cru, que habitualment necessita un refinat previ per ser
apte per al consum huma o animal (Aldai et al., 2006). Aquest refinat també té com a objectiu
I'eliminacié de diversos compostos que poden generar problemes organoléptics o
d’inestabilitat. Aquestes impureses poden ser fosfolipids, gomes, reines, acids grassos lliures o
pigments. El procés de refinat de I'oli cru consta de les seglients etapes (ARPO, 2010;
Winterisation, 2010):

e Desgomat: Es la técnica emprada per a I'eliminacié de compostos presents en I'oli que
condueixen a sabors desagradables d’aquest. Es tracta I'oli cru amb aigua i es centrifuga.
Aix0 permet eliminar els fosfolipids (lecitines) i altres productes en I'oli que formen gels
densos. Posteriorment s’eliminen les proteines i els carbohidrats per addicié d’acid fosforic,
seguit de una separacio del precipitat per centrifugacio.

e Neutralitzacido: Permet I'eliminacid dels acids grassos lliures i altres substancies volatils per
destil-laciéo al buit per arrossegament de vapor. Posteriorment l'aigua s’elimina per
calefaccié al buit.

e Decoloracié o blanquejat: Elimina la coloracié excessiva de I'oli deguda a la preséncia de
pigments (carotens, clorofil-les, xantofil-les...) o bé derivats de I'oxidacié del tocoferol.
Aquest procés es realitza mitjancant I'addicié d’adsorbents com les terres de diatomees,
carbons actius o argiles activades. La posterior separacidé d’aquests adsorbents es realitza
per filtracid rotatoria o de premsa. Durant aquesta fase s’eliminen contaminants, com és el
cas dels hidrocarburs poliaromatics (Hilbert et al., 1998).

e Desodoritzacid: Etapa on s’eliminen compostos responsables d’olors desagradables
mitjangant destil-laciéd al buit. Aquests compostos sén aldehids, cetones, esterols i
compostos sulfurosos.

A part dels metodes de refinament habituals, existeixen processos especifics per tal de
purificar olis de peix. Amb aquesta finalitat, una de les tecniques més utilitzades en la indUstria
alimentaria per a la reduccié dels nivells de contaminants és la destil-lacié molecular, la qual
consta de les seglients etapes:

e Esterificacid de I'oli a esters etilics d’acids grassos, per tal de rebaixar el seu punt d’ebullicid
en evitar la formacid de ponts d’hidrogen.

e Separacié dels esters etilics d’acids grassos de la resta de contaminants a pressié reduida,
de manera que no és necessari dur a terme el procés a elevades temperatures, fet que
podria comportar a la degradacio dels olis.
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e Aillament dels compostos d’interées a partir dels seus pesos moleculars, deixant els
compostos indesitjats sense destil-lar.

e Recuperar els acids grassos destil-lats en un producte final amb un nivell de contaminants
extremadament baix.

Aquesta tecnica presenta com a principals avantatges la baixa oxidacié dels acids grassos al dur
a terme la destil-lacié a baixa temperatura, una elevada reduccié dels contaminants presents
inicialment en I'oli i una possible concentracié dels acids grassos desitjats a partir dels seus
pesos moleculars. Per contrapartida, es tracta d’un procés forca car d'implementar, a part que
es perd la forma original de I'oli com a triglicérid al passar a tenir el producte com a acid gras
(Bioriginal, 2010).

1.2.2. Composicio dels olis de peix

L'oli de peix esta constituit per una fraccié saponificable -que es pot fer reaccionar en medi
basic per donar un alcohol i la seva sal d’acid gras- i una d’insaponificable -que no reacciona en
medi basic-. La seva composicid quimica és molt complexa, i pot variar en funcié de l'espécie,
composicio del plancton amb que es va alimentar i época de I'any.

La fraccio saponificable esta formada principalment per triglicerids, i en menor proporcié per
diglicérids, monoglicérids, ceres, i ésters d’esterols. Aquesta fraccidé constitueix
aproximadament el 97% de I'oli de peix.

La fraccid insaponificable esta formada per esterols, alcohols terpeénics, alcohols alifatics,
tocoferols, hidrocarburs, compostos flavonoics, pigments i compostos volatils responsables
dels olors. Aquesta fraccié representa un percentatge inferior al 3% (Martin-Lagos, 2007).

Els triglicerids —que constitueixen la major part de la fraccid saponificable dels olis- sén
glicerolipids, fosfolipids, esfingolipids i glucolipids i tots ells formen la bicapa lipidica de les
membranes cel-lulars (Voet i Voet, 1992). En els olis de peix, la majoria d’acids grassos es troba
en forma de triacilglicérids, que son els triésters dels acids grassos i la glicerina (Figura 1.1).

/”\/\/\/R H
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I 0
R + 3H0 —— H + 3 | R
o
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| R H

Figura 1.1. Formacid d’acids grassos a partir de triglicérids.

Els acids grassos estan formats per una cadena hidrocarbonada alifatica de longitud variable,
amb un grup acid carboxilic en un extrem. Cada atom de carboni s’uneix al seglient mitjancant
un enllag covalent simple o doble. Una petita proporcié dels acids grassos esta en forma lliure.
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Depenent de la concentracié d’aquests, I'oli tindra una acidesa determinada. La proporcié de
cadascun dels diferents acids grassos lliures en I'oli pot variar en funcié del tipus de peix i
I'origen d’aquest. Els acids grassos comuns en els éssers vius tenen un nombre parell d’atoms
de carboni, encara que alguns organismes també en sintetitzin alguns d’ells amb nombre senar
de forma minoritaria. Aquests es poden classificar entre saturats i insaturats.

Els acids grassos saturats estan formats per cadenes lineals d’atoms de carboni sense cap
tipus de doble enllag. Contrariament, els acids grassos insaturats contenen com a minim un
doble enllag, i sén els que predominen en els olis de peix. Els dobles enllagos es solen trobar
separats per un grup metilé amb configuracio cis (Mathews et al., 2002). La majoria d’acids
grassos presents en plantes superiors i animals sén de les families de 16 i 18 atoms de carboni,
i més de la meitat d’ells son insaturats. Els acids grassos amb menys de 14 atoms de carboni i
més de 20 sdn menys freqients (Supelco Notes, 1996). En la Taula 1.1 es poden observar els
principals acids grassos, juntament amb les seves abreviatures i formules (Christie, 1989).

Taula 1.1. Nomenclatura, abreviatura i formula dels principals acids grassos.

Nom trivial Abreviatura Formula
Acid caprilic C8:0 CH;(CH,)¢COOH
Acid capric Cc10:0 CH5(CH,)sCOOH
Acid lauric C12:0 CHs(CH;)1,COOH
Acid miristic C14:0 CH;(CH,);,COOH
Acid palmitic C16:0 CH5(CH;)14COOH
Acid palmitoleic Cle:1 CH;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH
Acid margaric C17:0 CH3(CH,)15COOH
Acid estearic C18:0 CH3(CH,),sCOOH
Acid oleic C18:1 w9 CHs(CH;),CH=CH(CH,),COOH
Acid linoleic C18:2 w6 CHs(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
Acid alfa linoleic C18:3 w3 CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
Acid gamma linoleic C18:3 w6 CHs(CH,)4(CH=CHCH,)5(CH,);COOH
Acid araquidic C20:0 CHs(CH,);3sCOOH
Acid eicosenoic C20:1 CH3(CH,),CH=CH(CH,),,COOH
Acid araquidonic C20:4 w6 CHs(CH,)4(CH=CHCH,)4(CH,),COOH
Acid eicosapentaenoic (EPA) C20:5 w3 CH3CH,(CH=CHCH,)5(CH,),COOH
Acid behénic C22:0 CHs(CH,),0,COOH
Acid docosahexaenoic (DHA) C22:6 w3 CH;3CH,(CH=CHCH,)¢CH,COOH
Acid lignoceéric C24:0 CHs(CH,),,COOH
Acid nervonic C24:1 CH3(CH,)13CH=CH(CH,),COOH

Els atoms de carboni dels acids grassos es numeren comengant pel carboni carboxilic (-COOH),
que és el numero 1 6 alfa (a). Independentment del nombre de carbonis, I'extrem metilic rep
el nom de carboni omega (w). La nomenclatura habitual per denominar els acids grassos
consisteix en indicar el nombre de carbonis de la cadena alifatica seguit per dos punts i el
nombre de dobles enllagos. La localitzacié d’aquests s’indica entre parentesis, per on comenca
el doble enllag contant a partir de I'extrem carboxilic (Mathews et al., 2002). La Figura 1.2
mostra I'exemple del DHA.
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Figura 1.2. Acid cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic.

Una altra nomenclatura forca utilitzada darrerament pels acids grassos és la que indica la

posicié dels dobles enllagos respecte a I'Ultim carboni (w). S’anomenen amb la lletra w seguit

de la posicid del primer doble enllag. Aixi doncs, un acid gras w-3 sera aquell que tingui el

primer doble enllag entre els carbonis 3 i 4, comencant a comptar per I'extrem metilic. Cal

esmentar que aquesta nomenclatura pot ser emprada per aquells acids grassos que tenen un o

diversos dobles enllagos separats per un grup metile. Aquesta nomenclatura és deguda a que

la posicid del doble enllag proxima a I'extrem metil defineix I’activitat biologica de la molecula.

Una de les families més importants dels acids grassos son els w-3. Els més comuns sén I'a-
linolénic (C18:3), I'acid eicosapentaenoic o EPA (C20:5) i I'acid docosahexaenoic o DHA (C22:6)
La Taula 1.2 mostra els noms, abreviatures i estructures dels principals acids grassos w-3.

Taula 1.2. Principals acids grassos w-3.

Nom

Abreviatura

Estructura

Acid alfa linolénic
Acid 9,12,15-
octadecatrienoic

C18:3 w3

Acid estearidonic
Acid 6,9,12,15-
octadecatatraenoic

C18:4 w3

Acid cis-11,14,17-
eicosatrienoic

C20:3 w3

H

ETA
Acid cis-8,11,14,17-
eicosapentaenoic

C20:4 w3

EPA
Acid cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic

C20:5 w3

DPA
Acid cis-7,10,13,16,19-
docosapentaenoic

C22:5 w3

DHA
Acid cis-
4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoic

C22:6 w3

Acid cis-
6,9,12,15,18,21-
tetracosahexaenoic

C24:6 w3
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Els triglicerids es caracteritzen pel tipus d’acids grassos que els formen i per la seva distribucio
en I'estructura de la glicerina. Es denominen triglicérids simples als que només tenen un tipus
d’acid gras i triglicérids mixtos als que en tenen dos o tres de diferents. Els olis i greixos sén
barreges complexes de triglicérids simples i mixtes, la composicid dels quals varia en funcié de
I’espéecie de la qual provenen.

Les propietats fisiques dels acids grassos varien en funcié de la llargada de la seva cadena
hidrocarbonada i del seu grau d’insaturacié. En general sén moléecules flexibles que poden
adoptar un gran nombre de conformacions degut a la lliure rotacié dels enllagos C-C simples.
Els dobles enllagos acostumen a tenir configuracio cis , el que introdueix un punt de curvatura i
aporta rigidesa a I'estructura. Per aquest motiu les estructures sén menys compactes i els seus
punts de fusid sdn menors. Aixi doncs,la majoria de grasses riques en acids grassos insaturats
son liquides a temperatura ambient (Mathews et al., 2002).

Tot i que pot variar en funcié de I'especie de la qual s’extreu, I'oli de peix té un alt contingut en
acids grassos de cadena llarga amb elevat nombre d’insaturacions, especialment pel cas dels
acids grassos w-3 EPA i DHA (Segura, 2010).

1.2.3. Beneficis dels acids grassos omega-3 per la salut

Els acids grassos poliinsaturats w-3 també es coneixen com a acids grassos essencials ja que —al
contrari que els acids grassos saturats i monoinsaturats- no poden ser sintetitzats per I'ésser
huma, havent de ser introduits en la dieta com a aliment (Foodtech, 2010).

Els mamifers no els poden fabricar ja que no posseeixen els enzims necessaris per introduir
dobles enllagos entre els atoms més enlla del carboni 9 (Ronaye de Ferrer, 2000). L’acid gras
alfa linolénic (Taula 1.2) es considera com el precursor de tots els w-3. La conversié d’aquest
precursor en altres acids grassos poliinsaturats és ineficient, i per aixd es recomana el consum
diari d’aquests ultims.

Els acids grassos w-3 sén sintetitzats principalment pel fitoplancton i les algues, i s’introdueix a
les espécies aquatiques via ingesta. Per aquest motiu les espécies marines sén riques en
aquests acids. Aixi doncs, la millor font d’acids grassos w-3 sén el peix blau i el fetge de peixos
com el bacalla o salmé. Generalment, els peixos provinents d’aiglies fredes contenen un elevat
contingut d’aquests acids grassos, ja que gracies a |'elevat grau d’insaturacions que presenten
poden romandre liquids inclos a baixes temperatures al rebaixar el punt de fusié de I'oli.

Darrerament s’han realitzat nombrosos estudis sobre els efectes beneficiosos d’aquests acids
grassos w-3 a I'organisme huma. Tradicionalment s’han emprat en el tractament de malalties
cardiaques, ja que al ser vasodilatadors redueixen els nivells de triacilglicerols, la possibilitat
d’aritmies cardiaques i rebaixa la tensié arterial.

Tot i aixi, durant els dltims anys se n’han descrit altres propietats beneficioses, en estar
implicats en la maduracié i el correcte creixement del cervell i la retina dels nens (Panchaud et
al., 2005). També disminueixen els processos d’inflamacié com I’artritis reumatica (Ortega et
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al., 2008), eviten problemes de coagulacié de la sang (Mata, 2004), i processos de malalties
mentals (Arvindakshan, 2003) com I'esquizofrenia, transtorns de personalitat i desordres
bipolars i de metabolisme (Domingo, 2008).

1.2.4.0xidacio dels olis de peix

Els olis de peix poden ser degradats per dos tipus d’oxidacid, la que és deguda a fenomens
termics com al ser fregits —on els olis s’escalfen repetidament en presencia d’oxigen-, i la
deguda a l'auto-oxidacid amb oxigen de I'ambient. Altres factors que poden accelerar la
degradacié oxidativa d’aquests olis sén I'exposicid a radiacié solar, la seva propia composicio
en acids grassos i les condicions d’emmagatzematge de I'oli (temperatura, humitat, llum...).
Aix0 comporta I'aparicié d’olors, sabors i colors anomals, juntament amb la formacié de
compostos potencialment toxics (Gray, 1978).

Diversos estudis han fet pales que la susceptibilitat dels acids grassos a l|'oxidacio és
proporcional al nombre d’insaturacions d’aquests (Cosgrave, 1987). En conseqliéncia, els acids
grassos més insaturats (com és el cas dels w-3) es degraden més rapidament que els que
presenten menor grau d’oxidacid. Daltra banda, els acids grassos lliures sdn més susceptibles
a oxidar-se que quan es troben en forma de triglicerids.

Aquesta oxidacié dels olis de peix és una reaccié en cadena, iniciada per I'oxigen, la qual
condueix a la formacié d’hidroperoxids lipidics, que es descomposen en productes secundaris
com aldehids, cetones, alcohols o éters (Ortoll, 2009). Aquest procés es pot frenar mantenint
els olis en atmosfera inert de nitrogen en abséncia d’oxigen, guardant-los en un lloc a I'abric
de la llum o bé mitjancant I'addicié de substancies antioxidants. Aquests és el cas del 2,6-di-
tert-butil-para-cresol (BHT) i el 2 i 3-tert-butil-para-hidroxianisol (BHA), o bé d’especies
naturals com els tocoferols (vitamina D).
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1.3. Els Contaminants Organics Persistents

Els Contaminants Organics Persistents (COPs) es troben definits com a tals en el Conveni
d’Estocolm de 2001. Aquest document és un tractat global que té com a finalitat protegir els
éssers vius i el medi ambient de compostos quimics organics que degut a les seves propietats
quimico-fisiques, una vegada sén alliberats al medi ambient es caracteritzen per:

e Poder romandre inalterats durant llargs periodes de temps: habitualment es tracten
d’estructures aromatiques molt estables que ofereixen molta resistencia a la degradacio

(anys).

e Ser ubics al poder desplacar-se lluny del seu focus d’emissid: Com a resultat del seu
alliberament al medi ambient durant les ultimes decades (especialment degut a activitats
humanes), els COPs sén a dia d’avui compostos distribuits de forma global en molt diverses
regions —incloent zones on mai s’hi havien emprat- o fins i tot arreu del mén en alguns
casos.

e Acumular-se en els éssers vius: Els COPs en concentren en els organismes a través d’un
procés anomenat bioacumulacié. Al no ser solubles en aigua, aquests compostos queden
retinguts en els teixits adiposos, on les concentracions es poden arribar a magnificar fins a
70.000 cops respecte als nivells de fons (UNEP, 2005). Peixos, ocells depredadors, mamifers
i humans sén els organismes que es troben en nivells més elevats de la cadena alimentaria,
i per aix0 en bioacumulen majors concentracions.

e Tenir efectes adversos en la salut humana o en el medi ambient. L’exposicié als COPs pot
generar diversos tipus de cancer o provocar seriosos problemes toxicologics al ser
disruptors del sistema endocri com disfuncions en els sistemes immunologics i
reproductors, defectes de naixement, major susceptibilitat per a patir malalties o
disminucié de la intel-ligéncia (Zakrzewski, 1997).

Els COPs tenen un efecte global degut a la seva capacitat per transportar-se llargues distancies,
i no hi ha cap govern que actuant per si mateix pugui protegir els seus ciutadans o el seu medi
ambient d’aquests contaminants. Per aquest motiu, el Conveni d’Estocolm —que va ser signat
el 22 de maig del 2001 pero va entrar en vigéncia el 17 de Maig del 2004- aconsella treballar
de manera conjunta per tal d’establir mesures per a I'eliminacié o reduccié de I'alliberament
d’aquests contaminants al medi ambient. El Conveni és administrat pel Programa
Mediambiental de les Nacions Unides, amb seu a Ginebra, Suissa (UNEP, 2005).

En el document inicial es varen descriure dotze substancies com a COPs, que es podien
classificar en tres categories diferents:

e Plaguicides: aldrin, endrin, dieldrin, DDT, clorda, heptaclor, HCB, mirex i toxafe.
e Productes quimics industrials: HCB i PCBs.
e Subproductes no intencionats: HCB, PCDD/Fs.
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Tot i aix0, el 8 de Maig de 2009 es va afegir un annex al conveni que incloia nous
contaminants: hexaclorociclohexa, clordecona, pentaclorobenze, PBDEs, hexabromobifenil,
acid perfluorooctilsulfonic i les sals d’aquest.

A continuacio es descriuen amb més detall els COPs més rellevants.

1.3.1. PCDD/Fs

Aspectes generals

Les dibenzo-p-dioxines policlorades i dibenzofurans policlorats (PCDD/Fs) son dues families
d’éters aromatics clorats, amb estructures i propietats similars (Figura 1.3). Es tracten de
molecules amb dos anells benzénics units en —para per dos atoms d’oxigen (PCDDs) o un atom
d’oxigen i un enllag carboni carboni (PCDFs).

PCDD PCDF
O O
O
Clm Ch Clm Cly
O<m+n<9 0o<m+n<9

Figura 1.3. Estructura general de PCDD/Fs

Cada anell benzénic pot contenir fins a quatre atoms de clor (vuit per molecula), i en diferents
posicions. A cadascun d’aquests isomers constitucionals se’l denomina congénere. Es
defineixen com a homolegs als grups de congéneres amb un mateix grau de cloracid. En la
Taula 1.3 es mostren el nombre de congéneres per a cada grup d’homolegs de PCDD/Fs.

Taula 1.3. Nombre de congeneres de PCDD/Fs per cada grup d’homolegs.

Homoleg PCDD PCDF
Monoclorats 2 4
Diclorats 10 16
Triclorats 14 28
Tetraclorats 22 38
Pentaclorats 14 28
Hexaclorats 10 16
Heptaclorats 2 4
Octaclorats 1 1
Total 75 135

Aixi doncs existeixen un total de 75 PCDDs i 135 PCDFs, sumant un total de 210 congéneres de
PCDD/Fs. Existeixen més furans que dioxines ja que aquestes Ultimes tenen un pla de simetria
més, reduint-ne aixi el possible nombre d’estructures diferents que pot generar.

13



Capitol 1. Aspectes generals i objectius

Per a tal d’anomenar cadascuna d’aquestes estructures existeixen diverses nomenclatures. La
més habitual pel cas de les dioxines és la que indica el nom de I’"homoleg precedida per les
posicions de 'estructura en que s’hi troben atoms de clor —per exemple, 2,3,7,8-TCDD-. També
existeix una altra nomenclatura en la que s’adjudica un nimero per a cada estructura de forma
sistematica —per exemple, TCDD-48- (Ballschmiter et al., 1992).

Les dioxines i furans policlorats sén subproductes de processos industrials que es duen a terme
en altes temperatures, que mai s’han fabricat de forma intencionada. Inicialment es va
identificar la formacié de TCDD en la produccié de triclorofenols —per una simple recombinacio
de dues molécules de 2,4,5-Triclorofenol- i certs herbicides, com és el cas de I'agent taronja.
Les PCDD/Fs de major grau de cloraci6 poden ser formades en la produccié de
pentaclorofenol, un compost que s’emprava com a plaguicida o en el tractament de la fusta.

Durant molts anys la seva formacié només es va associar a la produccié industrial d’aquests
productes quimics. No va ser fins el 1977 que es va descobrir la preséncia de PCDD/Fs en
cendres d’incineradora, formant-se en processos térmics a partir de compostos organics
clorats, en preséncia de diversos metalls que actuaven com a catalitzadors(Schecter, 1994).

Altres fonts de generacié de PCDD/Fs per combustié de matéries primes clorades sén la
incineracié de residus hospitalaris o fangs de depuradora. També hi ha evidencies de formacié
d’aquests COP en plantes de blanquejat de la polpa de paper, el la produccié de certs metalls o
en la propia industria del clor —en les plantes clor-alcali o en la fabricacié de PVC- (Bernes,
1998).

Toxicitat

Un dels principals motius pel qual s’estudien les PCDD/Fs és degut a la seva toxicitat.
Inicialment, els seus efectes nocius per la salut van ser descoberts com a conseqiliéncia de
diferents accidents que es van donar el segle passat. Els més destacats van ser |'accident de la
planta de Monsanto (Virginia, EEUU) el 1949, la planta de Seveso (ltalia) el 1976 o I'exposicid
durant la guerra del Vietnam de soldats americans i vietnamites a I’agent taronja -que tenia
TCDD com a subproducte- durant el final de la década dels 70 (Pavuk et al., 2007).

La toxicitat de les dioxines i furans es deu a la seva interaccio a nivell cel-lular amb el receptor
citosolic Ah. Aquest receptor és una proteina intracel-lular que un cop unida als PCDD/F perd
dues unitats proteiques hsp90. Aquesta penetra la membrana cel-lular, i en el nucli s’acobla a
una altra proteina, denominada Arnt.

Aquest complex dioxina-receptor-Arnt pot interaccionar amb una determinada seqieéncia
d’ADN, i genera un increment de la sintesi del citocrom P450 1A1 amb les corresponents
activitats monooxigenases dependents (7-etoxiresorufin O-dietilasa —o EROD- i hidroxilasa
d’hidrocarburs aromatics o AHH). La mesura de lI'increment d’aquestes activitats s’utilitza
sovint com a biomarcadors d’exposicid dels organismes a dioxines i compostos d’activitat
toxicologica similar (Diaz, 1999). Aquest procés toxicologic es troba representat en la Figura
14.
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Figura 1.4. Esquema del mecanisme toxicologic de les PCDD/Fs segons Bernes (1998).

Les dioxines i furans policlorats tenen diversos efectes toxics en animals i humans, com
alteracions cutanies (cloracné), reduccié de pes i notable disminucié de massa muscular i teixit
adipds, lesions hepatiques degut al seu caracter disruptor del sistema endocri, atrofia del
timus (organ fonamental en el desenvolupament del sistema immunitari), immunotoxicitat
(incrementant-se aixi la susceptibilitat a malalties infeccioses), toxicitat reproductora
(disfuncions en el sistema reproductor masculi i femeni), teratogeneitat, efectes negatius en el
desenvolupament fisic dels individus i carcinogeneitat (Shecter, 1994).

Aguest ultim efecte ha estat un dels més estudiats. Encara que les conseqiiencies cancerigenes
de la 2,3,7,8-TCDD en animals és més clara, pel cas dels humans va ser molt discutida fins que
el 1997 I'’Agéncia Internacional per la Investigacid sobre el Cancer (IARC) -que pertany a la
Organitzacié Mundial de la Salut (WHO)- va declarar aquesta molécula com a pertanyent al
grup 1, i que per tant és cancerigena per humans (IARC, 2011).

Es conegut que com major es I'afinitat de cada congénere de PCDD/Fs al receptor Ah, major és
la seva toxicitat. La mateixa Organitzacié Mundial de la Salut va definir I'any 1997 factors de
toxicitat per aquells congéneres amb substitucié 2,3,7,8 (que sén els que tenen major afinitat
per I'esmentat receptor), prenent com a referéncia la toxicitat de la 2,3,7,8-TeCDD a la qual es
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va donar el factor de 1. Els factors de toxicitat per a la resta de congéneres es van normalitzar
respecte aquest valor. Aquests valors van ser revisats i actualitzats el 2005, tot i que
habitualment es continua treballant amb els factors de toxicitat del 1997, ja que sén amb els
que es basa la legislacié actual (Diaz, 2007). Els valors per ambdds casos es troben en la Taula
1.4.

Taula 1.4. Factors de toxicitat de les PCDD/Fs (WHO-TEF) determinats per la WHO.

PCDD 1997 WHO-TEF 2005 WHO-TEF
2,3,7,8-TCDD 1 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.1 0.1
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.1 0.1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.1 0.1
1,2,3,4,7,8,9-HpCDD 0.01 0.01
OoCbD 0.0001 0.0003
2,3,7,8-TCDF 0.1 0.1
1,2,3,7,8-PeCDF 0.05 0.03
2,3,4,7,8-PeCDF 0.5 0.3
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.1 0.1
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.1 0.1
1,2,3,7,8-HxCDF 0.1 0.1
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.1 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01 0.01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01 0.01
OCDF 0.0001 0.0003

Aguests factors de toxicitat permeten establir una nova unitat de mesura de concentracio total
de PCDD/Fs per a qualsevol tipus de mostra, ponderant la concentracié de cada congénere en
funcié de la seva toxicitat. Aquestes unitats, anomenades WHO-TEQ, sén calculades a partir
del sumatori de la concentracié de cada congenere amb substitucié 2,3,7,8 multiplicada pel
respectiu factor de toxicitat.

Precedents de PCDD/Fs en oli de peix

Al tractar-se de COPs, les dioxines son compostos ubics que es poden trobar en qualsevol tipus
de mostra, des d’aire fins a sang, passant per productes alimentaris o soOls, per mencionar
alguns exemples (Bernes, 1998).

La principal matriu d’estudi d’aquest estudi és I'oli de peix, que pel seu caracter lipofil pot
presentar elevats nivells de contaminants apolars, com els PCDD/Fs. Existeixen diversos estudis
previs que avaluen la preséncia de dioxines en aquest tipus de matriu. La Taula 1.5. en
resumeix els resultats.
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Taula 1.5. Concentracié de PCDD/Fs en olis de peix en estudis previs.

Referéncia Origen Composicid PCDD/Fs (pg WHO-TEQ/g)
L Oli de peix 0.06-2.08
Jiménez et al. 1996 Espanya . R
Oli de fetge de bacalla 8.16
FSAI 2002 Irlanda Oli de fetge de bacalla 0.2-11.0
Zennegg i Schmid . . .
Sulssa Oli de peix 0.32-0.83
2006
Fernandes et al. 2006 Regne Unit  Oli de fetge de bacalla 0.2-8.4
Hasegawa et al. 2007 Japod Oli de peix 0.27-6.0
. , Oli de fetge de taurd 37
Tsutsumi et al. 2007 Japod . .
Oli de peix <0.1-4.80
Rawn et al. 2008 Canada Oli de peix <LD-5.20

Com es pot observar en la taula, els nivells de PCDD/Fs poden variar en funcié del tipus d’oli o
la procedéncia, perd generalment per aquest tipus de matrius presenta nivells de I'ordre dels
picograms WHO-TEQ/g.

Pel que fa a I'abundancia relativa de cada PCDD/Fs en les mostres, en derivats del peix aquests
perfils solen estar caracteritzats per una major contribucié dels PCDF de menor grau de
cloracié i PCDD de major grau de cloracié.

1.3.2. PCBs

Aspectes generals

Els bifenils policlorats (PCBs) sén una altra familia de contaminants historicament forca
estudiada, inclosa dins de la llista de la dirty dozen del Conveni d’Estocolm del 2001. La seva
estructura molecular es basa en un esquelet bifenilic amb clors com a substituents en els anells
benzénics. Aquesta es mostra en la Figura 1.5.

Q Q Cln

Oo<m+n<1iil

Clm

Figura 1.5. Estructura general dels PCBs.

Cada anell benzénic pot presentar fins a un total de 5 clors, fet que genera un total de 209
possibles estructures de PCBs. Aquestes queden ordenades segons els grups d’homolegs que
es mostren en la Taula 1.6.
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Taula 1.6. Nombre de congéneres de PCDD/Fs per cada grup d’homolegs.

Homoleg PCB
Monoclorats 3
Diclorats 12
Triclorats 24
Tetraclorats 42
Pentaclorats 46
Hexaclorats 42
Heptaclorats 24
Octaclorats 12
Nonaclorats 3
Decaclorat 1
Total 209

A diferéncia dels PCDD/Fs, els PCBs no son molécules estrictament planes, ja que entre els dos
anells benzenics existeix un enllag simple que pot rotar, permetent a aquesta familia de
contaminants establir diferents configuracions espacials. La nomenclatura més estesa per a
aquesta familia de COPs és la que adjudica un niumero de PCB per a cada estructura de forma
sistematica (Ballshmiter et al. 1992)

Aguesta familia de contaminants es poden trobar arreu en el medi ambient degut a la seva
produccié industrial, que es va iniciar I'any 1929. La seva sintesi es basa en la cloracié del
bifenil en preséncia de catalitzadors metal-lics. Com a producte s’obté una mescla técnica de
diversos congeneres, amb un grau de cloracidé que varia en funcid del temps de reaccid, entre
12 i 36 hores (Kimbrough i Jensen, 1989).

Aquestes mescles técniques han estat comercialitzades amb diversos noms, com Aroclor i
Pyroclor (Monsanto, EEUU), Kanechlor (Kanegafuchi, Japd), Clophen (Bayer, Alemania),
Phenoclor i Pyraléne (Prodelec, Franga) o Fenoclor i Pyralene (Cros-Rhéne Poulenc, Espanya).
Pel cas dels Aroclors, el nom va acompanyat de quatre digits que especifiquen el grau de
cloracié de les mescles técniques comercialitzades, com per exemple Aroclor 1248 o 1254
(Diaz, 1999).

Des del 1929 fins el 1989, la produccié mundial de PCBs —excloent I’antiga Unid Soviética- va
ser de 1.5 milions de tones (UNEP, 1998). Tot i aixi, a finals de la decada dels 70 la seva
produccié va disminuir considerablement degut a que es va fer manifesta la seva persisténcia
ambiental i toxicitat.

Gracies a la seva estabilitat termica i biologica, les aplicacions de les mescles técniques de PCBs
han estat molt variades. Les més destacades son com a plastificants, lubricants o com a
additius en pintures, tintes o coments (tots ells sistemes oberts), o bé com a fluids dielectrics
en transformadors i condensadors o fluids hidraulics en bombes de buit (sistemes tancats). El
seu Us es va limitar a sistemes tancats fins al 2010 (Directiva 96/59/EC)
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Degut a I’elevat nombre de congéneres que conté cada mescla tecnica de PCBs, historicament
en l'analisi de mostres ambientals s’ha pres com a referéencia el criteri establert per
I’International Council for the Exploration of the Seas (ICES). Aquest considera com a
representatius de la familia els 7 congeneres habitualment més abundant en les mescles
tecniques (PCB-28, -52, -101, -118, -138, -153 i -180), també coneguts com a PCBs indicadors.

Toxicitat

La toxicitat d’aquesta familia de contaminants depéen de diversos factors, tals com la dosi o la
via d’exposicié. Certs congeéneres poden actuar com a disruptor endocri a través del receptor
Ah, de forma semblant als PCDD/Fs. Indueix canvis en I'expressié genética de les fases
hepatiques | (incrementant la produccié del citocrom P450) i Il (incrementant la produccio de
glucoril transferases). Aquestes alteracions endocrines tenen efectes toxicologics diversos,
com un augment en la produccid de tiroxina -provocant hipertiroidisme-, toxicitat reproductiva
-alterant la produccid d’estrogens- i genotoxicitat -deteriorant el material genetic de les
cél-lules- (Burkhard i Lukasewycz, 2008).

Els PCBs coneguts com a similars a dioxines (també anomenats coplanars o dI-PCBs, de I'angles
dioxin-like) sén aquells que per les seves substitucions en els anells poden establir una
configuracié més plana, al tenir com a maxim només un clor en posicid —orto. Aquests
congeneres son el PCB-77, -81-, -105, -114, -118, -123, -126, -156, -157, -167, -169 i -189. Els
factors de toxicitat determinats per I’Organitzacié Mundial de la Salut per a cada un d’aquests
PCBs similars a dioxines sén els que es mostren en la Taula 1.7.

Taula 1.7. Factors de toxicitat dels PCBs similars a dioxines (WHO-TEF).

PCB 1997 WHO-TEF 2005 WHO-TEF
PCB-77 0.0001 0.0001
PCB-81 0.0001 0.0003
PCB-105 0.0001 0.0003
PCB-114 0.0005 0.0003
PCB-118 0.0001 0.0003
PCB-123 0.0001 0.0003
PCB-126 0.1 0.1
PCB-156 0.0005 0.0003
PCB-157 0.0005 0.0003
PCB-167 0.00001 0.0003
PCB-169 0.01 0.03
PCB-189 0.0001 0.0003

Pel fet de tenir els mateixos efectes toxicologics que les PCDD/Fs, la concentracié d’ambdds
contaminants pot ser determinada en les mateixes unitats de WHO-TEQ. Es per aixd que la
toxicitat total de les mostres es sol caracteritzar pel sumatori de PCDD/Fs+PCBs similars a
dioxines, en aquestes unitats toxicologiques. Aquest valor s’obté al sumar el producte de cada
dioxina, fura i PCB pel respectiu factor de toxicitat.
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De la mateixa forma que pel cas dels PCDD/Fs, pel calcul de la toxicitat deguda a dI-PCBs es sol
utilitzar els factors de toxicitat del 1997, ja que sén els que es troben legislats (Diaz, 2007).

Precedents de PCBs en oli de peix

De forma analoga a les PCDD/Fs, els PCBs s6n contaminants ubics que es poden trobar en tot
tipus de matrius. Si ens centrem en la matriu d’estudi de la present tesi doctoral, existeixen
diverses publicacions que descriuen la concentraci6 de PCBs en olis de peix amb finalitat
alimentaria. Els resultats es recullen en la Taula 1.8.

Taula 1.8. Concentracio de PCBs en olis de peix en estudis previs.

Referéncia Origen Composicid dI-PCBs PCBs indicadors
(pg TEQ/g) (ng/g)
Jiménez et al. 1996 Espanya Oli de peix 0.13-0.51 -
Diversos Oli de peix - <LD-1050
Jacobs et al. 1998 i . .
paisos Oli de fetge de bacalla - <LD-805
Jacobs et al. 2002 Escocia Oli de peix - ND-221
FSAI 2002 Irlanda Oli de fetge de bacalla 0.2-29.8 -
Oli de peix - 92.1-202
Jacobs et al. 2004 Regne Unit Oli de fetge de bacalla - <LD-49.0
Oli de peix+vegetal - <LD-28.9
Storelli et al. 2004 Italia Oli de fetge de bacalla - 25-201
Zennegg i Schmid 2006 Suissa Oli de peix 0.04-2.0 0.23-17
Fernandes et al. 2006 Regne Unit Oli de fetge de bacalla 1.12-41.5 8.3-267
Hasegawa et al. 2007 Japod Oli de peix 1.0-23.6 -
Oli de fetge de taurdé 450 -
Tsutsumi et al. 2007 Japod Oli de peix <0.1-8.4 -
Oli de peix+vegetal <0.1-7.8 -
Rawn et al. 2008 i R Oli de peix - 0.23-54.8
Rawn et al. 2009 Canada Oli de peix+vegetal - 3.30-7.63

En els estudis que es citen en la taula, les concentracions dels PCBs indicadors sédn més
elevades que les respectives dels similars a dioxines (si es comparen en unitats de
concentracid, pg/g). Aquest fet és habitual, doncs els PCBs indicadors solen ser els més
abundants en les mescles tecniques. Pel cas dels PCBs similars a dioxines la seva concentracio
pot variar molt, des dels pocs pg TEQ/g determinats en olis de peix per Zennegg et al. fins a
450 pg WHO-TEQ/g determinats en oli de fetge de taurd per Tsutsumi et al.

Si agquestes concentracions es comparen amb els respectius nivells de PCDD/Fs (només per
aquells estudis que inclouen els dos contaminants) s’observa que la major contribucié a la
toxicitat total de la mostra —tot i ser del mateix ordre- és deguda als PCBs. Pel que fa a
I’'abundancia de cada congénere, el PCB-118 sol ser el que presenta una major concentracio,
seguit del PCB-105, -156 i -167.

La concentracié dels PCBs indicadors també és molt variable en funcié de I'origen i tipus d’oli,
gue va des dels pocs ng/g que Zennegg et al. determinen en oli de peix de Suissa fins els pg/g
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determinats per Jacobs et al. en olis de mescles de peixos amb diferent origen. Respecte als
perfils habituals dels PCBs indicadors per aquest tipus de matrius, es solen caracteritzar per
una alta contribucio dels congeneres -138 i -153.

1.3.3. PBDEs

Aspectes generals

Els difeniléters polibromats (PBDEs) sén una familia de compostos organics recentment
inclosos dins de la categoria de COPs, segons I’'annex del Conveni d’Estocolm del 2009. La seva
estructura es basa en dos anells benzénics units per un pont eter, amb diversos broms com a
substituents en els anells. La seva estructura genérica es mostra en la Figura 1.6.

Brm Brn
O<m+n<11

Figura 1.6. Estructura general dels PBDEs.

Cada un dels anells benzénics pot presentar fins a un total de 5 broms, generant 209 possibles
estructures de PBDEs. Aquestes queden ordenades segons els grups d’homolegs que es
mostren en la Taula 1.9.

Taula 1.9. Nombre de congéneres de PBDEs per cada grup d’homolegs.

Homoleg PBDEs
Monobromats 3
Dibromats 12
Tribromats 24
Tetrabromats 42
Pentabromats 46
Hexabromats 42
Heptabromats 24
Octabromats 12
Nonabromats 3
Decabromats 1
Total 209

De la mateixa forma que els PCBs, els PBDEs no tenen una estructura plana i rigida (tal com
passa amb les PCDD/Fs), ja que la molécula pot girar pel pont éter que uneix els dos anells.
Aix0 fa que cada congénere prengui una configuracié diferent en l'espai, en funcié dels
impediments estéerics que generen els substituents.
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Aguesta familia de contaminants s6n compostos de produccié industrial que s’afegeixen en
plastics, teixits, circuits electrics i altres materials per retardar la seva combustid. Habitualment
es mesclen amb polimers o fibres textils sense establir cap tipus d’enlla¢c quimic, de manera
gue es poden separar de la superficie del seu substrat i alliberar-se al medi ambient amb
facilitat.

La seva comercialitzacié es va dur a terme a través de mescles técniques de diferent grau
d’halogenacid, per bromacié del difenileter en preséncia de catalitzadors metal-lics. El consum
mundial de les principals mescles tecniques I’'any 2001 va ser de 56100 tones de DecaBDE,
3709 tones de OctaBDE i 7500 tones de PentaBDE (de Wit, 2002).

Degut a les caracteristiques de persistéencia i toxicitat d’aquesta familia de contaminants, la
produccié de totes les mescles tecniques de PBDEs esta prohibida en la Unid Europea, sense
cap excepcio (Directiva 2006/11/EC).

Toxicitat

Existeixen diversos estudis que demostren que aquests contaminants també poden actuar com
a disruptors del sistema endocri en éssers vius, interaccionant a nivell cel-lular amb el receptor
Ah. En aquest cas, els PBDEs i els respectius metabolits hidroxilats poden reaccionar amb la
proteina de transport de I’hormona tiroides present en el plasma -la transtiteina- la qual té un
receptor especific per la tiroxina. Aquest fet no només impedeix el correcte transport de la
tiroxina als teixits de desti, siné que també bloqueja els receptors de la tiroides, influenciant
aixi la regulacié d’aquesta hormona en el nucli de la cél-lula (Meerts et al., 1998; EPA, 2008).

També hi ha estudis que demostren que el BDE-47 pot produir cancer en rates a través de un
mecanisme no mutagen, de manera similar a altres contaminants com DDT i PCBs (Hellenday
et al., 1999). Tot i aixi, la IARC considera que, de moment, no hi han evidéncies que els PBDEs
siguin potencialment cancerigens pels humans (IARC, 2011).

Precedents de PBDEs en oli de peix

Per les seves condicions de contaminant organic persistent, els PBDEs es poden trobar en tot
tipus de matrius. La seva presencia en olis de peix destinats al consum huma ha estat publicat
préviament en diversos estudis. La Taula 1.10. en recull els resultats.
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Taula 1.10. Concentracio de PBDEs en olis de peix en estudis previs.

. . . PBDEs
Referéncia Origen Composicio
(ng/g)
. Oli de peix <LD-12.7
Jacobs et al. 2002 Escocia . .
Oli de fetge de bacalla 14.6-34.2
. Oli de peix 0.8-2.7
Jacobs et al. 2004 Regne Unit . .
Oli de peix+vegetal <LD-1.9
Zennegg i Schmid . . .
Suissa Oli de peix 0.07-3.8
2006
Lin et al. 2007 Xina i Canada Oli de peix 1.96-3.72
. Belgica, Holanda . .
Covaci et al. 2007 . . Oli de peix <0.2-44
Irlanda i Regne Unit
Rawn et al. 2008 . Oli de peix 0.22-30.8
Canada . .
Rawn et al. 2009 Oli de peix+vegetal 0.86-1.44

Com es pot observar, els estudis mostren unes concentracions de PBDEs del mateix ordre de
magnitud per a la majoria de les mostres analitzades, de I'ordre dels ng/g. Aquests valors es
troben entre els determinats per PCBs indicadors i similars a dioxines (Taula 1.7), pero son
superiors als determinats per PCDD/Fs (Taula 1.4).

Pel que fa a la contribucié de cada congénere individual a la suma total, el perfil dels PBDEs
normalment és caracteritzat per una alta concentracio del BDE-47, seguit del BDE-99 i -100.

1.3.4. Plaguicides organoclorats (DDTs i HCB)

Aspectes generals

Els plaguicides organoclorats sén compostos de produccié industrial emprats per al control de
plagues. Segons el Conveni d’Estocolm original del 2001, els plaguicides organoclorats que son
considerats com a COPs son I'aldrin, I’endrin, el dieldrin, el dicloro difenil tricloroeta (DDT), el
clorda, I'heptaclor, I’hexaclorobenze (HCB), el mirex i el toxafe.

La present tesi doctoral s’ha centrat en I'estudi del DDT i I’'HCB ja que, degut al seu elevat Us
durant el segle passat, avui tenen una destacada presencia en el medi ambient i biota. Cal
destacar que en 'estudi del DDT s’han inclos els dos isomers d’aquest (2,4’-DDT i 4,4’-DDT) i els
quatre metabolits més habituals (2,4’-DDD i 4,4’-DDD, 2,4’-DDE i 4,4’-DDE), tots ells agrupats
conceptualment com a DDTs. Les seves estructures, juntament amb la de I'HCB, es poden
observar en la Figura 1.7.
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Figura 1.7. Estructura dels DDTs i HCB.

H

El DDT és un plaguicida d’origen industrial, la sintesi del qual es coneix des del 1874 a partir de
clorobenzé i tricloroacetaldehid en medi acid. En aquestes condicions, el producte que s’obté
és una mescla dels isomers 4,4’-DDT (85%) i 2,4’-DDT (15%), amb traces de 2,2’-DDT. Tot i aixi,
no va ser fins al 1942 que es comercialitzen els primers formulats, sota el nom de Gerasol i
Neocide. La produccié mundial total del DDT a finals del 2003 era estimada en 2.6 milions de
tones (Zitko, 2003).

L’as d’aquest compost ha estat en dos camps d’aplicacié diferents. Per una banda s’ha emprat
per a l'erradicacié d’insectes que actuen com a transmissors de diverses malalties,
principalment el tifus i la malaria. Paral-lelament, també es va fer servir de forma amplia en
I'agricultura pel control de plagues en cultius de cotd, tabac o patates.

El seu éxit inicial va ser degut al seu baix cost de produccié, baixa toxicitat en mamifers (tot i
que llavors es desconeixien els seus efectes a exposicions prolongades) i que gracies a la seva
persisténcia la seva aplicacid no havia de ser tant freqlient. Tot i aixi, I'Us va disminuir
notablement durant la decada dels 80 degut a la seva problematica ambiental i el
desenvolupament de resisténcia per part de les plagues combatudes.

En l'actualitat, el seu Us esta restringit sota registre a la produccié del dicofol (un altre
plaguicida organoclorat, perdo menys persistent) o per al control del vector de la malaria en
alguns paisos, principalment de I’Asia o Africa (Zitko, 2003).

Pel que fa a I’'HCB, la seva comercialitzacio es va iniciar el 1940. La seva produccié industrial era
basada en la cloracié del benze a 150-2009C, catalitzada per FeCls. Tot i que no es disposa de
molta informacié de fabricacié per als primers anys, s’estima que la producci6 mundial
d’aquest plaguicida organoclorat va ser d’unes 10000 tones de 1978 a 1981. La seva fabricacio
es va reduir durant la decada dels 80 degut a les seves propietats com a contaminant
mediambiental.

Les seves principals aplicacions sén com a plaguicida (substituint inicialment d’altres fungicides
basats en Hg pel tractament de llavors) i com a agent quimic en la industria pirotécnica, com a
intermedi en la sintesi de compostos clorats, la fosa d’alumini o la industria del cautxu.
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Tot i aixi, 'HCB també es pot formar com a subproducte d’altres processos industrials, com la
fabricaciéd del pentaclorofenol, certs dissolvents organics clorats (tetraclorur de carboni,
ticloroetile o percloroetile) o processos similars als de formacié de dioxines (Bernes, 1998).

Toxicitat

Els DDTs i HCB tenen efectes toxicologics en els éssers vius similars als de les PCDD/Fs, PCBs i
PBDEs, actuant principalment com a disruptors del sistema endocri per inhibicié enzimatica de
I'adenosina trifosfat sodica o potassica (Longnecker, 2005). Aquest fet té diversos efectes
toxicologics adversos en els éssers vius, com la disminucid de la productivitat de llet, la péerdua
de teixit muscular i adipds o fins i tot la mort en casos d’intoxicacions agudes:

e En mamifers pot arribar a reduir la probabilitat de supervivencia de les cries, anomalies en
el cicle menstrual o alteracions sexuals que es fan patents quan I'individu és madur. També
pot tenir efectes neuorotoxics per disminucié de dopamina.

e En aus disminueixen la produccié d’ous, que s’obtenen amb una closca més prima. També
pot arribar a deformar els fetus, retardar-ne el creixement o incapacitar les mares per la
incubacié dels ous.

e En peixos redueix I’ index de supervivéncia dels ous i les larves, retarda la maduracié sexual
de les cries i redueix la mida de les gonades (Longnecker, 2005).

Precedents de DDTs i HCB en oli de peix

Com a contaminants organics persistents, els DDTs i HCB son compostos ubics que es poden
trobar en tot tipus de matrius. En el cas que ocupa, existeixen diverses publicacions previes a
la present tesi doctoral que estudien la concentracié d’aquests plaguicides organoclorats en oli
de peix. Els seus resultats es poden trobar resumits en la Taula 1.11.
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Taula 1.11. Concentracio de DDTs i HCB en olis de peix en estudis previs.

L . L DDTs HCB
Referéncia Origen Composicio
(ng/g) (ng/g)
Berzas Nevado et al., . Oli de salmé 15-23 1.5-0.5
Espanyai Franca . R
2010 Oli de fetge de bacalla 26 0.1
Berzas Nevado et al., Oli de salmé 13.2-51.3° -
Espanya . . a B
2007 Oli de fetge de bacalla 21.6
. Oli de peix <LD-54.0 0.2-3.7
Jacobs et al. 2002 Escocia . .
Oli de fetge de bacalla 5.2-250 4.1-43.5
Oli de salmo 67 -
Hoh et al, 2009 Alaska (EEUU) . .
Oli de fetge de bacalla 6.8-76 -
Oli de peix 0.30-13.5 0.023-1.07
Mescla sense salmo 0.19-15.2 0.02-0.63
Mescla amb salmé 9.31-24.9 0.361-0.271
. Oli de salmé 4.76-250 1.55-21.9
Rawn et al. 2008 Canada . o
Oli de peix i vegetal 3.71-5.63 0.174-1.22
Oli de tauré 309-3310 2.52-3.40
Menhaden o pogy 28.9 0.054
Oli de Balena 267 52.1

a . ;. N . .y
en el sumatori de DDTs només inclou els isomers amb substitucio 4,4’-

En aquesta taula es pot observar que els nivells de DDTs poden variar molt en funcié del tipus
d’oli de peix. La seva concentracio es troba des dels 3.3 pg/g determinats per Rawn et al. en oli
de taurd fins als 0.19 ng/g presents en una mescla d’olis sense salmé del mateix estudi. Tot i
aixi, en aquest cas podrien existir altres factors influents a part de la propia naturalesa de I'oli,
com l'origen o el consum al que es troben destinats (huma o animal). Respecte a I'abundancia
de cada isomer en el sumatori total de DDTs, és habitual que en aquest tipus de mostres
predomini el metabolit 4-4’'DDE.

Pel cas de I'HCB, en tots els estudis inclosos en la Taula 1.10 la seva concentracié era inferior
als respectius nivells de DDTs. Tot i que el rang amb que varia pels diferents tipus d’oli no és
tant ample com per I'altre familia de pesticides organoclorats estudiada, si que pot variar entre
els 52 ng/g determinats per Rawn et al. en oli de balena fins als 21 pg/g determinats en una
mescla d’olis sense salmd del mateix estudi.

1.3.5. HBCD

Aspectes generals

L'1,2,5,6,9,10-hexabromociclododeca (HBCD) és un retardant de flama bromat ampliament
emprat en escumes de poliestire, les quals es fan servir en I'aillament termic en els edificis
(Law et al., 2006). La seva produccid i consum s’ha vist incrementada notablement durant els
ultims anys degut a la prohibicié d’altres retardants de flama bromats com els PBDEs o els
bifenils polibromats (Directiva 2006/11/EC).
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Tenint en compte tots els elements de simetria, teoricament existeixen 16 diastereomers
d’HBCD diferents, incloent sis parells enantiomerics aixi com 4 formes meso (Heeb et al.,
2007). Aquestes estructures es mostren en la Figura 1.8.

Figura 1.8. Diastereomers teorics de I’'HBCD, incloent sis parells enantiomérics (estructures
1a/b, 2a/b, 5a/b, 6a/b, 7a/b, 8a/b)i quatre formes meso (estructures 3, 4, 9, 10). Les linies
discontinues indiquen plans de simetria.

Les mescles tecniques d’"HBCD sén produides industrialment per addicié de brom al cis-trans-
trans-1,5,9-ciclododecatrie, obtenint-se una barreja que conté tres diastereomers
predominants: I'a-, B-, i y-HBCD (que es corresponen a les estructures 6a/b, 7a/b i 8a/b de la
Figura 1.8., respectivament).

Habitualment, I'isomer y és el més abundant en els productes comercials (entre un 75 i 89%
del total d’"HBCDs), seguit per I'a- (10-13% del total) i el B-HBCD (1-12% del total) (Covaci et al.,
2006). A més, els diastereomers a-, B-, i y-HBCD son quirals, conduint a tres parells
d’enantiomers.

Tot i que aquest compost encara no esta considerat com a contaminant organic persistent,
degut a les seves caracteristiques de persisténcia, toxicitat i bioacumulacié el govern noruec
I’ha proposat coma candidat per ser emmarcat dins del Conveni d’Estocolm del 2001 en el
futur.
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Toxicitat

L'HBCD és un compost relativament nou, que ha substituit la produccié industrial d’altres
retardants de flama bromats, com els PBDEs. Tot i que per aquest motiu els seus efectes
toxicologics no estan tant estudiats com per a altres COPs, existeixen publicacions que fan
evident els efectes adversos d’aquest contaminant per a la salut.

L'HBCD pot actuar com a disruptor endocri, afectant al sistema de regulacié hormonal dels
éssers vius (Van der Ven et al., 2006). En ratolins actua com a inductor de I'enzima hepatica
(Hamers et al., 2006) i té efecte neurotoxic (Eriksson et al., 2006).

Un altre factor que és indicatiu del perill toxicologic que suposa I’"HBCD és el fet que, tal com
s’ha comentat anteriorment, les mescles técniques i mostres ambientals continguin y-HBCD
com a diasteredomer majoritari, mentre que en mostres d’origen biologic predomina I'a-HBCD.
Aquest fet és un clar indicador que existeixen processos de metabolitzacid en éssers vius degut
a la seva activitat com a disruptor del sistema hormonal (Szabo et al., 2010).

Precedents de HBCD en oli de peix

Degut a que I'HBCD és un contaminant emergent, no existeix un elevat nombre de
publicacions que descriguin la seva preséncia en el medi ambient o en biota. Pel cas de la
matriu d’estudi en la present tesi doctoral, a dia d’avui només existeix un estudi previ sobre els
nivells d’aquest contaminant en oli de peix. Si que existeix alguna publicacié més pel cas de
peix. Els resultats d’aquests estudis es mostren en la Taula 1.12.

Taula 1.12. Concentracié de HBCD en oli de peix i peix d’estudis previs.

. . . HBCD
Referencia Origen Tipus de mostra
(ng/g)
. 3 Oli de sardina 44
Kakimoto et al, 2007 Japo . )
Oli de tauro 67
Gobit negre 6.0*
Sgrmo et al, 2009 Mar Baltic Gobit de sorra 14*
Merla 32%*
. Carpa cruciana 377*
Zhang et al., 2009 Xina .
Peix llop 1791*

*En les mostres de peix el resultat s’expressa respecte al percentatge de greix

La concentracié¢ d’'HBCD en oli de peix del Japd publicada per Kakimoto et al. és
aproximadament del mateix ordre que la determinada per Sgrmo et al. en peix del Mar Baltic,
entre 6 i 67 ng/g. Tot i aixi, aquests valors son molt inferiors que els publicats per Zhang et al.
per peix d’origen xinés, que arriba fins als 1.8 pg/g en peix llop.

Si es comparen aquestes concentracions de PBDEs (que és un altre retardant de flama bromat)
en oli de peix, s’observa que en general els nivells d’HBCD sén lleugerament més alts en la
majoria de casos.
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1.3.6. Legislacio

A pesar de la problematica que suposen els contaminants organics persistents, a dia d’avui en
la Unid Europea només existeixen nivells maxims legislats per al cas de PCDD/Fs i PCBs similars
a dioxines. Els documents que regulen les seves concentracions maximes en productes
alimentaris son els seglients:

e El Reglament 199/2006 estableix els nivells maxims en productes destinats a I'alimentacié
humana. Aquestes concentracions queden recollides en la seva versid actualitzada
(1881/2006), a on a més s’hi afegeixen d’altres substancies indesitjables.

e La Recomanacido de la Comissid6 2006/88/CE estableix els llindars d’intervencié per
productes destinats a I'alimentacié humana.

Les concentracions maximes i llindars d’intervencié de PCDD/Fs i PCBs que descriuen
aquests documents es resumeixen en la Taula 1.13.

Cal aclarir que, segons aquests reglaments, els nivells maxims estableixen la concentracié per
sobre de la qual I'aliment ha de ser retirat del mercat, al considerar la seva contaminacié
inacceptable. Els llindars d’intervencié son aquells que sdn superats es considera que |'aliment
conté una concentracid de contaminants anomalament elevada. Aix0 no comporta la seva
retirada del mercat, pero obliga a les autoritats competents o empreses involucrades a
realitzar un estudi per tal de determinar quina ha estat la font d’aquesta contaminacid, i a la
presa de les decisions pertinents per a la seva eliminacié (Diaz, 2007).
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Taula 1.13. Nivells maxims i llindars d’intervencié de PCDD/Fs i PCBs en alimentacié humana.

Llindar d'intervencié Nivell maxim Llindar d'intervencié Nivell maxim

Producte
PCDD/Fs PCDD/Fs dI-PCBs PCDD/Fs+dI-PCBs
Carns i derivats (pg TEQ/g greix)
Bovins i Ovins 1.5 3.0 1.0 4.5
Aus de corral 1.5 2.0 1.5 4.0
Porcs 0.6 1.0 0.5 15
Fetge i derivats 4.0 6.0 4.0 12.0

Peix i derivats (pg TEQ/g pes fresc)

Carns de peixos i derivats

3.0 4.0 3.0 8.0
excloent anguila
Carn d'anguila i derivats 3.0 4.0 6.0 12.0
Lactis (pg TEQ/g greix)
Llet i derivats lactis
2.0 3.0 2.0 6.0

(incloent greix lacti)

Ovoproductes (pg TEQ/g greix)

Ous de gallina i ovoproductes 2.0 3.0 2.0 6.0

Greixos i olis (pg TEQ/g greix)

Greixos animals de bovins i ovins 1.5 3.0 1.0 4.5
Greixos animals d'aus de corral 1.5 2.0 4.0 4.0
Greixos animals de porcs 0.6 1.0 0.5 1.5
Barreja de greixos animals 1.5 2.0 0.75 3.0
Olis i greixos vegetals 0.5 0.75 0.5 1.5

Olis de peix 1.5 2.0 6.0 10.0

Altres (ng TEQ/kg producte)

Fruites, hortalisses i cereals 0.4 - 0.2 -

e La Directiva 2006/13/CE, transposada a la Ordre PRE/1809/2006, estableix els nivells
maxims i llindars d’intervencié en productes destinats a I'alimentacié animal. Aquests
valors es poden trobar en la Taula 1.14.
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Taula 1.14. Nivells maxims i llindars d’intervencié de PCDD/Fs i PCBs en alimentacié animal.

Llindar Nivell Llindar NEV?”
" e s " ., maxim
Producte d'intervencio maxim d'intervencio PCDD/Fs+
PCDD/Fs PCDD/Fs PCBs PCBs
ng TEQ/kg producte referit al 12% d’humitat
Materies primeres d'origen vegetal,
0.5 0.75 0.35 1.25
excepte olis vegetals i subproductes

Olis vegetals i subproductes 0.5 0.75 0.5 15
Materies primeres d'origen mineral 0.5 1.0 0.35 15
Grasa animal (inclosa la d'ous i llet) 1.0 2.0 0.75 3.0
Altres productes d'animals terrestres 0.5 0.75 0.35 1.25
Olis de peix 5.0 6.0 14.0 24.0

Peixos, altres animals aquatics i subproductes 1.0 1.25 2.5 4.5
Hidrolitzats de proteines de peix 1.75 2.25 7.0 11.0
Additius ml'nerals aglomerants o 05 0.75 05 15

antiaglomerants

Oligoelements 0.5 1.0 0.35 1.5

Premescles 0.5 1.0 0.35 1.5

Pinsos compostos, excepte per peixos,
0.5 0.75 0.5 1.5
animals de pelleteria i animals de companyia

Pinsos per peixos i animals de companyia 1.75 2.25 3.5 7.0

Cal esmentar que en l'actualitat també existeixen certs documents que regulen els nivells de
PCBs indicadors en productes d’origen animal destinats al consum huma o animal (Decisi6 de
la Comissié 1999/449/CE), tot i que no defineix cap concentracié maxima pel cas de I'oli de
peix.

Tot i aixi, existeix una nova proposta per regular els nivells dels PCBs indicadors en aliments
d’origen animal, els quals varen ser discutits en The Expert Committee of POPs in Food en
diverses reunions durant els anys 2007, 2008 i 2009. Aquesta proposta -Possible harmonized
levels of non-dioxin-like PCBs (NDL-PCBs) in food of animal origin (EFSA, 2009)- fixa la
concentracié maxima d’aquesta familia de contaminants en 200 ng/g de greix pel cas de I'oli
de peix.
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1.4. Objectius

El principal objectiu de la present tesis doctoral és I’eliminacié de contaminants organics
persistents - PCDD/Fs, PCBs similars a dioxines, PCBs indicadors, PBDEs, DDTs, HCB i HBCD- en
olis de peix amb finalitat alimentaria. Par tal de dur a terme aquest objectiu, es subdivideix en
les seglients etapes:

e Desenvolupament i validacidé dels métodes analitics necessaris per la correcta determinacié
dels contaminants d’interés en oli de peix.

e Estudi de I'eliminacié de COPs en oli de peix mitjangant adsorbents amb base silici i carbd,
optimitzant-ne les variables experimentals per tal d’aconseguir la maxima adsorcidé dels
contaminants. Control de I'efecte d’aquest procés al contingut en acids grassos de |'oli, amb
especial atencié als acids grassos insaturats w-3.

e Estudi de l'eliminaci6 de COPs en oli de peix mitjangant técniques fotoquimiques. Es
comencara estudiant la fotodegradacié dels contaminants en dissolvents organics amb un
fotorreactor, i posteriorment s’aplicara el metode optimitzat a la matriu d’estudi.
Analogament a I'apartat anterior, també és necessari controlar el contingut en acids
grassos de I'oli de peix.

e Comparacié dels resultats obtinguts amb cada una de les dues tecniques per tal de
determinar quin és el millor metode per I'eliminacié de COPs en oli de peix.
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2.1. Introduccio

Els contaminants organics persistents sén compostos ubics que es poden trobar en una gran
diversitat de mostres, habitualment en nivells molt baixos. Aixd fa que els seus métodes
d’analisi siguin forca complexos, ja que aquests han de complir amb les segients
caracteristiques:

e Baixos limits de deteccié: els COPs es solen trobar a nivells de concentracié molt baixos.
Aquests depenen del contaminant en particular i del tipus de matriu, perd acostumen a
presentar concentracions de I'ordre dels nanograms o picograms per gram de mostra. A
més, les legislacions vigents que emmarquen aquesta classe de contaminants tendeixen a
establir nivells maxims cada cop més baixos. Per aquests motius els seus meétodes d’analisi
cada cop han de ser capacos de detectar concentracions menors.

e Elevada selectivitat: Dins de la familia dels COPs existeixen una gran diversitat de
compostos, on eventualment s’hi inclouen nous contaminants. No només aixo, sind que a
mes dins de cada un d’aquests grups poden existir un elevat nombre de congéneres. Tot
aixo fa que els metodes d’analisi per a aquests contaminants hagin de ser capagos de
diferenciar un elevat nombre d’analits molt semblants entre si.

e Valids per a tot tipus de matrius: Degut a la ubiqlitat d’aquests compostos, aquests
metodes d’analisi han de poder ser aplicables a qualsevol tipus de mostra, i suficientment
robustos com per donar la mateixa resposta independentment de la matriu.

El principal objectiu de la present tesi doctoral és I'eliminacié de COPs en oli de peix. En
conseqliencia, inicialment s’han posat a punt les metodologies d’analisi necessaries per a la
determinacio de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i diversos plaguicides organoclorats (amb especial
atencid a I’'HCB i DDT) en olis de peix.

Per aquest motiu en aquest capitol s’ha fet una revisio dels metodes més habituals per I'analisi
de COPs, amb especial émfasi als que es duen a terme en el Laboratori Mediambiental de I'lQS
per la determinacié de PCDD/Fs i PCBs (apartat 2.2). La determinacié instrumental dels COPs
objecte d’estudi s’ha estudiat en l'apartat 2.3, mentre que la purificaci6 d’aquests
contaminants respecte 'oli de peix es detalla en I'apartat 2.4. L’apartat 2.5 estudia diversos
meétodes de fraccionament de les diferents families de contaminants. Finalment, el métode
global desenvolupat per a I'analisi de COPs en oli de peix és validat en |’apartat 2.6.

El correcte funcionament del metode s’ha posat a prova mitjancant I'analisi de diverses
mostres reals —incloent complements nutritius, olis de peix industrials destinats al consum
huma o animal-(apartat 2.7). El capitol finalitza amb la bibliografia citada durant el mateix
(apartat 2.8).
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2.2. Metodologia analitica per a ’analisi de PCDD/Fs i PCBs

Els PCDD/Fs i PCBs sén contaminants que es solen trobar en concentracions molt baixes en una
elevada diversitat de mostres (Srogi, 2008, El-Shahawi et al, 2010). Per aquest motiu la seva
analisi és un procés forga complex.

Des que es van comencar a analitzar durant els anys 70 (Voogt, 1989), les metodiques
emprades han variat molt -sobretot degut al desenvolupament tecnologic que ha sofert el
camp de la instrumentacié analitica durant els darrers anys-, tot i que habitualment es basa en
les etapes d’extraccié de la fraccié lipidica, purificacid de I'extracte, fraccionament dels analits i
analisi instrumental. A continuacio es detalla cadascuna d’aquestes etapes.

2.2.1. Extraccio de la fraccio lipidica de la matriu

Degut al caracter apolar dels COPs, aquests es solen trobar concentrats en el greix de les
mostres. Per tal de separar-los de la resta de matriu, cal extreure aquest greix amb dissolvents
organics apolars. En funcié del tipus de mostra, el sistema d’extraccié pot ser diferent. Les
metodologies més habituals son les segiients:

e Extraccid liquid-liquid: Pel cas de mostres aquoses liquides —com poden ser |'aigua, la sang
o la llet- el metode d’extraccié més comu és I'extraccié liquid-liquid. La diferéncia existent
entre les polaritats de la mostra (que al ser aquosa és polar) i el dissolvent (ha de ser
apolar) fa que ambdods fases siguin immiscibles, i per tant quedin separades. Tots els
compostos de caracter apolar que presenti la mostra originariament, com sén els COPs,
passaran a la fase organica. Es una técnica que sol funcionar molt bé, amb una extraccié
quantitativa dels analits d’interes, tot i que presenta com a inconvenients I'elevada
guantitat de dissolvent que cal emprar i la possible formacié d’emulsions en la interfase.
Per aquest motiu s’esta tendint a substituir aquesta técnica per extraccidé en fase solida,
amb reines polimeriques tipus XAD-2 o cartutxos i discs de C;g (Montafia, 2000).

e Extraccid en Soxhlet: Es una de les técniques tradicionalment més emprades per a
I’extraccié de COPs en mostres solides. Aquesta es basa en successives extraccions dels
analits amb el mateix dissolvent, que és reutilitzat a través de la seva evaporacié en el
matras de destil-lacié i posterior condensacid en el cartutx d’extraccid. Els dissolvents
emprats de forma més habitual sén el tolué i el diclorometa. Per tal de millorar aquest
procés és important que la mostra no contingui aigua, ja que impediria un correcte
contacte entre aquesta i el dissolvent. Per tal d’evitar aix0, habitualment s’Thomogeneitzen
les mostres amb Na,SO, anhidre, que absorbeix les traces d’humitat (Grau, 2004).

e Extraccid accelerada: La fraccié adiposa de la mostra solida s’extreu amb dissolvents
apolars similars als emprats pel cas del Soxhlet, perd sota elevada pressid. Aquest fet
augmenta el punt d’ebullicié dels dissolvents, reduint la durada del procés al poder realitzar
les extraccions a temperatura més elevada. També permet reduir considerablement el
volum del dissolvent emprat (Wang et al., 2010).
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Extraccid amb fluids supercritics: Es basa en extreure la fraccié apolar de la mostra solida
amb un fluid (habitualment CO,) en condicions de pressid i temperatura per sobre del seu
punt critic. En aquestes condicions, el fluid que es genera té una baixa viscositat i alt
coeficient de difusid (Kawashima et al., 2006). Un dels principals avantatges d’aquest
sistema és que, degut a la seva elevada selectivitat, s’obtenen extractes molt nets,
simplificant aixi la posterior etapa de purificacié. Per contrapartida, presenta problemes de
robustesa enfront al tipus de matriu, i només permet tractar petits volums de mostra.

Es destacable que aquesta etapa d’extraccié no és necessaria pel cas de les mostres amb un alt
contingut adipds, com és el cas de I'oli o el llard.

2.2.2. Purificacio de I'extracte

De I'anterior etapa s’obté un extracte a on, a part dels analits d’interés, també es coextreuen

de forma majoritaria altres compostos apolars. Aquests son basicament triglicérids i acids

grassos, que podrien interferir en la posterior analisi instrumental, i per aix0 és necessaria la

seva eliminacié. Els métodes més habituals per a la purificacid dels extractes sén els que es

detallen a continuacié:

Columnes de silica multicapa: Els COPs sén separats de la resta de matriu per la seva elucid
a través de columnes de silica amb dissolvents apolars. Aquesta silica pot estar impregnada
de diversos agents quimics (H,SO,, NaOH, AgNOs...), capacos de degradar el greix de la
mostra i d’altres possibles interferents, com és el cas de compostos amb sofre (Grau, 2004).

Columnes de Florisil: Aquest adsorbent és un silicat magneésic patentat per la U.S. Silica
Company, compost per un 84.0% de SiO,, 15.5% de MgO i 0.5% de Na,SO, anhidre. La
principal peculiaritat del Florisil respecte a les columnes de silica convencionals és que
permet separar els COPs respecte d’altres compostos apolars que no es degraden amb les
siliques modificades, com és el cas de les ceres. Per aquest motiu sovint s’utilitza en les
mostres d’origen vegetal, que solen presentar aquest tipus de compostos (US Silica
Company, 2011).

Tractament amb acid sulfdric concentrat: Es realitza una particié liquid-liquid entre I’acid
sulfaric i I'extracte —habitualment diluit en algun dissolvent organic apolar-, que permet la
degradacio dels lipids i lipoproteines de I'extracte. Els compostos degradats queden en la
fase inorganica, mentre que els COPs romanen en la fase organica. Aquest métode és una
tecnica senzilla i rapida. Per contrapartida, no és possible la seva automatitzacio, i depenent
del contingut en greixos de I'extracte pot generar emulsions que dificultin la posterior
separacio entre fases (Montafia, 2000).
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2.2.3. Fraccionament dels analits

Cada familia de COPs pot constar d’'un elevat nombre de congéneres -per exemple, 210

PCDD/Fs, 209 PBDEs o 209 PCBs-. A més, existeix un elevat nombre de compostos que, per la

seva similitud amb els analits d’interes, no s’han pogut purificar en les etapes previes, com

diversos plaguicides o —pel cas demostres d’origen biologic- metabolits hidroxilats i metoxilats
dels propis COPs (Marce, 2001).

Degut a aix0, una analisi simultania de tots ells seria instrumentalment massa complexa, i és

per aixd que és necessari separar préviament els contaminants objecte d’estudi per grups o

families. Els métodes més comuns per aquest fraccionament sén els que s’exposen a

continuacio:

Tubs d’extraccid en fase solida preempaquetats amb carbd: Aquest sistema es basa en
I’elucio de la mescla de COPs purificada a través de tubs de carbé grafititzat. L'estructura
laminar d’aquesta fase estacionaria és capa¢ de separar els analits en funcié de la seva
planaritat, quedant més retinguts els compostos més plans. L'elevat grau
d’empaquetament del carbd fa que les mostres hagin de ser eluides connectant els tubs a
una bomba de buit. Habitualment aquesta técnica s’empra per la separacié de PCBs
respecte de PCDD/Fs (Diaz, 1999). Els PCBs, al ser menys plans, poden ser facilment eluits a
través dels tubs d’extraccié amb dissolvents apolars (generalment mescles d’hexa i tolue).
Els PCDD/Fs, en canvi, queden tant adsorbits en el carbd que practicament no penetren
dins del tub. Per aixd, un cop separats els PCBs, cal donar la volta al cartutx i recuperar-los
en flux invers.

HPLC-PYE: En aquesta etapa, la separacid es duu a terme en un cromatograf de liquids
equipat amb una columna funcionalitzada amb grups pirenil. El mecanisme de separacio és
semblant al dels tubs de carbd, per planaritat. Al tractar-se generalment d’analits amb
estructura aromatica, com més plana és la seva configuracié més retinguts queden en la
fase estacionaria, sent eluits més tard (Haglund et al, 1990a). Aquest sistema ofereix una
resolucid més elevada que I'anterior metode de fraccionament. Permet la separacié de
PCDD/Fs i PCBs, i dins d’aquesta ultima familia de contaminants, permet separar els
congéneres més plans (PCBs similars a dioxines o coplanars) dels que ho sén menys.

Columnes de Florisil: Aquesta fase estacionaria no només es pot emprar en la purificacid
dels COPs de lipids i ceres (tal com es detalla en I'anterior apartat), siné que també és capag
de fraccionar les families de PCBs i PCDD/Fs. Tot i aixi, aquesta técnica no té suficient
resolucié com per separar els PCBs indicadors dels similars a dioxines.

Columnes d’alimina: L’aimina o oxid d’alumini (Al,O3) és,-juntament amb la silica- un dels
adsorbents més ampliament utilitzats en el camp de la cromatografia com a fase
estacionaria, degut a la seva moderada polaritat. Aixo fa que retingui els compostos més
polars, mentre que els compostos més apolars (com és el cas dels COPs) s’elueixen més
facilment. De la mateixa forma que el Florisil o els tubs de carbé grafititzats, I'alimina és
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capag de separar la familia de les PCDD/Fs i els PCBs. Tot i aixi, no és capag de fraccionar els
PCBs indicadors dels similars a dioxines (Concejero et al., 2001).

e Columnes d’adsorbents basats en carbd: Aquesta familia d’adsorbents es tracta de carbons
-generalment d’origen vegetal- amb diverses estructures, mides de particula i
funcionalitzacions, per tal de modificar-ne les propietats com a fase estacionaria. Sén
comercialitzats per diverses empreses, entre els quals cal destacar ’Amoco PX-21 (SDS,
Franca) o el Carbosphere (Crompack, Holanda). Les columnes cromatografiques d’aquest
material son capaces de separar les PCDD/Fs i PCBs en diferents fraccions. A més, ofereix
suficient resolucié com per separar alguns grups de PCBs en funcid de les seves
substitucions. Tot i aixi, no és capag de separar completament els PCBs no-orto dels mono-
orto, pel que la separacié completa entre PCBs indicadors i similars a dioxines tampoc és
complerta (Concejero et al., 2001).

2.2.4. Determinacio instrumental dels COPs

Degut a que els COPs solen ser volatils o semi-volatils, la seva analisi es duu a terme mitjangant
cromatografia de gasos. Depenent de I'analit en qlestid, la seva deteccid es pot realitzar
mitjancant un detector de captura d’electrons (HRGC-ECD) (Korytar et al, 2005) o
espectrometria de masses d’alta resolucié (HRGC-HRMS) . Es necessari que aquests sistemes
instrumentals tinguin baixos limits de deteccid, ja en que la determinacié de compostos que
estan a nivell d’ultratraca és necessari poder determinar concentracions d’analit molt petites.

Historicament, en el camp dels COPs s’ha emprat la deteccid per captura d’electrons
(Rodriguez, 1996) ja que es tracta de un detector amb limits de deteccié molt baixos i selectiu
pels compostos amb grups electronegatius —com és el cas de la majoria d’aquests
contaminants, que tenen grups halogenats-. Aquesta técnica encara s’empra en I'actualitat per
a I'analisi de compostos que es troben en concentracions relativament més elevades (de
I'ordre dels nanograms per gram de mostra) i que per tant es veuen menys influenciats per
possibles interferents de concentracions més baixes. Aquest és el cas dels plaguicides
organoclorats i els PCBs que es trobaven en major concentracié en les mescles tecniques
d’Aroclors, també anomenats PCBs indicadors (Glynn A, 2009).

D’altres families de contaminants —com és el cas dels PCDD/Fs o els PCBs similars a dioxines-
necessiten sistemes de deteccié que siguin encara més selectius, ja que poden comprendre un
gran nombre de congéneres molt semblants entre ells. Es en aquest cas que s’empra la
deteccid per espectrometria de masses d’alta resolucidé, que —posterior a la separacio
cromatografica- és capag¢ de discriminar entre masses molt semblants (habitualment es
treballa a resolucié 10.000) amb limits de deteccié molt baixos (Diaz, 1999).

El fet que les metodiques per a I'analisi per a COPs siguin tant llargues i complexes fa que
sovint existeixin inevitables pérdues d’analit durant el procés. Per aquest motiu és necessari
treballar amb addicié de patrd intern al inici de I'analisi, que permetra quantificar aquestes
pérdues i poder aixi corregir aquest error.
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La deteccid dels analits per espectrometria de masses ens permet treballar segons el metode
de dilucid isotopica (EPA 1613 Method, 1994), que es basa en I'Us dels mateixos congéneres de
PCDD/Fs i PCBs objecte d’estudi marcats amb *C com a patré intern. Aquests congéneres
tenen un comportament quimic identic pero el seu diferent pes molecular fa que puguin ser
diferenciats per espectrometria de masses.

2.2.5. Meétodes d’analisi de PCDD/Fs i PCBs del Laboratori
Mediambiental de I'lQS

El Laboratori Mediambiental de I'IQS té una gran experiéncia en el camp de I’analisi de COPs,
especialment per al cas dels PCDD/Fs i PCBs. Els meétodes analitics emprats es basen en les
etapes d’analisi habituals per a aquest tipus de compostos comentades anteriorment:
extraccié de la fraccid lipidica, purificacid de I'extracte, fraccionament dels analits i analisi
instrumental.

Cal destacar que el fraccionament es sol dur a terme en dues etapes. Inicialment es separen
PCDD/Fs de la resta de contaminants mitjancant tubs de carbd grafititzat. A continuacid, els
PCBs similars a dioxines es separen de la resta de PCBs i d’altres interferents mitjangant el
sistema HPLC-PYE.

Un cop obtingudes cadascuna de les fraccions, es concentren les mostres a volums molt
reduits (entorn 15-20 ul) amb un suau flux de nitrogen. Aixo fa que els analits es trobin més
concentrats en I'extracte i, per tant, es rebaixen els limits de deteccié del métode.

Préviament a I'analisi instrumental, s’addiciona un patré d’injeccid o xeringa a cada fraccio.
Aquest fa que el resultat final no sigui directament dependent del volum a que s’ha concentrat
la mostra -que és un parametre dificil de controlar-, a part de corregir problemes de
reproduibilitat durant la injeccid.

Pel que fa als PCBs indicadors, no és necessari fraccionar-los, ja que es troben a concentracions
més elevades que la resta d’analits i per tant no es veuen tant influenciats per les possibles
interferencies. Per a aquest motiu s’analitza una aliquota de I'extracte purificat del 8%,
préviament al fraccionament, mitjangant HRGC-ECD.

Aixi doncs, la metodologia per a I'analisi de PCDD/Fs i PCBs que es duu habitualment en el
Laboratori Mediambiental de I'lQS és el que es pot observar en la Figura 2.1.
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Figura 2. 1. Esquema de la metodologia d’analisi de PCDD/Fs i PCBs.

Tot i aixi, es desconeix si aquests métodes validats per I'analisi de PCDD/Fs i PCBs sén
igualment utils per altres contaminants objecte d’estudi en la present tesi, com PBDEs, DDTs i
HCB. Per aquest motiu el principal objectiu del present capitol és el desenvolupament d’'un
meétode per a la determinacié de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs, DDTs i HCB en oli de peix basant-se en
les etapes d’analisi descrites en la figura anterior.

Com que la matriu d’estudi és I'oli de peix, no és necessaria una etapa prévia d’extraccid de la
fraccio lipidica de la matriu, doncs es tracta d’un tipus de greix de per si. Les etapes estudiades
amb més profunditat sén la purificacio dels analits en columna de silica multicapa,
fraccionament de les diferents families de contaminants i determinacio instrumental.

Cal destacar que durant tot el desenvolupament analitic que s’ha dut a terme en aquest
capitol, s’ha estudiat amb particular atencio el cas dels PBDEs. Al tractar-se de un contaminant
emergent, no es disposava de tanta informacid i experiéncia en la seva analisi com pel cas dels
altres contaminants.
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2.3. Determinacio instrumental dels COPs

Tot i que seqliencialment és I'Ultima etapa analitica, préviament als estudis de purificacié i
fraccionament dels contaminants és necessari la posada al punt d’'un métode cromatografic
gue permeti la millor separacid possible dels analits.

Per tal d’assolir aquest objectiu de forma més comprensiva i facilitar la identificacié dels
compostos, s’ha estudiat la separacido de PBDEs i plaguicides organoclorats per separat, per
acabar establint un métode cromatografic global per la separacié de totes les families de COPs
objecte d’estudi.

2.3.1 Determinacio instrumental de PBDEs

Els PBDEs son COPs estructuralment molt semblant a les PCDD/Fs o PCBs (dos anells benzénics
units per un grup éter) tot i que es tracta de compostos bromats. Aixo fa que els pesos
moleculars dels PBDEs siguin molt més elevats que els dels COPs clorats, amb tots els
problemes instrumentals que aix0 suposa i que s’exposaran a continuacié. Dels possibles 209
PBDEs que existeixen, el present estudi s’ha centrat en els 8 congeneres caracteristics de
seguiment recomanats per I’Agéncia de Proteccié del Medi Ambient Americana (EPA 1614
Method, 2007). Aquests sén els BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154, -183 i -209.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, aquesta analisi es dura a terme mitjancant HRGC-HRMS,
degut a les baixes concentracions que solen presentar en oli de peix (Blanco i Vieites, 2010) i al
gran nombre de possibles interferents que poden tenir. Tot i aixi, inicialment s’ha optimitzat
un metode cromatografic per a la separacid d’'una mescla de patrons dels 8 congeneres
d’estudi emprant HRGC-ECD, ja que és una tecnica més rapida i senzilla —e igualment valida per
a I'estudi cromatografic-.

Per tal d’augmentar la repetitibilitat de les mesures es fa servir la técnica del patré d’injeccio,
que fa negligible les petites variacions experimentals que es puguin donar durant aquesta
etapa. Aquest patréd ha de ser un compost amb propietats quimicofisiques semblants als
analits objecte d’estudi, perd no ha d’interferir cromatograficament en la seva analisi. Per al
cas dels PBDEs, s’ha seleccionat el Dechlorane® (Figura 2.2).

Cl Cl

Cl Cl

Cl—Cl Cl—Cl

Cl Cl

Cl Cl

Figura 2. 2. Estructura del Dechlorane®.
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Inicialment s’ha realitzat una recerca bibliografica dels métodes instrumentals existents per a
I’analisi de PBDEs, per tal d’establir unes condicions cromatografiques de partida. Els meétodes
seleccionats han estat el recomanat per I'EPA (EPA 1614 Method, 2007), els de les cases
comercials Agilent (Khun et al., 2003) i Thermo (Thermo Scientifics, 2005), i un metode
desenvolupat en el propi laboratori en estudis previs (Bernshtam, 2005). Aquestes condicions
cromatografiques es poden trobar resumides en la Taula 2.1.

Taula 2. 1. Condicions cromatografiques inicials per a I’analisi de PBDEs.

Metode EPA Métode Agilent Metode Thermo Metode 1QS
Columna DB-5HT, 30m x DB-XLB, 30m x TR-5MS, 15m x RTX-5MS, 15m x
0.25mm x 0.1pm 0.25mm x 0.1pm 0.25mm x 0.1pm 0.25mm x 0.25um
T injector 3002C Cool-on-column 280°C 3302C
V d’injeccié 1ul 0.5 ul 1ul 2 ul
Flux He, 3 ml/min He, 1 ml/min He, 1 ml/min He, 3 ml/min
1202C (2 min) fins
Programa 1002C (3 min), fins ~ 1009C (1 min), fins a 2309C a 1592C/min, 1002C (3 min), fins a
deT a 320°C a 52C/min 340°C a 202C/min fins 2702C a 3002C a 102C/min
(5 min) (12 min) 52C/min, fins 3302C (37 min)
a 102C/min (5 min)
T detector 320°C 325°C 280°C 330°C

El cromatograf que s’ha utilitzat és un Agilent 6890-N, equipat amb un detector de captura
d’electrons (Santa Clara, EUA). El patréo de PBDEs que es fa servir per a I'estudi de la seva
separacio va ser adquirit a Cambridge Isotope Laboratories Inc. (New Haven, EUA), fent servir
per a I'estudi una dilucié de 100 ng/ml per al cas dels PBDEs i el Dechlorane®. El BDE-209 és
I’Gnic congénere amb una concentracié diferent, de 1000 ng/ml.

Per motius de disponibilitat, totes les proves es van dur a terme en columnes capil-lars tipus
RTX-5MS (de 15 o 30 metres, depenent el cas), que és una fase semblant a la proposada en els
métodes bibliografics de I'EPA i Thermo (5% fenil 95% dimetilsiloxa). La millor separacié de
tots els congéneres amb uns temps de cromatografia raonables va ser el quart (metode
experimental). El cromatograma que s’obté amb aquest métode es mostra en la Figura 2.3.
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Figura 2. 3. Separacié cromatografica dels PBDEs.
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Es pot observar que la separacid obtinguda en aquestes condicions cromatografiques és forca
satisfactoria, ja que tots el pics apareixen ben resolts, estrets, sense solapar-se i sense cues per
davant o per darrere. La identificacié d’aquestes senyals s’ha realitzat mitjancant la informacié
subministrada pel proveidor, bibliografia existent (Mydlova et al., 2007) i —pel cas del
Dechlorane®- pel temps de retencié observat en una injeccié del patrd per separat. La majoria
de PBDEs han mostrat uns temps de retencié entre 14 i 22 minuts, amb un ordre d’elucié que
segueix el grau de bromacié dels compostos.

Es destacable el comportament cromatografic del BDE-209. Aquest congénere apareix molt
més tard —entorn al minut 33- i amb una amplada de pic superior a la resta de congeneres, ja
que al tractar-se d’'un compost decabromat el seu pes molecular és molt superior (959 g/mol).
En el cromatograma també s’observen petits pics corresponents a octa- i nona-BDEs (que no
figuren en la mescla de patrons inicial) producte de la degradacié téermica del BDE-209 a
congeneres menys bromats.

La repetitibilitat instrumental s’ha avaluat mitjancant el calcul del coeficient de variacié (CV)
corresponent a la injeccio de deu repeticions de la mescla de patrons. Els calculs s’han realitzat
per arees i alcades de pic, i corregint el valor respecte el patrd d’injeccid i sense. Els resultats
es mostren en la Taula 2.2.

Taula 2. 2. Estudi de repetitibilitat instrumental dels PBDEs.

. Arees Algades
Congenere
CV (%) CVcorr (%)  CV (%) CV corr (%)
BDE-28 4.7 1.3 6.3 5.4
BDE-47 5.0 1.6 6.8 5.7
BDE-100 4.5 1.1 5.3 4.9
BDE-99 5.6 2.1 6.2 5.5
BDE-154 4.7 1.2 4.1 4.3
BDE-153 6.1 24 6.1 51
Dechlorane 3.8 - 3.2 -
BDE-183 54 1.9 5.8 4.3
BDE-209 54 2.2 6.6 4.5

Es pot observar que en tots els casos la repetitibilitat és molt bona, sempre inferior al 7%. Els
coeficients de variacié son lleugerament inferiors quan es quantifiquen els senyals per arees
en lloc de per alcades, i que la precisié augmenta quan es corregeix aquest valor amb el patré
d’injeccié (CV < 3%). En conseqiiéncia la quantificacié de PBDEs es realitzara mitjancant les
seves arees corregides respecte el patré d’injeccid.

Un cop establertes les condicions cromatografiques inicials, es va decidir d’optimitzar certs
parametres cromatografics que tenen una elevada repercussié en el resultat final, com és el
cas del volum d’injeccid, la temperatura del detector i la longitud de la columna. També s’ha
estudiat I'efecte de I'estat d’aquesta columna (nova o usada) en la separacié cromatografica.
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Volum d’injeccié.

Els sistemes d’injeccid més habituals dels cromatografs de gasos actuals permeten realitzar
injeccions entre 0.1 i 5 pl. Com menor és aquest volum d’injecciéd més rapida és la volatilitzacid
de la mostra (i per tant la separacio és més bona al entrar I'analit més rapidament al cap de
columna), pero el limit de deteccid és major. Per contrapartida, quan s’injecten volums elevats
de mostra, el limit de deteccid és més baix (entra més quantitat d’analit al cromatograf) pero
pot generar cues degudes a que la mostra no s’ha volatilitzat suficientment rapid, fins al punt
de solapar-se els pics.

Per a optimitzar aquest parametre per al cas dels PBDEs, es van realitzar injeccions de
I’anterior mescla de patrons de 100 ng/ml (1000 ng/ml pel BDE-209) amb volums compresos
entre 0.2i 5 ul. La relacié de I'area corregida de cada PBDE respecte al volum d’injeccié es pot
observar en la Figura 2.4.
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Figura 2. 4. Estudi del volum d’injeccid dels PBDEs.

Tal i com es pot observar en la figura, el factor de resposta es va mantenir constant al llarg de
tots els volums d’injeccié, excepte pel cas del BDE-209. En aquest cas, la sensibilitat del
instrument augmenta amb la quantitat de mostra injectada. Aixo indica que en augmentar el
volum d’injeccié proporcionalment es dona menys degradacio en el injector.

Cal tenir en compte que durant una analisi convencional de mostres reals, |'efecte matriu
(presencia d’altres interferents no purificats) augmenta amb el volum d’injeccié, fet que no es
pot apreciar al treballar amb patrons. Per aquest motiu, per tal d’obtenir una bona sensibilitat
amb un efecte matriu moderat s’ha determinat com a compromis que el volum d’injeccié més
adequat és el de 2 pl.
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Temperatura d’injeccid.

La temperatura d’injeccié també pot ser un parametre cromatografic critic en I’analisi de certs
COPs. Un temperatura massa baixa no permet la correcte volatilitzacié dels analits, mentre
gue si aquesta és massa alta es poden degradar en el injector.

Per a l'optimitzacié d’aquest parametre es va analitzar I'anterior mescla de patrons amb
temperatures d’injeccid entre 250 i 3302C. Els resultats observats es mostren en la seglent
figura (Figura 2.5).
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Figura 2. 5. Estudi de la temperatura d’injeccio dels PBDEs.

En augmentar la temperatura d’injeccid la majoria de PBDEs es volatilitzen més efectivament,
amb un lleuger increment dels seus senyals. L’Unica excepcid és el BDE-209, que mostra un
elevat grau de degradacid a altes temperatures. Com a situaci6 de compromis es va
determinar que la millor temperatura d’injeccid per a tots els congéneres és a 2702C.

Longitud de la columna cromatografica.

Un altre parametre cromatografic que s’ha estudiat és la longitud de la columna
cromatografica. Novament cal establir una solucié de compromis, ja que com més llarga és la
columna més capacitat de separacié té, pero els pics també sén més amples i es pot donar una
major degradacié dels analits en la columna. A més, els temps de cromatografia sén més llargs.

Per a la realitzacié de I'estudi s’ha injectat la mescla de patrons de PBDEs en columnes de 5%
fenil 95% dimetilsiloxa amb longituds de 5, 10 i 15 metres. Els cromatogrames que se
n’obtenen es mostren en la Figura 2.6.
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Figura 2. 6. Influencia de la longitud de la columna en la separacié de PBDEs.

Les arees —corregides respecte al patrd d’injeccié- per la majoria de congeneres van ser
similars en les tres columnes, amb I’Unica excepcié del BDE-209. Pel fet de ser un compost més
inestable (Kierkegaard et al., 2009), aquest contaminant mostra senyals de menor area i algada

en augmentar la longitud de la columna, al degradar-se més.

Per aquest motiu és recomanable I'is de columnes de 5 metres per a 'analisi del BDE-209.
També es pot emprar aquesta longitud de columna per a la separacid de la resta de
contaminants sempre que no s’observin problemes d’interferéncies amb altres compostos.
Alternativament, també es pot usar una columna més llarga que ofereixi més resolucié (15 m)
per analitzar els PBDEs, i una columna més curta (5 m) per I'analisi del BDE-209.

Estat de la columna cromatografica

Les columnes cromatografiques capil-lars poden veure disminuida la seva capacitat de retencid
guan han estat exposades de forma prolongada a altes temperatures. Per avaluar com afecta
aquest fet en I'analisi de PBDEs s’ha estudiat aquesta separacié en dues columnes de 5% fenil

95% dimetilsiloxa de 15 metres.

En aquest cas, una era nova i la altra havia estat usada de forma intensiva durant un periode
de 3 mesos per 'analisi de PCDD/Fs. Els cromatogrames obtinguts es mostren en la Figura 2.7.
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Figura 2. 7. Efecte de I'estat de la columna en la separacid de PBDEs.
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La columna nova va mostrar millor resolucié de pics, menys cues i temps de retencié inferiors.
Com era d’esperar, I'envelliment de les columnes afecta negativament I'analisi cromatografica
dels PBDEs, al crear punts actius on els analits queden retinguts en excés. Aquest fenomen és
especialment destacable en cas del BDE-209, a on l'alcada del seu pic cromatografic disminueix
a menys de la meitat al emprar la columna més vella. En conseqtiencia, es conclou que I'estat
de la columna cromatografica és determinant en I’analisi de PBDEs.

Aixi doncs, les condicions cromatografiques millorades per a I'analisi de PBDEs que s’han
determinat experimentalment sén les que es mostren en la Taula 2.3.

Taula 2. 3 Condicions cromatografiques millorades per a I'analisi de PBDEs.

Parametre cormatografic Valor
Columna RTX-5MS
Longitud, diametre i espesor de la

5m x 0,25 mm x 0,25pum
fase de la columna

Gas portador He
Flux del gas portador 3 ml/min
Temperatura de I” injector 2702eC
Tipus d’injeccid splitless (1 min)
Flux d’split 30 ml/min
Detector MECD
Temperatura del detector 350 eC
Gas auxiliar N,
Flux del gas auxiliar 30 ml/min
Volum d’injeccio 2 ul
Programa de temperatures 1002C (3 min) a 102C/min fins 3002C (37 min)

Deteccié dels PBDEs per espectrometria de masses d’alta resolucio

Com s’ha comentat anteriorment, I'Us de I'espectrometria de masses per a la deteccié de
PBDEs en mostres reals és practicament imprescindible, degut a les baixes concentracions en
que es solen trobar en qualsevol tipus de matriu i I'elevat nombre d’interferents que poden
presentar (de la Cal et al., 2003). En aquest apartat s’ha estudiat la determinacié d’aquests
contaminants per HRGC-HRMS basant-se en la separacié cromatografica determinada
experimentalment en 'anterior apartat.

Mitjangant aquesta técnica, els analits d’interés (que ja han estat separats previament per
cromatografia) es seleccionen en funcié de la seva massa molecular, augmentant aixi la
selectivitat i la sensibilitat —es disminueix el soroll- de I'analisi. Es important el fet de treballar
en el camp de l'alta resolucid, ja que només aixi es poden assolir els limits de deteccid i
selectivitat necessaries per a aquest tipus d’analisi (Marce, 2001).

A més, aquesta tecnica permet la possibilitat de treballar segons el metode de dilucié
isotopica, que permet corregir les péerdues d’analit que tenen lloc durant les etapes de
preparativa de mostra.
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D’acord amb els metodes de referencia (EPA 1614 Method, 2007) i diverses proves previes
realitzades, es decideix treballar mitjangant ionitzacié per impacte electronic (35 eV) a una
resolucié de 10.000. L'espectrometria de masses ofereix un altre avantatge: la possibilitat de
monitoritzar diverses masses simultaniament. Gracies a aix0 es pot fer el seguiment de dos
isotops diferents per a cada analit. EIl compliment d’aquesta proporcié isotdopica -que ve
determinat per la propia naturalesa de I’element- és un altre criteri d’identificacio.

Aixi doncs, es realitza el seguiment de quatre masses per cada un dels PBDEs estudiats; dos
isotops dels congéneres natius (*2C) i dos més del patré intern (**C). Aquestes sén les que es
mostren en la Taula 2.4.

Taula 2. 4. Masses monitoritzades per a I’analisi de PBDEs.

Grup d’homolegs Masses monitoritzades de “°C Masses monitoritzades de >C
Tri-BDE 405.8046 407.8006 417.8429 419.8409
Tetra-BDE 483.7131 485.7111 495.7533 497.7513
Penta-BDE 563.6215 565.6195 575.6618 577.6598
Hexa-BDE 641.5320 643.5300 653.5723 655.5703
Hepta-BDE 721.4405 723.4385 733.4808 735.4788
Deca-BDE (-2Br) 797.2354 799.3334 809.3756 811.3736

La ionitzacid de la mostra es realitza per impacte electronic. Al treballar a potencials de
ionitzacié relativament baixos (35 eV) la majoria de PBDEs es ionitzen sense fragmentar. El
BDE-209 n’és I'GUnica excepcid, ja que al potencial de ionitzacié de treball el fragment
corresponent a la perdua de dos atoms de brom és el majoritari.

El cromatograma que s’obté en aquestes condicions instrumentals d’una mescla de **C-PBDEs
a una concentracié de 50 ng/ml és el que es mostra en la Figura 2.8.

55



Capitol 2. Desenvolupament analitic

4 waoltage 51K 6 Channels El+

[s)] 811.3912
100+ o
('}I 1.759e7
] 1]
J [
[na]
0 T T T T T T L LI LU UL L BN DL R B AL LI B |
2.00 4.00 6.00 g.00 10.00 12.00 14.00 16.00 16.00
™ 3. Yoltage S5IR 10 Channels El+
7334808
1004 (28]
- 1.21e7
L
] [m]
o
- e e e e e e e T T
2.00 4.00 6.00 3.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
+ o o 3 Yoltage SIR 10 Channels El+
655.5703
1007 v L 9 1.79e7
1 1
W) wpiw
s a|a)a
ol || odf) (o
0 S
T T T T T T T T T T T T T 1
2.00 4.00 G.00 5.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
20 Voltage SIR 10 Channels El+
o 575.6618
1007 = 3.0987
Wi o[
Bl a a
o [na]
D T T T T T T T T T T T T T T T 1
2.00 4.00 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00 16.00
20 voltage S5IR 10 Channels El+
N~ 497.7513
1007 N 2 9667
L
- [m]
& o
0 T T T T Trr T Tt rt Tttt rrrrrrr rrrrrrrrrrrJrrrrrrrrri
2.00 4.00 6.00 g.00 10.00 12.00 14.00 16.00 16.00
1:%oltage SIR 10 Channels El+
417 8429
1004 3 3.3487
1
L
=] [m)
[an]
04 T T T T T e Time
2.00 4.00 6.00 3.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura 2. 8. Cromatograma HRGC-HRMS del patré de PBDEs

Un altre factor que pot afectar als resultats finals és I'estrategia de quantificacié emprada. Aixo
vol dir amb quants patrons i de quina concentracid es realitza la corba de calibratge, respecte a
la qual es quantificara la mostra.

En I'analisi de PBDEs per HRGC-HRMS, les dissolucions de calibratge comercials (Cambridge
Isotope Laboratories Inc.,, EUA) tenen concentracions de 1, 5, 50, 500 i 2500 ng/ml -
anomenades de CS1 a CS5 respectivament-. Per tal de decidir quina és la millor corba de
calibratge, s’ha quantificat un patré de concentracié coneguda (CS3) com si fos una mostra, i
s’ha estudiat la desviacid del valor obtingut amb el real (exactitud).

Al quantificar el patré amb una corba incloent els cinc patrons, s’obté una variabilitat promig
del 27%. Si es quantifica emprant de CS2 a CS5 aquesta desviacié disminueix fins al 3%. Si es fa
servir de CS2 a CS4 la desviacio és del 1.7%, i de CS3 a CS5 del 3.2%.

Es pot observar que quan s’inclou el patrd de concentracié més baixa en la corba de calibratge,
les desviacions promig augmenten significativament. Tenint en compte que per la resta de
corbes les desviacions sén totes baixes i del mateix ordre, es decideix que la millor
quantificacié s’obté emprant de CS2 a CS5 —sempre que els valors de la mostra que s’estigui
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guantificant es trobin entre 5 i 2500 ng/ml-, ja que aixi la corba té un abast de concentracions
major.

El métode de quantificacié de la dilucié isotopica també necessita un patrd d’injeccié per a la
guantificacié final. Aquest patrd ha de tenir un caracter quimic similar al dels analits pero no
pot interferir en la determinacié instrumental. Per aquest motiu es van avaluar dos patrons
d’injeccié comercials, els **C PCB-52+"C PCB-138 i el *C BDE-139.

Quan es va quantificar CS3 com si fos una mostra amb la corba de calibracié de CS2 a CS5, es
va observar menor desviacié global emprant el BDE-139 (8.8%) que amb els PCB-52+PCB-138
(17.1%). D’aquesta manera es determina que el *C BDE-139 és el patré d’injeccié més
adequat.

2.3.2. Determinacio instrumental de plaguicides organoclorats

Aguest apartat no només s’ha centrat en els plaguicides objecte d’estudi en la present tesi
doctoral —DDTs i HCB- sind que s’ha ampliat amb molts d’altres contaminants de la mateixa
familia. Amb aquesta finalitat s’ha adquirit un patré que contenia una barreja de 26
plaguicides organoclorats diferents (Dr. Ehrenstorfer GmbH ,Ausburg, Alemanya).

Alguns d’ells es troben descrits com a COPs segons el conveni d’Estocolm (UNEP, 2005), com
per exemple el DDT i metabolits, HCB, Aldrin, Endrin, Dieldrin o Mirex. El patré també contenia
6 PCBs indicadors. La composicid exacta d’aquest es detalla en la Taula 2.5.

Taula 2. 5. Composicio del patré de plaguicides organoclorats estudiats.

Compost
alpha-HCH 2,4'-DDE alpha-Endosulfan trans-Chlordane
beta-HCH 4,4'-DDE beta-Endosulfan Mirex
gamma-HCH 2,4'-DDD Heptachlor PCB-28
delta-HCH 4,4'-DDD Methoxychlor PCB-52
epsilon-HCH Aldrin Heptachlor-exo-epoxide PCB-101
Hexaclorobenzene Endrin Heptachlor-endo-epoxide PCB-138
2,4'-DDT Dieldrin oxy-Chlordane PCB-153
4,4'-DDT Isodrin cis-Chlordane PCB-180

El metode cromatografic de partida ha estat basat en la documentacido subministrada pel
fabricant del patré. Per intentar millorar la separacio, s’han provat diversos tipus de columna.

S’ha observat que amb columnes amb cert caracter polar com la DB-DIOXIN (60m x 0,25 mm x
0,25um) els analits de major polaritat —com és el cas dels DDTs- queden massa retinguts i amb
pics amples i asimetrics. Per aixo s’ha decidit utilitzar una columna més apolar com és la ZB-5
(60m x 0.25 mm x 0.25um, composicio: 5% fenil 95% dimetilsiloxa).
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El programa de temperatures del forn també s’ha dissenyat per tal d’oferir la major resolucié
possible. EI metode cromatografic que ha ofert la millor separacié dels plaguicides és el

seglient (Taula 2.6):

Taula 2. 6. Métode cromatografic per a la separacid de plaguicides organoclorats.

Parametre cromatografic Valor
Columna ZB-5 (60m x 0.25 mm x 0.25um)
Gas portador He, 1 ml/min
Temperatura del injector 300 eC
Tipus d’injeccié splitless (1 min)
Flux de Split 30 ml/min
Detector HECD
Temperatura del detector 350 °C
Volum d’injeccio 2 ul
De 100 a 1952C a 202C/min, de 195
Programa de temperatures a 210°C a 0,52C/min, de 210 a

2802C a 52C/min (15 min)

La identificacié dels pics s’ha realitzat mitjancant el temps de retencié corresponents a les
analisis d’alguns dels plaguicides per separat (DDTs i metabolits, HCB, hexaclorociclohexa i
PCBs), i la resta amb la documentacié subministrada pel fabricant.

En les condicions cromatografiques exposades a la Taula 2. 6 el cromatograma que s’obté
d’una dissolucié de 300 ng/ml de cada compost és el que es mostra en la Figura 2.9.
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Figura 2. 9. Cromatograma de la mescla de plaguicides organoclorats i PCBs indicadors.

Com es pot observar, en aquestes condicions cromatografiques tots els plaguicides s’han
pogut determinar sense interferencies. Les Uniques excepcions sén pel cas de |I'Heptaclor-exo-

epoxid i I'oxi-clorda, que no s’han pogut separar en la seva totalitat.
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En aquest cas la repetitivitat instrumental (N=10) segueix sent bona, amb coeficients de
variacié inferiors al 10% tot i no haver utilitzat patré d’injeccié. També s’ha estudiat la linealitat
de resposta respecte a diversos volums d’injeccid (entre 0.2 i 5 ul), observant-se un bon ajust
entre els senyals i les concentracions.

2.3.3. Determinacio instrumental simultania de PBDEs, PCBs, PCDD/Fs i
plaguicides organoclorats.

S’ha desenvolupat un meétode cromatografic global per a la separacié simultania de PBDEs,
PCBs, PCDD/Fs i plaguicides organoclorats, prenent com a partida les condicions
cromatografiques més adequades per a cada familia de contaminants determinades
previament.

Cal destacar que I'objectiu d’aquest apartat no és el de resoldre totes les interferéncies que
s’observin, ja que cromatograficament seria forca complex degut a I'elevat nombre d’analits i
la semblangca existent entre ells. L'objectiu principal és la d’obtenir la millor separacié
cromatografica possible de cada un dels contaminants. Posteriorment s’estudiara la separacié
de les interferéncies observades a través de I'etapa de fraccionament.

Novament, aquest estudi s’ha dut a terme mitjancant deteccié per captura d’electrons (HRGC-
ECD), ja que només es pretenia estudiar la separacié cromatografica. A més, s’ha realitzat amb
patrons concentrats de COPs, pel que no hi ha problemes de limits de deteccié.

Primerament s’ha preparat una mescla de patrons que contingués tots els analits objecte
d’estudi, que en total sén més de 70. La composicié d’aquesta mescla de patrons, juntament
amb les seves concentracions, es poden observar en la Taula 2.7.
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Taula 2. 7. Composicio del patré mescla de contaminants.

Compost Concentracid Compost Concentracid Compost Concentracid
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
alpha-HCH 300 alpha-Endosulfan 300 ocbD 400
beta-HCH 300 beta-Endosulfan 300 PCB-81 200
gamma-HCH 300 Heptachlor-exo-epoxi 300 PCB-77 200
delta-HCH 300 Heptachlor-endo-epoxi 300 PCB-105 200
epsilon-HCH 300 oxy-Chlordane 300 PCB-114 200
Hexaclorobenzene 300 cis-Chlordane 300 PCB-118 200
PCB-28 300 trans-Chlordane 300 PCB-123 200
PCB-52 300 Mirex 300 PCB-126 200
PCB-101 300 2,3,7,8-TCDF 40 PCB-156 200
PCB-138 300 1,2,3,7,8-PeCDF 200 PCB-157 200
PCB-153 300 2,3,4,7,8-PeCDF 200 PCB-167 200
PCB-180 300 1,2,3,4,7,8-HxCDF 200 PCB-169 200
2,4'-DDT 300 1,2,3,6,7,8-HXCDF 200 PCB-170 200
4,4'-DDT 300 2,3,4,6,7,8-HxCDF 200 PCB-180 200
2,4'-DDD 300 1,2,3,7,8,9-HxCDF 200 PCB-189 200
4,4'-DDD 300 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 200 BDE-28 100
2,4'-DDE 300 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 200 BDE-47 100
4,4'-DDE 300 OCDF 400 BDE-99 100
Aldrin 300 2,3,7,8-TCDD 40 BDE-100 100
Endrin 300 1,2,3,7,8-PeCDD 200 BDE-153 100
Dieldrin 300 1,2,3,4,7,8-HxCDD 200 BDE-154 100
Isodrin 300 1,2,3,6,7,8-HxCDD 200 BDE-138 100
Heptachlor 300 1,2,3,7,8,9-HxCDD 200 BDE-209 1000
Methoxychlor 300 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 200

Experimentalment s’ha comprovat que les condicions instrumentals desenvolupades per a
I'analisi de plaguicides no sén valides en aquest cas, ja que les dioxines i furans policlorats
tenen temps de retencié més elevats que la durada del metode cromatografic.

Per tal de solucionar aquest problema, s’ha modificat el programa de temperatures. En aquest
cas, després d’estar 5 minuts a 2802C es torna a augmentar la temperatura fins a 3202C a
59C/minut, temperatura que es manté durant 10 minuts més. La resta de parametres no han
estat modificats respecte als exposats en la Taula 2. 6.

En aquestes condicions, el cromatograma que s’obté del patré de mescla de contaminants és
el que es mostra en la Figura 2.10.
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Figura 2. 10. Cromatograma de la mescla de contaminants.

Com es pot observar, en aquest cas el cromatograma és forca més complex. Tot i que existeix
una gran quantitat de senyals que apareixen ben resoltes, entre els minuts 35 i 60 es
produeixen un gran nombre d’interferencies degut a I'’elevat nombre d’analits, i la semblanca
gue hi ha entre aquests. A més, cal destacar que durant les analisis de mostres reals encara
poden existir més especies interferents.

La identificacid dels senyals s’ha realitzat pels temps de retencié determinats en I'analisi per
separat de cada una de les families de contaminants. Els resultats es poden observar en les
ampliacions corresponents a les Figures 2.11i2.12.
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Figura 2. 11. Identificacio del cromatograma de la mescla de contaminants.
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Figura 2. 12. |dentificacid del cromatograma de la mescla de contaminants.

En aquests cromatogrames es pot observar com, fins al minut 40, només podem trobar una
interferencia; I'Heptaclor-exo amb I'oxi-Clorda (Figura 2. 11). A partir d’aqui (Figura 2. 12),
s’observa un elevat nombre d’interferencies entre PCBs i plaguicides, PBDEs i PCBs o PCBs amb
PCDD/Fs. Comparant els temps de retencié de cada familia de COPs es pot concloure que
generalment en cromatografia de gasos, els plaguicides organoclorats sén els contaminants
gue tenen menor temps de retencid, seguits pels PCBs, PBDEs i finalment PCDD/Fs.

Els PBDEs de major grau de bromacié no s’han pogut detectar a causa de |’elevada longitud de
la columna emprada (60 metres). Per aquest motiu, paral-lelament al metode cromatografic
posat al punt en aquest apartat, els PBDEs hauran de ser analitzats per separat en columnes de
5 metres segons el metode desenvolupat en l'apartat 2.3.1. Emprant aquest metode, el
cromatograma que s’obté de la mescla de contaminants és el que es mostra en la Figura 2.13.
Com que la resolucié és menor, encara s'observen més interferencies; els congéneres -153, -
183 i -209 sén els Unics que no coelueixen amb cap altre analit.
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Figura 2. 13. Cromatograma de la mescla de contaminants en columna de 5 metres.

Es fa palés doncs que la cromatografia de gasos és una técnica que per si mateixa no ofereix
suficient resolucio per a la correcta analisi d’aquests contaminants de forma simultania.
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2.4. Purificacio dels COPs en columna de silica multicapa

El metodes instrumentals d’"HRGC-ECD i d'HRGC-HRMS per a la determinacié de COPs que
s’han posat a punt en l'anterior apartat permeten estudiar possibles procediments de
purificacié dels analits objecte d’estudi en oli de peix.

Aguesta etapa es porta a terme per tal de separar els contaminants presents en I'oli d’altres
compostos que no sén d’interes, principalment greixos. Habitualment, al Laboratori
Mediambiental de I'lQS aquest pas es realitza en una columna de silica multicapa. Es tracta de
una columna cromatografica de vidre de 4 cm de diametre, amb la seglient composicid (Figura
2.14):

20g Na,SO,

27g Silica-H,50422%

50g SﬂlCB-HzSO;; 44%

4g Silica activada

68 Silica-NaOH

4g Silica activada

8g Silica-AgNO;
v Llana de vidre

L~

Figura 2. 14. Columna de purificacio de silica multicapa.

La primera capa és de Na,SO, anhidre, que permet absorbir restes d’humitat que puguin haver
en la mostra. A continuacid, la silica modificada amb H,SO, reté els interferents basics, a part
de reaccionar amb d’altres compostos (com els lipids) per deshidratacio, oxidacié i
condensacié acida. S'utilitzen siliques sulfuriques al 22 i 44% per tal de que les reaccions es
portin a terme de manera mes progressiva, i evitar aixi 'obturacié de la columna. La silica
activada reté compostos polars, i també evita la neutralitzacié entre la silica acida i basica. La
silica amb NaOH reté i/o reacciona amb els compostos acids. Finalment, la silica amb AgNO;
degrada possibles interferents que hagin pogut resistir, com alguns compostos amb sofre.

Els analits objecte d’estudi —els COPs- sdn compostos apolars. Conseqlientment, per tal de
poder eluir-los a través de la columna cromatografica cal emprar una fase mobil de polaritat
semblant. En aquest cas s’"ha emprat hexa com a eluent.
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2.4.1. Purificacio de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i plaguicides organoclorats.

La primera prova realitzada per avaluar aquest metode de purificacid ha estat I'estudi de les
recuperacions que s’obtenen al sembrar 100 pl del patré de mescla de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i
plaguicides organoclorats emprat en I'anterior apartat cromatografic (Taula 2.7) en la columna
de silica multicapa.

Com que es desconeix el volum de fase mobil necessari per I'elucié dels PBDEs, inicialment
s’han emprat 500 ml d’hexa. Els métodes cromatografics per analitzar I'extracte obtingut sén
els que s’han desenvolupat durant I'apartat 2.3, emprant una columna de 60 metres per a tots
els contaminants excepte pel cas dels PBDEs, que era de 5 metres. Les recuperacions
obtingudes per a cada un dels contaminants estudiats es mostren en la Taula 2.8.

Taula 2. 8. Recuperacions de COPs en I'etapa de purificacié en columna de silica multicapa.

Compost Recuperacié (%) Compost Recuperacio (%) Compost Recuperacio (%)
alpha-HCH 84 2,4'-DDT 81 PCB-167 85
beta-HCH 0 4,4'-DDT 72 PCB-156 86
gamma-HCH 8.2 BDE-28 78 PCB-157 85
delta-HCH 0 BDE-47 88 PCB-169 85
epsilon-HCH 11 BDE-99 84 PCB-170 87
Hexaclorobenzene 89 BDE-100 91 PCB-189 85
Heptachlor 0 BDE-153 85 2,3,7,8-TCDF 66
Aldrin 0 BDE-154 69 2,3,7,8-TCDD 39
Endrin 0 BDE-183 86 1,2,3,7,8-PeCDF 67
Dieldrin 0 BDE-209 94 2,3,4,7,8-PeCDF 72
Isodrin 0 PCB-28 95 1,2,3,7,8-PeCDD 57
Heptachlor-exo-epoxide 0 PCB-52 95 1,2,3,4,7,8-HxCDF 76
Heptachlor-endo-epoxide 0 PCB-101 93 1,2,3,6,7,8-HxCDF 82
oxy-Chlordane 89 PCB-138 92 2,3,4,6,7,8-HxCDF 83
cis-Chlordane 91 PCB-153 92 1,2,3,4,7,8-HxCDD 70
trans-Chlordane 89 PCB-180 92 1,2,3,6,7,8-HxCDD 66
alpha-Endosulfan 0 PCB-81 83 1,2,3,7,8,9-HxCDD 73
beta-Endosulfan 0 PCB-77 84 1,2,3,7,8,9-HxCDF 80
Methoxychlor 0 PCB-123 86 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 75
Mirex 90 PCB-118 84 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 57
2,4'-DDE 93 PCB-114 84 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 75
4,4'-DDE 95 PCB-105 85 OCDD 37
2,4'-DDD 92 PCB-126 84 OCDF 74

4,4'-DDD 83

Com es pot observar, la majoria de plaguicides organoclorats no es recuperen, ja que son
degradats en la columna. Tot i aixi, si que s’han obtingut bones recuperacions per al cas dels
plaguicides objecte d’estudi en aquest treball (entre 72-93% pels DDTs i 89% per I'HCB).
D’aquesta manera s’aconsegueix eliminar algunes especies organoclorades que podrien haver
interferit durant I’analisi instrumental, degut a les seves propietats quimiques similars.

Els PBDEs (que com s’ha comentat anteriorment s’han determinat a part en una columna de 5
metres) també han estat recuperats de forma satisfactoria, entre un 69-94%. Els PCBs tampoc
han sofert processos de degradacié o retencidé excessiva en columna, havent-se recuperat en
un 92-95% pel cas dels indicadors i 84-87% pel cas dels similars a dioxines.
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Pel cas de les PCDD/Fs, la majoria de recuperacions han estat forga satisfactories,entorn al 60-
80%. Tot i aixi hi ha alguns congéneres que han presentat recuperacions andomalament baixes
—especialment la 2,3,7,8-TCDD, en un 39%-. Aix0 es deu a que la quantificacié d’alguns
congeneres és més dificil degut a la presencia d’interferéncies cromatografiques, al no haver-hi
etapa de fraccionament prévia i estar treballant amb deteccid per captura d’electrons enlloc
d’espectrometria de masses. Aquest fenomen és especialment destacable pels compostos que
—com el cas de la 2,3,7,8-TeCDD- es troben en menor concentracié que la dels corresponents
interferents.

2.4.2. Purificacio de PBDEs en columna de silica multicapa.

Tal i com s’ha exposat anteriorment, cal estudiar amb especial nivell de detall cada etapa
d’analisi pel cas dels PBDEs, doncs és la familia de contaminants de la qual es té menys
experiéncia analitica d’entre tots els compostos analitzats. En aquest cas s’ha ’estudiat I'etapa
de purificacié dels PBDEs en columnes de silica multicapa.

Per a la realitzacié d’aquest estudi s’ha fet servir una nova dissolucié de patrons, que no es
basa en els congeneres de seguiment habituals (EPA 1614 Method, 2007) sind que inclou més
congeneres de diferent grau d’halogenacié (BDE-28, -47, -66, -85, -99, -100, -138, -153, -154 i -
183) per tal d’estudiar millor el comportament global d’aquesta familia de contaminants.

En I'anterior apartat s’ha observat que s’obtenien bones recuperacions d’aquests
contaminants al emprar 500 ml d’hexa com a eluent. Per tal d’optimitzar el procés d’analisi i
evitar el malbaratament de dissolvent, cal determinar quin és el volum d’hexa necessari per tal
d’eluir els PBDEs.

Per aix0 s’ha sembrat I'esmentat patré de PBDEs en la columna de purificacid i s’han recollit
fraccions de 50 ml, fins a 500 ml. L'experiment s’ha realitzat per duplicat, i cada una de les
fraccions s’ha analitzat mitjangant HRGC-ECD. Els resultats es mostren en les seglients figures
(Figures 2.15a2.17).
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Figura 2. 15. Volum d’elucio per la purificacio dels BDE-28, -47 i -66.
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Figura 2. 16. Volum d’elucid per la purificacio dels BDE-85, -99 i -100.
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Figura 2. 17. VVolum d’elucio per la purificacid dels BDE-138, -153, -154 j -183.

Tal i com es pot observar, els PBDEs estudiats s’elueixen entorn als 150 ml. No s’observa cap
relaciéd entre el grau d’halogenacié de cada un dels congéneres estudiats i el seu volum
d’elucid. En la Figura 2. 18 es pot observar el volum d’hexa necessari per I'elucié de la totalitat
dels PBDEs per cada una de les repeticions.
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Figura 2. 18. Volum d’elucio per la purificacio de 3 PBDE.
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Existeix un lleuger decalatge entre les dues repeticions de I'experiment, probablement degut a
la poca reproduibilitat de les columnes de silica empaquetades a ma. En qualsevol cas, es pot
observar que un volum de 400 ml d’hexa és suficient per a una elucié quantitativa dels PBDEs a
través de la columna de purificacié. Aixi doncs es prendra aquest volum com a referéncia per a
les posteriors analisis en mostres reals.

Cal destacar que aquesta quantitat d’hexa és lleugerament superior a la que es fa servir
habitualment per a la purificacié de mostres en I’analisi de PCDD/Fs i PCBs (300 ml), pel que es
dedueix que els PBDEs es veuen més retinguts en aquest tipus de columnes. Les recuperacions
d’aquesta familia de COPs emprant 400 ml com a volum d’elucid sén les que es mostren en la
Taula 2.9.

Taula 2. 9. Recuperacio dels patrons de PBDE.

Congénere  Recuperacio (%) Congeénere Recuperacio (%)
BDE-28 97 BDE-100 81
BDE-47 95 BDE-138 96
BDE-66 92 BDE-153 83
BDE-85 97 BDE-154 72
BDE-99 94 BDE-183 80

Totes les recuperacions obtingudes es troben compreses entre un 72-97%. Tenint en compte
que aquesta petita pérdua de mostra sera corregida mitjancant patrons interns quan es
treballi amb espectrometria de masses, es pot afirmar que els patrons de PBDEs sén ben
recuperats de l'etapa de purificacié quan s’empra un volum de 400 ml d’hexa com a fase
mobil.

A part de l'estudi del volum d’elucid, també es necessari comprovar que aquestes
recuperacions segueixen sent satisfactories en preséncia de mostra. Amb aquesta finalitat s’ha
analitzat una mostra de llard de porci una altra d’oli de peix.

Per a poder conegixer els valors de recuperacié de PBDEs s’han analitzat les mostres de 6 grams
sense addicié de patré (per conéixer els nivells inicials) i amb addicid, comparant-los amb els
resultats del patrd injectat directament a I'HRGC-ECD. Els resultats de les dues proves es
presenten en la Taula 2.10.

Taula 2. 10. Recuperacio dels patrons de PBDE en llard de porc i oli de peix.

Recuperacio (%) Recuperacio (%)
Llard de porc  Oli de peix Llard de porc  Oli de peix
BDE-28 71 116 BDE-100 74 109
BDE-47 73 107 BDE-138 96 74
BDE-66 69 94 BDE-153 96 95
BDE-85 75 71 BDE-154 89 96
BDE-99 78 99 BDE-183 105 86
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Pel cas del llard de porc els greixos han reaccionat amb la columna, deixant una taca negra
retinguda a la zona de la silica sulfurica. Tot i aixi, aquest fet no ha afectat gaire a les
recuperacions dels analits d’interés, doncs han estat totes entre un 69-105% de recuperacio.
Es destacable que inicialment el llard de porc no ha mostrat concentracions detectables per
aquest contaminant.

Les recuperacions obtingudes del patré addicionat en I'oli de peix (a les quals s’ha restat les
concentracions inicials de PBDEs en la mostra) es troben totes entre un 70-115 %, pel que les
recuperacions de PBDEs es consideren satisfactories tot i la preséncia de matriu. Respecte a
I'oli de peix, ha mostrat nivells inicials detectables de congéneres de baix grau d’halogenacié
(BDE-28 i -47).

Un fet que pot donar variabilitat i alenteix molt aquesta etapa de purificacié és la possible
obturacié de la columna degut als productes de reaccié entre els greixos i la silica sulfurica al
22% (Figura 2.19).

Figura 2. 19. Fotografia de la columna obturada per descomposicions de I’oli de peix.

Una possible solucid a aquest problema pot ser I'addicié d’'una capa de silica sulfurica de
menor concentracio (per exemple, al 11%). D’aquesta manera s’aconsegueix una reaccid del
greix més progressiva, evitant I'obturacié de la columna. Aquest tipus de columna s’estudia
posteriorment en I'apartat 2.6.1 de la present tesi.
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2.5. Fraccionament dels COPs

Un cop s’ha purificat la matriu, s’obté un extracte que conté tots els POPs presents en la
mostra inicial. Molts d’aquests contaminants formen families d’un elevat nombre de
congéneres (209 PBDEs, 209 PCBs o 210 PCDD/Fs, per exemple) que poden suposar una
interferencia cromatografica o massica durant la posterior etapa d’analisi instrumental. La
quantificacié simultania de tots aquests compostos precisaria d’una resolucié cromatografica
inassequible amb la tecnologia actual o bé treballar amb una resolucié de I'espectrometre de
masses tant alta que augmentaria molt els limits de deteccié (Marce, 2001).

A tall d’exemple, I'ié [M+4]" de la PeCDD (massa exacta de 357.8517) i el [M]" de I'HexaCB
(massa exacta 357.8444) tenen temps de retencié semblants en el cromatograf de gasos, pel
que per tal de resoldre una interferencia cromatografica I'espectrometre de masses hauria de
treballar a una resolucié superior a 49345. El mateix fet s’observa amb la [M+2]" del HpCDF
(massa exacta 407.7818) i la [M+6-2Br]" del PeBDE (massa exacta 407.7829), que necessitaria
una resolucio superior a 345871 per a la seva separacido. A més, alguns contaminants (PCBs o
PBDEs) se solen trobar en nivells superiors que d’altres (PCDD/Fs), generant interferéncies
dificils de resoldre. Per tots aquests motius és necessaria una etapa de fraccionament dels
analits previa a I'analisi instrumental.

Habitualment, en el Laboratori Mediambiental de I'lQS aquest pas es duu a terme en dues
etapes diferents: un cop purificada la mostra, les PCDD/Fs son separades de la resta de COPs
en tubs de carbd grafititzats. Posteriorment, els PCBs similars a dioxines sén separats dels
indicadors i d’altres interferents en I’equip HPLC-PYE.

En el present estudi, en primer lloc s’ha estudiat la separacié dels PBDEs amb aquestes dues
técniques per separat. D’acord amb els resultats obtinguts s’ha decidit quina és la millor
estratégia global de fraccionament de PBDEs, PCDD/Fs i PCBs (mitjangant tubs de carbd, HPLC-
PYE o combinacié de les dues). L'estudi s’ha complementat amb el fraccionament dels
plaguicides —tot i que la majoria d’aquests compostos es degrada en I'etapa de purificacié-,
incloent els DDTs i HCB.

2.5.1 Fraccionament de PBDEs mitjangant tubs d’extraccio en fase solida
preempaquetats amb Carbopack B

La primera etapa de fraccionament estudiada pels PBDEs es porta a terme mitjangant tubs SPE
d’extraccié en fase solida amb carbd grafititzat (Carbopack B). Gracies a I'estructura laminar
del carbd, aquesta fase estacionaria separa els analits en funcid de la seva planaritat i
aromaticitat. Els compostos més plans i aromatics queden més retinguts entre les capes de
grafit, alhora que les substancies menys planes s’elueixen més facilment (Concejero et al.,
2001).

El muntatge del sistema consta d’un tub de carbé on s’hi sembra I'extracte purificat de I'etapa
anterior. Aquest es troba connectat a una cubeta on s’hi aplica el buit mitjangant una bomba, i
aquesta diferéncia de pressions fa circular la fase mobil a través del tub (Figura 2.20).
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Figura 2. 20. Muntatge del sistema de fraccionament per carbons: Tubs de carbé (1), cubeta de
buit (2), bomba de buit (3), recipients per la fase mobil (4)

En aquesta etapa, un cop s’han condicionat els tubs amb 20 ml d’hexa es sembra la mostra, i
es fa eluir amb 15 ml d’aquest dissolvent (Fraccié C1). Posteriorment, s’elueixen 20 ml d’una
fase mobil (C2), composta per una barreja de hexa i tolué 99:1. La fraccié que se n’obté esta
composta dels PCBs menys plans (entre ells, els PCBs indicadors). Es recull conjuntament la
fraccid C3, que és la que s’elueix amb 20 ml d’hexa i tolué 75:25. Aquesta conté els PCBs més
plans (PCBs similars a dioxines), que sén aquells que no presenten clors en posicions orto- i
per tant poden tenir configuracions més planes. Per tant, com a conjunt, s’obté la fraccié
C1+C2+C3, que conté els PCBs.

Amb I'elucié indicada anteriorment les dioxines i furans policlorats, que sén els compostos més
plans, queden retinguts en la fase estacionaria. La fraccidé C4, corresponent a aquests
compostos, es recull donant la volta al tub i fent circular en flux invers 60 ml de tolué (Diaz,
1999).

Per tal d’estudiar com es fraccionen els PBDEs en aquesta etapa, es sembren en tubs de carbé
amb patrd i es recullen les fraccions previament esmentades (C1+C2+C3 i C4). En I'analisi
mitjancant HRGC-ECD s’observa com els PBDEs apareixen en la fraccid on apareixen els PCBs
(C1+C2+C3), alhora que no s’observa cap senyal d’aquests en la fraccié de les dioxines (C4).

Aixi doncs, I'esquema de fraccionament dels PBDEs i altres POPs mitjancant tubs de carbd
grafititzat és el seglient (Figura 2.21):
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Figura 2. 21. Esquema de la separacié de PBDEs, PCBs i PCDD/F mitjan¢ant carbons

Les recuperacions de PBDEs que s’obtenen d’aquesta etapa de fraccionament sén les que es
mostren en la Taula 2.11.

Taula 2. 11. Recuperacio dels patrons de PBDE per carbons en la fraccié C1+C2+C3.

Congénere  Recuperacio (%) Congeénere Recuperacio (%)
BDE-28 95 BDE-138 100
BDE-47 96 BDE-153 86
BDE-66 93 BDE-154 102
BDE-85 94 BDE-183 97
BDE-99 101 BDE-209 54
BDE-100 102

En el fraccionament d’aquesta familia de contaminants a través dels carbons s’obtenen unes
bones recuperacions, entorn del 94 i 101 %. El BDE-209 n’és I'Unica excepcié, amb unes
recuperacions entre 50-60%. Aquest fet es deu a que al ser una molécula més voluminosa, el
volum emprat d’hexa per eluir-lo possiblement no hagi estat sufuicient. Aquest fenomen es
podria solucionar emprant més eluent, encara que aixo modificaria la posterior en I'elucié de
PCDD/Fs, que es recuperen amb flux invers.

Tot i aixi, I'Us dels tubs de carbo garafititzat és un metode adequat pel fraccionament de POPs,
ja que permet separar PCBs i PBDEs de les PCDD/Fs -contaminants que solen trobar-se en
nivells més baixos-, evitant aixi interferéncies dificils de resoldre instrumentalment.

2.5.2. Fraccionament de PBDEs mitjan¢ant HPLC-PYE

La segona etapa de fraccionament que s’ha estudiat pels PBDEs es duu a terme mitjangant un
HPLC equipat amb una columna tipus PYE. La fase estacionaria consta de grups pirenil enllacats
a la silica (Figura 2.22). El mecanisme de separacid és semblant al dels carbons; separa els
compostos en funcié de la seva planaritat per interaccié ni-it entre els orbitals d’aquests amb
els del grup pirenil (Haglund, 1990a; Haglund, 1990b).
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Figura 2. 22, Sistema HPLC/PYE (esquerra) i estructura molecular de las PYE (dreta).

En aquest cas, pero, la interaccié es realitza sobre una superficie menor (la del grup pirenil)
que en els carbons, que interacciona amb tota la superficie de la fase estacionaria (que té
estructura de grafit). Gracies a aquest fet els compostos no queden tant retinguts, i es poden
separar families d’analits que en els carbons plantejarien problemes de resolucid.

L'equip emprat en aquest estudi ha estat un HPLC HP-1050 (Hewlett-Packard, EUA) equipat
amb un loop d’injeccié de 300 pl i una columna Cosmosil 5-PYE (250 mm x 4.6 mm d.i., mida de
particula de 5 um, Nacalai Tesque, Japd) a temperatura ambient (entre 20 i 252C).

Les proves han estat realitzades amb un programa de fluxos consistent en 1 ml/min d’hexa
durant els primers 15 minuts, seguit per 1 ml/min de tolué els seglients 30 minuts. Finalment
es torna al flux de 1 ml/min d’hexa inicial durant 10 minuts més per condicionar I'equip per a la
seglient analisi. El loop d’injeccid es neteja deu cops entre mostra i mostra per tal d’evitar
problemes d’efecte memoria. L’Us del tolué com a una de les fases mobils es deu a que té un
major poder elutropic, i és capag d’eluir compostos que amb hexa seria més dificil, com per
exemple les dioxines. Aquest metode esta basat en el que es troba descrit en la bibliografia per
al fraccionament de PCBs i PCDD/Fs (Martinez-Cored et al., 1999).

Habitualment en el Laboratori Mediambiental aquest metode s’empra per tal de separar els
PCBs menys plans dels PCBs similars a dioxines. S’elueix primer la fraccié P1 entre els minuts O
i 4.5 (on es recullen els PCB indicadors i d’altres interferents), i posteriorment la fraccié P2
entre els minuts 4.5 i 15 (PCB similars a dioxines). En aquest estudi també s’ha recollit la
fraccio P3, en la que segons bibliografia apareixerien les PCDD/Fs.

S’injecta al sistema HPLC-PYE la mescla patré de PBDEs per tal d’estudiar el seu fraccionament
en aquestes condicions cromatografiques. Analitzant les fraccions obtingudes mitjangant
HRGC-ECD, s’observa que els PBDEs s’han eluit en la fraccié P2, juntament amb els PCBs
similars a dioxines. L’Unica excepcid és el BDE-209, que degut al seu elevat volum s’ha recollit
amb la fraccié P3. Aixi doncs, I'esquema del fraccionament dels PBDEs i PCBs a través del
sistema HPLC/PYE és el seglient (Figura 2.23):
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Figura 2. 23. Esquema de la separacié de PBDEs, i PCBs mitjancant HPLC/PYE

Les recuperacions de PBDEs corresponents a aquesta etapa de fraccionament per HPLC-PYE es
mostren en la Taula 2.12.

Taula 2. 12. Recuperacio dels patrons de PBDE per HPLC-PYE.

Congenere  Recuperacid (%) Congénere Recuperacid (%)
BDE-28 93 BDE-138 98
BDE-47 92 BDE-153 98
BDE-66 94 BDE-154 96
BDE-85 94 BDE-183 105
BDE-99 96 BDE-209 94
BDE-100 96

S’han obtingut unes bones recuperacions en el fraccionament dels PBDEs mitjangant HPLC-
PYE. Totes elles es troben entre un 92-105%.

Si es comparen els métodes de fraccionament estudiats (tubs de carbé i HPLC-PYE), es pot
concloure que ambdues técniques sén igualment valides per a la separacié de PBDEs.
L’avantatge dels tubs de carbo respecte a 'HPLC-PYE recau en que és una técnica més rapida,
doncs permet fraccionar diverses mostres alhora. Per contrapartida, només permet separar les
dioxines dels PCBs i PBDEs. Si es volguessin separar més les families de COPs caldria incorporar
més etapes de fraccionament.

Per altra banda, el sistema HPLC-PYE és una técnica més lenta, ja que només pot fraccionar
una mostra a la vegada, i amb métodes cromatografics que duren entorn una hora. Tot i aixi,
permet la possibilitat de separar en una sola etapa PCBs indicadors de PCBs similars a dioxines
i PBDEs.

Degut a la seva major capacitat de separacid, es decideix emprar I'equip HPLC-PYE per I'estudi
del fraccionament de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i plaguicides organoclorats en una sola etapa.
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2.5.3. Fraccionament de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i plaguicides
organoclorats per HPLC-PYE.

S’ha observat durant I'anterior estudi de fraccionament de PBDEs que el sistema HPLC-PYE és
una eina molt adequada en I'analisi de COPs, ja que ofereix una elevada capacitat de separacid
per a aquest tipus de compostos. Mitjancant aquest fraccionament, s’ha documentat en el
passat el fraccionament de PCBs i PCDD/Fs en mostres d’aigua i fusta (Martinez-Cored et al.,
1999), aixi com de PBDEs i alguns PCBs en mostres ambientals (Kannan et al., 2005).

En el present estudi s’"ha comprovat empiricament la separacié simultania de PCDD/Fs, PCBs,
PBDEs i els 32 plaguicides organoclorats (incloent DDTs i HCB) mitjangant aquesta técnica de
fraccionament. El métode cromatografic emprat ha estat el mateix que el que s’ha fet servir en
I"anterior estudi dels PBDEs.

Per estudiar la separacié de COPs que s’obté amb aquest metode es van injectar 150 ul de la
mescla de contaminants (Taula 2.7) directament a I'HPLC. Es van recollir fraccions cada minut
durant els primers 15 minuts (fase mobil: hexa) i després cada 5 minuts fins als 45 minuts (fase
mobil: tolue), tal i com es mostra en la Taula 2.13.

Taula 2. 13. Fraccions recollides de I’HPLC-PYE.

Minut Nom fraccié Minut Nom fraccié
0-1 H1 11-12 H12
1-2 H2 12-13 H13
2-3 H3 13-14 H14
3-4 H4 14-15 H15
4-5 H5 15-20 T16
5-6 H6 20-25 T17
6-7 H7 25-30 T18
7-8 H8 30-35 T19
8-9 H9 35-40 T20

9-10 H10 40-45 T21

10-11 H11

Seguidament, cada fraccid va ser analitzada per HRGC-ECD. La fraccié en que apareix cada un
dels analits, juntament amb el seu temps de retencié en cromatografia de gasos, pot ser
observada en la Taula 2.14. Com s’ha comentat anteriorment, els PBDEs han estat determinats
instrumentalment a part en una columna de 5 metres.
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Taula 2. 14. Fraccionament HPLC-PYE i temps de retencid dels contaminants estudiats.

. Tr en col. 60 Fraccié Tren . Tr en col. 60 Fraccid Tren
Contaminant i A Contaminant ) i
metres (min) PYE PYE(min) metros (min) PYE PYE(min)
a-HCH 16.8 H5-6 4-6 1,2,3,6,7,8-HxCDF 56.6 T17 20-25
B -HCH 18.3 T16 15-20 2,3,4,6,7,8-HxCDF 57.4 T17 20-25
y-HCH 18.8 H6 5-6 1,2,3,7,8,9-HxCDF 58.5 T17 20-25
6 -HCH 20.4 T16 15-20 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 60.9 T18 25-30
e-HCH 21.3 T16 15-20 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 62.7 T17 20-25
Hexaclorobenzene 17.4 H9 8-9 OCDF 66.4 T19 30-35
PCB-28 23.1 H5 4-5 2,3,7,8-TCDD 47.1 T16 15-20
PCB-52 26.4 H5 4-5 1,2,3,7,8-PeCDD 52.5 T17 20-25
PCB-101 37.4 H5 4-5 1,2,3,4,7,8-HxCDD 57.6 T17 20-25
PCB-138 47.1 H6 5-6 1,2,3,6,7,8-HxCDD 57.7 T17 20-25
PCB-153 45.2 H5-6 4-6 1,2,3,7,8,9-HxCDD 58.2 T17 20-25
PCB-180 51.1 H6 5-6 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 62.2 T17 20-25
2,4'-DDT 44.4 H5 4-5 OCDD 66.2 T18 25-30
4,4'-DDT 46.8 H7 6-7 PCB-81 40.4 H8-9 7-9
2,4'-DDD 41.4 H7 6-7 PCB-77 41.4 H9 8-9
4,4'-DDD 44.2 H11 10-11 PCB-105 45.5 H7 6-7
2,4'-DDE 37.1 H5 4-5 PCB-114 44.4 H6-7 5-7
4,4'-DDE 40.6 H5 4-5 PCB-118 43.5 H6-7 5-7
Aldrin 28.4 H4 3-4 PCB-123 43.4 H6-7 5-7
Endrin 42.7 H7 6-7 PCB-126 47.7 H11 10-11
Dieldrin 40.8 H5-6 4-6 PCB-156 50.1 H7-8 6-8
Isodrin 31.9 H5 4-5 PCB-157 50.5 H8 7-8
Heptachlor 24.7 H4 3-4 PCB-167 48.8 H7 6-7
Heptachlor-exo 33.3 H5 4-5 PCB-169 52.3 H13 12-13
Heptachlor-endo 33.8 H6-7 5-7 PCB-170 52.8 H7 6-7
oxy-Chlordane 333 H5 4-5 PCB-180 51.1 H6 5-6
cis-Chlordane 38.4 H5-6 4-6 PCB-189 54.6 H8-9 7-9
trans-Chlordane 36.5 H8 7-8 BDE-28 43.7 (14.4%) H5-6 4-6
a-Endosulfan 38.1 H5 4-5 BDE-47 51.3(16.5%) H7 6-7
B-Endosulfan 435 T16 15-20 BDE-99 58.2(18.4%) H7 6-7
Methoxychlor 50.1 H7-8 6-8 BDE-100 58.8 (18.0%) H7 6-7
Mirex 52.8 H4-5 3-5 BDE-153 -(20.1%) H8 7-8
2,3,7,8-TCDF 46.2 T16 15-20 BDE-154 62.0 (19.6%) H7 6-7
1,2,3,7,8-PeCDF 51.1 T16-17 15-25 BDE-183 -(21.8%) H9 8-9
2,3,4,7,8-PeCDF 52.0 T17 20-25 BDE-209 -(33.1%) T16 15-20
1,2,3,4,7,8-HxCDF 56.4 T17 20-25

Tr: Temps de retencid
*. Temps de retencié en columna de 5 metres

Les diferents families de contaminants estudiades s’han fraccionat de la seglient manera:

e Pesticides organoclorats: En general sén els contaminants que ofereixen menor temps de
retencio en la columna PYE, entre els minuts 3 i 9. Aixd és degut a que acostumen a tenir
estructures poc planes i petites. Aquestes estructures, pero, sén molt diverses, i per aixo hi
ha alguns plaguicides que ofereixen retencions que s’escapen d’aquesta tendéncia, com
alguns dels isomers més plans de I’'HCH (minuts 15-20) amb els clors en posicié equatorial.

e PCBs indicadors: Degut a la seva configuracié menys plana, aquests contaminants surten

entre els minuts 4 i 6. Els congeneres menys clorats (PCB-28, -52) surten abans que els que
ho sén més (PCB-138, -180), probablement degut a la seva menor mida molecular.
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e PBDEs: Aquests s’obtenen entre els minuts 4.5 i 9. Tot i no tractar-se de compostos
especialment plans, tenen un temps de retencid superior al dels PCBs indicadors ja que els
atoms de brom que incorporen en la seva estructura sén molt més voluminosos que els de
clor. L'Unica excepcid és el BDE-209, que al tenir deu atoms de brom no s’elueix fins els
minuts 15-20.

e PCBs similars a dioxines: Degut a la configuraci6 més plana que poden adaptar aquests
contaminants, el seus temps d’elucié sén lleugerament superiors als dels seus homolegs
indicadors (entre el minut 5.5 i 13), eluint-se abans els congéneres menys halogenats.

e PCDD/Fs: L'estructura de doble anell tancada d’aquestes molécules fa que siguin totalment
planes, i en conseqliencia siguin els contaminants que es troben més retinguts en la
columna PYE. S’elueixen tots els congeneres entre els minuts 15 i 35, amb tolué com a fase
mobil.

Un esquema general del fraccionament de contaminants obtingut és el que es mostra en la

Figura 2.24.
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Figura 2. 24. Esquema del fraccionament de COPs en columna de tipus pirenil.

Tenint en compte els resultats observats, existeixen diverses possibles estrategies de
fraccionament. La que s’ha decidit adoptar de cara a les futures analisis és la seglient:

e Fraccid P1 (min. 0-4.5): Plaguicides + PCBs indicadors
e Fraccio P2 (min. 4.5-15): Plaguicides + PCBs similars a dioxines + PBDEs (excepte BDE-209)
e Fraccid P3 (min. 15-35): PCDD/Fs + BDE-209

Alternativament, si només es desitja realitzar una analisi de PBDEs, pot ser util el
fraccionament obtingut entre els minuts 4.5 i 20.

Per tal de millorar aquest fraccionament de contaminants per families, es va estudiar més
detalladament la separacié observada entre els minuts 15 i 20 (minut a minut). L'objectiu era
esbrinar si el BDE-209 s’elueix abans que les TeCDD/Fs, i aixi poder modificar les fraccions per
tal de separar en la seva totalitat els PBDEs de les PCDD/Fs.
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Malauradament, aquests analits coelueixen durant el minut 19 (que és aproximadament quan
es comenca a eluir pel final de la columna PYE el tolué com a fase mobil) tal i com s’observa en
la Figura 2.25, pel que aquest fraccionament no és possible. Per aquest motiu el BDE-209 es
recull en la fraccié de les PCDD/Fs.
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Figura 2. 25. Cromatograma dels analits eluits per I’HPLC-PYE durant els minuts 19-20.

Aixi doncs, amb aquesta etapa de fraccionament mitjancant HPLC-PYE en I'analisi de COPs es
poden resoldre les interferéncies que no s’havien pogut resoldre anteriorment amb
cromatografia de gasos. Relacionant el temps de retencié en I'equip HPLC-PYE amb el temps
de retencié en HRGC, s’obté la Figura 2.26.
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Figura 2. 26. Temps de retencié en HPLC-PYE vs temps de retencié en HRGC-ECD.

En la figura es pot observar graficament com s’han resolt la majoria d’interferencies que
s’havien determinat anteriorment mitjancant només cromatografia de gasos. Les uUniques
interferencies que no s’han pogut resoldre completament sén les que es troben marcades amb
un cercle taronja, que es corresponen amb I’'Heptaclor-exo amb I'oxi-Clorda i el Metoxiclor
amb el PCB-156.
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Respecte aquesta ultima interferéencia, el PCB es podra determinar correctament quan es
treballi per espectrometria de masses. Aquesta interferéncia també quedara resolta si els
analits sén purificats préviament en columnes de silica multicapa, doncs el Metoxiclor es
degrada en aquesta etapa.

Es pot concloure que el fraccionament de COPs mitjangant el sistema HPLC-PYE és una técnica
valida per a separar les principals families de contaminants en una sola etapa. Aquest pas
permet obviar l'etapa de fraccionament de les PCDD/Fs mitjancant tubs de carbé
preempaquetats, millorant les recuperacions al tractar-se d’'una metodologia d’analisi més
curta i rapida.

Consequentment, I'esquema global per a I'analisi de PBDEs, PCBs, PCDD/Fs i plaguicides
organoclorats en oli de peix és tal i com es mostra en la Figura 2.27.

Plaguicides +
Oli f:le COPs PCB indicadors
peix
]

Plaguicides + PCBs
similars a doxines

+ PBDEs
PCDD/Fs +
BDE-209
Purificacio HPLC-PYE
en columna

Figura 2. 27. Esquema global per a I'analisi de PBDEs ,PCDD/s, PCBs i plaguicides.

L’analisi de PBDEs, PCBs similars a dioxines i PCDD/Fs es realitzara per HRGC-HRMS d’acord
amb el métode de dilucid isotopica. Els PCBs indicadors i els plaguicides s’analitzaran per presa
d’aliquota (8%) de I'extracte purificat,mitjangant HRGC-ECD.
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2.6. Validacio del métode analitic i estudis d’intercalibratge

Per tal de verificar el bon funcionament del métode global desenvolupat per a I'analisi de
PBDEs, PCBs, PCDD/Fs i plaguicides organoclorats (en aquest cas HCB i DDT) en oli de peix, s’ha
portat a terme la seva validacié.

Per concloure la posada al punt metodologica, s’ha participat en diversos estudis
d’intercalibratge per avaluar I'exactitud del métode de PBDEs. A continuacié es presenten amb
detall els resultats d’ambdds estudis.

2.6.1. Validacio del meéetode.

Aguesta validacio s’ha realitzat a través de I’analisi per triplicat d’'una mostra de 6 grams d’oli
de fetge de bacalla amb concentracions de COPs conegudes, adquirit al Laboratori de
Referéncia de I'Institut Noruec de la Salut Publica. Cal destacar que paral-lelament també s’han
realitzat blancs analitics i instrumentals per tal d’avaluar possibles contaminacions inesperades
de les mostres.

S’ha calculat I'exactitud respecte als valors de referencia certificats, precisio entre els resultats
de les tres repeticions i incertesa global del metode d’analisi, d’acord amb les seglients
formules:

L Desviaci6 estandard
Precisio (%) = - x 100
Promig

valor real — valor experimental

Exactitud (%) = 100 — ( x 100)

Valor real

Incertesa (%) = /U? patré (%) + U? sistema instrumental (%)+ U2 mostra (%)

L’equaciod del calcul de la incertesa (U) inclou els termes associats a la incertesa del patré, de
I'instrument i de la mostra. Al mateix temps, la incertesa del patrd inclou la que esta associada
a la del propi fabricant i a la preparativa d’aquests —aquest ultim terme és negligible ja que no
s’han manipulat els patrons preparats pel fabricant, sind que s’han adquirit els patrons
directament a la concentracio desitjada-.

La incertesa de l'instrument (ja sigui HRGC-ECD o HRGC-HRMS) inclou la precisié (N=6) i
exactitud instrumental corresponents a I'analisi d’un patré de concentracid coneguda.
Finalment, la incertesa de la mostra és la que es troba associada a la preparacié d’aquesta, i a
la seva precisio (N=3) i exactitud. Aixi doncs, I'equacié final de la incertesa del métode d’analisi
és la que es mostra a continuacio:

U (%) = (U2 patré (%) + U? preparacié (%)) + (U? precisié (%) + U? exactitud (%))
° + (U? preparaci6 (%) + U? precisi6é + U? exactitud (%))
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Els resultats de les analisis de PCDD/Fs, PCBs indicadors, PCBs similars a dioxines, PBDEs, DDTs
i HCB en l'oli de peix de la validacié del metode es mostren en la Taula 2.15. El limit de
deteccio es va estimar com la concentracié de cada COP equivalent a tres vegades la senyal del

soroll.
Taula 2. 155. Resultats de la validacio del métode de COPs.
cop Concentracié  Precisi6  Exactitud Incertesa cop Concentracid Precisi6  Exactitud Incertesa

(pe/g) (%) (%) (%) (pe/g) (%) (%) (%)
HCB 14.3 x 10E3 0.62 - 12 PCB-157 545 1.0 95 7.9
2DDT 12.5x 10E4 13 - 17 PCB-167 1.06 x 10E3 1.0 98 5,7
PCB-28 2.38 x 10E3 2.6 97 17 PCB-169 17.3 3.0 98 10
PCB-52 6.31 x 10E3 2.5 94 8.3 PCB-189 153 0.87 94 8.3
PCB-101 11.1 x 10E3 1.5 92 10 >dI PCB 27.0 x 10E3 1.1 96 53
PCB-153 30.3 x 10E3 1.6 94 8.7 SdI PCB(TEQ) 12.9 0.64 97 7.1
PCB-138 25.4 x 10E3 2.0 96 9.5 2,3,7,8-TCDF 7.19 1.6 99 13
PCB-180 8.46 x 10E3 0.40 94 9.7 1,2,3,7,8-PeCDF 1.12 1.0 93 12
SmkPCB  83.9 x 10E3 0.95 98 6.7 2,3,4,7,8-PeCDF 1.17 4.1 94 12
BDE-28 602 0.21 93 3.6 1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.26 2.0 98 9.2
BDE-47 11.3 x 10E3 0.93 91 11 1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.44 1.0 99 8.0
BDE-99 282 1.2 94 7.4 2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.42 2.3 98 8.6
BDE-100 1.65 x 10E3 0.79 92 10 1,2,3,7,8,9-HxCDF <LD - - -
BDE-153 43.6 4.9 99 6.3 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.16 2.3 98 9.1
BDE-154 763 0.84 91 12 1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.03 - - -
BDE-183 5.63 4.4 95 7.8 OCDF 0.03 - - -
BDE-209 31.00 17.9 94 22 2,3,7,8-TCDD 0.36 0.26 96 8.0
>PBDE 14.6 x 10E3 0.83 96 10 1,2,3,7,8-PeCDD 0.18 0.14 100 5.9
PCB-81 3.93 0.21 94 8.7 1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.04 - - -
PCB-77 89.7 1.5 91 12 1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.45 1.5 98 7.9
PCB-105 6.35 x 10E3 0.14 89 18 1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.10 7.2 96 14.3
PCB-114 368 1.3 100 5.7 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.20 4.6 97 9.5
PCB-118 16.2 x 10E3 2.0 99 4.9 OCDD 0.20 - - -
PCB-123 238 2.5 96 8.7 SPCDD/F 12.4 1.6 99 7.1
PCB-126 80.2 0.74 99 6.5 SPCDD/F(TEQ) 2.09 0.49 97 7.7
PCB-156 1.99 x 10E3 0.71 90 12

La incertesa final del métode d’analisi que mostra la taula anterior s’ha expressat com a
incertesa estesa, que s’obté multiplicant aquest valor per 2. Aixo significa que existeix un 95%
de probabilitats de trobar el valor real dins d’aquest rang de concentracions. Les Taules 2.16 i
2.17 mostren com s’ha calculat aquest parametre. Es pot trobar més informacié sobre les
dades de la validacié en I'annex de la present tesi doctoral.

Taula 2. 16. Calcul de la incertesa de la validacié del métode (1).

Incerteses (%)

U patré U sistema instrumental U mostra Incertesa Incertesa
U patré U precisié U exactitud U precisié U exactitud estesa
PCB 28 0.58 0.71 8.30 1.48 1.98 8.70 17.4
PCB 52 0.58 1.07 1.41 1.43 3.42 4.14 8.29
PCB 101 0.58 0.86 0.95 0.87 4.73 5.01 10.0
PCB 153 0.58 0.72 2.53 0.93 3.32 4.37 8.74
PCB 138 0.58 1.09 3.68 1.14 2.50 4.76 9.51
PCB 180 0.58 0.50 3.50 0.23 3.28 4.86 9.72
SPCB ind 0.58 0.73 2.95 0.46 1.18 3.34 6.69
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Taula 2. 17. Calcul de la incertesa de la validacio del métode (2).

Incerteses (%)

U patré U sistema instrumental U mostra Incertesa Incertesa
Upatré U precisid U exactitud U precisio U exactitud estesa
PCB 81 1.15 0.17 2.00 0.12 3.67 4.34 8.68
PCB 77 1.15 0.42 1.52 0.86 5.42 5.82 11.7
PCB 123 1.15 0.33 3.21 1.43 2.30 4.37 8.74
PCB 118 1.15 0.16 1.77 1.15 0.41 2.45 4.89
PCB 114 1.15 0.30 2.47 0.73 0.10 2.84 5.68
PCB 105 1.15 0.36 5.83 0.08 6.80 9.04 18.1
PCB 126 1.15 0.26 2.83 0.43 0.88 3.22 6.45
PCB 167 1.15 0.36 2.18 0.58 1.25 2.85 5.69
PCB 156 1.15 0.30 0.68 0.41 5.78 5.95 11.9
PCB 157 1.15 0.43 2.05 0.58 3.10 3.95 7.91
PCB 169 1.15 0.57 4.36 1.73 1.02 4.98 9.95
PCB 189 1.15 0.22 1.88 0.50 3.45 4.13 8.26
>TEQ PCB cop 1.15 0.23 2.90 0.37 1.60 3.53 7.06
YPCB cop 1.15 0.06 0.19 0.63 2.27 2.63 5.26
2378-TCDF 2.89 0.42 5.74 0.92 0.77 6.55 13.1
12378-PeCDF 2.89 0.54 3.52 0.59 4.01 6.12 12.2
23478-PeCDF 2.89 0.41 3.12 2.39 371 6.14 12.3
123478-HxCDF 2.89 0.40 3.08 1.17 1.37 4.61 9.21
123678-HxCDF 2.89 0.59 2.61 0.58 0.53 4.01 8.03
234678-HxCDF 2.89 0.53 2.67 1.33 0.91 4.28 8.56
123789-HxCDF 2.89 1.06 3.49 - - - -
1234678-HpCDF 2.89 0.74 3.03 1.35 1.02 4.57 9.14
1234789-HpCDF 2.89 1.05 0.62 - - - -
OCDF 2.89 0.94 3.00 - - - -
2378-TCDD 2.89 1.17 1.33 0.15 2.16 4.02 8.04
12378-PeCDD 2.89 0.34 0.47 0.08 0.16 2.95 5.90
123478-HxCDD 2.89 0.82 1.75 - - - -
123678-HxCDD 2.89 0.83 1.97 0.84 141 3.95 7.90
123789-HxCDD 2.89 0.41 4.48 4.15 2.37 7.17 14.4
1234678-HpCDD 2.89 0.36 2.06 2.68 1.65 4.75 9.51
OCDD 2.89 1.02 1.86 - - - -
STEQ PCDD/F 2.89 0.20 1.84 0.28 1.71 3.85 7.70
52,3,7,8 PCDD/F 2.89 0.23 1.86 0.64 0.59 3.56 7.11
BDE-28 1.15 0.39 0.55 0.12 1.18 1.79 3.57
BDE-47 1.15 0.58 0.42 0.54 5.38 5.57 11.2
BDE-100 1.15 0.18 0.70 0.67 3.36 3.68 7.37
BDE-99 1.15 0.91 0.89 0.46 4.78 5.10 10.2
BDE-154 1.15 0.33 0.05 2.80 0.81 3.15 6.31
BDE-153 1.15 0.49 1.64 0.48 5.46 5.86 11.7
BDE-183 1.15 0.57 0.14 2.57 2.63 3.90 7.79
BDE-209 1.15 1.44 3.77 10.32 0.51 11.2 223
>PBDE 1.15 0.84 2.35 0.48 4.67 5.44 10.9
HCB 0.58 0.72 0.07 0.36 6.08 6.33 12.7
2,4'-DDE 0.58 1.13 1.45 0.76 3.85 4.29 8.58
4,4'-DDE 0.58 0.99 1.20 1.07 4.75 5.01 10.0
2,4'-DDD 0.58 0.33 0.26 4.01 4.75 6.43 12.9
4,4'-DDD 0.58 1.27 1.49 6.20 9.67 11.6 23.1
2,4'-DDT 0.58 2.95 0.01 4.17 11.2 12.4 24.8
4,4'-DDT 0.58 4.81 1.42 1.27 16.2 16.9 33.9
>DDT 0.58 1.23 1.00 2.02 8.08 8.49 17.0
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Els resultats d’incertesa per al metode d’analisi global s’han expressat per a cada congénere
individual i per al sumatori de congeneres de cada familia. Pel cas dels PCBs similars a dioxines
i PCDD/Fs, aquest ultim valor s’ha inclos en la taula de validacié en unitats de concentracio
(pg/g) i toxicitat (pg WHO-TEQ/g).

L'exactitud instrumental i de preparacié de la mostra son els parametres que tenen una
contribucid més alta en la incertesa final, encara que no es poden observar diferencies
significants entre els analits determinats per HRGC-ECD (PCBs indicadors, HCB i DDTs) o HRGC-
HRMS (PCDD/Fs, PCBs similars a dioxines i PBDES).

Un fet destacable és que les incerteses corresponents a la suma de congéneres tenen un valor
inferior al dels congéneres per separat. Aixo és degut a que aquest parametre va ser calculat
com a la incertesa de la suma de congéneres, enlloc de la incertesa mitjana obtinguda per cada
un dels congéneres. A pesar d’aix0, no s’observen grans diferencies quan s’expressen aquests
valors en unitats de concentracid (pg/g) o toxicitat (pg WHO-TEQ/g), el que significa que els
congeneres més toxics tenen incerteses semblants als menys toxics.

També es pot observar que tots els analits inclosos en la validacié tenen una baixa incertesa
estesa, inferior al 18% per a tots ells i inferior al 10% per a la majoria de contaminants.
Malauradament, no ha estat possible calcular la incertesa de tots els congeneres —com és el
cas de les dioxines i furans més clorats- ja perque les seves concentracions en I'oli de fetge de
bacalla de referéncia es trobaven per sota dels limits de deteccid, o bé perque els valors
certificats tenien una desviacié estandard massa alta.

Tenint en compte els resultats de la validacié (Taula 2.15), el métode ha demostrat tenir una
bona precisié entre les tres repeticions de I'exercici (amb valors de coeficient de variacié
inferiors al 5%) i bona exactitud amb la concentracié real de cada un dels analits estudiats
(biaixos inferiors al 10%).

Les recuperacions de patré intern per aquells contaminants analitzats d’acord amb el métode
de dilucié isotopica es troben entorn un 50 i 110%. Cap dels blancs analitics va mostrar una
contaminacidé andmala de les mostres. Tots aquests resultats compleixen amb els
corresponents reglaments de la Unié Europea per a I'analisi de PCDD/Fs i PCBs en aliments
(Normativa 1883/2006).

2.6.2. Estudis d’intercalibratge de PBDEs

Com a mesura de I'exactitud dels métodes d’analisi per a PCDD/Fs, PCBs i PBDEs, el Laboratori
Mediambiantal de I'lQS ha participat en els estudis d’intercalibratge en aliments corresponents
als anys 2008, 2009 i 2010 (Interlaboratory Comparison on Dioxins in Food). En aquesta classe
d’estudis, un elevat nombre de laboratoris especialitzats en I'analisi de COPs analitzen les
mateixes mostres. D’aquesta manera cada laboratori pot avaluar I'exactitud de les seves
mesures (si es considera la mitja de tots els valors experimentals com a valor real) tot
comparant-se amb els altres laboratoris.
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En aquests exercicis d’intercalibratge son d’especial interes els resultats corresponents als
PBDEs, doncs el meétode d’analisi ha estat desenvolupat en els anteriors apartats de la present
tesi. A més, el Laboratori Mediambiental de I'lQS mai abans s’havia participat en un estudi
d’aquest tipus pels PBDEs.

Pel cas de I'estudi del 2008, on varen participar 120 laboratoris d’arreu del mén, les mostres a
analitzar van ser de patré de PBDEs (per avaluar I'exactitud instrumental), carn de cérvol, carn
d’anguila i crema de llet. El métode d’analisi aplicat a aquestes mostres va ser el desenvolupat
per a I'analisi de COPs en oli de peix, amb I'excepcié d’una etapa previa d’extraccié en Soxhlet
de la fraccié lipidica de la matriu.

Per a l'estudi d’intercalibratge de PBDEs corresponent a I'any 2009 van participar 103
laboratoris. En aquest cas, les mostres a analitzar van ser les de patré de PBDEs, oli de
mantega, carn de vedella i d’arengada. Novament, les mostres van ser analitzades segons el
meétode posat al punt per PBDEs en la present tesi, amb una etapa prévia d’extraccié en
Soxhlet de la fraccid lipidica.

Finalment, en I'estudi d’intercalibratge de PBDEs de I'any 2010 van participar un total de 94
laboratoris. Les mostres analitzades van ser de patrdé de PBDEs, llet materna, carn de porc i de
truita. Prévia a I'etapa de purificacio, es va dur a terme una extracci6 amb Soxhlet de les
mostres de carn de porc i de truita i una extraccié liquid-liquid pel cas de la llet materna.

Els resultats dels tres estudis es mostren en la Taula 2.18, on es troben representats els nivells
promig de cada PBDE per a cada una de les mostres, la desviacié estandard de I'exercici i el
resultat del Laboratori Mediambiental de I'lQS. Finalment, s’ha calculat el valor de Z (valor
absolut de la diferéncia entre cada valor promig i el del propi laboratori dividit per la desviacid
estandard de I'exercici), parametre que ens permet quantificar I'exactitud de les mesures en
funcié de la dispersid dels resultats.
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Taula 2. 18. Resultats dels estudis d’intercalibratge de PBDEs dels anys 2008, 2009 i 2010.

Intercalibratge 2008 Intercalibratge 2009 Intercalibratge 2010
Promig E;;‘::Z;Irz Valor 1QS VanZr de Promig e[-)s(::;:(j:lr?j Valor 1QS Valc;r de Promig 55::2::»3 Valor 1QS Valc;r de
Patré PBDEs (ng/ml) Patré PBDEs (ng/ml) Patré PBDEs (ng/ml)

BDE-28 25 2.5 23 0.80 25 2.5 26 0.41 25 2.5 24 0.40
BDE-47 25 2.3 25 0.00 24 2.1 25 0.48 25 2.1 23 0.95
BDE-99 25 2.8 24 0.36 25 2.4 27 0.84 25 2.0 23 1.0
BDE-100 26 3.1 25 0.32 25 2.3 26 0.43 25 2.0 25 0.00
BDE-153 26 2.6 25 0.38 26 2.3 26 0.00 25 2.5 26 0.40
BDE-154 26 2.1 25 0.48 25 2.1 25 0.00 25 2.5 25 0.00
BDE-183 25 3.0 26 0.33 24 2.4 26 0.84 25 3.3 26 0.31
BDE-209 94 12 84 0.82 86 7.1 90 0.56 100 10 104 0.40

Crema (ng/g) Oli de mantega (ng/g) Llet materna (ng/g)
BDE-28 0.91 0.74 0.60 0.42 18 4.0 18 0.00 2 0.76 <LD -
BDE-47 23 11 24 0.09 270 65 264 0.09 20 5.0 59 7.8
BDE-99 14 5.2 14 0.00 136 30 138 0.07 4 1.6 29 15
BDE-100 3.5 1.6 5.5 1.2 27 6.5 28 0.15 6.4 1.7 11 2.8
BDE-153 2.4 0.94 2.7 0.32 113 20 111 0.10 22 4.8 30 1.7
BDE-154 2.1 1.1 2.6 0.44 16 5.0 15 0.20 0.7 0.22 <LD -
BDE-183 1.5 1.5 1.5 0.00 36 8.6 37 0.12 0.81 0.25 <LD -
BDE-209 41 25 44 0.12 30 18 - - 5.6 4.0 268 66

Cérvol (ng/g) Vedella (ng/g) Porc (ng/g)
BDE-28 0.8 0.45 0.74 0.13 13 0.65 1.7 0.62 1.6 0.67 <LD -
BDE-47 13 7.2 19 0.84 44 14 46 0.15 274 63 281 0.11
BDE-99 6.4 3.5 6.1 0.09 42 11 48 0.55 400 88 393 0.08
BDE-100 1.5 0.93 5.0 3.8 8.6 2.1 8.7 0.05 75 16 74 0.06
BDE-153 2.8 1.4 11 5.9 12 3.2 13 0.31 61 13 59 0.15
BDE-154 0.97 0.66 3.2 3.4 4.6 1.5 4.6 0.00 47 9.4 49 0.21
BDE-183 2.3 1.4 130 88 2.4 13 3.7 1.02 24 7.9 29 0.63
BDE-209 83 49 226 2.9 43 28 266 7.9 22 13 102 6.2

Anguila (ng/g) Arengada (ng/g) Truita (ng/g)
BDE-28 280 87 258 0.25 17 3.9 17 0.00 236 73 252 0.22
BDE-47 13820 2902 14689 0.30 511 107 552 0.38 51226 17417 64653 0.77
BDE-99 480 96 492 0.13 126 28 130 0.14 10114 2731 11549 0.53
BDE-100 7813 2031 7908 0.05 122 32 127 0.16 17850 4998 22267 0.88
BDE-153 1007 211 1028 0.10 23 4.6 26 0.65 2681 751 3057 0.50
BDE-154 1092 229 1133 0.18 57 15 54 0.19 4597 1379 5676 0.78
BDE-183 32 8.3 35 0.36 1.9 0.84 9.0 8.5 8.6 3.4 14 1.6

BDE-209 27 19 62 1.8 22 17 183 9.8 18 12 296 23




Capitol 2. Desenvolupament analitic

Els resultats de I'estudi del 2008 han estat satisfactoris per a la major part de congeneres, tal i
com demostra un 78% dels valors de Z inferiors a 1. No s’han observat problemes a nivell
d’exactitud instrumental en la determinacié dels PBDEs mitjangant HRGC-HRMS (per a I'analisi
del patré tots els valors de Z sén inferiors a 1). Per la mostra de crema -la seva analisi era
especialment important degut a ser una matriu amb un alt contingut lipidic, com I'oli de peix-
tots els valors de Z també sén inferiors a 1, fins i tot pel cas del BDE-209.

Els resultats de la mostra de cérvol sén els que han mostrat una pitjor exactitud, especialment
pel BDE-183 (no es va separar bé cromatograficament d’un interferent). Pel cas de I'anguila,
els resultats tornen a ser satisfactoris, fet que demostra que incloure una etapa préevia
d’extraccié de la fraccié lipidica de la matriu no altera de forma drastica I'exactitud dels
resultats finals. Pel que fa als resultats del BDE-209 —la seva analisi és particularment
complicada-, han estat molt satisfactoris per les mostres de patré i crema, i acceptables pel
cérvol i I'anguila. Tot i aixi, és destacable la dispersid existent entre els resultats obtinguts pels
laboratoris participants.

En I'estudi del 2009 un 87% dels resultats obtinguts tenen valors de Z inferiors a 1, pel que es
consideren aquests com a satisfactoris. A diferencia de I'exercici de I'any anterior, el seu valor
per a totes les matrius analitzades ha estat similar.

Finalment, en I'estudi d’intercalibratge corresponent a I’'any 2010 el 63% de les concentracions
determinades pels PBDEs tenen valors de Z inferiors a 1, pel que en general els resultats son
satisfactoris. Tot i aixi, aquest valor és inferior al d’altres anys, doncs la mostra de llet materna
no s’ha pogut analitzar correctament degut a problemes de recuperacié (cal tenir en compte
que el metode validat en la present tesi doctoral és per oli de peix).

Tal i com s’ha observat repetidament durant el desenvolupament metodologic per als PBDEs i
la seva validacié, el BDE-209 mostra un comportament molt diferent al de la resta de
congeneres estudiats. Aixdo es deu a que al tractar-se d’un compost decabromat, el seu pes
molecular és molt superior al de la resta d’analits, i per tant té un comportament fisico-quimic
molt diferent. També es tracta d’'un contaminant que tendeix a degradar-se facilment
(Kierkegaard et al., 2009), fet que genera problemes de recuperacié de patré intern durant la
seva analisi.

Seguint el mateix meétode d’analisi de PBDEs, també es va participar en un estudi
d’intercalibratge per a cendres i sols del 2009 (14™ Round of the International Intercalibration
Study). Les mostres analitzades van ser un patré de PBDEs i quatre sediments. Els valors de Z
per a tots els congéneres van ser inferiors a 1 excepte pel BDE-183 (entre 1 i 2 per tres dels
quatre sediments). Tot i aixi, aquests resultats demostren que el métode d’analisi té una
elevada exactitud i és forca robust pel que fa al tipus de mostra.

En general, aquests resultats —juntament amb la validacié del metode exposada anteriorment-
fan palés que el métode desenvolupat permet analitzar satisfactoriament PCDD/Fs, PCBs,
PBDEs i diversos plaguicides organoclorats en oli de peix.
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2.7. Analisi de mostres reals d’oli de peix

Per tal de provar el bon funcionament del meétode d’analisi de COPs en oli de peix que s’ha
desenvolupat, s’han realitzat dos estudis amb mostres reals, cada un d’ells amb diferent
finalitat. Aix0 no només permetra avaluar la robustesa del métode, sind que aportara
informacid experimental dels nivells habituals de COPs en els olis de peix.

Els estudis que s’han portat a terme han estat els segiients:

e Nivells de COPs en oli de peix amb diferent finalitat (consum huma o animal), origen i grau
de refinament (9 mostres).

¢ Nivells de COPs en complements nutritius enriquits amb oli de peix (15 mostres).

A continuacid es descriuen cada un d’aquests estudis.

2.7.1. Nivells de COPs en olis de peix amb diferent finalitat i origen.

Per a aquest estudi s’han analitzat un total de 9 mostres. Aquestes olis eren destinats al
consum huma —i per tant havien estat sotmesos a processos de refinament més exigents- o al
consum animal —que practicament es tractava de I'oli en cru-. Els olis també tenien diferents
origens —Espanya, Xile o Nord d’Europa-, encara que no totes elles tenien una procedencia
coneguda amb molta exactitud. La Taula 2.19 resumeix les principals caracteristiques de cada
mostra.

Taula 2. 19. Mostres d’oli de peix analitzades.

Mostra Procedéncia Consum Tipus d’oli Tipus de peix

Oli1 Espanya Animal Cru *

Oli 2 Xile Animal Semirefinat *

Oli 3 Espanya Huma Refinat Salmé
Oli4 * Huma Refinat *

oli 5 * Animal Refinat Salmé
Oli6 Espanya Animal Refinat Tonyina
oli 7 Espanya Animal Cru Tonyina
oli 8 Nord d’Europa Animal Refinat Salmé
oli9 Nord d’Europa Animal Cru Salmé

*Dades desconegudes

Es van realitzar les analisis de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs, HCB i DDTs de cada un dels olis d’acord
amb el metode d’analisi validat en I'anterior apartat. Els resultats es mostren en les seglients
taules (Taules 2.20 i 2.21). Seguint el mateix criteri emprat en la validacid metodologica, el
limit de deteccid s’ha determinat com la concentracié de contaminant equivalent a tres cops la
senyal del soroll. Pel cas dels sumatoris de families de contaminants, per aquells analits que
han estat inferiors al limit de deteccid s’ha sumat el valor d’aquest ultim (valor upperbound).
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Taula 2. 20. Nivells de COPs en les mostres analitzades.

Contaminant FO1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9
PCDD/Fs (pg/g)

2,3,7,8-TCDF 4.39 0.37 <0.21 0.13 0.45 1.54 1.29 14.9 14.0

1,2,3,7,8-PeCDF 1.28 <0.08  <0.13 0.09 0.13 0.66 0.70 2.41 2.47

2,3,4,7,8-PeCDF 3.01 <0.08  <0.13 0.12 0.26 1.19 1.21 6.69 6.21

1,2,3,4,7,8-HXCDF <0.31 <0.27 <0.33 <0.15 <0.09 <0.10 1.70 0.74 0.85
1,2,3,6,7,8-HXCDF <0.30 <0.25 <0.32 <0.14 <0.10 <0.10 0.72 0.71 0.83
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.41 <0.24 <0.33 <0.14 0.09 <0.12 0.83 0.75 0.83
1,2,3,7,8,9-HXCDF <0.46 <0.31 <0.42 <0.18 0.07 <0.13 <0.40 <0.31 <0.59
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.17 <0.08 <0.16 <0.09 0.10 0.15 4.04 0.22 <0.36
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF <0.17 <0.14 <0.25 <0.15 <0.11 <0.10 0.81 <0.25 <0.65

OCDF 0.50 <0.13 <0.25 <0.13 0.12 0.45 2.26 <0.17 <0.40
2,3,7,8-TCDD 0.25 <0.07 <0.30 <0.09 <0.08 0.09 <0.10 0.45 <0.38
1,2,3,7,8-PeCDD 0.64 <0.18 <0.27 <0.11 0.14 0.35 0.30 1.57 1.55

1,2,3,4,7,8-HxCDD 034 <012 <027 <0.14 <0.09 <0.09 <020  0.32 0.54
1,2,3,6,7,8-HxCDD <020 <0.13 <029 <0.16  0.15 0.21 0.21 1.49 1.30
1,2,3,7,8,9-HxCDD <020 <013 <029 <016 011  <0.10  0.24 051  <0.46
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD ~ 0.65 0.11 <0.17 0.3 0.44 1.06 1.86 1.66 1.47

OCDD 2.44 0.30 0.33 0.44 0.77 8.19 7.74 4.60 2.82
3 PCDD/F 16.6 2.98 4.45 2.55 3.30 14.1 24.6 37.8 35.7
3 PCDD/F-TEQ 3.14 0.48 0.90 0.39 0.48 1.30 1.67 7.48 7.12
PCBs similars a dioxines (pg/g)
PCB 81 42.2 2.96 0.74 <1.00 3.09 125 <28.1 80.6 59.6
PCB 77 560 44.3 14.7 114 81.0 492 278 993 843
PCB 123 365 99.5 13.6 14.7 49.0 190 1122 688 795
PCB 118 13723 563 423 333 1312 4316 5824 21624 21446
PCB 114 216 7.95 7.10 6.00 23.6 80.8 112 279 247
PCB 105 4544 223 166 126 568 1041 1451 6623 5874
PCB 126 158 10.1 3.61 2.08 14.5 46 74.0 128 109
PCB 167 1990 50.0 83.3 334 89.4 572 1003 2446 2152
PCB 156 3397 76.8 132 55.6 151 900 1336 3343 3230
PCB 157 669 17.0 284 14.2 36.4 198 298 938 851
PCB 169 35.0 1.38 0.93 <1.15 1.58 23.2 45.6 30.7 24.9
PCB 189 457 9.13 24.7 9.26 15.8 127 219 466 422
2 dI-PCB 26155 1105 898 608 2346 8110 11791 37639 36053
2 dI-PCB-TEQ 20.2 1.17 0.52 0.31 1.77 6.04 9.6 18.5 16.3
PBDEs (ng/g)
BDE-28 202 38.4 9.03 13.3 55.3 193 145 387 358
BDE-47 4729 536 293 345 783 4063 3589 6106 5657
BDE-99 732 120 78.4 110 210 617 569 953 857
BDE-100 1945 92.0 71.4 92.6 158 1534 1232 1772 1630
BDE-153 198 7.97 14.4 18.4 26.7 240 146 302 274
BDE-154 576 39.9 43.8 57.1 68.7 776 666 920 839
BDE-183 10.4 1.08 3.18 1.92 14.5 10.6 7.45 20.2 19.1
BDE-209 843 78.0 987 590 <118 1138 1138 <107 343
> PBDE 9237 913 1500 1229 1434 8572 7493 10568 9977

LD: Limit de deteccid
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Taula 2. 21. Nivells de COPs en les mostres analitzades.

Contaminant FO1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9
PCBs indicadors (ng/g)
PCB 28 0.80 <0.13 <0.16 <0.16 <0.13 0.39 0.40 1.80 1.75
PCB 52 2.66 <0.16 <0.21 <0.21 0.62 1.09 0.82 5.95 5.58
PCB 101 6.48 0.73 <0.15 <0.15 1.37 3.99 2.82 14.2 121
PCB 118 15.1 0.76 0.69 <0.24 1.59 5.23 4.13 25.6 24.7
PCB 153 74.0 1.53 2.54 0.95 2.79 22.4 17.6 93.3 87.3
PCB 138 49.0 1.04 1.75 0.71 2.05 14.7 9.60 59.6 54.6
PCB 180 35.3 0.75 1.67 <0.16 1.02 115 8.76 329 31.6
3 PCBind 183 5.10 7.17 2.59 9.56 59.3 441 233 218
DDTs i HCB (ng/g)

HCB 17.2 8.92 <0.32 <0.32 9.36 14.6 12.8 15.0 14.7
2,4'-DDE 9.53 <0.62 <0.80 <0.80 <0.62 10.6 9.34 <0.74 <0.74
4,4'-DDE 67.7 17.6 6.98 15.4 135 73.9 64.3 76.1 72.2
2,4'-DDD 17.0 5.99 <0.84 4.84 4.96 15.3 11.2 27.1 25.6
4,4'-DDD 8.04 5.50 417 3.38 6.22 23.2 135 16.6 11.8
2,4'-DDT 6.73 7.91 7.64 4.31 8.76 10.3 9.33 11.0 25.9
4,4'-DDT 13.8 <7.53 30.3 <972 <7.52 16.5 13.9 17.5 17.2

> DDT 123.0 45.1 51.0 38.8 41.6 150.0 121.0 149 153

LD: Limit de deteccid

Analitzant els resultats s’observa que, a nivell general, els PCBs indicadors i els plaguicides
organoclorats son els contaminants que presenten concentracions més elevades (de I'ordre
dels ng/g). Per altra banda, les PCDD/Fs sén els contaminants que mostren nivells més baixos
(de I'ordre dels pg/g), tal i com sol ser habitual en aquest tipus de mostres (Nacher-Mestre et
al., 2009).

Si es relaciona els nivells de contaminants de cada oli de peix amb la seva finalitat, es pot
observar que les mostres destinades al consum huma —Olis 3 i 4- presenten concentracions
molt més baixes que les que sén destinades al consum animal. Aixd possiblement es deu a que
se les ha tractat especificament per reduir-ne la seva concentracid (veure apartat 1.4 del
primer capitol) i aixi complir la legislacié vigent per alimentaci6 humana (Reglament
1881/2006).

Tot i aixi, és destacable el cas dels olis de tonyina 6 i 7, que es corresponen al mateix oli de peix
perd en diferent estat, refinat i sense refinar respectivament. El procés de refinat ha disminuit
la seva concentracié de PCDD/Fs en un 40% i la de PCBs similars a dioxines en un 30% (d’acord
amb les observacions formulades per Hilbert et al., 1998), tal i com es mostra en la Figura 2.28.
El procés no ha afectat significativament els nivells dels altres contaminants. Tanmateix,
aquest fenomen no s’ha observat pel cas dels olis 8 i 9, que es corresponen al mateix oli de
salmo refinat i sense refinat.
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Figura 2. 28. Nivells de PCDD/Fs (esquerra) i PCBs similars a dioxines (dreta) en olis de tonyina
refinats i sense refinar.

Comparant els resultats amb I'origen de les mostres, I'oli de salmé refinat procedent del nord
d’Europa —Oli 8- té uns nivells de contaminants molt més elevats que els de salmd refinat
espanyol —Oli 3-, tot i que aquest fet possiblement es pugui relacionar també amb el
tractament que ha sofert cada oli. Aquest ultim oli espanyol —Oli 3- presenta uns nivells de
COPs del mateix ordre que I'oli procedent de Xile —Oli 2-, pel que no s’observen diferéncies
significatives entre aquestes dues mostres de diferent origen.

En general, els olis de peix produits a partir de salmé (Olis 8 i 9) presenten nivells més elevats
de contaminants que els que sén produits a partir de tonyina (Olis 6 i 7). Tot i aixi, amb les
mostres estudiades no es pot discriminar si aix0 es deu a que aquestes especies de peix
bioacumulen els COPs de forma diferent o bé que el salmé procedeix d’aigiies del nord, que
solen estar més contaminades (Asplund et al., 1997).

La contribucié de cada congénere en la suma total de PCDD/Fs, PCBs, PBDEs i plaguicides pot
ser un criteri Util per a la caracteritzacié de les mostres, i pot arribar a determinar 'origen de la
contaminacio o fins i tot quan aquesta va ser produida. Tot i les diferents caracteristiques de
cada un dels olis estudiats, els perfils de contaminants determinats en cada una de les mostres
segueixen el mateix patro.

Els PCDD/Fs mostren una major contribucid per part dels furans de menor grau de cloracié i
dioxines de major grau de cloracid, encara que els olis menys processats (Oli 1) o destinats al
consum animal (Oli 5) també presenten dioxines menys clorades (Figura 2.29). Els olis menys
processats també mostren aquesta proporcié més alta pels furans que per les dioxines, seguint
els perfils tipics per mostres de peix i derivats (Zennegg i Schmid, 2006).
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Figura 2. 29. Perfils de PCDD/Fs per les mostres d’oli de peix 1i 5.

Pel que fa als PCBs similars a dioxines, els seus perfils es troben caracteritzats per una elevada
contribucié dels congeneres -118, -105 i -156, mentre que els PCBs indicadors ho estan pels
congeneres -153 i -138. Els PBDEs mostren nivells elevats de BDE-47 en totes les mostres,
encara que només els olis de consum animal tenen elevades concentracions del congénere -
209. Finalment, els plaguicides organoclorats venen caracteritzats per una elevada contribucié
de 4,4’-DDE —el metabolit més estable del DDT (Scheringer, 2009)- i nivells variables d’"HCB,
gue no és detectable en les mostres destinades al consum huma.

Com es detalla en I'apartat 1.3.6 del primer capitol de la present tesi doctoral, existeixen
nivells maxims legislats de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines en olis de peix destinats a
I’alimentacié humana (Reglament 1881/2006) i animal (Directiva 2006/13/EC). Aquests nivells
estan establerts per al sumatori de tots els congéneres, en unitats de toxicitat (pg WHO-
TEQ/g). Les concentracions maximes es troben definides per al cas de PCDD/Fs i pel sumatori
de PCDD/Fs i PCBs, ja que presenten el mateix tipus d’efecte toxic. Aquests valors es mostren
en la Taula 2.22, juntament amb els resultats dels olis de peix analitzats en aquest estudi.

Taula 2. 22. Nivells maxims de PCDD/Fs i PCDD/Fs+PCBs en oli de peix.

PCDDFs dl-PCBs PCDD/Fs + dI-PCBs
(pg WHO-TEQ/g) (pg WHO-TEQ/g) (pg WHO-TEQ/g)
Nivell maxim en
. ., 2.0 - 10.0
alimentacié humana
Llindar d’intervencio en
. ., 1.5 6.0 -
alimentacié humana
Nivell maxim en
. . 6.0 - 24.0
alimentacié animal
Llindar d’intervencio en
. . 5.0 14.0 -
alimentacié animal
Olil 3.14 20.2 234
Oli2 0.48 1.17 1.65
Oli3 0.90 0.52 1.42
Oli4 0.39 0.31 0.70
Oli5 0.48 1.77 2.25
oli6 1.28 6.04 7.32
oli7 1.51 9.63 11.1
oli 8 7.45 18.5 25.9
oli9 6.91 16.3 23.2
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Comparant els resultats de les mostres d’olis de peix analitzades amb els seus respectius
maxims legislats, es conclou que els olis de peix 2, 3, 4, 5i 6 son aptes tant pel consum animal
com pel consum huma, ja que no superen els respectius nivells maxims de PCDD/Fs i PCDD/Fs
+ dI-PCBs. Tot i aixi I'oli 6 supera el llindar d’intervencié pels PCBs, de manera que caldria
estudiar les causes d’aquesta contaminacié.

Per altra banda, 'oli de peix 1 no és apte per al consum huma degut al seu alt contingut en
PCDD/Fs i PCDD/Fs + dI-PCBs, pero si que ho és per al consum animal. L’oli de peix 7 tampoc és
apte per al consum huma, degut al seu alt contingut en PCDD/Fs + d-l PCBs. Finalment, els olis
de peix 8 i 9 no sén aptes ni pel consum animal ni pel consum huma, doncs superen els nivells
maxims de PCDD/Fs i PCDD/Fs + d-| PCBs.

2.7.2. Nivells de COPs en complements nutritius enriquits amb oli de peix

El peix -juntament amb els productes derivats d’aquest- és un aliment d’elevada importancia
nutritiva pel seu alt contingut en acids grassos w-3, els quals tenen nombroses propietats
beneficioses per la salut humana i animal (Fournier et al., 2006).

Per aquest motiu, durant els ultims anys han aparegut al mercat diversos complements
nutritius enriquits amb oli de peix. Sén presentats com a font alternativa al consum directe de
peix, per tal d'incorporar els acids grassos w-3 a la dieta. Aquests suplements solent presentar
un elevat contingut en EPA i DHA (Howe et al., 2002), habitualment barrejat amb d’altres
components com minerals o vitamines.

Els nivells de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines en suplements nutritius basats en oli de peix
han estat previament investigats a Suissa (Zennegg i Schmid, 2006), Regne Unit (Fernandes et
al., 2006), Irlanda (FSAI, 2002), Japd (Tsutsumi et al., 2007) i Canada (Rawn et al., 2009). Els
PCBs també han estat estudiats al Regne Unit (Fernandes et al., 2006, Jacobs et al., 2004),
Italia (Storelli et al., 2004), Suissa (Zenneg i Schmid, 2006) i Canada (Rawn et al., 2008).
Finalment, els PBDEs han estat estudiats en suplements basats en oli de peix a Beélgica (Covaci
et al., 2007), Canada (Rawn et al., 2009), Xina (Lin et al., 2007), Suissa (Zennegg i Schmid, 2006)
i Regne Unit (Jacobs et al., 2004).

Tot i aixi, hi ha molt poca informacid disponible pel que respecta al mercat espanyol (Jiménez
et al., 1996). Per a aquest motiu, en el present estudi s’han analitzat suplements nutritius
enriquits amb oli de peix adquirits a Espanya, per determinar els seus nivells en PCDD/Fs, PCBs,
PBDEs, DDTs i HCB. També s’ha estimat quina és |'exposicié a aquests contaminants a través
del consum d’aquests productes.

Per completar I'estudi també s’han analitzat diversos complements nutritius basats en olis
vegetals i en minerals, per poder comparar els nivells de COPs i la corresponent ingesta entre
els diferents tipus d’olis. En total, s’han analitzat 15 mostres (Figura 2.30), totes elles
adquirides en farmacies o botigues dietetiques.
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Figura 2. 30. Mostres analitzades en I'estudi de COPs en complements nutritius.

Dels complements nutritius analitzats, 7 eren basats en oli de peix, 5 en oli vegetal —
principalment oli de primula-, i 2 contenien una mescla d’ambdds olis. Finalment s’ha inclos un
ultim suplement basat en minerals (seleni i zinc). Alguns d’aquests productes eren
especialment recomanats per a dones embarassades o amb menopausa. En la Taula 2.23 es
mostra informacié més detallada d’aquestes mostres, aixi com la seva codificacio.
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Taula 2. 23. Caracteristiques dels complements nutritius analitzats.

Codi Composicid principal Altres components* Format Quantitat d’oli Dosi recomanada*
P1 Oli de peix Proteines, carbohidrats i perles 500 mg/perla 2 perles/dia
vitamina E
P2 Oli de peix - ampolla 100% 1 cullerada (3.3. g)/dia
P3 Oli de peix Policosanols, cera perles 450 mg/perla 2 perles/dia
d’abelles
P4 Oli de peix Vitamines i minerals perles 500 mg/perla 1 perles/dia
P5 Oli de peix Vitamines i minerals perles 200 mg/perla 1 perles/dia
P6 Oli de fetge de bacalla  Proteines i carbohidrats perles 410 mg/perla 3-6 perles/dia
P7 Oli de fetge de bacalla Vitamina E perles 500 mg/perla 2 perles/dia
PV1 Oli de peix + Ili Vitamina E perles 418 mg oli de peix/ perla i 46 mg oli 4 perles/dia
lli/perla
PV2 Oli de peix + primula Isoflavones, calci i magnesi perles 150 mg oli de peix/ perla i 200 mg oli 2 perles/dia
pimula/perla
Vi Oli de llavors de Tocoferols perles 400 mg/perla 6 perles/dia
carbassa
V2 Oli de primula Tocoferols, vitamina E perles 497 mg/perla 1-2 perles/dia
V3 Oli vegetal ric en w-6 - perles 360 mg/perla 2-3 perles/dia
V4 Oli de primula Vitamina E perles 500 mg/perla 1 perles/dia
V5 Oli de primula a-tocopherol perles 1 g/ perla 1-2 perles/dia
M1 Seleni i zinc Vitamines A, B6, C, E pastilles 0.6 g/pastilla 1 pastilla/dia

*Segons les recomanacions dels fabricants
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Es van analitzar 6 grams d’oli per mostra. Per tal d’obtenir-los, es va haver d’obrir les capsules i
recollir I'oli de I'interior (entorn 0.5 g per perla) fins a reunir la quantitat desitjada. Pel cas de la
mostra mineral, es va haver de realitzar una extraccié previa dels compostos apolars amb tolue
a una mostra de 36 grams, en soxhlet durant 24 hores. L'analisi de COPs es va realitzar d’acord
amb el metode d’analisi que s’ha desenvolupat préviament. Els resultats es resumeixen en la
Taula 2.24. El limit de deteccid s’ha determinat com la concentracié de contaminant
equivalent a tres cops la senyal del soroll.

Taula 2. 24. Concentracions de COPs en els complements nutritius estudiats.

Cod $PCDD/Fs SPCDD/Fs :dI-PCBs 3dI-PCBs $PBDEs PCBind SDDT HCB
pg/s pg TEQ/g pg/s pg TEQ/g  ng/g ng/g ng/g ng/g

P1 12.2 0.63 1666 1.39 0.62 8.15 13.2 0.90

P2 1.60 0.29 4751 0.88 1.15 17.9 25.1 0.19

P3 2.61 0.41 624 0.92 0.46 3.29 13.3 <0.04

P4 29.7 1.26 84.9 0.29 0.19 0.17 1.47 <0.04

P5 4.65 0.33 664 1.17 0.50 3.49 4.00 0.15

P6 7.18 0.9 27806 12.1 18.2 116 184 17.8

P7 15.5 2.4 15819 8.51 8.68 59.3 68.6 12.5

PV1 2.97 0.34 372 0.43 0.11 1.41 2.33 <0.04
PV2 2.08 0.33 872 0.39 0.30 3.29 6.86 0.74
il 1.60 0.21 19.7 0.02 0.08 0.45 0.95 4.48

V2 1.08 0.18 21.2 0.03 0.11 0.91 1.43 0.77

V3 1.89 0.18 28.3 0.02 0.20 0.78 0.69 0.12

V4 1.13 0.16 14.7 0.03 0.11 1.00 1.09 0.40

V5 1.65 0.2 66.6 0.05 0.07 0.89 2.01 3.85

M1 0.55 0.04 491 0.01 0.10 0.48 0.69 0.02

Analisi dels nivells de COPs presents en els complements nutritius.

En la taula de resultats es poden observar importants diferéncies en funcié del tipus d’oli en
que es basa el complement nutritiu. Les mostres amb un contingut més elevat de COPs sén les
basades en oli de peix (P1-P7), seguides per les basades en mescles d’olis de peix i vegetals
(PV1, PV2) i les vegetals (V1-V5). El suplement de seleni i zinc (M1) és la que mostra uns nivells
més baixos per a tots els contaminants.

Aquestes diferéncies poden ser explicades per la propia naturalesa de I'oli. Els COPs en animals
—especialment pel peix- sofreixen un procés de bioacumulacié d’aquests compostos en els
teixits adiposos, i biomagnificacié a través de la xarxa trofica (Kelly et al., 2007). A més, els
peixos tendeixen a acumular més COPs que d’altres especies, degut a la seva baixa capacitat
de metabolitzacié (Voorspoels et al., 2004).

Pel cas dels vegetals, en canvi, aquests son incorporats en les parts exteriors de la planta per
fenomens de deposicid de particules solides presents en I'ambient (Malavia et al., 2007). Quan
I'oli és extret, els COPs sén transferits en aquesta fase. Tot i aixi, no sofreixen fendmens de
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bioacumulacié o biomagnificacio,i per aixdo les mostres vegetals solen presentar nivells més
baixos per aquests tipus de contaminants.

També es pot observar l'elevada variabilitat de concentracions de COPs presents en les
mostres d’oli de peix, molt més elevada que pel cas de les mostres vegetals, on sén totes del
mateix ordre. Es destacable el cas de les mostres P6 i P7, que presenten nivells de PCBs
similars a dioxines molt més elevats que pels altres compostos. Una possible explicacio pot ser
que son els Unics complements nutritius basats exclusivament en oli de fetge de bacalla, una
de les parts més adiposes dels peixos. Aquestes dues mostres també presenten unes
concentracions molt més elevades de DDTs i HCB.

S’han comparat les dades experimentals amb les existents en bibliografia. Respecte a I'Gnic
estudi espanyol existent en oli de peix (Jiménez et al., 1996), els valors per a PCDD/Fs son del
mateix ordre. Contrariament, els nivells de PCBs similars a dioxines sén molt més elevats en el
present estudi. Els valors per a PCDD/Fs, PCBs i PBDEs en oli de fetge de bacalla provinents
d’estudis d’altres paisos (Jacobs et al. 1998, FSAI 2002, Jacobs et al. 2004, Storelli et al. 2004,
Fernandes et al. 2006) son en general més elevats que per I'oli de peix, tal i com també
s’observa en el present estudi.

Tot i ser del mateix ordre de magnitud, les concentracions de COPs observades en els
complements nutritius del present estudi son en general lleugerament més baixes que les
dades publicades. Per exemple, pel cas dels PBDEs Covaci et al. van trobar nivells entre <0.20 i
44 ng/g, Lin et al.(2007) entre 1.96 i 3.72 i Rawn et a/.(2008) entre 0.22 i 30.8 ng/g. Pel cas del
present estudi,els valors es trobaven entre 0.19 i 1.15 ng/g.

No existeix tanta informacio pel cas dels complements nutritius basats en olis vegetals. Tot i
aixi, els nivells determinats en el nostre estudi sén semblants a aquells publicats per Jacobs et
al. (1998), Tsutsumi et al. (2007) o Rawn et al. (2009). En general, en aquest tipus de mostres
els nivells de COPs son inferiors que als presents en suplements nutritius basats en oli de peix,
amb la majoria de congéneres per sota els limits de deteccid o a prop d’ells.

Com s’ha comentat anteriorment, d’acord amb la legislacié vigent (Reglament 1881/2006), els
nivells maxims establerts per la Unié Europea pels olis marins emprats en alimentacié humana
sén de 2.0 pg TEQ/g per PCDD/Fs i 10.0 pg TEQ/g per la suma de PCDD/Fs i PCBs similars a
dioxines (Taula 2. 22). Els mateixos nivells maxims establerts pel cas dels olis vegetals son de
0.75 pg TEQ/g per PCDD/Fs i 1.5 pg TEQ/g per la suma de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines.

Les concentracions de PCDD/Fs detectades en els olis estudiats sén inferiors a aquests nivells,
excepte pel cas de P6 i P7 —ambdues d’oli de fetge de bacalla-. La concentracié de PCBs
similars a dioxines de la mostra P6 era molt elevada (12.1 pg TEQ/g) i, en conseqliéncia,
superava el maxim establert pel sumatori de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines. En la mostra
P7, els nivells de PCDD/Fs superaven els maxims legislats (2.4 pg TEQ/g). La seva concentracié
de PCBs també era forcga alta (8.51 pg TEQ/g), i per aquest fet aquesta mostra també superava
els nivells maxims establerts pel sumatori de contaminants (10.9 pg TEQ/g). Aquests dos
complements nutritius no s’haurien d’haver alliberat al mercat, doncs no compleixen amb la
legislacid vigent.
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Les diferencies existents entre els suplements basats en oli de peix i vegetal també es poden
veure en la contribucié de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines a la concentracié total de TEQ, tal
i com mostra la Figura 2.31.
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Figura 2. 31. Contribucié de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines al total de TEQ.

En els suplements nutritius basats en oli de peix, la major contribucié al total de TEQ és per
part dels PCBs similars a dioxines. Contrariament, en els suplements basats en olis vegetals
tenen una major contribucié les PCDD/Fs. La contribucié dels PCBs en les mostres d’oli de peix
es troben entre un 69% i un 93%, en mostres d’oli mixtes entorn el 45% i per les mostres
vegetals aquesta contribucié és inferior al 20%. Pel suplement M1, basat en minerals en lloc
d’oli, la contribucié de PCBs també és molt baixa (14%).

Aguesta alta contribucié dels PCBs en les mostres d’oli de peix es pot explicar per la baixa
capacitat de metabolitzacié dels peixos per aquest analit (Voorspoels, 2004). Per altra banda,
en els olis vegetals I'origen dels contaminants és basicament per deposicié atmosferica, a on la
contribucié de les PCDD/Fs —expressades en TEQ- poden ser més altes. Aixo es deu a que les
possibles emissions de PCDD/Fs a I'atmosfera sén més altes que pel cas dels PCBs, que
provenen de |'evaporacié d’aquests quan sén en un medi terrestre cap a I'atmosfera.

Entre tots els complements nutritius basats en oli de peix, només la mostra P4 s’escapa
d’aquesta tendéncia; la proporcié de PCDD/Fs és major que per als altres olis (la contribucid
dels PCBs similars a dioxines és del 18%). Aquest complement, a part d’oli de peix, també
contenia diversos minerals. Probablement aquests han contribuit a aquest augment de
PCDD/Fs, ja que el perfil de congéneres és completament diferent a les altres mostres d’oli de
peix.
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Analisi dels perfils dels COPs presents en els complements nutritius.

Les mostres basades en olis vegetals mostren un perfil de PCDD/Fs caracteritzat per la

presencia de pocs congeéneres, dominat per I'OCDD, seguit de I'1,2,3,4,6,7,8-HpCDD i el

2,3,7,8-PeCDF a menor concentracio (Figura 2.32).

pg/g

0.20 - )
Oli vegetal 2

0.15 -

0.10 -

pe/g

0.30 - _
0.25 Olivegetal 4
0.20 A
0.15 -
0.10 A
0.05 - I
0.00 —
KKK K& & &
SIS S AR
o R R R R R R AR O A QR IR0
ARG BN BN VB AT o G o
oW ATATAPAYA A Pap? 4 A\ PATPA T, 008
AP X D 0r GIATOIAY A 2% B 3 A Vo
KVAPADA SO 75 B b VAPA DALY
SN MM

Figura 2. 32. Perfil de PCDD/Fs en mostres d’oli vegetal.

Aquest perfil coincideix amb els observats en altres estudis d’olis vegetals (Montafna et al.,

2006). Els suplements basats en minerals i mescles d’olis de peix i vegetals també tenen un
perfil de PCDD/Fs similar.

Pel que fa als olis de peix, es poden observar diferents tipus de perfils de dioxines. Les mostres

P6 i P7 mostren el perfil tipic per a aquest tipus de mostres, tal i com esta descrit en estudis

previs (Montafia et al., 2006, Shelepchikov et al., 2008), caracteritzat per altes concentracions

de furans de baix grau de cloracié —especialment 2,3,7,8-TCDF-, amb nivells decreixent a

mesura que augmenta el grau d’halogenacié del congenere. Pel cas de les dioxines s’observa el

fenomen invers, amb major preséncia dels congéneres més clorats. La Figura 2. 33 mostra el

cas de I'oli de peix 7.

Altres mostres -com P1, P2, P3 i P5- presenten molts pocs congéneres, amb nivells

proporcionalment elevats d’OCDD. Aix0 pot ser degut a que els olis de peix emprats per a

aquests suplements nutritius han estat sotmesos a algun procés de purificacio, que ha reduit el
nivell de PCDD/Fs (Figura 2. 33).

L’oli de peix 4 té un perfil diferent. En aquesta mostra el contingut en furans és més elevat

que pels altres olis, amb una major contribucié de 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF, seguit d’OCDF i

1,2,3,4,7,8-HxCDF. Els nivells de dioxines augmenten amb el grau de cloracié (Figura 2.33). La

raé per la qual el perfil d’aquesta mostra divergeix tant de la resta d’olis de peix pot ser

deguda a la presencia d’altres ingredients —com minerals- en la mostra.
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Figura 2. 33. Perfils de PCDD/Fs en mostres d’oli de peix.
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Els perfils per als PCBs indicadors mostren diferéncies importants entre els olis de peix i els
vegetals. Pel cas dels olis vegetals, només s’han detectat els congéneres -138 (majoritari) i -
153. En canvi, en les mostres d’oli de peix s’han detectat tots els congéneres estudiats, amb un
perfil dominat pel PCB-153 (Figura 2.35).
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Figura 2. 35. Perfils de PCBs indicadors en olis de peix i vegetals.

Aguest fet esta en concordanca amb la informacid publicada pels olis de peix (Jacobs et al.
2002, Jacobs et al. 2004, Zennegg and Schmid 2006, Fernandes et al. 2006, Rawn et al. 2008).
L’acumulacié d’aquests congéneres és degut a la preséncia de clors en substitucié —para,
juntament amb I'abséncia d’hidrogens en posicions veines (especialment en les posicions 3 i
4), que fa que siguin congéneres amb una alta resisténcia a la degradacié metabolica. Per
aquest motiu, el PCB-153 (2,2’,3,3’,5,5’-PCB) és un dels congéneres amb nivells més elevats en
les mostres d’origen animal (Storr-Hansen i Spliid, 1993). Els complements nutritius basats en
mescles d’olis de peix i vegetals mostren un perfil similar a I'obtingut pels olis de peix.

Pel que fa al cas dels PBDEs, el congénere predominant en totes les mostres és el BDE-47 —
independentment de si és una mostra d’origen animal o vegetal-, tal i com certs autors han
publicat anteriorment (Jacobs et al. 2004, Covaci et al. 2007, Zennegg and Schmid 2006, Lin et
al. 2007, Rawn et al. 2009). Tot i aixi, en les mostres d’oli de peix aquesta contribucié és
habitualment superior al 50%, mentre que per les mostres vegetals és inferior al 50%. Pel cas
dels complements de barreja d’olis, el BDE-47 suposa respectivament el 54% i 77% del total de
PBDEs.

Pel que fa a les mostres d’oli de peix, només la mostra P4 té una contribucié de BDE-47 menor
al 50% (29%). Per les mostres d’oli vegetal, la contribucié d’aquest congenere es troba entre el
26% i 48%. Només I'oli vegetal 1 mostra una concentracié d’aquest congénere més elevada
(64%). EI BDE-99 és el segon congénere més abundant, amb menor contribucié en mostres
d’oli de peix (entre un 9% i un 24%) i major en mostres d’oli vegetals (entre un 12% i 49%). La
Figura 2.36 mostra els perfils per a aquest contaminant en els olis P3 i V1.
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Figura 2. 36. Perfils de PBDEs en olis de peix i vegetals.

Una altra diferéncia entre els olis de peix i vegetals es troba en la relacié existent entre els seus
congeneres de PBDEs. La proporcid entre els congéneres -99 i -100 és més alta en les mostres
d’origen vegetal i mineral (amb quocient del 99/100 entre 2.7 i 13) que per les mostres d’oli de
peix (entre 0.6 i 2.0). Pel que fa a la proporcié entre els BDEs -153 i -154, la proporcié 153/154
és menor en mostres d’oli de peix (valors entre 0.2 i 0.5) que pel cas de les vegetals i mineral
(entre 1.1 3.0).

Pel cas dels DDTs i HCB, s’han pogut detectar la majoria de contaminants en totes les mostres.
Novament, existeixen certes diferencies en funcio de I'origen de l'oli. Els perfils corresponents
a les mostres animals tenen una contribucié majoritaria del metabolit 4,4’-DDE, tot i que els
altres isomers del DDT també hi son presents en concentracions notables. L'HCB, en canvi,
presenta nivells molt inferiors en les mostres d’origen vegetal (Figura 2.37).

L'efecte observat és I'invers en la majoria de mostres d’origen vegetal (V1, V2, V4 i V5), on
I’'HCB és el contaminant que té més participacid. La resta de metabolits de DDT presenten
nivells més variables, pero a diferéncia dels olis animals, el 4,4’-DDE no sempre és majoritari
(Figura 2.37). Pel que fa a la mostra mineral, presenta un alt contingut en 2,4’-DDT, degut a
gue en mostres inorganiques no hi ha metabolisi.
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Figura 2. 37. Perfils de DDTs i HCB en mostres d’oli de peix i vegetals.
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Ingesta de COPs a través de complements nutritius.

Les ingestes de COPs han estat estimades multiplicant la concentracié dels contaminants en
cada complement nutritiu per la dosi diaria maxima recomanada pel fabricant (Taula 2. 23).

Les ingestes de PCBs indicadors es troben entre 0.08 ng/dia i 284 ng/dia pel cas de les mostres
d’oli de peix (incloent les de fetge de bacalla) i entre 0.50 ng/dia i 1.79 ng/dia pels olis vegetals.
Pels PBDEs, en les mostres basades en oli de peix les seves ingestes corresponents es trobaven
entre 0.10 ng/dia i 44.8 ng/dia, mentre que per les mostres d’origen vegetal estaven entre
0.06 ng/dia i 0.22ng/dia. Aquests valors es troben en el rang baix respecte a les dades
publicades pel cas d’oli de peix o barreja d’olis animal i vegetal (Jacobs et al. 1998, Storelli et
al. 2004, Covaci et al. 2007, Rawn et al. 2008, Rawn et al. 2009).

Per a la suma de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines, expressant les concentracions en unitats
toxicologiques TEQ, les ingestes estimades van ser més baixes pel cas dels complements
nutritius basats en olis vegetals (entre 0.10 pg TEQ/dia i 0.55 pg TEQ/dia) que pels olis de peix
o barreja d’olis (entre 0.30 pg TEQ/dia i 32.0 pg TEQ/dia). Aquests valors també es troben en el
rang baix respecte a la informacié publicada per altres autors pel cas d’olis marins (Rawn et al.,
2009).

La ingesta causada per la suma de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines deguda als complements
nutritius basats en olis de peix analitzats en el present estudi (entre 0.30 pg TEQ/dia i 3.84 pg
TEQ/dia) és inferior a la produida pel consum directe de peix a Espanya segons diversos autors:
21.5 pg TEQ/dia (Bocio i Domingo, 2005), 24.8 pg TEQ/dia (Fernandez et al, 2004). Només les
mostres basades en oli de fetge de bacalla superarien la ingesta deguda al consum directe de
peix, ja que seria de 32.0 pg TEQ/dia.

Pels PBDEs, Bocio et al. (2007) van publicar ingestes de 30.7 pg TEQ/dia degudes al consum de
peix i marisc a Catalunya. La majoria d’ingestes de PBDEs estimades pels complements
nutritius analitzats en aquest estudi sén molt més baixes que aquest valor (entre 8 i 500
vegades menors). Novament, només pel cas d’una de les mostres basades en oli de fetge de
bacalla (P6), la ingesta d’aquests contaminants seria més alta que la que se’n deriva del
consum directe de peix.

En general, les ingestes calculades per les mostres basades en olis vegetals i mineral sén
inferiors que les d’olis de peix i mescla d’olis, especialment pel cas dels PCBs (indicadors i
similars a dioxines) i PBDEs.

En 'Annex de la present tesi doctoral es pot trobar d’informacié més retallada referent a
aquest estudi.
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Capitol 3.Eliminacio de COPs en oli de peix mitjancant adsorbents solids

3.1. Introduccio

El principal objectiu de la present tesi doctoral és el desenvolupament de técniques per a
I'eliminacié de COPs en oli de peix. En aquest capitol s’ha estudiat I’eliminacié de PCDD/Fs,
PCBs similars a dioxines, PCBs indicadors, PBDEs, DDTs i HCB mitjangcant I'Us d’adsorbents
solids.

Existeix un elevat nombre d’adsorbents comercials, cadascun d’ells amb diferents propietats,
composicio o finalitat. En aquest capitol s’ha estudiat I’eliminacié de COPs en oli de peix amb
adsorbents amb base silicica i base carbonacia.

En I'apartat 3.2 s’ha realitzat un estudi d’alguns adsorbents silicics disponibles comercialment,
amb la corresponent caracteritzacidé de cadascun dels solids seleccionats. Posteriorment s’ha
portat a terme el procés d’eliminacié dels contaminants, a través de condicions inicials
d’adsorcié basades en la bibliografia existent. Els nivells de contaminants anteriors i posteriors
aquest procés s’han determinat mitjancant les metodologies analitiques desenvolupades
durant el capitol 2. Finalment, s’ha estudiat el procés d’adsorcid més a fons mitjangant un
disseny d’experiéncies, a través del qual s’"ha determinat quins factors experimentals afecten
significativament I'adsorcié de COPs i de quina manera.

Analogament, en I'apartat 3.3 s’ha estudiat 'eliminacié de COPs en oli de peix mitjancant
adsorbents carbonacis. Amb aquesta finalitat s’ha realitzat un estudi inicial dels adsorbents
solids disponibles al mercat espanyol, i se n’han caracteritzat les seves propietats fisiques més
importants. Posteriorment, s’ha avaluat la capacitat d’aquests tipus de solids per a I'adsorcio
de COPs en olis de peix, basant les condicions experimentals inicials en les que es trobaven
recollides bibliograficament. Novament, aquest procés d’adsorcié s’ha estudiat de forma més
exhaustiva mitjancant un disseny d’experiéncies, i s’ha optimitzat el metode experimental a
través d’un disseny d’evolucid. Finalment, s’ha avaluat la capacitat de reutilitzacié d’aquesta
classe d’adsorbents per a I’'eliminacié de COPs.

Cal recordar que els olis de peix es consumeixen per les seves propietats beneficioses per la
salut. Per aquest motiu, en I'apartat 3.4 s’han caracteritzat els olis tractats des de un punt de
vista nutritiu —composicié en acids grassos- abans i després dels processos d’adsorcid, per tal
d’avaluar com afecta aquesta etapa a les caracteristiques inicials dels olis. El capitol finalitza
amb I’exposicid de la bibliografia citada en I’apartat 3.5.
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3.2. Eliminacio de COPs amb adsorbents silicics

3.2.1. Els adsorbents silicics

Existeixen diverses publicacions que han estudiat I'eficacia de solids amb base carbd per a
I’adsorcié de PCDD/Fs i PCBs similars a dioxines en diferents tipus de matrius, ja siguin liquides
(Trinh et al., 2006) o bé gasoses (Chang et al., 2008a). Basant-se en les condicions
experimentals d’aquests estudis, en el present apartat s’ha volgut avaluar I'eliminacié de
PCDD/Fs, PCBs i PBDEs en oli de peix mitjangant adsorbents solids amb estructura silicica.

Aqguests adsorbents sdn ampliament emprats en la inddstria quimica per a I'eliminacié de
contaminants organics volatils com el benzé, tolue o diversos cloroalcans (Chang et al., 2008b),
o en la industria alimentaria per la purificacié d’olis (EUBA, 2007). Per aquest motiu s’han
escollit aquests adsorbents, per tal d’avaluar la seva capacitat per |'eliminacié de COPs en olis
de peix.

En l'estudi s’han inclos cinc classes d’adsorbents comercials, cadascun d’ells amb una
estructura diferent: gel de silice, Florisil, XAD-2, bentonites i sepiolites. Amb I'excepcié del
XAD-2 —que es tracta d’un adsorbent polimeric-, tots els adsorbents pertanyen a la familia dels
silicats. L’estructura d’aquests compostos es basa en atoms de silici amb geometria
tetraedrica, amb un atom d’oxigen en cada un dels quatre vertexs. Aquests tetraedres poden
compartir un, dos o tres dels seus vértexs amb d’altres tetraedres, generant aixi estructures de
cadena, doble cadena o plana (Figura 3.1).

N\ _
Y Y
A__A

Figura 3. 1. Diferents estructures dels silicats: cadena (a), doble cadena (b) i plana (c).

Les sepiolites i bentonites pertanyen al grup de compostos silicics amb estructura plana (Figura
3. 1 C), també coneguts com a fil-losilicats. En aquestes estructures els tetraedres de silici
comparteixen tres vertexs amb tetraedres contigus, generant estructures en forma de lamines
planes de composici6 monomerica corresponent a Si,0Os.

Aquesta estructura en forma laminar és la caracteristica més important dels fil-losilicats -que
ve del grec phyllon, que vol dir fulla- (Klein, 1997), i els hi dona una direccid d’exfoliacié
dominant. Degut a aix0, aquest tipus de silicats generalment sén tous, de baixa densitat i
elevada superficie especifica. A continuacid es descriuen amb més grau de detall cada un dels
adsorbents estudiats.
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Sepiolites

La sepiolita és un mineral de color blanquinds, no molt abundant a la terra, i que es troba
principalment a Turquia, Grécia, Espanya, Marroc, Tanzania i als Estats Units. Es un fil-losilicat
de magnesi hidratat de férmula molecular Mg,SigO15(OH),- 6(H,0), i quimicament molt inert.

Aquest adsorbent té una densitat de 2.0 a 2.3 g/cm? i una superficie especifica entorn als 350
m?/g. La seva estructura cristal-lina genera uns canals longitudinals interns, anomenats canals
zeolitics, que son els que realment proporcionen a la sepiolita la capacitat adsorbent en
augmentar considerablement la seva superficie especifica. En la Figura 3.2 es pot observar la
morfologia superficial de la sepiolita, aixi com la seva estructura molecular.

Figura 3. 2. Imatge de la sepiolita obtinguda a través de microscopia electronica d’escombrat
(esquerra) i estructura molecular (dreta), amb els atoms de silici en vermell, magnesi en groc,
oxigen en verd, grups hidroxid en gris i molécules d’aigua en blau (Weaver, 1989).

La sepiolita té moltes aplicacions a nivell industrial, amb finalitats molt diferents. Gracies a la
seva elevada superficie especifica, es fa servir ampliament com a absorbent d’orins en sols o
llits d’animals (gats), aixi com a adsorbents en processos de purificacié del petroli o decolorant
en el filtratge de liquids. També s’empra en diversos processos de clarificacié i floculacié.

En la industria farmacéutica es fa servir com a excipient de principis actius, al tractar-se d’un
solid no toxic, com a additiu en sistemes sota pressid o com a espessidor gracies a les seves
propietats aglomerants.

En la industria alimentaria s’utilitza com a additiu en pinsos animals, i esta reconeguda per la
Unid Europea amb el N2 E-562. Per les seves propietats aglomerants es recomana per a totes
les especies animals fins a un maxim d’un 2% en la dieta, ja que permet reduir la velocitat del
transit intestinal i millorar la digestid (Escribano, 2004).

Bentonites

La bentonita és un mineral forca abundant a la terra, que pertany al grup de les esmectites. Té
estructura laminar formada principalment per montmorillonita, i es tracta d’un silicat hidratat
d’alumini i magnesi. L'estructura de la montmorillonita consisteix en una capa octaedrica
formada per oxids d’elements metal-lics (generalment alumini o magnesi i ferro en petites
guantitats) entre dues capes tetraédriques de silici i oxigen (SiO,). La Figura 3.3 mostra la seva
morfologia de superficie, aixi com la seva estructura molecular.
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¥ &  Capa tetraédrica (Si0y)

;:,::," Capa octaédrica (AlOg ,FeOg)

,”\ Capa tetraedrica (SiOy)

: Ma?* Ca®* Regié insterticial

Figura 3. 3. Imatge de la bentonita obtinguda a través de microscopia electronica d’escombrat
(esquerra) i la seva estructura molecular (dreta) (EUBA, 2007).

En la figura que es mostra en I'estructura de la dreta, els atoms d’alumini poden ser substituits
parcialment per atoms de magnesi o ferro. Aquesta substitucié genera una carrega negativa,
gue es compensa amb l'absorcié de diferents ions -generalment calci, sodi o magnesi-
generant els diferents tipus de bentonites. La seva férmula molecular és
(Al3,Mg0.5)(Sig)0,0(0OH)4Xo.5, on X és el calci, sodi o magnesi que substitueix a I’alumini.

De la mateixa manera que les sepiolites, les bentonites tenen nombroses i molt variades
aplicacions a nivell industrial i comercial. El seu Us més habitual és com a sorra per a la
fabricaci6 de motlles per a diferents materials. També sén emprades com a fangs de
perforacid. En aquest cas la bentonita es troba com a suspensid d’argila en aigua, i s’utilitza en
processos de perforacié de pous de petroli i gas, amb I'objectiu de netejar el fons del pou,
refredant i lubricant la broca o element perforador.

Degut a la seva elevada superficie especifica, les bentonites es poden utilitzar com a adsorbent
en la decoloracié d’olis, o en la purificacié6 d’aiglies contaminades amb olis industrials i
contaminants organics.

Finalment, també sdn solids ampliament emprats en la indUstria alimentaria, com a additiu en
pinsos animals en quantitats aproximadament d’un 1%. Aix0 genera importants beneficis, com
per exemple en els ous dels animals, ja que n"augmenta la produccié en un 15%, la mida en un
10%, i la closca es fa més dura. Actua com a promotor del creixement i pot adsorbir o absorbir
toxines (EUBA, 2007).

Florisil

El Florisil és un producte comercial patentat per la U.S. Silica Company, que esta compost de
SiO, (84.0%), MgO (15.5%) i a Na,SO, anhidre (0.5%). Es tracta d’un solid de reduida mida de
particula, emprat generalment en I'ambit de la cromatografia per a la purificacié de diferents
compostos, com per exemple hormones, hidrocarburs, compostos aromatics o pesticides.
També es fa servir com a decolorant de greixos i ceres.
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Gel de silice

La silica és un mineral format per silici i oxigen, amb férmula SiO,. Es un solid blanc, dur, inert i
amb un punt de fusié molt alt. Té diferents aplicacions industrials, com el reforg¢ de pinturesila
seva proteccid contra atacs quimics, agent filtrant, fase estacionaria cromatografica o en la
fabricacid de vidres i ceramiques.

XAD-2

Aquest solid és d’origen poliméric, i per tant és I'Unic adsorbent del present estudi que no té
base silicica. Es tracta d’una resina hidrofobica copolimerica d’estire-divinilbenze
comercialitzada per Supelco. S'utilitza per adsorbir compostos organics presents en I'aigua,
aire o dissolvents organics.

Tot i aixi, s’ha inclos en I'estudi perque presenta una elevada porositat i superficie especifica
(entorn 300 m?/g). Esta compost per petites boles blanques, d’'una mida entre 0.3 i 0.9
mil-limetres de diametre. Cadascuna d’aquestes petites boles esta formada alhora d’un
conglomerat de petites microesferes, que generen els microporus per on pot penetrar el liquid
(Sigma-Aldrich, 1997). La Figura 3.4 mostra un esquema de la particula de XAD-2.

Particula de

MWicroesferes

HAD-2
Molécules d'adsorbat ~
o— '
Extrem Extrem
hidrafil lipafil
Figura 3. 4. Esquema de una particula de XAD-2 (Sigma-Aldrich, 1997).
Minsorb

Aquest adsorbent és un producte patentat i comercialitzat per Sorbacal, empresa
especialitzada en I'eliminacid de diversos compostos quimics, com l'acid clorhidric, acid
fluorhidric o metalls pesats en gasos. L'eficacia d’aquest adsorbent ha estat provada per
I'adsorcié6 de PCDD/Fs en emissions de plantes municipals incineradores de residus solids
(Leroy et al., 2004). La seva composicié és d’'un 80% fil-losilicat i un 20% dolomita —CaMg
(CO3)y-.
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3.2.2. Caracteritzacio dels adsorbents silicics emprats

Per a la realitzacié de I'estudi d’eliminacié de COPs en oli de peix, s’"han adquirit un total de 11
adsorbents silicics comercials, tots ells basats en les cinc estructures anteriorment
comentades.

Alguns dels adsorbents inclosos en I'estudi es troben disponibles al Laboratori Mediambiental
de I'lQS, ja que es fan servir habitualment per a la purificacié de les mostres (Florisil i silica) o
com a adsorbents en captadors (XAD-2).

Les bentonites calciques Volcansil DE/11 i DE/23 han estat adquirides a través del fabricant
Benesa, i son silicats d’alumini i magnesi hidratats emprats com a terres de blanquejament i
decoloracié d’olis vegetals. Els dos solids es diferencien en la mida de particula; pel Volcansil
DE/11, aquesta és més petita i per tant té una major superficie especifica.

Per altra banda, el Minsorb ha estat adquirit a través I'empresa Sorbacal, tal i com s’ha
comentat en I'anterior apartat.

Finalment, els adsorbents amb estructura sepiolitica (Hexal-H, Pansil, Pansil 400, Pangel B20 i
Pangel B40) han estat facilitats per Tolsa. L’'Hexal-H és un silicat de magnesi hidratat, amb un
minim d’un 75% de sepiolita i un 25% d’altres argiles. El Pansil i el Pansil 400 sén silicats de
magnesi hidratats que es diferencien per la seva superficie especifica, puresa i granulometria,
ja que el Pansil té una puresa en sepiolita del 85%, mentre que en el Pansil 400 és
aproximadament del 65-70%. Son utilitzats com a carrega mineral reforgant en emulsions
asfaltiques.

El Pangel B20 i B40 son silicats de magnesi hidratats modificats organicament, que contenen
un 15% d’una sal d’amoni quaternari. La diferéncia entre els dos es troba en els diferents
agents modificants presents en cada un. El Pangel B40 va ser desenvolupat per productes
d’elevada polaritat, i el Pangel B20 per productes menys polars.

Per tal de caracteritzar aquests solids comercials, se n’ha determinat la seva superficie
especifica. Aquest parametre és un dels més importants per als adsorbents, ja que com major
sigui aquesta superficie major sera la seva capacitat d’adsorcid, en haver més superficie
d’interaccio entre I'adsorbent i I’adsorbat.

Les superficies especifiques dels adsorbents emprats s’han determinat per ajust a la isoterma
de BET -Brunauer-Emmet-Teller-, el qual es basa en I'adsorcid fisica d'una monocapa de gas
inert (generalment nitrogen) en la superficie del solid a caracteritzar (Gregg i Sing, 1982).
Aquesta informacio es recull en la Taula 3.1.
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Taula 3. 1. Adsorbents silicics inclosos en I'estudi.

Superficie especifica

Adsorbent Fabricant (mg) Descripcié
Silica Merk 522% Oxid de silici
Florisil Supelco 152* Silicat de magnesi
XAD-2 Supelco 300 aprox.** Adsorbent polimeric
Volcansil DE/11 Benesa 130* Bentonita calcica
Volcansil DE/23 Benesa 99%* Bentonita calcica
Minsorb Sorbacal 152 * 80% Fil-losilicat/20% Dolomita
[CaMg(COs3),]
Hexal-H Tolsa 184* Sepiolita. Fil-losilicat
Pansil 400 Tolsa 220 aprox** Sepiolita. Silicat de magnesi hidratat
Pansil Tolsa 285%* Sepiolita. Silicat de magnesi hidratat
Pangel B20 Tolsa gg** Sepiolita organofilica. Silicat de magnesi
hidratat modificat organicament
Pangel B40 Tolsa 80** Sepiolita organofilica. Silicat de magnesi

hidratat modificat organicament

*Superficie especifica determinada experimentalment en el laboratori de Ciéncia dels Materials de I'lQS
**Superficie especifica facilitada pel fabricant

Encara que totes elles sdn elevades, es pot observar que les superficies especifiques de cada
un dels adsorbents estudiats sén molt diferents. La silica és el solid que té un major valor per
aquest parametre (522 m?/g), seguida de la XAD-2 i el Pansil (300 i 285 m?/g respectivament).
Contrariament, el Pangel B20 i B40 sén els adsorbents que han mostrat una menor superficie
(89 i 80 m?/g). La resta de solids estudiats tenen unes superficies especifiques entre 100 i 200

m’/g.

3.2.3. Eliminacio de COPs amb adsorbents silicics

En aquest estudi s’ha utilitzat un oli de peix cru amb uns elevats nivells inicials de COPs, per tal
de facilitar I'avaluacié dels diferents processos d’adsorcié portats a terme. Per al cas del
Minsorb, també es va realitzar I'etapa d’adsorcié en un oli refinat (la mostra d’oli de fetge de
bacalla P6, de I'anterior estudi de complements nutritius), amb la finalitat de coneixer si I'estat
de refinament de I'oli pot influir en I'eficacia del procés.

Les concentracions inicials de PCDD/Fs, PCBs similars a dioxines, PCBs indicadors i PBDEs en
ambdds olis es mostren en la Taula 3.2.

Taula 3. 2. Olis de peix emprats en I’estudi d’eliminacio de COPs amb adsorbents silicics.

Olicru Oli refinat
SPCDD/Fs (pg/g) 15.6 7.18
SdI-PCBs (ng/g) 24.8 10.1
SPCBs ind (ng/g) 168 98.3
SPBDEs (ng/g) 8.44 18.2
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Com que no existeixen publicacions anteriors entorn a I'eliminacié de COPs amb aquest tipus
d’adsorbents, les condicions experimentals d’adsorcié s’han determinat basant-se en les
metodologies descrites en la bibliografia per a I'eliminacid6 de COPs amb carbons actius
(Carbonelle et al., 2005; Kawashima et al., 2006). D’acord amb aquests métodes, el procés
d’adsorcié es va realitzar inicialment a una temperatura de 502C, a pressié atmosferica, 1.5%
en pes d’adsorbent i agitacié continua durant 60 minuts.

Els experiments es van realitzar amb 20 g d’oli de peix i 0.3 g d’adsorbent per cada cas. L'oli es
va escalfar amb un bany d’aigua termostatat, i mantenint-se en agitacié. Un cop finalitzat el
procés, I'adsorbent va ser separat de I'oli per filtracio a través d’un filtre d’"HPLC de nylon (0.45
pum, 25 mm de diametre), havent-se centrifugat préviament la mostra.

A nivell experimental, cal esmentar que I'oli analitzat era sense refinar, molt dens i espés, i
presentava moltes dificultats tecniques per fer-lo passar a través del filtre d’HPLC. Aixo
provocava que calgués exercir molta forca sobre la xeringa, el que podria provocar que els
adsorbents més fins passessin a través del filtre, aixi com el trencament d’aquest.

Pel que fa a I'oli refinat, el procés de filtracié va ser molt més senzill i efectiu, el que assegura
gue I'adsorbent quedava totalment separat de I'oli.

Un cop finalitzat el procés d’adsorcid, el nivells de PCDD/Fs, PCBs i PBDEs dels olis tractats van
ser determinats d’acord amb els metodes d’analisi desenvolupats en la present tesi doctoral. A
continuacié es detallen els resultats obtinguts per a cada una de les families estudiades.

Eliminacié de PCDD/Fs

Els nivells totals de PCDD/Fs determinats en I'oli cru i els olis tractats amb cadascun dels
adsorbents estudiats es mostren en la Figura 3.5.
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Figura 3. 5. Nivells totals de PCDD/Fs abans i després del procés d’adsorcid.
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Tal i com s’observa en el grafic, cap dels adsorbents estudiats aconsegueix reduir
significativament els nivells de PCDD/Fs en I'oli de peix. Encara més, per als casos del Pansil,
Pansil 400, Pangel B20 i Pangel B40 els nivells posteriors al tractament sén superiors als
inicials. Possibles explicacions per a aquest fet anomal sén les seglients:

e Contaminacid de la mostra: L'oli de peix es pot haver contaminat durant el procés
d’analisi. Aix0 és poc probable, ja que els resultats obtinguts en els diferents blancs
realitzats no mostren contaminacié.

e Contaminacid dels adsorbents: Els adsorbents presenten una contaminacié inicial de
PCDD/Fs, que passen a l'oli durant el procés d’adsorcid. Aquest fet suposaria el procés
invers al desitjat.

e Mala filtracié dels adsorbents: Si el procés de filtracié no és prou bo, aquest adsorbent
pot crear una suspensié col-loidal en I'oli, de manera que durant el procés analitic
(concretament en fer passar la mostra per la columna de silica multicapa), els
contaminants de I'adsorbent poden ser extrets per I’hexa. Aquests es sumarien als que
provenien de I'oli, donant un nivell final més alt que I'oli original.

Cal destacar que la possibilitat de contaminacié de la mostra a través de I'adsorbent va ser
estudiada més a fons posteriorment. Amb aquesta finalitat, es va realitzar una extraccié amb
tolue en soxhlet durant 24 hores dels possibles COPs presents en deu grams dels adsorbents
suposadament contaminats. Tot i aixi, I'analisi dels extractes no va mostrar uns nivells de
PCDD/Fs suficientment alts com per que expliquessin la contaminacio observada dels olis, pel
gual es descarta aquesta possibilitat.

Tornant als olis tractats, s’han estudiat els resultats per a cada congenere, per tal de
comprovar si hi havia hagut eliminacié selectiva per algun d’ells. Pels casos en que els nivells
totals sén més alts que els de I'oli original, també es pretén estudiar quins congéneres han
provocat aquesta contaminacié. Les Taules 3.3 i 3.4 mostren respectivament les
concentracions i eliminacions de cada congénere de PCDD/Fs en pg/g per I'oli de peix abans i
després dels diferents tractaments. Les eliminacions negatives indiquen que els valors
obtinguts del procés d’adsorcid sén superiors als originals.

També es mostren els nivells totals en pg TEQ/g, i I'eliminacié total, que son les unitats en que
es troben definits els maxims legislats per a PCDD/Fs en olis marins (Reglament 1881/2006). A
més, els valors en pg TEQ/g, donen una idea de si I'eliminacid obtinguda és efectiva i redueix
els nivells dels congéneres més toxics.

Analitzant les dades que es mostren en les taules, s’'observa que les concentracions per a cada
un dels congéneres de PCDD/Fs estudiats no disminueixen significativament després del
procés d’adsorcio. Les eliminacions es troben totes entre un 5% (Hexal-H) i un -75% (Pansil
400), aquest ultim degut a les contaminacions ja esmentades. Si es calculen aquestes
eliminacions en unitats toxicologiques (pg TEQ/g), es troben en un rang entre 2% (Hexal-H) i -
11% (Pansil). En aquest cas I'efecte de la contaminacié no és tant notable, ja que aquesta és
causada per aquells congéneres que tenen un factor d’equivaléncia toxica més baix.

117



Taula 3. 3. Concentracid de PCDD/Fs (en pg/g) en oli de peix cru abans i després del procés d’adsorcio.

Concentracio (pg/g)

Congénere Oli original EXAL-H Silica Florisii XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL400 PANSIL PANGELB20 PANGEL B40
2,3,7,8-TCDF 4.29 427 431 439 414 4.41 4.48 4.56 4.87 4.88 4.79 4.64
1,2,3,7,8-PeCDF 1.31 122 127 122 110 1.19 1.23 1.18 1.22 1.24 1.25 1.26
2,3,4,7,8-PeCDF 3.08 3.00 298 296 284 3.02 2.95 2.93 3.11 3.21 3.07 3.12
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.24 0.25 0.34 037 0.28 <0.27 <0.17 0.62 0.50 0.78 0.38 0.35
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.25 0.22 0.23 0.16 0.19 <0.25 0.18 0.30 0.31 0.41 0.29 0.26
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.25 0.27 0.27 033 0.26 0.31 0.24 0.26 0.33 0.53 0.26 0.26
1,2,3,7,8,9-HxCDF <0.21 <0.16 <0.22 <0.24 <0.27 <0.81 <0.23 <0.18 <0.24 <0.17 <0.27 <0.26
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.75 0.77 0.84 0.78 0.69 0.77 0.80 0.91 1.38 2.22 0.99 0.96
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF <0.22 <0.22 <0.22 <0.20 <0.26 <0.21 <0.21 <0.22 <0.25 0.41 <0.24 <0.27
OCDF 0.59 036 0.74 096 0.70 0.69 0.59 1.36 3.54 3.44 1.79 1.33
2,3,7,8-TCDD 0.21 0.21 0.16 0.16 0.20 0.18 0.25 0.29 <0.15 0.24 0.17 0.21
1,2,3,7,8-PeCDD 0.64 0.64 071 081 0.61 0.64 0.69 0.55 0.61 0.70 0.69 0.70
1,2,3,4,7,8-HxCDD <0.17 0.17 0.17 <0.16 <0.15 <0.28 <0.15 <0.14 <0.17 <0.18 <0.15 <0.19
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.28 <0.17 031 030 0.37 <0.32 0.28 0.29 0.30 0.37 0.30 0.35
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.20 <0.17 <0.16 <0.18 0.22 <0.46 <0.17 0.19 <0.18 0.22 0.21 <0.20
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.60 053 051 049 046 0.50 0.53 0.68 1.25 1.39 0.80 0.72
oCcbD 2.31 217 256 242 239 2.22 2.20 3.19 8.89 6.61 4.32 3.53
Total 2,3,7,8 (Upperbound) 15.6 148 160 161 15.1 16.5 15.3 17.8 27.3 27.0 19.9 18.6
Total 2,3,7,8 (pg TEQ/g) 3.07 299 3.04 313 2389 3.12 3.08 3.04 3.04 3.40 3.14 3.16




Taula 3. 4. Eliminacié de PCDD/Fs (en % de pg/g) en oli de peix cru degut al procés d’adsorcid.

Eliminacio (%)

Congenere EXAL-H Silica Florisii XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL 400 PANSIL PANGEL B20 PANGEL B40
2,3,7,8-TCDF 0.51 -0.35  -2.12 3.59 -2.67 -4.34 -6.2 -13.3 -13.7 -11.4 -8.01
1,2,3,7,8-PeCDF 7.29 3.20 7.21 15.9 9.11 6.53 10.5 7.12 5.46 4.79 3.88
2,3,4,7,8-PeCDF 2.41 3.27 3.88 7.68 1.84 4.02 4.86 -1.06 -4.23 0.16 -1.25
1,2,3,4,7,8-HxCDF -2.49 -39.6 -49.8 -14.2 100 100 -153 -104 -220 -54.1 -41.6
1,2,3,6,7,8-HxCDF 10.7 7.69 379 23.3 100 28.8 -20.7 -22.5 -64.0 -16.1 -3.47
2,3,4,6,7,8-HxCDF 625 -445 -303 -3.76 -22.5 6.91 -4.17 -28.5 -108 -0.31 -0.52
1,2,3,7,8,9-HxCDF - - - - - - - - - - -
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF -2.20 -10.8 -3.29 8.25 -1.57 -6.32 -20.8 -83.3 -194 -31.4 -27.6
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF - - - - - - - - - - -
OCDF 39.6 -24.0 -61.5 -18.6 -16.4 1.53 -129 -495 -478 -201 -122
2,3,7,8-TCDD 1.64 25.1 2543 7.14 13.8 -16.7 -34.6 100 -13.0 22.1 4.12
1,2,3,7,8-PeCDD 0.82 -10.6  -26.0 4.92 0.59 -7.55 13.6 4.40 -9.00 -7.95 -8.68
1,2,3,4,7,8-HxCDD - - - - - - - - - - -
1,2,3,6,7,8-HxCDD 100 -13.2  -874 -346 100 -0.57 -6.53 -9.98 -33.6 -9.27 -27.3
1,2,3,7,8,9-HxCDD 100 100 100 -6.94 100 100 6.25 100 -8.96 -0.43 100
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 10.7 13.6 16.9 22.7 15.4 10.7 -13.6 -110 -133 -33.9 -21.3
ocDD 6.20 -10.8 -4.85 -3.46 4.07 4.60 -38.3 -284 -186 -86.9 -52.8
Total 2,3,7,8 526 -2.32 -3.04 3.12 -5.68 1.81 -14.0 -74.7 -72.7 -27.6 -18.8

Total 2,3,7,8 (% de pg TEQ/g) 2.37 091 -2.18 5.86 -1.64 -0.52 0.88 0.92 -11.0 -2.46 -2.91
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Figura 3. 6. Concentracié de cada un dels congéneres de PCDD/Fs presents en I’oli de peix abans i després dels tractaments amb adsorbents.



Capitol 3.Eliminacio de COPs en oli de peix mitjancant adsorbents solids

Pel que fa a I'augment en els nivells totals pel Pansil, Pansil 400, Pangel B20 i Pangel B40, en la
Figura 3.6 es pot observar que els congéeneres que han contribuit més en la contaminacidé dels
olis sén el 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD/F i sobretot els OCDD/F, que mostren concentracions molt més
elevades després del procés d’adsorcié. També s’observa que la contaminacié per part del
Pansil i Pansil 400 presenten un major augment que el Pangel B20 i B40 en la majoria de
congeneres.

Un cop descartada la possibilitat de contaminacio de les mostres d’oli a través dels adsorbents,
el més probable és que aquest augment de PCDD/Fs d’alt grau de cloracié hagi estat aportat
per part del material de vidre de laboratori emprat durant les analisis, doncs aquests
congéneres es queden adsorbits amb facilitat a la superficie del vidre.

Com s’ha comentat anteriorment, aquest estudi d’eliminacié de COPs també s’ha realitzat amb
un oli refinat, per veure com afecta I'estat de I'oli en el procés d’adsorcid. En aquest cas
I’adsorbent escollit ha estat el Minsorb. Les concentracions de cada PCDD/F de I'oli abans i
després del tractament, aixi com I’eliminacidé que suposa el procés, es mostren en la Taula 3.5.

Taula 3. 5. Concentracions i eliminacions de cada congénere de PCDD/Fs en oli de peix refinat,
abans i després de ser tractats amb Minsorb.

Concentracio (pg/g) Eliminacio (%)
Congénere Oli original Minsorb Minsorb

2,3,7,8-TCDF 3.13 2.72 131

1,2,3,7,8-PeCDF 0.49 0.39 20.0

2,3,4,7,8-PeCDF 0.65 0.60 7.89
1,2,3,4,7,8-HxCDF <0.10 0.30 -
1,2,3,6,7,8-HxCDF <0.11 0.22 -

2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.36 0.34 6.07
1,2,3,7,8,9-HxCDF <0.14 <0.18 -
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF <0.12 0.35 -
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF <0.17 <0.22 -
OCDF <0.20 0.47 -
2,3,7,8-TCDD <0.07 <0.13 -
1,2,3,7,8-PeCDD <0.15 <0.13 -
1,2,3,4,7,8-HxCDD <0.18 <0.13 -

1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.37 0.29 23.3
1,2,3,7,8,9-HxCDD <0.21 <0.14 -

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.27 0.31 -14.8

OCDD 0.46 0.69 -50.3

Total 2,3,7,8 (Upperbound) 7.18 7.59 -5.70

Total 2,3,7,8 (pg TEQ/g) 1.04 1.01 2.73

El baix nivell inicial de PCDD/Fs de I'oli refinat fa que no es puguin quantificar les eliminacions
observades per molts dels congeneres. Tot i aixi no s’ha observat una eliminacié significativa
per a cap d’ells. Pel que fa a les eliminacions totals, aquestes tampoc no soén significatives, ni
pel cas del total en unitats massiques (pg/g) ni toxicologiques (pg TEQ/g).
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Capitol 3.Eliminacio de COPs en oli de peix mitjancant adsorbents solids

Eliminacio de PCBs similars a dioxines

Els nivells totals de PCBs similars a dioxines de I'oli de peix cru inicial, juntament amb el que
s’obté després del procés d’eliminacié de COPs amb cadascun dels adsorbents seleccionats, es
mostren en la Figura 3.7Figura 3. 7.
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Figura 3. 7. Nivells totals de PCBs similars a dioxines abans i després del procés d’adsorcid.

A I'histograma es pot observar que els nivells d’aquests contaminants en els olis tractats no
son molt diferents respecte els que hi havia inicialment en I'oli cru, sent tots del mateix ordre.
Tot i aixi, en alguns casos els nivells de PCBs similars a dioxines han disminuit lleugerament
(Bentonita DE/11, Exal-H o XAD-2), mentre que d’altres han augmentat lleugerament, com sén

els casos del Florisil o el Minsorb.

Per a avaluar més a fons aquest procés, cal estudiar I'eliminacié dels PCBs congenere a
congenere (Taules 3.6 i 3.7). En aquest cas no s’ha pogut estudiar el PCB-81, ja que en l'oli
inicial presentava un valor per sota del limit de deteccié. Per a la resta de congeneres,
I’'adsorbent que mostra unes eliminacions més elevades és la Bentonita DE/11. Aquest solid
aconsegueix una eliminacié total d’'un 12% de la carrega contaminant inicial, tot i que per
alguns congeéneres mostra efectivitats més elevades que per d’altres (per exemple, I’eliminacié
del PCB-189 és d’un 29% i pel PBC-167 d’un 5%).

També s’ha pogut observar una lleugera eliminacié de PCBs per part dels adsorbents Hexal-H i
XAD-2, d’un 6% i 5% respectivament. Novament, s’observa certa selectivitat en |I'adsorcio
d’alguns congéneres; amb I'Hexal-H les eliminacions es troben entre un 19% pel PCB-77 i un
0.3% pel PCB-156. En el cas de la XAD-2, les eliminacions es comprenen entre un 34% pel PCB-
123 i un -7% pel PCB-156.

També és destacable que alguns adsorbents -com els Pansil i el Pangel- no aconsegueixen una
eliminacio total significativa, pero si que sén capacos de reduir el nivell d’algun congénere en
particular. Per exemple, el PCB-189 pateix una eliminacié d’ aproximadament el 22% amb
aquests 4 adsorbents, mentre que pel PCB-167, I'eliminacié és d’un 6%. Respecte al Minsorb,
I’eliminacié aconseguida no és elevada, i tot i que per alguns congeneres hi ha una petita
reduccio, no arriba en cap cas al 10%.
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Taula 3. 6. Concentracié de PCBs similars a dioxines (en ng/g) en oli de peix cru abans i després del procés d’adsorcio.

Concentracié (ng/g)

Congenere Olioriginal EXAL-H Silica Florisii XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL400 PANSIL PANGEL B20 PANGEL B40
PCB 81 <0.001 0.005 0.007 0.008 0.007 <0.03 <0.001 0.011 0.014 <0.019 0.018 0.018
PCB 77 0.21 0.17 0.20 0.19 0.19 0.15 0.21 0.20 0.17 0.24 0.23 0.20
PCB 123 0.23 0.23 0.15 0.19 0.15 0.18 0.14 0.21 0.53 0.62 0.47 0.68
PCB 118 12.4 11.5 12.8 15.3 11.7 10.7 12.4 15.5 12.3 11.5 12.3 11.5
PCB 114 0.22 0.20 023 022 0.20 0.20 0.24 0.21 0.21 0.21 0.21 0.22
PCB 105 4.80 4.56 511 4.85 4.54 4.35 5.15 4.92 4.81 4.69 4.77 4.69
PCB 126 0.17 0.16 0.18 0.17 0.16 0.15 0.19 0.17 0.17 0.16 0.17 0.17
PCB 167 2.19 1.93 2.23 2.02 191 2.07 2.22 2.05 2.07 2.03 2.05 2.07
PCB 156 3.26 3.25 3.43 343 3.49 3.11 3.61 3.64 3.69 3.74 3.64 3.65
PCB 157 0.68 0.67 0.74 0.72 0.68 0.59 0.78 0.69 0.73 0.73 0.71 0.71
PCB 169 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
PCB 189 0.56 0.59 0.68 0.58 0.50 0.42 0.73 0.46 0.46 0.46 0.46 0.47

Total dI-PCB (Upperbound) 24.8 23.3 25.8 27.7 23.5 21.9 25.7 28.1 25.3 24.5 25.0 24.2

Total dI-PCB (pg TEQ/g) 215 20.3 225 215 20.3 19.1 231 214 213 20.8 211 211




Taula 3. 7. Eliminacié de PCBs similars a dioxines (en % de pg/g) en oli de peix cru degut al procés d’adsorcid.

Eliminacio (%)

Congenere Hexal-H  Silica Florisii  XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL 400 PANSIL PANGEL B20 PANGEL B40
PCB 81 - - - - - - - - - - -
PCB 77 19.3 3.34 7.49 7.51 26.2 0.55 5.09 -7.82 -13.8 -11.5 3.84
PCB 123 0.99 34.3 17.8 34.2 22.7 40.6 8.49 -127 -164 -100 -191
PCB 118 6.84 -3.24  -23.6 5.71 13.7 -0.20 -25.1 0.38 6.74 0.66 7.34
PCB 114 9.65 -4.37 223 7.88 10.8 -8.43 4.47 2.81 3.03 3.02 2.41
PCB 105 5.04 -6.29 -0.95 5.52 9.43 -7.21 -2.35 -0.09 2.45 0.73 2.49
PCB 126 6.23 -4.87  2.67 6.81 11.7 -7.85 3.26 2.83 5.16 3.30 2.89
PCB 167 11.8 -1.94 7.66 125 5.08 -1.72 6.16 5.06 6.96 6.24 5.09
PCB 156 0.33 -497  -4.99 -7.07 4.88 -10.6 -11.5 -13.2 -14.6 -11.4 -11.7
PCB 157 2.05 -7.70  -5.30 0.66 13.8 -14.1 -1.69 -6.43 -7.04 -3.41 -4.25
PCB 169 0.57 6.81 -12.9 -6.80 5.23 -0.89 -0.59 -10.6 -14.4 -3.93 -13.3
PCB 189 0.61 -13.4 244 15.9 29.2 -23 23.1 23.5 22.2 23.6 21.2

Total dI-PCBs 5.86 -3.91 -11.8 4.99 11.5 -3.73 -13.3 -0.77 2.82 -0.06 3.54

Total dI-PCB (% pg TEQ/g) 5.66 -4.66 0.18 5.45 11.2 -7.58 0.32 1.15 3.27 1.86 1.77




Capitol 3.Eliminacio de COPs en oli de peix mitjancant adsorbents solids

Pel que fa a la selectivitat observada del mecanisme d’adsorcid enfront certs congéneres, el
PCB que globalment s’elimina millor és el -189 (I’eliminacié promig entre tots els adsorbents és
d’un 11%). Tot i aixi,aquest fet no s’ha pogut correlacionar ni amb la seva estructura (el PCB-
169 és molt semblant estructuralment pero no s’elimina tant bé), mida (el PCB-77 és molt més
petit pero alhora és el tercer millor eliminat, 4%) ni concentracid inicial (és intermedia).

Si es comparen les eliminacions totals de PCBs similars a dioxines calculades a partir de les
concentracions massiques (% ng/g) o toxicologiques (% pg TEQ/g), es pot comprovar que
s’obtenen resultats molt semblants. Aixo significa que el mecanisme d’adsorcidé no és selectiu
enfront a la toxicitat —o el que és el mateix, planaritat- de cada congéenere.

Respecte a l'estudi amb olis refinats, la Taula 3.8 mostra les concentracions de cada un
d’aquests congeéneres abans i després del tractament amb I'adsorbent Minsorb, juntament
amb les corresponents eliminacions.

Taula 3. 8. Concentracions i eliminacions de cada congénere de PCBs similars a dioxines en oli
de peix refinat, abans i després de ser tractats amb Minsorb.

Concentracié (ng/g) Eliminacio (%)
Congénere Oli original Minsorb Minsorb
PCB 81 0.005 0.007 -

PCB 77 0.12 0.11 6.73
PCB 123 0.15 0.16 -4.35

PCB 118 <0.001 <0.001 <0.001
PCB 114 0.36 0.33 9.13
PCB 105 5.70 6.15 -7.85
PCB 126 0.08 0.08 3.72
PCB 167 1.10 1.08 1.50
PCB 156 1.85 1.78 3.55
PCB 157 0.48 0.43 9.91
PCB 169 0.02 0.02 -17.8
PCB 189 0.18 0.14 22.6
Total dI-PCB (Upperbound) 10.1 10.3 -2.41
Total dI-PCB (pg TEQ/g) 10.6 10.3 2.91

En aquest cas tampoc s’observa una eliminacié efectiva de PCBs. Tot i aixi, el congenere 189 ha
estat un altre cop el que millor s’ha eliminat, en un 23%. Aixi doncs, I'estat de I'oli no afecta
significativament en el procés d’eliminacié de PCBs similars a dioxines amb adsorbents amb
base silicica.
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Capitol 3.Eliminacio de COPs en oli de peix mitjancant adsorbents solids

Eliminacié de PCBs indicadors

El seglient histograma (Figura 3.8) mostra les concentracions totals de PCBs indicadors en I'oli
cru inicial i els obtinguts després del tractament amb els adsorbents estudiats.
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Figura 3. 8. Nivells totals de PCBs indicadors abans i després del procés d’adsorcid.

Analogament als seus homolegs similars a dioxines, les eliminacions totals de PCBs indicadors
amb adsorbents silicics és practicament nul-la. Només la XAD-2 sembla haver reduit
lleugerament aquests nivells inicials. Per contrapartida, alguns adsorbents —com el Pansil- han
augmentat la concentracié inicial d’aquest contaminant.

La Taula 3.9 mostra les concentracions de cadascun dels congéneres estudiats en ng/g, mentre
que la Taula 3.10 mostra el percentatge d’eliminacié obtinguda amb el procés d’adsorcio
respecte les concentracions de I'oli inicial.

Tot i que no molt elevada, només amb I'Us de la XAD-2 es pot observar una disminucié del
total de PCBs indicadors (8%). Per a la resta d’adsorbents les eliminacions han estat molt
baixes, de I'ordre de I'error experimental (veure la validacié del metode per a I'analisi de COPs
en oli de peix de I'apartat 2.5 de la present tesi), pel que no sén significatives.

Tot i aixi, és destacable I’eliminacié del congénere 101 en el procés d’adsorcié amb Pansil 400 i
Pangel B40, d’'un 79% en ambdds casos. Malgrat tot, aquest fet no té repercussid en
I’eliminacié global de PCBs, ja que en aquest oli el PCB-101 es trobava a una concentracio
inicial molt baixa.

Per altra banda, en la Taula 3.11 es mostren les concentracions de PCBs indicadors en I'oli
refinat de fetge de bacalla, abans i després de ser tractat amb Minsorb. En ella no s’observa
una eliminacio significativa per cap dels congeneres estudiats. Per aquest fet, s’arriba a la
conclusié que 'estat de I'oli no afecta a I’eficacia del procés d’adsorcid.
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Taula 3. 9. Concentracio de PCBs indicadors en oli de peix cru abans i després del procés d’adsorcid.

Concentracié (ng/g)

Congenere Oli original EXAL-H Silica Florisil XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL 400 PANSIL PANGEL B20 PANGEL B40
PCB 28 0.81 0.84 0.84 0.85 0.75 0.81 0.81 0.73 0.90 0.94 0.87 0.89
PCB 52 2.61 2.55 2.51 2.62 2.39 2.68 2.59 2.55 2.81 2.99 2.81 2.93
PCB 101 6.37 6.52 6.30 6.30 6.03 6.69 6.62 6.15 1.36 6.02 6.79 1.34
PCB 153 74.1 73.9 74.0 74.4 66.4 77.4 73.2 73.3 75.1 79.0 76.9 77.4
PCB 138 48.8 50.5 50.2 50.5 46.2 52.4 50.5 47.1 50.7 54.9 52.1 52.5
PCB 180 35.3 35.7 35.2 35.8 32.6 36.8 35.4 35.3 38.1 39.7 38.9 40.9

Total PCB ind 168 170 169 170 154 177 169 165 169 183 178 176
Taula 3. 10. Eliminacid de PCBs indicadors en oli de peix cru degut al procés d’adsorcid.
Eliminacio (%)

Congenere EXAL-H Silica Florisil XAD-2 Bent.DE/11 Bent.DE/23 Minsorb PANSIL 400 PANSIL PANGEL B20 PANGEL B40
PCB 28 -3.00 -3.18 -5.06 7.53 1.03 0.08 9.87 -11.2 -16.0 -7.50 -9.60
PCB 52 2.35 3.79 -0.39 8.21 -2.71 0.79 2.24 -7.90 -14.5 -7.80 -12.0
PCB 101 -2.39 1.19 1.15 5.32 -4.94 -3.94 3.44 78.7 5.53 -6.63 78.9
PCB 153 0.20 0.13 -0.41 10.3 -4.44 1.20 1.06 -1.41 -6.65 -3.84 -4.52
PCB 138 -3.33 -2.86 -3.38 5.44 -7.27 -3.33 3.53 -3.69 -12.4 -6.66 -7.57
PCB 180 -1.11 0.12 -1.34 7.59 -4.15 -0.32 -0.22 -7.91 -12.4 -10.2 -15.9

Total PCB ind -1.18 -0.66 -1.43 8.09 -5.17 -0.65 1.66 -0.55 -9.24 -6.18 -4.77
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Taula 3. 11. Concentracions i eliminacions de cada congénere de PCB indicadors en oli de peix
refinat, abans i després de ser tractats amb Minsorb.

Concentracid (ng/g) Eliminacio (%)
Congénere Oli original Minsorb Minsorb
PCB 28 2.71 248 8.39
PCB 52 7.85 8.17 -4.17
PCB 101 15.9 16.1 -1.11
PCB 153 35.1 33.2 5.32
PCB 138 26.6 25.8 3.01
PCB 180 10.0 9.58 4.25
Total PCB ind 98.3 95.4 2.87

Eliminaci6 de PBDEs

Pel cas dels PBDEs, I'estudi només s’ha dut a terme amb els congéneres detectats en I'oli de
peix inicial. Aquests han estat el BDE-28, -47, -100, -183 i -209. L’eliminacié s’ha dut a terme
amb els adsorbents Hexal-H, Silica, Florisil, XAD-2, Bentonita DE/23 i Minsorb. Els resultats del
total de PBDEs monitoritzats per a I'oli cru original i el que s’obté dels diversos tractaments es
mostren en la Figura 3.9.
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Oli inicial EXAL-H Silica Florisil Bent. DE/23 Mindsorb

SPBDEs (ng/g)
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Figura 3. 9. Nivells totals de PBDEs abans i després del procés d’adsorcid.

No s’han observat grans diferéncies entre els nivells de PBDEs inicials i els dels olis tractats.
Només en el cas del Minsorb s’obté una eliminacid significativa, entorn al 17%. Els resultats
d’aquestes concentracions per a cada congéenere es mostren en la Taula 3.12, i les eliminacions
obtingudes en la Taula 3.13.

Tot i que no té una elevada repercussid en |'eliminacid global (donada la seva baixa
concentracié en l'oli inicial tractat en el present estudi), son destacables les eliminacions del
BDE-100 per part del Minsorb (25%).
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Taula 3. 12. Concentracid de PBDEs en oli de peix cru abans i després del procés d’adsorcio.

Concentracié (ng/g)

Congeéneres Oli original EXLA-H Silica Florisil XAD-2  Bent.DE/23  Minsorb
BDE-28 0.20 0.20 0.22 0.21 0.20 0.21 0.21
BDE-47 5.14 5.06 5.21 4.99 4.78 498 5.04
BDE-100 2.34 2.18 2.16 2.25 2.17 2.23 1.75
BDE-183 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
BDE-209 0.74 0.72 0.75 0.72 0.74 - -

Total PBDEs 8.44 8.17 8.34 8.18 7.90 8.44 7.01

Taula 3. 13. Eliminacioé de PBDEs en oli de peix cru degut al procés d’adsorcid.
Eliminacio (%)

Congenere EXAL-H Silica Florisil XAD-2 Bent.DE/23 Minsorb
BDE-28 0.15 -7.59 -3.1 1.79 -3.40 -6.40
BDE-47 1.67 -1.28 2.97 7.08 3.10 2.07
BDE-100 6.81 7.61 3.77 7.03 4.71 25.1
BDE-183 1.38 24.6 19.5 29.9 28.8 -3.41
BDE-209 2.52 -1.00 2.25 0.54 - -

Total PBDEs 3.14 1.10 3.01 6.40 -0.08 16.8
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En general, d’aquest apartat se’n pot concloure que en les condicions de treball emprades cap
dels adsorbents estudiats fins ara ha aconseguit reduir de manera significativa els COPs en oli
de peix, amb eliminacions inferiors al 10% per la majoria dels casos.

3.2.4. Estudi del procés d’adsorcio mitjangcant disseny d’experiéncies

Com s’ha comentat anteriorment, les eliminacions de PCDD/Fs, PCBs i PBDEs obtingudes amb
adsorbents silicics no han estat satisfactories, degut al baix rendiment del procés. Aquestes
proves s’han dut a terme amb unes condicions experimentals basades en la bibliografia
existent per a I’eliminacié de PCDD/Fs i PCBs amb carbd actiu. Per tal de millorar-ne els
resultats, s’ha decidit estudiar més a fons les condicions experimentals d’adsorcié, i aixi poder
avaluar quins parametres afecten a I'eliminacié de COPs en oli de peix amb aquesta classe
d’adsorbents i de quina manera.

Per dur a terme aquest estudi de forma sistematica, tot realitzant el menor nombre
d’experiments possibles pero alhora extraient-ne la maxima informacié sobre el procés, s’ha
realitzat un disseny d’experiencies.

Els dissenys d’experiéncies sén una eina estadistica que ajuda a planificar I'experimentacid i la
corresponent analisi de dades, aportant la maxima informacio tot realitzant el minim nombre
d’experiments. La seva finalitat és la de coneixer com afecten cada una de les variables
experimentals incloses en I'estudi (Factors) als resultats finals del procés (Respostes), estudiant
cada variable amb diversos valors (Nivells).

Les etapes necessaries per a correcta realitzacid d’un disseny d’experiéncies sén les que es
descriuen a continuacié (Tye, 2004):

1) Definicié del problema: Justificar la rad per la qual és necessari realitzar un disseny
d’experiéncies.

2) Establir un objectiu: Aquest fet evitara desviacions cap a qiiestions secundaries de menor
importancia que poden desembocar a conclusions poc utils.

3) Seleccionar els Factors: S’ha de escollir quines sén les variables a estudiar que es considera
que poden tenir un major grau d’afectacio als resultats finals.

4) Determinar els Nivells dels Factor: Cal determinar entre quins valors experimentals
s’estudiara cada variable. Aquest pas és critic, ja que un factor influent pot ser determinat
com a no important si els nivells escollits sén massa propers o allunyats entre si.

5) Dissenyar I'experiment: S’ha de seleccionar el disseny estadistic més adequat d’acord amb
els Factors i Nivells escollits i els objectius de I'estudi.

6) Realitzar les experiéncies: Es duen a terme els assajos necessaris d’acord amb els Factors i
Nivells seleccionats.

7) Analisi de dades i interpretacid de resultats: Realitzar el tractament estadistic més adequat
als resultats dels experiments per tal d’extreure’n el maxim d’informacio.
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Un dels punts claus i critics dels dissenys d’experiencies és la seleccié de la matriu de disseny
que s’adapti millor als objectius de I'estudi, havent d’assolir una situacié de compromis entre
la informacié que es vol obtenir i el nombre d’experiéncies a realitzar. Els diferents dissenys
d’experiéncies existents sén els seglients (Garcia, 2007):

e Dissenys factorials complets: En general, un disseny d’experiments contempla la realitzacié
de dissenys factorials, és a dir, que els valors dels seus parametres varien simultaniament.
Aguests, permeten obtenir la maxima informacid i estudien I'efecte de les interaccions que
hi ha entre factors perd presenten un inconvenient, i és que el nimero d’experiments a
realitzar creix enormement en augmentar el nombre de factors.

e Dissenys factorials fraccionats: Es tracta de dissenys que permeten estudiar un nombre més
elevat de factors amb un menor nombre d’experiments, els quals empren la nomenclatura
N*®, on N indica el nimero de nivells, “k” el dels factors i “p”el grau de fraccionament. Aixd
s’aconsegueix substituint I'estudi de les interaccions que es consideren menys importants
per nous factors.

e Disseny factorial de Plackett-Burman: Es tracta d’un cas particular dels dissenys factorials
fraccionats, a on es confonen totes les interaccions per nous factors. S’estudien k=n-1
variables, on “k” és el nimero de factors, “n” el nimero d’experiments multiple de 4. Les
matrius de Plackett-Burman s’usen com a metode d’escombratge (screening), amb
I'objectiu d’identificar les variables importants d’un procés que realment tenen influéncia
en la resposta.

A partir dels nombre de nivells i factors a estudiar es pot conéixer el nombre d’experiments,
tot realitzant les combinacions pertinents. Per aix0, s’ha de partir d’'una matriu ortogonal n xm
de s elements diferents: L,(s"), on n és el nimero d’experiéncies, m el nimero de factors i s el
numero de nivells per factor.

Aixi doncs, en primer lloc cal escollir quines variables experimentals (factors) podrien ser
influents en el procés d’adsorcid, i amb quins valors (nivells) caldria estudiar-los. Per a I'eleccié
d’aquests parametres, també cal tenir en compte I'elevada durada i complexitat de cadascuna
de les analisis. Basant-se en la bibliografia existent (Carbonelle et al., 2005; Eppe et al., 2005),
aixi com en la propia experiencia personal adquirida durant I'estudi dels adsorbents comercials
anterior, es va decidir basar aquest disseny d’experiéncies en una matriu tipus Placket-
Burmann de 7 factors a 2 nivells, havent de realitzar un total de 8 experiéncies —matriu Lg(2)-.

Aquests dissenys no permeten I'estudi d’interaccions entre factors, perd permeten avaluar un
elevat nombre de factors amb un reduit nombre d’experiéncies. Aixi doncs, és un disseny molt
util per a la identificacié dels factors influents en un procés, com és el cas que ocupa. Com a
resposta es va prendre el % d’eliminacio per a cada familia de contaminants.
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Els factors seleccionats han estat la quantitat d’adsorbent, la temperatura, pressio i temps
d’adsorcid, el tipus d’adsorbent i I'activacié d’aquest. Es va decidir confondre el sete factor
amb l'error experimental, per tal de poder discriminar si els efectes de cada factor eren
significatius o no en I'eliminacié de COPs. La Taula 3.14 mostra aquests factors, amb els
corresponents nivells alt i baix als quals s’ha estudiat.

Taula 3. 14. Factors i nivells seleccionats pel disseny d’experiéencies.

Factor Codi Nivell alt Nivell baix
Quantitat d'adsorbent ( % en pes) A 1.5 0.5
Temperatura d'adsorcié (°C) B 70 40
Temps (min) C 60 30
Tipus d’dsorbent D Pansil Pangel B40
Activacio de I'adsorbent E Si No
Pressié (hPa) F 200 1000
Error experimental G + -

Els adsorbents escollits van ser el Pansil i el Pangel B40, ja que tenen una superficie especifica
molt diferent (220 i 80 m?/g). A més el Pangel B40 incorpora una sal d’amoni quaternaria en la
seva estructura (Taula 3. 1), fet que pot generar un comportament quimicofisic diferent durant
el procés d’adsorcid.

L’activacié dels adsorbents (en aquelles experiéncies en qué va ser necessari) es va realitzar a
180°C, en una mufla, durant 10 hores. Per realitzar les experiéncies, es va estudiar també
I’efecte de treballar a pressié reduida, ja que segons la bibliografia podria tenir importancia en
el resultat final (Carbonelle et al., 2005). Per tal de poder escalfar i agitar les mostres, i a la
vegada poder treballar a pressié reduida quan fos necessari, el procés d’adsorcié es va realitzar
en un rotavapor.

La Taula 3.15 mostra la matriu de disseny de Plackett-Burman que es va utilitzar, on s’indica el
nivell de cada factor en cada experiéncia. El nivell alt d’un factor s’indica amb 1, mentre que -1
indica que el factor esta en el seu nivell baix.

Taula 3. 15. Matriu de disseny Plackett-Burmann.

Experiéncia Factor

C D E F G
1 1 1 1 -1 1 -1 -1
2 -1 1 1 -1 1 -1
3 -1 -1 1 -1 1
4 1 -1 -1 1 -1
5 -1 1 -1 -1
6 -1 1 -1 -1
7 1 -1 1 -1 -1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
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Si es combinen els factors i nivells seleccionats (Taula 3.14) amb la matriu Plackett-Burmann
(Taula 3.15), s’obté la matriu experimental (Taula 3.16). Aquesta és la que defineix en quines
condicions exactes cal realitzar cada una de les experiéncies de I'estudi.

Taula 3. 16. Matriu experimental.

Experiencia Factor

B C D E F G
1 1.5% 70°C 60 min Pangel B40 Activat 1000 hPa -
2 0.5% 70eC 60 min Pansil No activat 200 hPa -
3 0.5% 40°C 60 min Pansil Activat 1000 hPa +
4 1.5% 40°C 30 min Pansil Activat 200 hPa -
5 0.5% 702C 30 min Pangel B40 Activat 200 hPa +
6 1.5% 40°C 60 min Pangel B40 No activat 200 hPa +
7 1.5% 70eC 30 min Pansil No activat 1000 hPa +
8 0.5% 402C 30 min Pangel B40 No activat 1000 hPa -

Per a cada una de les 8 experiéncies es van analitzar els nivells de PCDD/Fs, PCBs similars a
dioxines i PCBs indicadors, ja que es va considerar que aquests contaminants eren
suficientment representatius com per estudiar el procés d’adsorci6 amb el grau de detall
desitjat. El metode d’analisi ha estat el que s’ha validat en I'apartat 2.6 de I'anterior capitol.

Havent comprovat empiricament que I'estat de I'oli (cru o refinat) no afecta significativament
al procés d’adsorcid, s’ha decidit realitzar aquest estudi amb un oli refinat, ja que aixi és molt
més facil de separar de I'adsorbent per filtracid. Per tal d’assegurar que aquest tingués uns
nivells de COPs inicials suficientment alts com per estudiar la seva eliminacié comodament, aixi
com disposar-ne d’una quantitat suficient per a la realitzacié de totes les analisis, es va
preparar una mescla dels complements nutritius basats en oli de peix préeviament
caracteritzats en |'apartat 2.7.2. També s’hi va afegir un altre oli refinat que no forma part de
I’estudi anterior. La Taula 3.17 mostra la composicid exacta d’aquesta barreja.

Taula 3. 17. Composicio de la barreja d’olis de peix.

Codi oli pes afegit (g) %

Oli nou 19.6 18.2
P1 23.9 22.2
P2 21.8 20.3
P6 6.89 6.41
P7 35.3 329

En la Taula 3.18 es resumeixen les concentracions totals de PCDD/Fs, PCBs similars i dioxines i
PCBs indicadors en I'oli abans i després del tractament amb adsorbents, aixi com I’eliminacié
que aquesta diferéncia de concentracions suposa.
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Taula 3. 18. Concentracio total i eliminacié de PCDD/Fs, PCBs similars a dioxines i PCBs
indicadors de les analisis del disseny d’experiéncies.

Oli original Experiéncia

. 2 3 4 5 6 7 8
Concentracié 3PCDD (pg/g) 1.91 201 177 191 188 2.01 208 192 194
Concentracié SPCDF (pg/g) 5.26 531 537 526 535 528 523 533 535
Concentracié SPCDD/F (pg/g) 7.17 732 714 7.17 722 729 731 725 7.29
Concentracié SdI-PCB (ng/g) 144 144 142 146 145 145 144 142 142
Concentracié SPCB Ind (ng/g) 37.1 358 34.0 375 366 36.6 36.6 356 36.7
Eliminacié YPCDD (%) - -5.25 7.18 -0.18 157 -543 -9.17 -0.8 -1.7
Eliminacié YPCDF (%) - -0.88 -1.99 0.12 -1.58 -042 0.56 -1.29 -1.67
Eliminacié YPCDD/F (%) - -2.05 045 0.04 -0.75 -1.75 -2.03 -1.16 -1.68
Eliminacié >dI-PCB (%) - 0.14 162 -098 -0.31 -042 055 154 147
Eliminacié YPCB Ind (%) - 3,52 823 -1.01 137 126 1.42 398 0.98

Tal i com s’observa en la taula de resultats, cap de les 8 experiéncies realitzades ha aconseguit
disminuir el nivell de cap dels contaminants estudiats en més d’un 10%, independentment de
les condicions experimentals. La millor eliminacié ha estat d’un 8% pel cas dels PCBs indicadors
en |'experiéncia 2.

Per tal d’abordar aquests resultats d’una manera sistematica es procedeix a quantificar el valor
del efectes, que en aquest estudi es correspondran al % d’eliminacié que es guanya al passar
de nivell baix a nivell alt. Aquest valor s’obté del producte de la matriu experimental Plackett-
Burman i la matriu de Box, Hunter i Hunter.

Com s’ha dit anteriorment, la resposta és el percentatge d’eliminacié total per a cada
contaminant. La matriu de de Box, Hunter i Hunter permet el calcul de I'efecte de cada factor
sobre la resposta de cada experiéncia, i és la que es descriu genéricament en la Taula 3.19.

Taula 3. 19. Matriu genérica de Box, Hunter i Hunter.

Factors

Experiencia A B — Resposta

1 -1 -1 -1 Y,
2 1 -1 -1 Y,
3 -1 1 -1 Y3
4 1 -1 Y,
5 -1 -1 1 Ys
6 1 -1 1 Ye
7 -1 1 Y;
8 1 1 A

Total >(signe;Y))

Divisor ne d’experiéncies/2

Efecte Total/Divisor
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La Taula 3.20 combina la matriu de Placket-Burmann emprada amb les respostes d’eliminacio
obtingudes per a cada una de les families de contaminants estudiades.

Taula 3. 20. Matriu de Box,Hunter i Hunter aplicada a la matriu de disseny i les respostes (%
d’eliminacio de cada COP) obtingudes en I'estudi.

. Factor Resposta
Experiencia -
B C D E F G PCDD/F dl-PCB  PCBind
1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -2.05 0.14 3.52
2 -1 1 -1 1 -1 0.45 1.62 8.23
3 -1 -1 1 -1 1 0.04 -0.98 -1.01
4 1 -1 -1 1 1 1 -1 -0.75 -0.31 1.37
5 -1 1 -1 -1 1 -1.75 -0.42 1.26
6 -1 1 -1 -1 1 -2.03 0.55 1.42
7 1 -1 1 -1 -1 1 -1.16 1.54 3.98
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1.68 1.47 0.98

Si s’aplica aquest algoritme a les dades experimentals, s’obtenen els valors dels efectes
corresponents als factors estudiats per a cada una de les families de contaminants per separat.
Aquests efectes (expressats com a % de millora al passar de nivell baix a nivell alt) es
resumeixen en la Taula 3.21 .

Taula 3. 21. Efecte dels factors estudiats en I’eliminacié de COPs.

Efecte dels factor (% de millora al passar de nivell baix a alt)

COoP A B C D E F G
PCDD/Fs -0.76 -0.02 0.44 1.52 -0.02 0.19 -0.22
dI-PCBs 0.06 0.54 -0.24 0.03 -1.69 -0.18 -0.56

PCBs indicadors 0.21 3.56 1.14 1.35 -2.37 1.20 -2.11

Per a facilitar la comprensié d’aquests resultats, s’ha realitzat un diagrama de Pareto pels
efectes de cada contaminant. Aquest tipus de diagrames s’obtenen al representar els valors
obtinguts, ordenats de major a menor, en un histograma.

El valor absolut del Factor G -error experimental- determinara quins dels efectes son
significatius, que seran els que tinguin un valor absolut major que per aquest factor. A
continuacié s’estudien els diagrames de Pareto de cada familia de contaminants.
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PCDD/Fs

La Figura 3.10 mostra el diagrama de Pareto dels efectes dels factors estudiats per I’eliminacio
de PCDD/Fs amb adsorbents silicics.
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Figura 3. 10. Efecte dels factors en I’eliminacié de PCDD/Fs.

El factor amb un major efecte —i amb signe positiu- és la classe d’adsorbent (Factor D), el que
significa que realitzar I'adsorcié amb Pansil enlloc de Pangel B40 suposa una millora d’'un 1.5%
en I'eliminacid. Aquesta adsorcié de PCDD/Fs també sembla que millori de forma molt subtil,
en un 0.4%, al augmentar el temps de contacte de 30 a 60 minuts (Factor C).

La quantitat d’adsorbent (Factor A) té un efecte negatiu, indicant que I’eliminacié de PCDD/Fs
augmenta un 0.8% al reduir de 1.5 a 0.5% la proporcié del solid. Aquest fet no esta d’acord
amb la bibliografia existent (Eppe et al., 2005), perd es podria explicar en el cas de que els
adsorbents estiguessin contaminats, tal i com s’apunta en 'apartat 3.2.2 del present capitol.

La resta dels factors experimentals estudiats no tenen un efecte significatiu en I'eliminacio de
PCDD/Fs, ja que els seus valors d’efecte absoluts sdn inferiors que el de I'error experimental
(Factor G).

Tot i aixi, cal remarcar que deguda a la baixa eliminacid obtinguda per aquesta familia de
contaminants, els valors pels efectes de cada factor també sén baixos. En conseqtiencia, cal
donar una interpretacid d’aquests resultats de caire més qualitatiu que quantitatiu.
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PCBs similars a dioxines

El diagrama de Pareto per a I'eliminacié d’aquests contaminants és el que es mostra en la
Figura 3.11.
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Figura 3. 11. Efecte dels factors en I’eliminacio de PCBs similars a dioxines.

En I'eliminacié de PCBs similars a dioxines, I'Unic factor que té un efecte significatiu és
I'activacié de I'adsorbent (Factor E). En aquest cas, el seu valor és negatiu, fet que indica que
I’adsorcié millora un 1.7% quan I'adsorbent no ha estat activat. Aquest fet es correspon amb la
informacid facilitada pel fabricant, segons el qual aquest adsorbent no cal que sigui activat.

La resta de factors estudiats no han mostrat un efecte significatiu en el procés d’adsorcio, al
mostrar un valor absolut inferior al de I'error experimental. Novament, el fet de que les
eliminacions obtingudes hagin estat tant baixes fa que els resultats s’hagin d’entendre com a
orientatius, i no com a un valor numeric.

PCBs indicadors

La Figura 3.12 mostra el diagrama de Pareto corresponent a I’eliminacié de PCBs indicadors.
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Figura 3. 12. Efecte dels factors en I’eliminacio de PCBs indicadors.
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En aquest cas, les eliminacions observades sén lleugerament més altes que pels altres
contaminants. Aixo fa que els valors pels efectes dels factors estudiats siguin més elevats, i per
tant puguin ser quantificats d’'una forma més fiable.

D’acord amb el diagrama, la temperatura d’adsorcié (Factor B) és el factor més influent en el
procés d’adsorcid de PCBs indicadors, incrementant I'eliminaciéd en quasi un 4% quan es
treballa a 702C enlloc de 409C.

Tampoc sembla que I'activacio de I'adsorbent (Factor E) sigui una etapa indispensable, doncs
té un efecte negatiu, tot i que del mateix ordre que I'error experimental (Factor G). La resta de
variables experimentals estudiades no afecten significativament al procés.

Comparant els resultats per a I'eliminacié de cada una de les families de COPs, sembla ser que
el tipus, la quantitat, i I'activacié de I'adsorbent, juntament amb la temperatura d’adsorcid,
son els factors experimentals més influents en I'eliminacié de COPs amb aquest tipus de solids.
Tot i aixi, la realitzacié del disseny d’experiencies no ha aconseguit una millora significativa del
procés.

En I'annex de la present tesi doctoral es pot trobar informacié més detallada respecte a les
dades d’eliminacié de COPs en oli de peix amb adsorbents silicics.
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