ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Marg 2010, Girona

Resums -

Presentacions orals

Posada al dia sobre la recerca relativa a contaminants emergents i prioritaris al medi ambient:
incidéencies i deteccio precog dels efectes

1.

6.

Identificacid de mutagens en rius europeus. Bougeard C., Gallampois C., Kormos J.L.,
Simon E., Brack W., Lamoree M. i Ternes T.A.

Organismes aquatics com a bioindicadors a diferents escales. Agbo S., Méller A., Shinn
C.iSlootweg T.

Contaminants prioritaris i emergents en el medi ambient: recomanacions per la estrategia
de mostreig i les tecniques d’analisi corresponents. Barcelo D. i Lopez de Alda M.
Cerca de nous contaminants: “Effect Directed Analysis” i la seva aplicacié pels estudis
de seguiment. Brack W., Balaam J., Bandow N., Barcel6 D., Brix R., Lamoree M.,
Leonards P., Liibcke-von Varel U., Machala M., Thomas K. i Weiss J.

Contaminants emergents i prioritaris: el paper de WWTP pel sanejament i la significacio dels
productes de transformacié. Kormos J.L., Schulz M., Wick, A. i Ternes, T.A.

Aplicabilitat i limitacions en I'Us dels biomarcadors. Segner H. i Mdller A.M.

Posada al dia sobre la recerca relativa a contaminants emergents i prioritaris: efectes a
I'ecosistema i recomanacions per a futures politiques hidriques

7.

10.

11.

Us de les comunitats del biofilm per avaluar els riscos ecoldgics dels contaminants en els
ecosistemes aquatics. Bonnineau C., Sans-Piché F.,, Proia L., Lubarsky H., Geiszinger
A., Romani A.M., Schmitt-Jansen M., Gerbersdorf S. i Guasch H.

Millores en el mostreig de dades per tal d’obtenir una millor diagnosi de I'ecosistema.
Faggiano L., Guénard G., Gevrey M. i Lek S.

Sessio plenaria. Ecotoxicologia en ecosistemes fluvials: des dels assajos estandarditzats
amb monocultius fins a la manipulacié de I'ecosistema. Clements W.

Aproximacions actuals utilitzades per 'avaluacié de la integritat ecologica: indexs biologics
versus estudis ecotoxicologics a nivell de comunitat. Sabater S. i Muioz I.
Recomanacions pel Disseny dels Programes de Seguiment de la qualitat de I’Aigua basades

en Metodes Complementaris recentment desenvolupats. Carafa R., Real M., Munné A.,
Ginebreda A. i Guasch H.

Consideracions generals sobre els plans de gestid

12.

13.

14.

15.

16.

Contaminants prioritaris a Franca: aplicacioé de la directiva 2008/105/CE. Rebillard J.P.,
Allonier-Fernandes A.S., Riou C., Halkett C., Pelte T., Verlhac A. i Demouliere R.

Establiment del bon estat ecologic de 'aigua a Espanya. Aplicacié de la directiva 2008/105/
CE. Puig A.

Metodes d’analisi de contaminants emergents i prioritaris: problemes en I'establiment
d’estandards de qualitat. Caixach J.

Seguiment de substancies prioritaries i relacionades en els rius de Catalunya, en el marc de
I'aplicacid de la WFD: presentacio de resultats i avaluacio de risc. Ginebreda A., Munné
A., Carafa R. i Tirapu LI.

Control de substancies perilloses en la conca del riu Ebre. Cortés S.



ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Mar¢ 2010, Girona

Resums -

Presentacions de posters

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Relacio entre les variacions espaciotemporals en la contaminacié per diuron i la tolerancia
induida en biofiims als rius. Pesce S., Margoum C. i Montuelle B.

Les respostes dels biomarcadors multiples de macroinvertebrats bentonics com a eina de
diagnostic de I'estat ecologic de rius contaminats. Damasio J., Puértolas L., Prat N.,
Rieradevall M., Soares A.M.V.M. i Barata C.

Patrons estructurals de les comunitats de diatomees en rius sotmesos a contaminacio
per metalls pesants de diferents paisos i consequiencies de cara al biocontrol. Morin S.,
Cordonier A., Duong T.T., Lavoie l., Tornés E., Bonet B., Corcoll N., Faggiano L.,
Guasch H., Sabater S.i Coste M.

Gradients de pesticides als rius: estudi de camp basat en peixos. Shinn C., Grenouillet G.
iLek S.

Analisi EDA d’una cadena alimentaria bentonica per cribratge de genotoxicitat. Simon E.,
Lamoree M., Leonards P., Hamers T., Reifferscheid G., Spira D., Rudoll R. i Boer J.

Analisi EDA de sediments d’un riu europeu per identificar-hi els compostos alteradors
d’androgens. Weiss J., Hamers T., van der Linden S., Leonards P. i Lamoree M.

Identificacid dels compostos alteradors d’androgens en sediments fluvials sotmesos a
analisi EDA amb LTQ-Orbitrap. Weiss J., Leonards P., Stroomberg G., de Boer R. i
Lamoree M.

Biodegradacic de compostos farmacéutics durant el tractament de les aiglies residuals i
avaluacio de la protedmica per dilucidar la via metabolica. Collado N., Osuna B., Comas
J., Rodriguez-Roda l. i Sipma J.

Absorcio i efectes del pentacloronaftale 1, 2, 3, 51 7 en una cadena alimentaria aquatica: del
sediment, a través d’organismes bentonics (Lumbriculus variegatus), fins a la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss). Slootweg T., Démétérova M., FabiSikova A., Igumnova E.,
Mayer P., Moller A., Nikiforov V., Schmidt J., Smith K. i Liebig M.

L’Us d’'una nova serie de biomarcadors dels biofilms fluvials per I'avaluacié dels efectes
dels metalls: contribucié a I'aplicacié de la Directiva Marc de I'aigua. Bonet B., Corcoll N.,
Morin S. i Guasch H.

Prediccid dels efectes de substancies toxiques en la diversitat funcional d’espécies de
peixos nord-americanes. Faggiano L., de Zwar D., Dyer S., Lek S. i Gevrey M.

Analisi del desti ambiental dels contaminants emergents i prioritaris: identificacié dels
productes de transformacié. Kormos J.L., Schulz M. i Ternes T. A.

Avaluacié de la toxicitat de 'aigua dels rius catalans a partir de la distribucio de sensibilitats
de les especies i de xarxes neuronals artificials. Carafa R., Faggiano L., Real M., Munné
A., Ginebreda A., Guasch H., Flo M. i Tirapu LI.

La sensibilitat dels indexs bidtics als microcontaminants dels rius. Comparacié de metriques
a partir de les diatomees i els macroinvertebrats. Blanco S. i Bécares E.



ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Mar¢ 2010, Girona

Resums Presentacions orals index 1 4

Identificacié de mutagens en rius europeus
Bougeard C.', Gallampois C.", Kormos J. L.2, Simon E=#, Brack W.", Lamoree M*
i Ternes T.A.2
1. Department of Effect-Directed Analysis, Centre for Environmental Research, UFZ, Leipzig, Germany
2. Federal Institute of Hydrology (BfG), Koblenz, Germany

3. Institute for Environmental Studies (IVM), Vrije Universiteit (VU), Amsterdam, The Netherlands

Contacte: cynthia.bougeard@ufz.de

El mitja més efectiu per entendre la relacid causa-efecte dels contaminants quimics
als ecosistemes fluvials europeus és la identificacid dels agents toxics clau i la seva
biodisponibilitat, desti, transport i efectes biologics. A KEYBIOEFFECTS s’han establert
diversos enfocaments per tal d’identificar els contaminants ambientals clau, tot i que
la complexitat de la contaminacié ambiental dificulta la identificacié dels agents toxics
desconeguts. Per aquest motiu, relacionar la preséncia d’un compost o una mescla complexa
de compostos amb I’impacte biologic o amb els efectes observats al medi natural representa un
gran repte. Per identificar els compostos toxics en mescles ambientals complexes es va optar
per I'analisi EDA (Effect-Directed Analysis) i la combinacié de bioassajos, fraccionament i
analisis quimiques.

L’objectiu de I’estudi d’EDA que aqui presentem era la identificacid dels mutagens,
principalment compostos poliaromatics amb un minim de tres anells fusionats. El métode de
I’EDA es basa en 1’is d’un mostrejador passiu especific, un sistema Blue Rayon (BR) capag
d’absorbir els compostos quimics aromatics planars, un métode de fraccionament en tres
passos 1 un metode de LC/MS/MS d’alta resolucid. Els métodes de fraccionament i d’analisi
es van desenvolupar amb 50 estandards seleccionats a partir de la planarietat, la mutagenicitat,
la lipofilicitat, la polaritat, etc. El primer pas, la separacio dels compostos presents a la
mostra, es va basar en el seu comportament a ’aigua (neutre, basic o acid). L’extracte de
BR es va fraccionar en compostos acids, basics 1 neutres amb bombes d’intercanvi d’ions.
Els dos passos segiients del fraccionament es van dur a terme a través de la separacio amb
HPLC, mitjancant dues fases estatiques diferents (fenil-hexil i C18 poliméric). Per a I’analisi
de les fraccions mutagéniques, es va utilitzar una Orbitrap LC/MS/MS d’alta resolucio
(Thermofisher), equipada amb una font de ionitzacid per electroesprai per als compostos
més polars i una font de ionitzacié quimica a pressio atmosférica per als compostos menys
polars. Per determinar la mutagenicitat, es va aplicar la prova de fluctuacido AMES usant la
Salmonella TA9S.

Tot i que I’EDA s’ha aplicat amb éxit en la identificacié dels agents toxics, la prova
del procediment de mutagenicitat pot conduir a una interpretacié erronia dels resultats. Es
considera que els compostos organics hidrofobics es perden per sorci6 a les plaques de plastic
que s’utilitzen pel cultiu de cel-lules i als bacteris, cosa que provoca una sobreestimacio de la
concentracid que genera mutagenicitat. Per fer front a aquest problema, en aquest cas es va
aplicar una dosificacio passiva basada en el fraccionament dels mutagens en juntes toriques
de silicona, fet que ens va permetre disposar d una concentracié definida i en dissolucio lliure
constant. Experiments previs utilitzant una nova configuracio de SPME en plaques de 24 pous
combinades amb GC-MS van posar de manifest una difusi6 del compost similar amb bacteris
i sense. Per tant, es van dur a terme proves paral-leles en queé el primer lot d’experiments
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havia de permetre determinar la mutagenicitat a partir d’agents toxics carregats en juntes
toriques de silicona, mentre que el segon lot havia de servir per quantificar la concentracio
en dissolucio lliure disponible a la prova mutagénica, injectant a la LC/MS tot el pou que
contenia les juntes toriques de silicona i 1’aigua bidestil-lada.
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Introduccio

Per mantenir i restablir la qualitat ecologica d’un sistema fluvial, primer cal entendre com
funciona. Si podem relacionar els efectes adversos observats sobre el terreny amb els factors
d’estrés de I’ecosistema que els provoquen, sera més senzill prendre mesures correctores
efectives. Tanmateix, establir aquest tipus de relacions causa-efecte sobre el terreny €s molt
complicat, a causa de la complexitat de 1’ecosistema, que pot rebre la influéncia d’una gran
varietat de factors (per exemple, els parametres fisics i quimics, els canvis en ’habitat i la
preseéncia de contaminants). En el marc del projecte Keybioeffects, s’estan duent a terme
diferents tipus d’investigacio per tal de descobrir les relacions causa-efecte dels contaminants
en diversos nivells. En aquesta presentacio, ens volem centrar en els peixos i els invertebrats
aquatics com a bioindicadors de I’estres toxic. En els subprojectes de Keybioeffects, es van
estudiar els efectes sobre els peixos i els invertebrats aquatics en diversos nivells:

- Escala poblacional: mitjangant un control d’investigacio sobre el terreny i I’observacio
de diverses caracteristiques dels peixos.

- Escala individual:

- Estudiant la bioacumulacié i els efectes de les substancies organiques sobre els
invertebrats aquatics en relacid a les condicions abiotiques.

- Estudiant la biodisponibilitat i els efectes (relacionats amb contaminants especifics)
sobre els peixos en sistemes de laboratori.

- Escala molecular: estudiant el mecanisme immunotoxic dels contaminants sobre els
peixos.

La investigaci6 de tipus mecanicista dels efectes dels contaminants sobre els peixos és
important perque ens permet coneixer millor la interaccio dels contaminants amb els peixos
de I’entorn i de quina manera €s possible que aquests contaminants actuin. Gracies a aquesta
informaci6, podem comengar a establir una relaci6 causa-efecte i decidir les mesures que ens
poden ajudar a minimitzar els efectes sobre el terreny.

Els nostres objectius son, en primer lloc, mostrar la contribucié que aquest tipus d’estudis
poden realitzar i, en segon lloc, explicar com la combinaci6 dels resultats obtinguts en diversos
estudis pot aportar un valor afegit en la gestio de la qualitat ecologica dels sistemes fluvials.

Vinculacié de diversos nivells
La figura 1 és un esquema que mostra els vincles existents entre els diversos nivells.
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Figura 1. Relacio entre els nivells de la investigacié sobre peixos.

Ateés que és impossible comprovar quins efectes té cadascuna de les substancies quimiques,
podem reseguir la seqiiéncia descendent representada a la figura 2, que comenga amb el
seguiment de 1’estat quimic i biologic d’un sistema fluvial. Si observem efectes adversos
en les poblacions de peixos, cal moure el focus d’estudi a ’escala individual i investigar la
biodisponibilitat de substancies quimiques concretes i els seus efectes sobre els peixos i els
invertebrats. Per descobrir com actua exactament cada substancia quimica, cal passar a una
escala molecular i examinar-ne el mecanisme de toxicitat. Aquesta seqiiéncia descendent,
des dels efectes sobre la poblacio fins als efectes a escala molecular, permet relacionar de
manera més concreta els efectes amb les seves causes especifiques. La informacié obtinguda
permetra decidir més correctament quines mesures correctores aplicar al sistema fluvial.

Com a exemple d’aquesta seqiiéncia descendent, imaginem-nos que durant el control
al camp observem que els peixos tenen parasits, cosa que pot indicar una supressio del
seu sistema immunitari. A nivell molecular, investigarem el mecanisme de toxicitat de les
substancies quimiques detectades al riu per tal d’establir una correlacio entre els seus efectes
sobre el sistema immunitari i els efectes adversos sobre la poblacid. En aquest cas, farem servir
cel-lules de peixos per investigar de quina manera responen els seus teixits a la toxina.

Control estandard
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Figura 2. Diagrama de decisions sobre la gestio de I'aigua.
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Un altre exemple és la relacid dels efectes toxics sobre els peixos amb la bioacumulacio
d’agents toxics en invertebrats aquatics. Tenint en compte I’abundancia, el patrd
d’alimentacio i el potencial de bioacumulacié dels invertebrats aquatics, la seva posicio
a la cadena alimentaria predisposa els peixos i altres espécies als riscos quimics derivats
de I’alimentacio, la qual cosa pot traduir-se en ’acumulacié de substancies quimiques
potencialment perjudicials en els teixits dels peixos.

Conclusio

- La investigacid en diverses escales permet descobrir les relacions causa-efecte de les
substancies quimiques presents al medi ambient.

- Per avaluar, millorar i gestionar 1’estat ecologic d’un sistema fluvial, es pot emprar
una seqiiencia d’analisi descendent que va des de 1’observacid d’efectes en els peixos o en
la poblaci6 fins a I’escala molecular, en qué s’investiga com actua una substancia quimica
determinada.

- AT’hora de determinar els riscos potencials de les substancies quimiques, es pot aprofitar
la sensibilitat de les espécies més petites d’invertebrats aquatics.

Agraiment: aquests estudis s’han dut a terme en el marc del projecte KEYBIOEFFECTS (MRTN-CT 2006-035695), finangat
per les Accions Marie Curie del 6¢. Programa Marc.
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La investigaci6 de la preséncia de contaminants prioritaris i emergents en el medi ambient
¢s d’obligat compliment en el primer cas (en alguns compartiments ambientals), i necessari
en el segon, per a poder prevenir i controlar la contaminacid i protegir la salut humana i
ambiental de possibles efectes adversos ocasionats per I’exposicid a aquests compostos. La
seva analisi requereix, en general, [’1s de meétodes molt sensibles i selectius que permetin la
seva determinacio a les molt baixes concentracions a les quals es troben en el medi ambient,
i/o als nivells fixats coma estandards de qualitat.

Enlesultimes décades lainstrumentacio analiticaha experimentatun gran desenvolupament
que s’ha traduit en métodes més eficacos i fiables amb millors parametres de qualitat.
Aquesta presentacidé aborda amb exemples les ultimes tendéncies en ’aplicacié d’aquesta
instrumentaci6 a la presa de mostra, extraccio i analisi de contaminants prioritaris i emergents
en el medi ambient.

La presa de mostra és el primer i, sovint, el més important pas en I’analisi de contaminants
ambientals, al que, no obstant aixo, a vegades, no se li presta 1’atencié deguda. La major part
dels estudis ambientals es basen en 1’analisi de mostres discretes, 1 en menor mesura, mostres
integrades. En les ultimes deécades, altres estrategies de presa de mostra més avangades, com
per exemple, els sistemes de mostreig passiu, que combinen en un sol pas presa de mostra,
i separacio i preconcentracié de 1’analit, estan sent desenvolupades i implementades amb el
doble objectiu de, d’una banda, estalviar temps i, per un altre, guanyar en informacio.

Les técniques d’extraccid també han millorat considerablement al llarg dels anys.
Exemples de tecniques d’extracci6 avangades aplicades a I’analisi ambiental de contaminants
prioritaris i emergents son 1’extraccié amb liquids pressuritzats (PLE), aplicada a matrius
solides, i I’extraccid en fase solida on-line per a mostres d’aigua. Aquestes técniques ofereixen
avantatges importants en comparacié de les tecniques tradicionals, sobretot, en termes de
temps i cost de 1’analisi, i també de consum de dissolvents i reactius.

Per a I’analisi, la cromatografia de gasos (GC) i la de liquids (LC), ambdues acoblades
a espectrometria de masses (MS) o espectrometria de masses en tandem (MS/MS), son
les tecniques més utilitzades. GC-MS ¢és la técnica d’eleccio per a 1’analisi de compostos
volatils apolars i termolabils, i la més usada en 1’analisi de contaminants prioritaris, tals
com hidrocarburs aromatics policiclics (PAHs), difenil eters polibromats (PBDEs), bifenils
policlorats (PCBs), o dioxins.

La majoria dels contaminants emergents, no obstant aixd, son compostos polars 1’analisi
dels quals requereix 1’s de LC-MS. Avui, les diverses tecniques de LC-MS/MS disponibles,
amb analitzadors de tipus triple quadrupol (QqQ), quadrupol-trampa ionica lineal (Q-LIT), i



ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Mar¢ 2010, Girona

Resums Presentacions orals index 1 4

quadrupol-temps de vol (Q-TOF), permeten mesurar nivells molt baixos dels contaminants,
en el rang fins i tot de pg/L o pg/g, en matrius complexes, com ara aigiies residuals, amb
gran selectivitat. No obstant aix0, la principal limitacié d’aquestes técniques és la possible
existéncia d’efectes de matriu que interfereixin el senyal de 1’analit i condueixin a resultats
inexactes. Hi ha diverses estratégies per a tractar de solucionar aquest problema, de les quals
una de les més convenients és 1’is de compostos marcats isotopicament coma estandards
interns per a la quantificacid. Aquestes técniques de LC-MS/MS, les possibilitats que
ofereixen en la identificacié de contaminants desconeguts, recomanacions d’operacié per a
assegurar una identificacio inequivoca dels analits, 1’us de diluci6 isotopica per a compensar
possibles efectes de matriu, etc., s’il-lustren amb exemples de la investigacié de contaminants
emergents, tals com farmacs, drogues, etc., en mostres ambientals.
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L’avaluacio6 de les masses d’aigua europees a partir de la Directiva marc de 1’aigua de la
UE fa émfasi en el seu estat ecologic, tenint en compte els elements de la qualitat biologica
(BQE) dels peixos, macroinvertebrats, organismes fitobentonics, fitoplancton i macrofits,
mentre que I’estat quimic se centra en la concentracié dels 33(+8) contaminants prioritaris
actuals de 1’aigua i dels sediments. El projecte MODELKEY demostra amb proves solides
que aquests contaminants prioritaris expliquen només una petita part dels efectes mesurables
a les masses d’aigua europees. Hi ha molts altres agents toxics clau que poden afectar 1’estat
ecologic de rius i llacs.

Atés que la Comissio Europea és molt conscient d’aquest problema, s’ha proposat de
revisar la llista de substancies prioritaries a partir de dos enfocaments: un enfocament basat
en el control i un altre basat en el modelatge de 1’exposicio, utilitzant volums de produccio i
patrons d’us. Tot i que aquesta revisio suposara un aveng important, caldra afrontar possibles
problemes, com ara els compostos que no estan subjectes a control, les poques dades
disponibles i el gran nombre de productes derivats i de transformacio. Per tant, a fi i efecte de
complir els requisits de la Directiva marc de 1’aigua i protegir els recursos hidrics d’Europa,
suggerim la possibilitat d’incorporar un altre enfocament, basat en proves de camp recollides
aigties avall de punts d’origen importants per al conjunt d’una conca (grans ciutats, complexos
industrials, zones d’agricultura intensiva, etc.), en diposits integradors (embassaments,
estuaris, ports, etc.) i en llocs d’interés especial (abstraccié d’aigua de boca, ecosistemes
amb valor especific, zones de dragatge, etc.). L’enfocament més interessant per detectar els
agents toxics clau especifics de les masses d’aigua a partir de proves de camp ¢s 1’analisi
EDA (Effect-Directed Analysis). Aquest sistema utilitza mostres d’aigua, sediments o biota
recollides en punts d’interes especific i n’avalua els efectes, si és possible aplicant un ampli
ventall d’identificadors toxicologics importants per als ecosistemes i per a la salut humana.
A continuacio, les mostres toxiques es fraccionen per reduir la complexitat de les mescles
ambientals 1 es duen a terme bioassajos amb les fraccions obtingudes per tal d’identificar
les que tenen més risc potencial i, per tant, la prioritat més alta. Les fraccions de risc se
sotmeten a una analisi quimica diana i no—diana. La dilucidaci6 de I’estructura dels elements
desconeguts aplicant técniques de GC-MS i LC-MS juntament amb les eines informatiques
més modernes, representa un dels reptes més importants. Finalment, cal confirmar que els
compostos identificats temptativament tenen una incidéncia significativa en 1’efecte mesurat.
Amb MODELKEY, I’enfocament EDA ha avangat considerablement i s’ha aplicat a diversos
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punts d’interes de tres conques fluvials. A més dels assajos classics in vivo corresponents als
BQE de la Directiva marc de ’aigua, es van aplicar diferents sistemes d’assajos in vitro a
un ampli espectre d’indicadors endocrins, com I’estrogenicitat, I’androgenicitat, els efectes
mediats pel receptor Ah, ’alteracio de les hormones tiroidals, la mutagenicitat i I’activitat
antibiotica. L’analisi EDA va fer un eémfasi especial en els sediments, donat el seu paper en
I’acumulaci6 de diferents agents toxics. Tot i que els contaminants organics classics persistents
no polars encara tenen importancia en les masses d’aigua avaluades per MODELKEY, ’EDA
va posar de manifest de manera clara 1’elevat potencial advers que les fraccions polars tenen
sobre la major part d’indicadors. La tendeéncia es va fer encara més palesa quan als estudis
d’EDA es va valorar la biodisponibilitat. Els compostos derivats de productes cosmétics, com
el triclosan biocida i diferents compostos de mesc, van ser els agents toxics clau identificats
als sediments. Altres exemples en serien els compostos d’esteroides, el tris(2-cloroisopropilic)
fosfat retardant de flama i diferents nitro-HAP. Una primera comparacié dels agents toxics
identificats mitjancant I’enfocament basat en I’EDA, amb els intents de prioritzacid basats
en el control i la modelitzacio, ens indica que I’enfocament basat en proves de camp permet
incorporar agents toxics potencials nous, cosa que caldria tenir en compte a I’hora de realitzar
el control i la prioritzacio. A més del seu valor per a la prioritzacid, ’EDA ¢és una eina molt
potent per al control d’investigacid en el context de la Directiva marc de I’aigua en aquells
punts de mostreig en que els indicadors facin pensar (per exemple, si I’index d’espécies
en risc, SPEAR, és baix) que els agents toxics son la causa del mal estat ecologic, pero les
analisis no permetin justificar els efectes mesurats.
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Contaminants emergents i prioritaris: el paper de WWTP
per al sanejament i la importancia dels productes de
transformacio
Kormos J.L., Schulz M., Wick A. i Ternes T.A.
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La presencia de contaminants emergents (és a dir, compostos farmaceutics, productes
d’higiene personal i cosmetica, compostos de perfluorats o retardants de flama bromats)
al medi ambient estd molt ben documentada a la bibliografia especialitzada. Aquests
contaminants s’han detectat en diverses matrius ambientals fins a baixes concentracions, de
ng/l, tant a Europa com a Nord-américa i Asia. Els diversos estudis duts a terme han conclos
que I’origen principal d’aquests contaminants emergents que penetren al medi aquatic son
els abocaments de les plantes de tractament d’aigiies residuals (WWTP). També poden ser
conseqiiéncia d‘abocaments industrials, d’abocaments il-legals, de filtracions d’abocadors i
d’abocaments d’aigiies residuals hospitalaries.

Durant els darrers anys, la recerca s’ha centrat en mirar d’optimitzar i desenvolupar
tecnologies de tractament d’aigiies residuals capaces d’eliminar satisfactoriament aquests
compostos emergents i evitar la proliferacié de la contaminacié al medi aquatic.

Per limitar o impedir que aquests compostos penetrin a les aigiies superficials i als aqiiifers,
s’ha estudiat 1’aplicaci6 de tecnologies de membrana (membranes de nanofiltracio), filtres
de sorcio (GAC, PAC), oxidacio quimica (0zd, UV/H202), parametres operatius (edat dels
llots, temps de retencid hidraulica) i també els tractaments biologics (bioreactors, bacteris
nitrificants). Tanmateix, fins ara molt pocs estudis s’han dedicat a estudiar els efectes que
aquests tractaments tenen en la composicio dels efluents abocats als ecosistemes aquatics.

La formacio i la identificacio dels productes de transformaci6 (TP) dels contaminants
emergents €s un camp de recerca relativament nou, que mira d’entendre una mica millor
les implicacions dels processos de tractament que s’apliquen. En la majoria de casos,
I’eliminacié d’un compost no indica necessariament que s’hagi produit mineralitzacio, sin6
que, molt probablement, el compost original s’hagi transformat en cert grau, generant aquesta
transformaci6 possibles canvis en la seva funcionalitat i la toxicitat. Els estudis han analitzat
la biotransformacié d’una seleccié de compostos farmaceutics (mitjans de contrast iodats
per raigs X i opiacis), com també I’oxidacid quimica de determinats microcontaminants. Els
resultats il-lustren clarament que els productes de transformacié dels compostos farmacéutics
seleccionats es formen a escala laboratori i que es detecten els mateixos TP que les plantes de
tractament d’aiglies residuals i als medis aquatics.

Aquesta presentacio parlara de 1’aplicacié de diferents tractaments d’aigiies residuals,
de l’eficiencia en I’eliminacié de determinats microcontaminants polars (compostos
farmaceutics) i també de la formacio de TP després de I’aplicacié d’alguns processos de
tractament.
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Un biomarcador es pot definir com un canvi biologic en resposta a 1’exposicio a compostos
quimics ambientals i/o als seus possibles efectes. En teoria, qualsevol resposta que vagi
dels canvis moleculars fins als ecologics es pot emprar com a biomarcador. Tanmateix, a la
practica el terme “biomarcador” es limita a les respostes moleculars, bioquimiques, cel-lulars
i fisiologiques dels organismes, ja que les respostes d’un nivell més alt sovint s’anomenen
“bioindicadors” o “indicadors ecologics”. Alguns exemples de biomarcadors utilitzats en
el control dels organismes aquatics son els enzims i els productes de biotransformacio, les
proteines de 1’estrés, les metal-lotioneines, els parametres immunologics, els parametres
endocrins, els parametres genotoxics i les alteracions histopatologiques. Cal tenir en compte
que, arran del desenvolupament de les tecnologies toxicogenomiques, €s possible que
apareguin nous biomarcadors.

Atés que els biomarcadors indiquen si un organisme esta exposat a compostos quimics
toxics 1 si aixo pot tenir relacio amb efectes adversos per a la salut, aquests biomarcadors
poden servir per relacionar I’estat quimic i ecologic dels habitats aquatics, tal com exigeix,
per exemple, la Directiva marc de ’aigua. El principal punt fort dels biomarcadors ¢és la
seva utilitat com a eina de diagnostic a I’hora d’establir relacions causa-efecte. En canvi es
troba en discussio, la capacitat predictiva dels biomarcadors, és a dir, la seva capacitat de
pronosticar els canvis ecologics.

Els biomarcadors representen les respostes integrades dels organismes biologics. Aixi,
un dels seus avantatges és que mostren I’impacte acumulat de tots els compostos quimics
als quals esta sotmeés ’organisme. En canvi, 1’inconvenient dels biomarcadors és que la
seva resposta no només rep la influéncia de 1’exposicio quimica, sindé també de diferents
factors quimics, biologics i fisics, com ara I’estat reproductiu de I’organisme o la temperatura
ambiental. Aquesta regulaciéo multiple de les respostes dels biomarcadors s’ha de valorar amb
molta cura a I’hora de dissenyar programes de control, per tal de poder diferenciar entre la
influéncia dels estressors quimics i la de la resta de factors.

La presentaci se centrara en 1’abast i les limitacions dels usos de biomarcadors de cara al
control 1 I’avaluacio6 de I’estat dels habitats aquatics.
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D’acord amb la Directiva marc de 1’aigua, I’any 2015 totes les masses d’aigua han d’haver
assolit un bon estat ecologic. Segons la directiva esmentada, el biofilm és un dels elements de
qualitat biologica que cal sotmetre a control per avaluar la qualitat de les aigiies superficials.
Els biofilms s6n comunitats vives que creixen sobre el sediment (fitobentos) o sobre d’altres
superficies (perifiton). Aquestes comunitats estan formades per algues, bacteris, protozous
i fongs, estan envoltats per una matriu extracel-lular de polimers segregats per microbis.
Les pautes de seguiment dels biofilms se centren en elements estructurals de la comunitat
autotrofica, que s’analitzen mitjancant [’is d’eines ben contrastades: la determinacio dels
taxons, I’abundanciaialtres indexs relacionats. Tanmateix, també cal tenir en compte laresposta
funcional de les comunitats, atés que duen a terme funcions crucials per als ecosistemes. Es
per aixo0 que el projecte Keybioeftects ha desenvolupat diverses eines concebudes per avaluar
les respostes funcionals de les comunitats dels biofilms.

1. Com s’investiga la complexitat dels biofilms?

Les comunitats dels biofilms, que poden estar situades en diversos nivells de I’ecosistema
aquatic, fan d’intermediari entre el flux d’aigua i la llera/sediments del riu. A causa de la seva
omnipreseéncia i la seva importancia com a productors principals en els fluxos de nutrients
i les cascades trofiques, els biofilms son indicadors fiables de la salut integrada d’un
ecosistema. Es més, els biofilms tenen una gran riquesa d’espécies, entre les quals hi ha
una quantitat considerable d’especies
sensibles iamb capacitat discriminant, la
qual cosa, combinada amb el poc temps
que triguen a generar-se, els converteix
en un sistema efica¢ d’alerta precog
de les alteracions de I’ecosistema [1,
2]. Els nostres grups han estudiat els
diversos nivells de complexitat en les
fases de la colonitzaci6 del biofilm, des
de les monocultures i les monocultures
mixtes fins als biofilms naturals en
microcosmos, mesocosmos 1 canals
artificials, o bé en rieres o rius. Per
investigar la complexitat biologica

Genetica:
gens funcionals

Bioguimica:
enzims, metabolits

Funcions fisiologiques:
fotosintesi

Funcions de la comunitat:
estabilitat dels sediments

Nivells d’organitzacio biologica

. Figura 1: nivells d’organitzacié biologica integrats en el
dels  biofilms, hem desenvolupat desenvolupament de les eines. A cada nivell s’'indica un
eines enfocades als diversos nivells exemple de criteri d’avaluacio.
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d’organitzacié biologica, des de les respostes genétiques fins a les funcions de I’ecosistema
(Fig. 1). El que cerquem en aquesta recerca no son respostes estructurals, sind més aviat
respostes funcionals i integrades.

2. Exemples d’investigacions concretes:

Els nostres grups estan treballant per desenvolupar, optimitzar i validar aquestes eines
(Fig. 1). Actualment s’estan comprovant les respostes als canvis abiotics 1 la pressiod toxica
per investigar el potencial de les eines a 1’hora d’avaluar el risc dels compostos quimics
presents a 1’entorn.

2.1 Interaccions entre els factors ambientals i els contaminants

Es van fer créixer biofilms en mesocosmos amb diverses intensitats de llum i tot seguit
es van exposar durant sis hores a diferents herbicides. En general, es va observar que la llum
amb la qual s’havien desenvolupat els biofilms en condicionava les respostes als herbicides.
Arran de les analisis de les respostes dels enzims antioxidants es va arribar a la conclusio que,
per combatre I’estrés oxidant, els biofilms feien servir enzims diferents en funcié de la llum
amb qu¢ s’havien desenvolupat.

2.2 Contaminants emergents: avaluacio de la toxicitat dels B-blocadors en biofilms fluvials [3]

Mitjancant un biomarcador que incloia diversos nivells d’organitzacio biologica, es va
avaluar la toxicitat de tres 3-blocadors que s’han detectat en rangs de ng/l al riu Llobregat.
Després de 24 hores d’exposicio en microcosmos, es va comprovar la resposta dels marcadors.
Segons els resultats, el f-blocador més toxic era el propranolol, que afectava considerablement
I’eficiéncia fotosintética dels biofilms. Tot i que s’esperava que els B-blocadors actuessin de
manera semblant en els organismes clau, amb 1’enfocament adoptat es va demostrar que
cada blocador afectava de manera diferent cada nivell del biofilm i que poden tenir efectes
adversos un cop combinats.

2.3 Polsos de contaminacio del triclosan i el diuron

Es van fer servir biofilms fluvials per avaluar els riscos ecologics associats a 1’entrada
de polsos del bactericida triclosan (TCS) i I’herbicida diuron (DIU). El TCS va inhibir
directament la captacidé de fosfats, va augmentar la mortalitat dels bacteris i va afectar
indirectament les diatomees. Es possible que la inhibicié de la captacié de fosfats redueixi
la capacitat d’autodepuracié de I’ecosistema fluvial. E1 DIU va afectar sobretot el nivell
algal del biofilm: després d’haver estat exposat a 1’herbicida, en va disminuir I’eficiéncia
fotosintética i la mortalitat de les diatomees va augmentar. Aquests resultats confirmen que
cadascun d’aquests dos productes actua de manera diferent a nivell de la comunitat del biofilm
incrementant el risc a nivell ecosistémic que suposa la seva presencia al riu.

2.4 Metabolomica per entendre la toxicitat de la prometrina sobre els biofilms

Es va dur a terme una investigacio per avaluar fins a quin punt la tecnologia metabolomica
¢s adequada per estudiar el perifiton incubat en microcosmos. Durant la incubacié es van
exposar diversos microcosmos a 1’herbicida prometrina llavors, fent servir un “protocol
metabolomic” optimitzat, es van extreure els perfils metabolics del perifiton. Tot i que es va
observar que els perfils metabolics de la comunitat havien canviat arran de la seva exposicio
a la prometrina, és necessari encara reduir la variabilitat no desitjada.
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2.5 Components clau per a la bioestabilitzacio dels sediments

El triclosan, un contaminant antropogénic habitual i persistent en els habitats aquatics,
va afectar considerablement la comunitat bacterina que hi estava directament exposada en
una concentracié de 2-100 pg/l. Per la seva banda, el TCS va inhibir considerablement el
potencial d’estabilitzaci6 dels bacteris, una funcio6 ecosistémica important en I’habitat aquatic
[4,5]. Aquestes dues variables van presentar una correlacié negativa. L’exposicio al TCS va
tenir un impacte considerable en el nombre de cél-lules bacterianes i el creixement bacteria,
la qual cosa va afectar la secrecidé d’EPS i, per tant, també 1’estabilitat dels sediments.

3. Perspectives de I’Gs de biofilms per avaluar la toxicitat i dur a terme controls
d’investigacio
3.1 Avaluacio de la toxicitat

Els biofilms son comunitats complexes que integren, durant periodes prolongats, efectes
directes 1 indirectes de les substancies toxiques, per la qual cosa sén molt interessants a
I’hora d’avaluar la toxicitat. Per desenvolupar bioassajos de laboratori cal dur a terme una
certa estandarditzaci6o dels procediments de colonitzacio i avaluacié de la toxicitat. El
tipus de substrats, la colonitzacié i el temps d’exposicié i els biomarcadors fiables i adequats
poden variar en funcio de I’habitat i de la comunitat que s’estudii (rieres, llacs, sediments,
etc.). Aixi, aquesta uniformitzacio pot ser util per comparar els parametres ecotoxicologics
obtinguts per a les diferents comunitats en diversos laboratoris.

3.2 Control d’investigacio: el biofilm com a indicador sentinella de la salut de I’habitat

El control d’investigacio es pot centrar en el desenvolupament de sistemes d’alerta precog.
Tenint en compte que és possible que es produeixin respostes funcionals abans no es donin
efectes estructurals visibles, les eines desenvolupades en el marc de Keybioeffects poden ser
utils per dur a terme controls d’investigacid. Abans de fer servir aquestes eines de manera
rutinaria, cal adaptar-les i optimitzar-les per als treballs de camp, per aix0d, recomanem un
enfocament que combini el treball de camp i el de laboratori.

Les eines desenvolupades en el laboratori per tal de identificar nous parametres (per
exemple, els gens, els enzims o els metabolits) i funcions de la comunitat (per exemple,
productors principals mitjangant la fotosintesi o estabilitat dels sediments) es poden aplicar a
situacions concretes de treball de camp. Més endavant, els resultats obtinguts al camp es poden
optimitzar i validar al laboratori. En darrer lloc, la combinacio de les eines considerades més
adequades podria servir per generar un conjunt d’eines de biomarcadors valid per al control
d’investigacid, per exemple quan es desconeixen les fonts de la contaminacio.
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L’us del sol, la contaminacio i el canvi climatic tenen un impacte profund en els sistemes
d’aigua dol¢a. En virtut de la Directiva marc de ’aigua (DMA) de la UE, tots els estats
membres s’han compromes a aconseguir que les seves aigiies superficials assoleixin el bon
estat ecologic I’any 2015. La DMA vol fomentar el desenvolupament d’eines que permetin
avaluar de manera fiable I’estat quimic i ecologic de les masses d’aigua i crear estandards
comuns per a la gestié de les aigilies superficials i subterranies. En aquest sentit, per tal de
garantir la proteccio a llarg termini dels recursos hidrics, caldra aturar la contaminacié i
millorar I’estat dels ecosistemes. Malgrat els esforcos de la comunitat cientifica, avui dia
encara ¢s dificil definir amb precisio qué hem d’entendre per “mala qualitat de 1’aigua” i
identificar de manera fiable les causes de la seva degradaci6. En la majoria de casos, la mala
qualitat de I’aigua no és conseqiiencia d’un sol factor d’estres, sin6 que acostuma a ser fruit
de diversos factors que conformen sinergies o s’entorpeixen mutuament (per exemple, la
contaminacié quimica, I’alteracié de I’habitat o els canvis climatics). A més, aquests factors
solen formar part de processos espacials i temporals que es produeixen a diferents escales.
Per tal de complir i superar els objectius de la DMA, obtenir avaluacions geografiques dels
impactes biologics i identificar els factors d’estrés de manera fiable cal disposar d’informacio
espacial i temporal.

Les diverses agencies de [’aigua europees existents nivell nacional-—organismes
encarregats d’aplicar la DMA— han proposat diversos programes de seguiment, en la major
part dels casos basats en inventaris biologics o en mesures de la contaminacié quimica, com
per exemple la deteccid de pesticides i substancies prioritaries en els ecosistemes d’aigua
dolca. Tanmateix, aquestes agéncies no van acordar entre elles els punts de mostreig, per
la qual cosa les activitats de seguiment es duen a terme en punts de mostreig diferents. A
tall d’exemple, a la conca de I’Adur-Garona (sud-oest de Franga) les dades sobre pesticides
(recollides per I’ageéncia de 1’aigua francesa en 130 punts de mostratge) i la dades de peixos
(recollides per I’agencia de pesca francesa en 140 punts de mostratge) estaven massa
allunyades geograficament (10,5 quilometres de mitjana) per poder establir correspondencies.
La conseqiiéncia d’aquesta situacid és, per investigar possibles relacions causa-efecte entre
els factors quimics i les respostes de la comunitat biotica, només es pot emprar una petita part
de la informacié obtinguda de la fusi6 de dades provinents de les diverses agencies.

Lesavaluacionsdebasesdedadesespacials, que formenpartdelesavaluacionsdiagnostiques
exploratories, tenen per objectiu arribar a comprendre les relacions espacials quantitatives
existents entre les variables mediambientals (explicatives) i biologiques (respostes). Aquesta
linia d’estudi s’esta potenciant actualment atés que els resultats poden servir per orientar
estudis de seguiment especifics i per establir els objectius prioritaris de gestié d’aigiies a nivell
regional i locals [1]. Relacionar I’estat biologic, les caracteristiques de 1’habitat (inclosos els
riscos de barreja) i I’abundancia d’espécies ens permet distingir entre causes naturals i causes
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antropogéniques de la degradacio dels ecosistemes. Els métodes emprats poden abastar des
d’analisis de correlacid senzilles a complexes técniques d’analisi multivariable [2-5]. A tall
d’exemple, la metodologia anomenada “grafic circular d’efecte i causa probable” (EPC, per
les seves sigles en anglés) permet associar les contribucions probables de diversos factors

Rank Stressor
Urban run-off
Hardness
Riparian
Metals/ammonia
Dissolved oxygen
Ag. run-off

TSSR“”’“"" Channel

NOOAWN =

Stressor 3
Influence Probability of A
robability o
[] Unexplained S species loss > 50%
["] water chemistry [ Below to mean
[ Habitat [0 - 1 Std. dev.
I Metals/ammonia [ 1 - 3 Std. dev.
I Effluent I > 3 Std. dev. 0 50 100 km
IS T |
I urban run-off
[ Ag. run-off a.) EPC method b.) WOE/WLR method

Figura 1. Resultats del mapatge SIG d’Ohio: (a) Grafic circular i mapa del model d’efectes i causes
probables. (b) Mapa rasteritzat interactiu basat en el model de ponderacié d’evidencia segons el SIG/
regressio logistica ponderada. En cada mapa es mostra un exemple de consulta sobre la influencia d’un
factor d’estres en una ubicacio del riu Mahoning (Kapo et al., 2008).

d’estrés a la perdua d’espécies. La mida dels grafics representa la magnitud del deteriorament
local (vegeu figura 1a de Kapo et al., 2008). Una altra metodologia és la ponderacio de proves
segons el SIG/regressio logistica ponderada [6-7]. En aquest cas, es fan servir les relacions
entre diversos punts de formacid coneguts i els patrons geografics de dues variables o més
per tal de predir la preséncia de punts de referéncia desconeguts i per determinar la influéncia
relativa individual de les variables (vegeu figura 1b de Kapo et al., 2008) .

Avui dia, a Europa hi ha poques bases de dades que permetin dur a terme aquest tipus
d’analisi (incloent variables quimiques, biologiques i relacionades amb 1’habitat). Per tal de
millorar el diagnostic dels ecosistemes i complir la DMA, les parts implicades han de cercar
solucions per millorar la comunicacio entre agéncies. En aquest sentit, una solucid podria ser
la creacio de comités interagéncies, com per exemple un comité geologistic que inclogui les
agencies responsables dels inventaris biologics i del seguiment quimic, que s’encarregaria de
que aquestes dues activitats es duguessin a terme fent servi un conjunt de punts estandaritzat.
Aquest tipus de col-laboracio ja s’ha iniciat a la conca de 1’Adur-Garona i se n’espera un
aveng important de cara als propers anys.
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Elcontrol biologic deles comunitats aquatiques s’ utilitzahabitualment per avaluar I’ impacte
dels estressors fisics 1 quimics sobre la integritat ecologica. Un dels punts de partida basics
d’aquest tipus d’avaluacions ¢s que els patrons de composicid de la comunitat observats als
punts contaminats reflecteixen la preseéncia de factors d’estres concrets. Ara bé, les diferéncies
entre els punts de referéncia i els punts contaminats responen a nombrosos factors, que van
més enlla dels estressors fisics i quimics, la qual cosa fa que demostrar I’existéncia d’una
relaci6 de causalitat en un estudi descriptiu sigui extremadament complicat. Per exemple,
els estudis descriptius poden posar de manifest que la composicié de la comunitat de dos
punts ¢és diferent, pero sovint no son capacos d’atribuir les diferéncies a una causa concreta.
Tot i que s’han proposat enfocaments desenvolupats en el camp de I’epidemiologia humana
(Hill, 1965) per establir relacions causals més solides a les bioavaluacions de cursos d’aigua
(Suter, 1993), segons alguns investigadors cap tecnica €s tan efectiva com la manipulacio
experimental (Lubchenco i Real, 1991).

La relacié entre I’enfocament descriptiu i I’enfocament experimental en 1’ambit de
I’ecotoxicologia es pot descriure com un continuum en dos eixos, dels quals un reflecteix
el grau de control i reproduccié experimental i 1’altre, la rellevancia ecologica del sistema
d’assaig. Els enfocaments experimentals tradicionals utilitzats en toxicologia aquatica, com
ara els bioassajos de laboratori amb una sola especie, son la base que solen fer servir els
responsables de la regulacié mediambiental (Cairns, 1986). Aquests experiments, que son
habituals per detectar els efectes de les substancies quimiques i establir criteris quimics,
permeten controlar de manera estricta les variables de confusié i son facils de reproduir.
No obstant aixo0, les proves de toxicitat de laboratori no son realistes des del punt de vista
ecologic i no expliquen els efectes indirectes que tenen lloc a les comunitats naturals. Per
la seva banda, els estudis purament descriptius (com ara, el biocontrol rutinari) no es poden
reproduir en sentit estricte i tampoc no permeten assignar aleatoriament els tractaments a
les unitats experimentals. El resultat és que les diferéncies entre els punts de referéncia i els
punts contaminats no poden atribuir-se directament a cap factor d’estres concret.

S’han desenvolupat enfocaments més sofisticats —com ara experiments amb microcosmos
i mesocosmos— per avaluar les respostes en nivells superiors de I’organitzacié biologica
(per exemple, les comunitats i els ecosistemes), pero practicament mai no es fan servir en
contextos normatius. Al meu parer, la prioritzacio tradicional dels enfocaments reduccionistes
(com, per exemple, les proves de toxicitat a una sola espeécie) ha impedit 1’aplicacio
d’aquests enfocaments experimentals, més realistes des del punt de vista ecologic. Dur a
terme experiments a una escala espaciotemporal rellevant des del punt de vista ecologic
als nivells superiors de I’organitzacid biologica (poblacions, comunitats, ecosistemes) és
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complicat, motiu pel qual alguns investigadors han qiiestionat la validesa dels estudis a petita
escala (Carpenter, 1996). Si volem que els enfocaments experimentals tinguin un paper més
important en ’ecotoxicologia, els investigadors han fer front als problemes relacionats amb
I’escala espaciotemporal i dissenyar estudis més realistes des de la perspectiva ecologica.

A més d’avaluar els efectes a ’escala espaciotemporal adient, els ecotoxicolegs cada
vegada son més conscients de la necessitat de fer servir un ampli ventall de criteris de
valoracio6 significatius des del punt de vista ecologic. Als nivells inferiors d’organitzacio solen
produir-se respostes a un contaminant concret (per exemple, la induccidé de metal-lotioneina
i exposicid a metalls pesants) que, en general, tenen una base mecanicista coneguda, pero
encara no s’ha aconseguit descriure les conseqiiéncies ecologiques de la majoria de respostes
bioquimiques, fisiologiques 1 individuals de les poblacions i les comunitats. Malgrat que
les respostes als nivells més elevats de 1’organitzacié biologica sén més rellevants des de
la perspectiva ecologica, també son menys especifiques 1 no tenen una base mecanicista.
Per aixo0, alguns investigadors son partidaris d’integrar els mesuraments en tots els nivells
de I’organitzacié biologica quan avaluen els efectes dels estressors (Clements, 2000). Els
experiments en microcosmos i mesocosmos solen incloure I’exposicid de sistemes complexos
i, per tant, son una bona oportunitat per investigar les respostes als estressors als diferents
nivells de I’organitzacio biologica.

Latransicio des d’enfocaments purament descriptius a d’altres d’experimentalsila capacitat
de posar a prova hipotesis a través d’experiments controlats sol considerar-se un senyal de
maduresa cientifica (Popper, 1972). Tot i que aquesta transicio ja esta en procés al camp de
I’ecotoxicologia, hi ha encara dubtes importants al voltant de les escales espaciotemporals i
els nivells de I’organitzacio biologica adients. En aquesta presentacio, descriuré els punts forts
i els punts febles dels enfocaments experimentals en diferents escales espacials i temporals
dins I’ambit de I’ecotoxicologia. A partir de dades recollides durant un experiment natural dut
a terme durant 20 anys en un rierol contaminat amb metalls, explicaré de quina manera poden
integrar-se els resultats dels enfocaments descriptius i experimentals per posar de manifest
relacions causa-efecte entre els factors d’estrés i les respostes ecologiques. A més a més,
faré servir els resultats d’una manipulacié in situ duta a terme a gran escala en 12 rierols
diferents per demostrar els efectes dels factors d’estrés que han d’investigar-se en el marc
del canvi global. L’objectiu de la presentacid és demostrar de quina manera poden utilitzar-se
els resultats dels estudis descriptius i experimentals per establir relacions causals i1 identificar
concentracions segures de contaminants prioritaris i emergents en ecosistemes aquatics.
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Per tal de complir la Directiva marc de 1’aigua (DMA), els estats membres i la comunitat
cientifica han de reflexionar sobre la proteccio i la gestio dels sistemes d’aigua dolga. D’acord
amb la directiva, per determinar I’estat ecologic de les masses d’aigua cal tenir en compte
no només les pressions a les quals estan sotmesos els diferents grups biotics, sind també la
desviacio de la comunitat respecte de les seves condicions inalterades.

Sovint es fa dificil establir relacions causa-efecte entre les caracteristiques quimiques de
I’aigua dels rius i les comunitats biologiques. A més, és possible que la degradaci6 de ’estat
ecologic estigui provocada per altres factors d’estrés. Les métriques més habituals — basades
en les estructures de les comunitats, per exemple els indexs biotics — no reflecteixen els
efectes combinats dels factors d’estrés, cal tenir en compte, a més, que aquests efectes varien
d’un nivell biologic a un altre. A I’hora d’avaluar la rellevancia dels diversos factors d’estres,
en I’analisi cal incloure diversos parametres i emprar analisis estadistics multivariants a fi i
efecte de confirmar tant el paper de cada factor d’estrés com el de les interaccions entre ells.

EnelmarcdelprojecteMODELKEY s’hanplantejatdiversosenfocamentsd’experimentacio,
observacio i modelatge destinats a valorar tant el potencial com les limitacions de 1’avaluacio
conjunta de diversos factors d’estres. Fent servir les eines disponibles, s’han pogut analitzar
les dades a diversos nivells (com ara la comunitat, els compostos quimics i els descriptors de
toxicitat) per tal d’avaluar I’impacte dels contaminants clau en I’estructura i la biodiversitat
de la comunitat. El1 Llobregat és un dels rius que s’han examinat en el marc del projecte. La
conca del Llobregat destaca per les grans fluctuacions del cabal, fruit de la influéncia del clima
mediterrani. La capcgalera del riu es caracteritza pel desenvolupament d’activitats agricoles,
mentre que en el curs mitja i inferior es percep I’impacte de la industria i les aglomeracions
urbanes. La conca del Llobregat té més de cinc milions d’habitants i la contaminacié quimica
hi va acompanyada de salinitat, enriquiment de nutrients, degradacio de 1’habitat i extraccio
d’aigua. En diversos punts del curs inferior del riu, les analisis quimiques han posat de
manifest la preséncia de contaminants prioritaris i emergents, com per exemple pesticides
(Ricart et al. 2009), compostos farmaceutics (Muifioz et al. 2009) i compostos alquilfenols
(Petrovic et al., 2002).

A la primavera i la tardor del 2005 i el 2006, es van prendre simultaniament diverses
mostres quimiques i biologiques al curs inferior del riu Llobregat. A continuacio, es van fer
servir técniques estadistiques d’analisi multivariant per mirar d’establir quina era la millor
correspondéncia entre els patrons entre mostres d’una comunitat i els patrons de les variables
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ambientals associades a aquestes mostres. Els resultats suggereixen que hi ha diversos factors
que afecten les comunitats estudiades:

Les variables fisiques i quimiques (principalment la temperatura i la concentracié de
sulfats) expliquen 1’alt percentatge de variabilitat de les activitats exoenzimatiques del nivell
bacteria del biofilm.

La presencia i la concentracid dels pesticides, i també la disponibilitat dels nutrients,
estaven relacionades amb els canvis en la biomassa, la composicio de la comunitatil’eficiéncia
fotosintética de les algues del biofilm.

L’abundancia de biomassa a la comunitat de macroinvertebrats estava relacionada amb la
concentracié de determinats agents farmacéutics (principalment antiinflamatoris)

Tot 1 que aquests resultats no han permés trobar proves de relacions causa-efecte, els
experiments ecotoxicologics duts a terme al laboratori confirmen parcialment els resultats
obtinguts en el treball de camp. La combinacio d’aquests dos enfocaments pot ser determinant
per esbrinar quins son els factors responsables dels canvis que es produeixen en les comunitats
biologiques. Els estudis de camp poden ser ttils per descobrir la correlacio espacial i temporal
del factor d’estrés i els seus efectes en els gradients, mentre que els experiments amb les
comunitats duts a terme al laboratori son necessaris per examinar les hipotesis derivades
dels estudis de camp. La combinacio entre el coneixement dels patrons de 1’estudi de camp
i les activitats dutes a terme al laboratori pot ser util tant per orientar les activitats de control
posteriors com per identificar els taxons clau i emprar-los com a indicadors ecologics de
factors d’estrés concrets (o predominants), en cas que hi hagi diversos factors d’estrés. Es
possible que aquesta via tingui també utilitat a I’hora de prendre decisions de gestio de riscos
en el futur.

Recomanacions

Proposem diverses mesures i recomanacions per millorar 1’avaluacio i la gestio de les
conques fluvials:

Una presa de mostres simultania en el temps i I’espai que tingui en compte parametres
fisics, quimics i biologics.

La realitzacidé de cribratges generals a les conques dels rius per tal de detectar nous
components i determinar si son toxics per a la comunitat, amb 1’objectiu de seleccionar els
components a incloure en el control rutinari.

L’Gs del modelatge per fer estimacions dels impactes dels diversos factors d’estrés a les
comunitats biologiques, tant localment com al nivell de la conca.
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Introduccio

D’acord amb els principis de la Directiva marc de ’aigua de la Uni6 Europea, els aspectes
que cal tenir més en compte a I’hora d’avaluar ’estat quimic de les masses d’aigua europees
son: la identificacio dels principals agents toxics, la quantificacid de la influencia de les
condicions mediambientals sobre la biodisponibilitat d’aquests agents i 1’analisi dels seus
efectes en mescles de diferents nivells de I’ecosistema.

Els organismes regionals amb competéncies en la matéria han de complementar els
sistemes habituals de control amb eines més sostenibles, tant pel que fa a la reduccié del
cost i de ’impacte ambiental com a I’augment de la fiabilitat i I’eficiéncia en la identificacio
de les fonts de contaminacid. Aquestes eines de control incipients (com el biocontrol o
els biomarcadors, entre d’altres) ofereixen una imatge més completa de ’estat general de
I’ecosistema, ja que permeten relacionar I’estat quimic amb I’estat ecologic.

La integraci6é del control tant de I’exposicid i com dels seus efectes permetra dissenyar
programes de control més efectius, a més de posar les bases per elaborar una estratégia de
control de la contaminaci6 basada en riscos.

Aquest estudi forma part del projecte europeu Keybioeffects, inclos a la xarxa de formacio
Marie Curie, que pretén millorar el coneixement dels problemes relacionats amb la preservacio
de la biodiversitat i la contaminacio6 de I’aigua dels rius europeus, per després transmetre’l a
diferents agents implicats. Aixi, hi ha en procés de desenvolupament un document d’orientacio
basat en casos concrets, que vol servir d’ajuda a les agéncies de ’aigua a 1’hora d’avaluar
I’estat quimic i ecologic en relaciéo amb els contaminants prioritaris i emergents.

Eines de suport a la presa de decisions i prioritzacio

La reduccio de la freqiiencia de mostreig es pot justificar fent servir sensors com a eines
de cribratge (per exemple, sistemes de deteccid precog). L'us del mostreig en les analisis
quimiques es pot subordinar a la resposta d’un sensor, quan la seva lectura sobrepassa un
determinat llindar.

Unbon exemple d’aquest funcionament és la utilitzacié de biofilms fluvials o biomarcadors
de peixos com a bioindicadors d’alteracions mediambientals a 1’ecosistema aquatic. Aquests
sistemes continus en temps real proporcionen una avaluacid i deteccio rapida de la variacio
temporal en la qualitat de 1’aigua. Aquests metodes permeten detectar el desequilibri biologic
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i la toxicitat potencial en una fase inicial, a més d’avaluar I’acci6 conjunta de diversos
estressors (com ara factors ambientals i la concentracio d’agents toxics), la qual cosa obre la
porta a recongixer interaccions i efectes imprevistos.

Laidentificacid de zones problematiques, com també d’espais sense problemes, és possible
mitjancant I’Gs de técniques avancades de modelatge, per exemple a I’hora d’agrupar masses
d’aigua per fer-ne un control.

Els models predictius i de diagnostic aplicats a les dades de control i d’emissié existents
poden servir per predir I’'impacte dels principals contaminants emergents en la biodiversitat
dels ecosistemes d’aigua dolca.

Aquests models poden predir els factors d’estrés que han contribuit al deteriorament de
les comunitats biotiques, com també oferir una analisi predictiva dels efectes més probables
d’agents toxics concrets o combinats sobre la biodiversitat.

En concret, proposem una avaluacid dels riscos basada en la distribucié de les sensibilitats
deles espéecies (SSD) i diverses xarxes neuronals artificials (ANN) per analitzar grans conjunts
de dades 1 identificar patrons de diversitat espacial de la toxicitat quimica.

Eines de control

Pel que fa als programes de control de la qualitat de 1’aigua, cal un gran esforg
d’harmonitzacié dels métodes a escala europea, sobretot en el cas de los conques fluvials
internacionals. Una bona cobertura espacial i la regularitat en els mostreigs son factors
crucials per elaborar un mapa de 1’evolucio de la contaminaci6 al llarg del temps i 1’espai.
D’aquesta manera, es podran aplicar eines de modelatge i, per tant, identificar millor els
espais critics que necessiten més atencio per reduir la contaminacio.

Els instruments de mostreig passiu ofereixen una avaluacid representativa de la qualitat
de I’aigua en un conca fluvial que presenti fluctuacions rapides de les concentracions de
contaminants i permeten integrar la concentracié de contaminants durant tot el periode de
mostreig. A més a més, son utils per concentrar compostos que presenten nivells ambientals
baixos i poden utilitzar-se quan el periode de mostreig és curt (unes hores) o simplement per
a mostreigs d’aigua puntuals. Les técniques de mostreig, extraccid i neteja son senzilles, aixi
com també el transport i I’emmagatzematge de les mostres.

A la Directiva, la Comissié Europea destaca la importancia dels sediments i la biota en el
procés de distribuci6 i1 bioacumulacié de compostos toxics, motiu pel qual obliga els estats
membres a elaborar un programa de control de la qualitat que tingui en compte aquests dos
factors.

Es proposen nous métodes per a la neteja i 1’extraccié d’agents toxics dels sediments i els
peixos.

També sembla important tenir en compte la biodisponibilitat i exposicions de 1’aigua
a concentracions d’agents toxics rellevants: els sistemes d’extraccido amb separacid (per
exemple, SPME) o els models de biodisponibilitat poden ajudar a fer estimacions de la
separacio dels agents toxics a 1’aigua i també dels riscos toxics associats.

Un s continuat d’aquestes técniques permetra determinar les tendeéncies a llarg termini
en les carregues d’agents toxics.

Eines de recerca

En el cas del deteriorament de la biota, i quan la causa del deteriorament és desconeguda
(bon estat quimic segons les substancies prioritaries), es poden combinar els métodes de
control amb bioassajos in vitro i métodes de fraccionament i d’aillament quimic. En aquests
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moments, s’estan desenvolupant nous métodes de mostreig, fraccionament i analisi que
permetin cribrar i identificar contaminants emergents desconeguts en una mescla complexa
de mostres ambientals complexes i també per identificar els contaminants amb efectes
perjudicials sobre la biota, com ara mutagenicitat, carcinogenicitat, la disrupcié endocrina i
els trastorns de desenvolupament (per exemple, Brack, 2003).

Un altre recurs per identificar 1’estrés toxic quan la resposta dels bioassajos és ambigua
o poc concloent son les técniques del camp de la metabolomica, concebudes per entendre i
comparar els processos fisiologics en condicions naturals o d’estres.

Es recomanen eines de recerca especifiques per resoldre problemes relacionats amb la
bioacumulacid, amb les vies de degradacié i amb la capacitat de captacid i d’estabilitat dels
sediments.

Referéncies
Brack, W., 2003. Effect-directed analysis: a promising tool for the identification of organic toxicants in complex mixtures? Anal
Bioanal Chem 377:397-407.
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2. Agence de 'eau Seine Normandie, France.
3. Agence de 'eau Rhin Meuse, France.
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Contacte: jean-pierre.rebillard@eau-adour-garonne. fr

A Franga, els organismes que s’encarreguen del control de 1’estat quimic de I’aigua son
les agencies de I’aigua.

Per tal d’avaluar I’estat quimic de les masses d’aigua, es fa un seguiment de 41 substancies
prioritaries o prioritaries perilloses (vegeu 1’annex X de la Directiva marc de I’aigua).

La directiva europea anomenada de “substancies prioritaries” defineix les Normes
de Qualitat Ambiental (NQA) d’aquestes molécules (concentracié maxima acceptable i
concentracié mitjana anual).

L’objectiu és comparar aquestes normes amb les mitjanes i les maximes observades.

L’any 2007 es van prendre mostres d’aquestes 41 substancies amb dues periodicitats
diferents:

- Un cop al mes als rius.

- Quatre vegades I’any als estanys.

S’han extret mostres de totes les estacions d’aigua de la xarxa de control.

Tanmateix, només disposem de dades corresponents a una quarta part del territori francés
(aproximadament 2.400 estacions per a unes 9.300 masses d’aigua).

D’acord amb el decret de 17 de marg de 2007, que explica el contingut del pla director
SDAGE (eina de planificacio de la gestié hidrica), en aquests 2.400 punts s’ha determinat
I’estat quimic de les masses d’aigua dolga superficials. El Ministeri de Medi Ambient,
Energia, Desenvolupament Sostenible i Mar (MEDDM, per les sigles en francés) va decidir
limitar el nombre de masses d’aigua sense avaluaci6 del seu estat quimic, motiu pel qual cada
agencia de I’aigua assigna un estat quimic fent servir els seus métodes. Aquests métodes es
poden resumir en dos: I) avaluacié de les pressions i impactes i, II) qualitat idéntica de la
massa d’aigua principal i dels seus afluents.
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Establiment del bon estat ecologic de 'aigua a Espanya.
Aplicaci6 de la Directiva 2008/105/CE

Puig A.

Direccion General del Agua. Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino.
Plaza San Juan de la Cruz, s/n. 28071-MADRID, Espanya

Contacte: apinfante@mma.es

L’aprovacio 1I’any 2000 de la Directiva marc de I’aigua va marcar un abans i un després
en el desenvolupament de la politica de I’aigua i, molt especialment, en la proteccié de les
aigiies de les substancies perilloses. La nova directiva incorpora les obligacions que estableix
la legislacio anterior i hi afegeix nous requisits. L’estratégia per combatre la contaminacio
de les aigiies amb substancies perilloses es desenvolupa sobretot a I’article 16 (“Estratégies
per combatre la contaminaci6 de les aigiies”) i s’ha d’aplicar d’acord amb els requisits que
estableix I’article 10 (“Plantejament combinat respecte a les fonts puntuals i difuses”).

Larticle 16 estipula que la proteccio de les aigiies contra les substancies prioritaries s’ha
d’aplicar en dos grans fronts. D’una banda, cal actuar sobre les fonts de les emissions, tot
implantant mesures orientades a la reduccio6 o a I’eliminacio total dels abocaments d’aquestes
substancies al medi aquatic. D’altra banda, cal actuar sobre el medi receptor, de manera que
es compleixin sempre la norma de qualitat ambiental. Aquesta norma marca un llindar de
concentracié ambiental per sota del qual la preséncia d’una substancia no comporta efectes
adversos per al medi aquatic.

Aquesta estratégia gira al voltant de tres grans eixos. D’entrada, cal seleccionar les
substancies rellevants, és a dir, les substancies perilloses que suposen un risc per al medi
ambient o, indirectament, per a la salut humana. Tot seguit, caldra desplegar mesures de
reduccid de la contaminacié per a cadascuna de les substancies seleccionades i, finalment,
calcular la norma de qualitat ambiental del medi aquatic.

El desenvolupament de I’estratégia que estipula 1’article 16 es concreta mitjangant
I’aprovacié de dos instruments legislatius propis. El primer és la Decisio nim. 2455/2001/
CE, de 20 de novembre de 2001, que aprova la llista de substancies prioritaries en 1’ambit
de la politica de I’aigua i que recull ’annex X de la Directiva marc de 1’aigua. El segon,
materialitzat després d’anys d’intenses negociacions, fou la Directiva 2008/105/CE, de 16
de desembre de 2008, sobre normes de qualitat ambiental (NQA) en I’ambit de la politica de
’aigua, que modifica i deroga les directives 82/176/CEE, 83/513/CEE, 84/156/CEE, 84/491/
CEE i 86/280/CEE del Consell.

Aquesta darrera directiva estableix una NQA per a cada substancia en aigiies
continentals, costaneres i de transicio. A més a més, tamb¢ hi ha una NQA aplicable a la biota
per al mercuri, I’hexaclorobenze i 1’hexaclorobutadi¢. La NQA s’expressa a través d’una
mitjana anual i d’una concentracié maxima permesa. En el cas dels compostos organics, els
valors de la NQA van des dels 0,2 ng/L del tributilestany fins als 0,5 ng/L en difeniléters
bromats o als 2,5 pg/L del triclorometa. Pel que fa als metalls, els valors van des dels 0,05
pg/L del mercuri fins als 20 pg/L del niquel. Es deixa en mans de cada estat membre la
definicio de les NQA dels sediments i la biota en determinades categories de masses d’aigua.
Els valors estipulats en aquestes matrius han de tenir el mateix grau de proteccié que els que
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es defineixen en el cas de les aiglies, una possibilitat que té una importancia especial en el cas
de les substancies altament hidrofugues, com ara els cloroalcans o els pentabromodifeniléters.
També pot ser interessant per al control de les aigiies costaneres, en qué les matrius que
normalment s’utilitzen per mesurar els efectes de la contaminacidé son els musclos o els
sediments.

De manera paral-lela, la Directiva obliga a fer un seguiment de la tendéncia en el
contingut dels contaminants dels sediments o la biota. Concretament, cal controlar de prop
les substancies que tenen més tendéncia a acumular-se en aquestes matrius, com ara els
metalls, els hidrocarburs aromatics policiclics o les substancies organoclorades. En aquest
cas, cal vigilar que la concentracié d’aquestes substancies no augmenti amb el temps.

Val la pena subratllar que la Comissio treballa actualment per modificar la relacid de
substancies prioritaries amb la intenci6é d’afegir-n’hi de noves. De moment, la llista inicial
compren 42 substancies obtingudes arran d’un nou procés de prioritzacio, entre les quals hi
figuren els contaminants recollits a I’annex I1I de la Directiva de NQA, tant els més coneguts,
com els PCB o les dioxines, com altres de menys habituals a les xarxes de control, com ara
EDTA, PFO, glifosat, AMPA o bisfenol A. També s’hi han afegit contaminants nous, alguns
d’emergents, com ara el triclorfon, el diclorvos, 1’ibuprofe, 1’irgarol o la carbamazepina,
entre d’altres.

Els controls analitics s’han de fer d’acord amb els requisits que estableix la Directiva
2009/90/CE de la Comissio de 31 de juliol de 2009, que marca les especificacions técniques
de I’analisi quimica i del seguiment de 1’estat de les aigiies, sediments i éssers vius, a més de
normes pensades per corroborar la qualitat dels resultats analitics.

Aquest marc legislatiu, complex i abundant, marca les pautes a partir de les quals es
desenvolupa ’estratégia sobre substancies prioritaries a 1’Estat espanyol. A més a més, els
mateixos principis s’apliquen a ’hora de protegir les aigiies d’altres tipus de substancies, és
a dir, substancies preferents prioritzades a escala estatal i contaminants rellevants de cada
demarcacio hidrografica. Aixi, de la mateixa manera que es considera que 1’estat quimic
de les aigiies superficials és bo si es compleixen les NQA de la Directiva 2008/105/CE,
I’estat ecologic (amb relacid als contaminants) també és bo si es compleixen les NQA de
les substancies preferents que fixa el Reial Decret 995/2000, de 2 de juny, per a les aigiies
continentals i les seccions B i C de I’annex I i I’annex II del Reial Decret 258/1989, de 10
de marg, sobre abocaments de substancies perilloses de la terra al mar. En el cas d’alguns
contaminants, cal complir les NQA calculades d’acord amb les disposicions de I’annex V de
la Directiva marc de I’aigua i aprovades en el context de cada pla hidrologic.

Des del Ministeri de Medi Ambient i Medi Rural i Mari, la Direccidé General de 1’Aigua,
juntament amb la Direccio General de Sostenibilitat de la Costa i el Mar, treballen en
I’elaboraci6 del text que ha de transposar la Directiva. Aquest mateix estament també valora
la possibilitat de fixar NQA de referéncia per als sediments i la biota.
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Métodes d’analisi de contaminants emergents i prioritaris:
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Contacte: Josep.Caixach@cid.csic.es

La Directiva marc de I’aigua (DMA) (2000/60/CE) regula la contaminacié quimica de les
masses d’aiguaeuropeesatravés delaDecisio 2455/2001/CE, que aprova lallistade substancies
prioritaries i I’establiment de Normes de Qualitat Ambiental a escala europea mitjangant la
Directiva de desenvolupament 2008/105/CE. Pel que fa als contaminants especifics de les
conques fluvials, la DMA estableix 1’obligacio d’identificar els contaminants rellevants a les
menors escales espacials possibles, com també d’adaptar els valors limit adients a I’ambit
estatal. La Directiva d’aiglies subterranies (2006/118/CE) garanteix la proteccio de les aigiies
subterranies contra la contaminacio i el deteriorament. Per aconseguir-ho, els estats membres
han de crear programes de control de la qualitat de 1’aigua que incloguin un ampli ventall de
contaminants amb 1’objectiu de poder identificar els possibles riscos, els temes prioritaris i
els punts que requereixen un pla d’actuacio.

La Directiva de desenvolupament de la DMA 2008/105/CE, relativa a les Normes de
Qualitat Ambiental a les politiques hidriques, regula la contaminacié per substancies
quimiques en aigiies europees. En un esborrany de la Directiva de la Comissio relativa al
control analitic de la qualitat es proposen criteris d’interpretacio.

El centre de recerca JRC IES ha estat sempre col-laborant en I’elaboracio de la Directiva de
desenvolupament de la DMA COM(2006)398, relativa a les Normes de Qualitat Ambiental,
primer des de la presidéncia del grup de treball d’Analisi i Seguiment de Substancies
Prioritaries (2003-2004), més endavant des de la copresidéncia de ’elaboracio de I’esborrany
del Document guia sobre aigiies superficials en el marc de I’ Activitat de Control Quimic
(2005-2006) 1, actualment, des de la copresidéncia de 1’Activitat de Control Quimic del
periode 2007-2009.

Un dels principals objectius dels controls quimics que es realitzen actualment és avaluar
els metodes que hi ha disponibles per tal de comprovar el seu grau de compliment de la DMA.
Es cabdal que totes les metodologies satisfacin els requisits de control quimic establerts a la
DMA, per exemple a I’hora de proporcionar dades de concentracié amb la precisié suficient
que permeti avaluar el compliment de la Directiva. Una bona referéncia a tenir en compte
pel que fa a les disposicions general de la DMA ¢és el Document guia nim. 7 “Control d’acord
amb la Directiva marc de I’aigua”, mentre que en el cas de les qiiestions relacionades amb la
regulacio de les aigiies subterranies cal consultar el Document guia num. 15 de I’Estrategia
Comuna d’Implementacié de la DMA, “Control de les aigilies subterranies”, com també el
document guia num. 19 d’aquesta estratégia, “Control quimic de les aigiies superficials”.

A ’esborrany de la Directiva de la Comissio on s’adopten especificacions técniques per al
control quimic i la qualitat dels resultats analitics, d’acord amb la Directiva 2000/60/CE, del
Parlament Europeu i del Consell, es presenta una proposta de criteris d’interpretacié de les
mesures analitiques obtingudes amb els metodes de control quimic. A I’esborrany s’estableix
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que, per complir la DMA, el limit de quantificacié ha de ser <30% al que s’estipula a les
Normes de Qualitat Ambiental (Directiva 2009/90/CE).

En general, les metodologies que es fan servir per analitzar els contaminants organics
presents a l’aigua estan consolidades i es basen GC/MS (o en GC/HRMS) i en LC-MS
(o en LC-MS/MS). Tanmateix, els valors d’algunes de les Normes de Qualitat Ambiental
proposades sén molt baixos (per exemple, el de I’endosulfan [ : 5-0,5 ng/1], el de PBDE [}_:
0,5-0,2 ng/1] i el d’alguns HAP [>: 2 ng/1]). Els limits de quantificacié d’aquests valors han
de situar-se en nivells de ng/l (ppt) o inferiors.

A més cal tenir en compte que, per detectar les baixes concentracions de contaminants que
s’inclouen als exercicis d’intercalibracio entre laboratoris en el marc de 1’ Analisi de Control
Quimic, cal un tipus d’instrumental sofisticat (GC-HRMS, GC-MS/MS o LC-MS/MS), que
en aquests moments no és a 1’abast dels laboratoris convencionals.

D’altra banda, per analitzar els contaminants organics anomenats “emergents” (per
exemple, els PFOS, els farmacs, els productes farmaccutics, la NDMA, etc.) també fa falta
un tipus d’instrumental sofisticat (MS/MS i HRMS). En definitiva, actualment els métodes
encara no s’han verificat totalment, no existeixen materials de referéncia i hi ha disponibles
pocs exercicis d’intercalibracio entre laboratoris. D’aix0, es desprén que actualment és
impossible fer comparacions rigoroses.

En aquest context, és imprescindible desenvolupar metodologies fiables i solides que
compleixin els estandards de QA/QC.

Referéncies

Comparison of Monitoring Approaches for Selected Prioritary Pollutants in Surface Water, CMA on-site 2 ; G Hanke et al ;
JRC-IES, 2009.

Focal Point: Emerging Contaminants and Water Analysis (W.Giger) , Anal Chem 2008.

Environmental Mass Spectrometry: Emerging Contaminants and Current Issues. S. Richardson; ES&T, 40 (33), 2008.
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Resum

Les dades obtingudes arran de les campanyes de control de substancies prioritaries,
substancies prioritaries perilloses i altres substancies relacionades als rius de Catalunya,
dutes a terme per I’ Ageéncia Catalana de 1’ Aigua entre 2008 i 2009 en el marc d’aplicaci6 de
la Directiva marc de I’aigua, es poden presentar i interpretar des d’una doble perspectiva:

a) Component normatiu

Els resultats de I’estudi de les substancies prioritaries i les substancies prioritaries perilloses
s’han avaluat segons els criteris de la Directiva 2008/105/CE. En el cas dels compostos que
queden fora d’aquesta directiva, s’han analitzat, quan ha estat possible, d’acord amb les
legislacions locals aplicables, com ara el RD 995/2000 i el RD 140/2003.

A més a més, s’han revisat les dades disponibles sobre inventaris d’emissions, obtingudes
en aplicacid de la normativa de I’E-PRTR a plantes de tractament d’aigiies residuals de més
de 100.000 hab/eq. Aixi mateix, aquestes dades s’han revisat i relacionat temptativament
amb els valors dels rius.

b) Avaluacio de riscos

S’ha plantejat una possible avaluacid dels riscos ecotoxicologics emprant técniques
avancades de modelatge seqiiencial a un subconjunt seleccionat a partir de les dades dels
controls de qualitat quimics (232 punts de mostreig i 60 contaminants).

Les dades sobre la concentracié de contaminants a I’aigua es van tractar préviament amb
I’objectiu de calcular la fraccio biodisponible, en funci6 de les propietats de la substancia i
de les condicions ambientals locals. Els valors obtinguts es van fer servir per predir I’impacte
potencial de les substancies toxiques sobre la biota aquatica en mescles complexes i també per
identificar punts problematics. L’avaluacio de I’exposicié amb la distribucié de sensibilitats
de les especies (Species Sensitivity Distribution, SSD) i les normes de toxicitat de la mescla
es van utilitzar per determinar la fraccid afectada potencialment per substancies diverses
(Potentially Affected Fraction, msPAF).

Per entendre i visualitzar la distribucio espacial del risc toxic, s’han valorat diferents
técniques de representacid, com ara els mapes autoorganitzats (Self Organising Maps, SOM),
derivats de les xarxes neuronals artificials, I’analisi de conglomerats o 1’analisi de components
principals (Principal Component Analysis, PCA).

En aquest procés, s’han identificat els punts problematics i els patrons de contaminacio,
fet que ha aportat informacié molt util per tal que els gestors de recursos hidrics puguin
avaluar els riscos quimics de les conques fluvials.
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Control de substancies perilloses a la conca de I’Ebre
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La Directiva marc de I’aigua 2000/60/CE (DMA) i les directives que figuren al seu annex
IX, com també la Directiva 2006/11/CE (versio codificada de la Directiva 76/464/CEE),
obliguen els estats membres a crear estacions de vigilancia per controlar la contaminaci6 del
medi aquatic (aigua, sediments i biota) per substancies perilloses aiglies avall dels seus punts
d’emissio.

Atés que les substancies classificades com a perilloses poden ser d’origen industrial
(puntual) i/o agricola (difts), no es poden aplicar uns mateixos criteris per a totes les
substancies a 1’hora de dissenyar la xarxa de vigilancia, sino que cal fer una diferéncia entre
els plaguicides i la resta. Per aixo, la Confederacié Hidrografica de 1I’Ebre ha establert dues
xarxes amb punts de control, freqiiéncies de mostreig, parametres de mesurament i matrius
d’analisi diferents:

- La Xarxa de Control de Plaguicides (RCP), pensada per controlar la contaminacid
d’origen agricola/difts.

- La Xarxa de Control de Substancies Perilloses (RCSP), per controlar la contaminacid
d’origen principalment industrial/puntual.

L’objectiu de la Xarxa de Control de Plaguicides és vigilar la contaminaci6 provocada pels
plaguicides que pertanyen a la Llista I, Llista II Preferents i Llista de Substancies Prioritaries,
aigiies avall de les zones principalment agricoles i, molt especialment, vetllar pel compliment
de les normes de qualitat (NQA) que estipula la legislacio vigent.

La Xarxa de Control de Substancies Perilloses de la Confederacié Hidrografica de 1’Ebre
(CHE) funciona des de I’any 1992. L’objectiu d’aquesta xarxa és controlar la concentracio de
les substancies perilloses (substancies prioritaries, substancies de la Llista I i substancies de
la Llista II Preferents) aigiies avall dels principals focus d’emissions. Aquest control obliga a
recollir mostres d’aigua, de sediments i1 de peixos. Pel que fa a I’aigua, s’apliquen les Normes
de Qualitat Ambiental (Directiva 2008/105/CEE i Reial Decret 995/2000), mentre que en
el cas dels sediments i els peixos 1’objectiu és que les concentracions en aquestes matrius
no registrin un augment significatiu amb el temps (principi basic de millora continuada o
standstill).

La taula 1 presenta el nombre d’estacions que actualment integren aquestes xarxes de
control, com també les matrius analitzades i les freqiiencies de mostreig.

Taula 1: Caracteristiques de la RCSP i la RCP

Nombre estacions Matrius analitzades Freqiiéncia de mostreig
Aigua 12/any
XCSP 18 Sediments 1/any
Peixos 1/any
XCP 22 Aigua S/any
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La Xarxa de Control de Plaguicides controla fins a 37 substancies diferents, mentre que la
RCSP es fixa en 47 contaminants en total.

Els resultats obtinguts a la Xarxa de Control de Substancies Perilloses durant la campanya
de 2008 indiquen que els punts on hi ha més contaminacié d’origen industrial son les
estacions del Gallego a Jabarrella, de I’Ebre a Asc6, del Cinca a Monzd, del Zadorra a Vitoria-
Trespuentes, de I’Ebre a Tortosa i del Huerva a Saragossa-Fuente de la Junquera.

Els contaminants detectats en concentracions importants en algunes de les analisis fetes
I’any 2008 en cadascuna de les matrius analitzades a la RCSP son els segiients:

- Aigua: seleni, niquel, mercuri i diclorometa.

- Sediments: niquel, crom, zinc, cadmi, DDT, benzo(b)fluorante, benzo(a)pire, benzo(g,h,i)

perilé i benzo(z)fluorantg.

- Peixos: DDT, zinc, hexaclorobenzé i mercuri.

De les analisis fetes I’any 2008 a la Xarxa de Control de Plaguicides es desprén que
dels 37 plaguicides analitzats, només nou (atrazina, desetilatrazina, clorpirifos, isoproturon,
metolaclor, molinat, simazina, terbutilazina i 3,4-dicloroanilina) han superat algun cop el
nivell de 0,1 pug/l. A més a més, I’any 2008 només la terbutilazina i la 3,4-dicloroanilina van
registrar concentracions superiors a 1 ug/L.

Les estacions que presenten un nivell de plaguicides més alts son les del Flumen a Sarifiena,
I’ Alcanadre a Ontinyena, 1’ Arba de Luesia a Tauste i el Clamor Amarga a Zaidin.
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Relacié entre les variacions espaciotemporals en la
contaminacioé per diuron i la toleréncia induida en biofilms
als rius
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Els biofilms presenten un gran potencial com a indicadors precogos d’alerta en el control
dels rius. A I’hora de valorar els efectes dels agents toxics en les comunitats microbianes
naturals, €s especialment important fer una distincio6 entre aquests efectes i els derivats d’altres
parametres ambientals. Els enfocaments basats en la tolerancia induida per la contaminaci6 en
comunitats (PICT) ofereixen la possibilitat d’aillar parcialment els efectes dels agents toxics
individuals d’un ecosistema complex estudiant els canvis en la sensibilitat de les comunitats.
Per tal de comprovar la validesa de la metodologia PICT en 1’avaluacio de riscos, 1’estudi es
va centrar a analitzar si els nivells de tolerancia al diuron induits en comunitats de biofilms
fotoautotrofiques eren proporcionals al seu nivell previ d’exposicio in situ a aquest mateix
herbicida. El projecte va dur a terme un estudi de camp durant 9 mesos en dos punts d’un
mateix riu afectat per contaminacio6 cronica de diuron. A partir de bioassajos en fotosintesi de
curta durada, es van estimar mensualment les variacions espaciotemporals de la capacitat de
tolerancia al diuron de les comunitats fotoautotrofiques. Tot i que es va observar una possible
influéncia de tres variables ambientals covariants (nitrats, conductivitat i temperatura) en els
processos induits de tolerancia al diuron, les analisis estadistiques van demostrar clarament
que el principal factor a I’hora d’explicar la variacio en la sensibilitat al diuron era el nivell
d’exposici6 al diuron durant els periodes de colonitzacid dels biofilms. En aquest sentit, es va
constatar una correlacio exponencial important entre els valors d’EC, i les concentracions de
diuron in situ, cosa que confirmaria que el metode PICT pot constituir una eina important per
al control dels rius, com a complement d’altres metodes actuals basats en bioindicadors.
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Les respostes dels biomarcadors multiples de
macroinvertebrats bentonics com a eina de diagnosi de
'estat ecologic de rius contaminats
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Els indexs biologics basats en les espécies de macroinvertebrats bentonics s’utilitzen
actualment arreu del moén per a mesurar la qualitat de les aigiies fluvials a partir de criteris
ecologics. Aquests indexs determinen 1’estat ecologic global de la comunitat biotica, pero
no detecten els efectes especifics dels contaminants de I’aigua en concentracions rellevants
des d’una perspectiva ambiental. En aquest cas, presentem dades experimentals sobre
les respostes bioquimiques d’espeécimens transplantats i altres recollits al camp de dos
taxons (Echinogammarus sp. i Hydropsyche exocellata) en espais amb diferents nivells de
contaminacid. L’estudi es va dur a terme a les conques fluvials dels rius Llobregat, Besos i
Ebre. Per a valorar els efectes d’un ampli ventall de fonts contaminants, com ara glifosats,
productes farmaceutics, compostos organoclorats i mercuri, es va aplicar un enfocament
basat en biomarcadors multiples, que va implicar 1’us de fins a deu marcadors diferents. Les
respostes biologiques van anar des de la biotransformacio fins als enzims antioxidants i als
marcadors de danys en teixits. Els resultats obtinguts van permetre observar: (1) una bona
repetibilitat de les respostes dels biomarcadors en les diferents localitats al llarg del temps,
(2) una activitat de biotransformacio i dels enzims antioxidants superior en les localitats
contaminades i en les espécies tolerants, (3) unes respostes més elevades dels organismes
recollits als camp en comparacié amb els transplantats i (4) la viabilitat dels biomarcadors
per diferenciar i, aixi, identificar les principals fonts de contaminants que afecten la biota
fluvial. A més a més, com en el cas dels indexs biologics, les respostes dels biomarcadors
registrades en poblacions situades en localitats de referéncia i en localitats contaminades
també van permetre discriminar graus de contaminacié diferents. Per tant, els resultats
indiquen que les respostes dels biomarcadors multiples de les espécies bentoniques de
macroinvertebrats aporten més informacio util i complementaria que no pas les respostes
obtingudes amb indexs biotics i que, a més, son necessaries per a caracteritzar 1’ estat ecologic
dels ecosistemes fluvials mediterranis. Aquest fet és especialment interessant en localitats
amb una contaminacié moderada, en que els factors estressors ja afecten les comunitats, tot
i que no amb prou intensitat com perque els indexs biotics ho detectin. Les respostes dels
biomarcadors multiples, per tant, actuen com a senyals d’alerta que ens avisen que, si no es
produeixen canvis en I’actual tendencia vers I’augment dels contaminants, 1’estat ecologic de
les localitats amb una contaminacié moderada podria empitjorar en un futur. Aquest estudi va
comptar amb el finangament dels projectes espanyols CGL2008-01898 i CGL2007-64551/
HID i del programa ECOSTRIMED de la Diputaci6 de Barcelona (www.ecostrimed.net).
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Patrons estructurals de les comunitats de diatomees en rius
sotmesos a contaminacié per metalls pesants de diferents
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A partir d’estudis de camp desenvolupats en diferents paisos (Franca, Espanya, Suissa,
Canada i Vietnam) es va crear una gran base de dades de diatomees de riu (amb més de 450
taxons) corresponents a rius exposats a diferents carregues de metalls pesants en les seves
aiglies. Un cop harmonitzada la taxonomia, es van analitzar els patrons de I’estructura de les
comunitats de diatomees a partir de 163 mostres, totes recollides en substrats durs.

Labiotipologia (és a dir, I’estructuraci6 dels conjunts de dades de diatomees) indica que les
especies estan influides tant pel context hidroecoregional com per les carregues dels metalls.
El projecte estudia els parametres ambientals més importants estructuralment i utilitza les
analisis diferencials per determinar la rellevancia d’algunes espécies concretes (com ara
I’Eolimna minima o 1’ Achnanthidium minutissimum), com tamb¢ les formes teratologiques
per al biocontrol de la contaminacié per metalls pesants.
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Gradients de pesticides als rius: estudi de camp basat en
peixos
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L’any 2015, les aiglies superficials de tots els estats membres de la Uniéo Europea han
de tenir un estat quimic i ecologic bo o molt bo, tal com estableix I’actual Directiva marc
de I’aigua. Per tant, I’abast actual de la contaminacio dels entorns aquatics per activitats
antropogéniques exigeix una avaluacid activa de I’impacte en els organismes exposats.

Per tal de comprovar si els diferents nivells de pesticides (principalment herbicides)
detectats als rius del sud-oest de Franga afecten les poblacions de peixos, en vam analitzar
I’estat sanitari i els trets. La classificacid dels punts de mostreig a partir de les concentracions
de pesticides es basa en les dades dels estudis anuals duts a terme per I’agéncia de 1’aigua
local. Aixi, s’obtenen diferents classificacions de les localitats mostrejades en funcio dels
diversos indexs de toxicitat emprats, com ara I’index msPAF total (fraccio [de les espécies]
afectades potencialment per diverses substancies), I’index msPAF per mode d’accio toxic i
les unitats toxiques (TU).

Després de la tria a priori de les localitats, durant la tardor de 2008 i mitjangant pesca
eléctrica, es van recollir exemplars de bagres (Leuciscus cephalus) i gobis (Gobio gobio).
L’objectiu era comprovar si els peixos de localitats contaminades, en comparacié amb els de
zones més netes, presentaven: un estat nutricional més baix (factor de condicio), indicis de
deteriorament de la salut (indexs organosomatics), limitacions de creixement, signes d’estres
quimic toxic (canvis morfomeétrics i asimetria fluctuant) i unes concentracions més elevades
de pesticides a 1’organisme.

Les bagres de les localitats més contaminats (nivells de I’index msPAF 1 TU més alts)
presentaven uns indexs gonadosomatics més alts i uns factors de condicié més baixos, mentre
que I’index hepatosomatic no mostrava cap tendéncia especifica al llarg d’aquest gradient.
A les bagres dels rius més contaminats es van detectar uns nivells més alts de pesticides i un
seguit de canvis histologics hepatics. Els gobis de les localitats més contaminades presentaven
una concentracio més baixa de parasits externs, com també una al¢ada significativament
superior i uns ulls i una aleta dorsal significativament més petits. Aquests resultats s’han
d’acabar de desenvolupar i corregir, tenint en compte la diversitat genética de les poblacions
de gobis.

Els resultats i les conclusions del nostre estudi formaran part d’un procés general de presa
de decisions relacionades amb la gesti¢ dels recursos hidrics.



ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Mar¢ 2010, Girona

Resums Presentacions de poster index 14

Analisi d’efecte directe (EDA) d’una cadena alimentaria
bentonica per cribratge de genotoxicitat
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Segons demostren nombrosos estudis, les aigiies superficials europees estan contaminades
amb compostos quimics mutagens d’accid directa i indirecta (Vahl et al. 1997, Keiter et al.
2006, Barcel6 et al. 2007, Higley et al. 2009, etc.). Per mirar d’identificar d’una manera eficag
els mutagens i d’avaluar-ne la preséncia als nostres sistemes d’aigua dolga, ’EDA (Effect
Directed Analysis) representa una eina de control interessant en el context dels programes de
control de la qualitat de la Directiva marc de 1’aigua.

L’EDA es va fer servir per detectar 1’activitat genotoxica en mostres biotiques i abiotiques
que representaven una cadena alimentaria bentonica d’un entorn aquatic.

Les mostres, obtingudes de la zona del delta del Scheldt occidental (Holanda), es van
sotmetre a proves de genotoxicitat. Les proves van abastar des dels sediments, les particules en
suspensio (SPM), cucs, gambes, catxels i palaies, un tipus de peix pla. Les mostres abiotiques
(sediments, SPM) i tot I’homogenat de les mostres biotiques es van extreure i netejar amb
una combinaci6 de dialisi, cromatografia de permeacio per gel (GPC) i cromatografia liquida
d’alta precisi6 de fase normal (NP-HPLC). Aquest métode, amb diverses etapes de tractament
de les mostres per eliminar-ne els lipids i altres interferéncies, ja s’havia desenvolupat i
validat préviament. Els extractes es van sotmetre a la prova de fluctuacio AMES per detectar
mutacions puntuals i també a 1’assaig de Comet, per trobar danys a I’ADN induits pels
compostos quimics dels extractes.

El primer cribratge de genotoxicitat dels extractes va posar de manifest una citotoxicitat
elevada als bioassajos, malgrat el complex procediment de tractament de les mostres. Per tal
d’evitar el possible efecte d’emmascarament de la citotoxicitat dels indicadors genotoxics, les
mostres es van fraccionar encara més en una columna de silice per eliminar-ne els constituents
citotoxics 1 per facilitar un millor cribratge de la genotoxicitat. Gracies al nou fraccionament
es van detectar efectes genotoxics debils en algunes fraccions de les mostres, una reaccio
previsible tenint en compte 1’alta reactivitat de les substancies genotoxiques en general.

Paraules clau: cadena alimentaria, Effect Directed Analysis (EDA), genotoxicitat, bioassajos suborganismics
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per identificar-hi els compostos alteradors d’androgens
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A la major part d’arees influenciades per I’activitat antropogenica, les mostres poden
contenir una mescla complexa de substancies amb efectes toxicologics en els organismes,
com ara efectes endocrins. Els estudis d’EDA (Effect Directed Analysis) apliquen técniques
de fraccionament basades en bioassajos per tal d’identificar les fraccions que contenen
compostos toxics i, després, dur a terme la caracteritzacio toxica de la mostra. L’estudi que
presentem se centra en una mostra seleccionada després d un cribratge de toxicitat de diferents
sediments fluvials en el marc del projecte Modelkey de la UE (SSPI-CT-2003-511237-2).

La mostra activa seleccionada és originaria del riu Schijn, afluent del Scheldt (B¢lgica). El
bioassaig emprat per a I’analisi és I’assaig de deteccid d’androgens AR-CALUX® (Chemically
Activated Luciferase gene eXpression), que permet buscar tant respostes agonistes com
antagonistes.

L’objectiu de I’estudi EDA és identificar els compostos alteradors d’androgens
responsables de les respostes del bioassaig. Aquest procés consta de diversos passos:
bioassajos de I’extracte complet, primera fraccid6 (LC de fase inversa) i segona fraccio
(LC de fase normal), analisi quimica, identificacié dels compostos, confirmaci6 analitica 1,
finalment, confirmaci6 de toxicitat. En aquest context, exposarem 1’aplicacié d’estratégies
de neteja i fraccionament i [’is de diverses técniques d’identificacié quimica analitica, com
també les possibilitats d’interpretacio dels efectes agonistes i antagonistes a les EDA. Una
de les conclusions obtingudes és que un cribratge de I’extracte complet no és suficient per
mostrar els efectes androgenics, a causa de la supressio de 1’efecte agonista per la preséncia
de compostos antagonistes.
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Identificacié dels compostos alteradors d’androgens en
sediments fluvials sotmesos a analisi d’efecte directe (EDA)
amb LTQ-Orbitrap
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Durant les darreres decades s’hadedicat moltaatencio a la presenciade compostos alteradors
endocrins al medi ambient. Aquests compostos comprenen des de les hormones naturals i
sinteétiques fins als compostos quimics industrials. En arees sota la influéncia de 1’activitat
antropogeénica, les mostres poden contenir una barreja complexa d’aquests compostos. Els
estudis d’EDA (Effect Directed Analysis) apliquen técniques de fraccionament basades en
bioassajos per tal d’identificar les fraccions que contenen compostos actius i, aixi, reduir
la complexitat de la matriu de la mostra abans de fer 1’analisi quimica de la fraccio. La
identificaci6 dels agents toxics clau i la confirmaci6 definitiva de la toxicitat i la identitat son
fonamentals perque els estudis d’EDA siguin satisfactoris.

En aquest estudi, es va dur a terme una EDA en una mostra de sediments del riu Schijn
(Belgica) i se’n va determinar ’activitat androgénica a través del bioassaig AR-CALUX®.
L’objectiu era identificar els compostos androgenics, tant agonistes com antagonistes,
que tenien efectes sobre les fraccions actives de ’EDA. L’analisi quimica es va fer en un
espectrometre de massa LTQ-Orbitrap. Per al cribratge de les fraccions actives i no actives es
va emprar programari comercialitzat al mercat, que va permetre diferenciar els pics d’interes.
Es van seguir els criteris segiients: (1) relacié de > 100 entre la intensitat maxima en les
fraccions no actives i actives, (2) preséncia de les formules quimiques suggerides extretes de
la massa precisa a la base de dades espectral NIST i (3) un nimero CAS per poder comprar
els compostos i fer-hi estudis de confirmacio.

Gaireb¢ una quarta part dels pics discriminats es van identificar temptativament (per
exemple, esteroides anabolics, antidepressius, fragancies de mesc o agents aromatitzants).
Els resultats indiquen que I’aplicacié d’un instrument de massa de precisid pot ser de gran
ajuda a I’hora d’identificar els compostos desconeguts d’un complex.
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Biodegradacié de compostos farmaceutics durant el
tractament de les aiglies residuals i avaluacio de la

protedomica per dilucidar la via metabolica
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Darrerament s’ha estes la consciéncia amb relacio a la preseéncia de compostos farmaceutics
a les aigiies residuals domestiques, fet que, combinat amb els riscos potencials vinculats a una
possible transferéncia al medi ambient, fa més necessari que mai coneixer-ne el desti durant
el tractament de les aigiies residuals. Amb la millora de les eines analitiques s’ha detectat
un gran ventall de compostos farmaceutics en aigiies residuals doméstiques no tractades,
com també als ecosistemes receptors. Tot i que hi ha molta incertesa al voltant dels efectes
potencials d’aquests compostos sobre els ecosistemes aquatics, el principi de precaucio fara
que, en un futur, segurament s’aprovin legislacions més estrictes en materia de tractament
d’aigiies residuals.

Molts estudis han posat de manifest unes eficiéncies d’eliminacié amb moltes fluctuacions
en un gran ventall de compostos farmaceutics, fet que s’ha associat sovint a la biodegradacio.
Tanmateix, fins ara només s’han dilucidat els mecanismes de biodegradacié d’uns quants
compostos, i sovint en experiments de laboratori, en altes concentracions relatives de
compostos. L’estudi dels mecanismes de biodegradacié de compostos farmaceutics en
concentracions ambientalment significatives presenta molts reptes, arran de les dificultats
vinculades a la seva analisi. Per tal de con¢ixer el desti dels compostos farmaceutics en les
estacions de tractament d’aigiies residuals ens cal coneixer els mecanismes de biodegradacio
i les limitacio de les taxes conversio en les vies de biodegradacio per poder fer una estimacio
de I’acumulacio potencial dels compostos intermedis.

En aquest projecte ens centrem en la participacié de grups trofics especifics de
microorganismes i la dilucidacié dels mecanismes de biodegradacid. El comportament dels
compostos farmaceutics seleccionats (carbamazepina, acid clofibric, diclofenac, ibuprofen i
naproxen) es va estudiar en un reactor SBR de laboratori. Els indexs d’eliminaci6 en diferents
condicions operatives d’un compost farmaceéutic aporta informacio sobre la participacio de
grups trofics especifics de microorganismes en la seva degradaci6. Aquests coneixements
ens poden ajudar molt a optimitzar el tractament biologic de les aigiies residuals per tal
d’eliminar-ne simultaniament els grans contaminants i els microcontaminants especifics, com
ara els compostos farmaceutics, que obliguen a adoptar nous enfocaments en el tractament
de les aigiies residuals. Tot i que s’han publicat molts informes sobre la biodegradacio6 dels
compostos farmaceutics, encara manca molta informacié sobre els mecanismes emprats o
les vies de biodegradacio. Com que aquests contaminants es detecten a nivells de traces,
encara son moltes les incerteses que n’envolten la degradacio biologica. Per tant, 1’us de
técniques microbiologiques convencionals segurament no sera eficag per dilucidar-ne els
mecanismes de biodegradacid. En aquest estudi avaluem [’tis de la identificaci6 de proteines
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per observar ’expressié diferencial de les proteines en diferents condicions de creixement,
com ara en preséncia d’un compost farmaceutic concret o en abséncia d’aquest compost.
La proteomica, un enfocament relativament nou en la microbiologia ambiental, estudia les
propietats de les proteines i ens permet identificar les proteines clau i els canvis relacionats
en determinades condicions especifiques. Atés que gairebé tots els enzims implicats en la
biodegradacio son proteines, els canvis en la identificacid de les proteines es poden vincular
a la preséncia del compost farmaccutic administrat. Les identificacions de les proteines
s’obtenen separant les proteines en dues dimensions, primer segons el punt isoeléctric
i després pel pes molecular, mitjancant 1’electroforesi amb gel bidimensional. Després,
s’analitza la composicié dels péptids de les proteines, amb les seves diferents expressions
(com ara la preséncia o 1’abséncia i els canvis significatius en el nivell d’expressio), i es
comparen amb les composicions dels péptids de les proteines conegudes en bases de dades de
proteines consultables en linia. En tltima instancia, la implicacio d’enzims especifics permet
determinar les vies de biodegradacid, que en una fase posterior es contrastaran mitjangant
I’analisi dels intermediaris de la biodegradacio.
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Absorcio i efectes del pentacloronaftale 1,2,3,5i 7 en
una cadena alimentaria aquatica: del sediment, a través
d’organismes bentonics (Lumbriculus variegatus), fins a la
truita irisada (Oncorhynchus myekiss)

Slootweg T.!, DoMoGtorova M.2, Fabisikova A.2, Igumnova E.2, Mayer P4, Mdller A.5,
Nikiforov V.3, Schmidt J.", Smith K.# i Liebig M."
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Resum

Un dels factors estressors més importants dels sistemes fluvials son els contaminants
quimics. Per aixo, és fonamental conéixer més a fons la manera com actuen contaminants
especifics sobre els organismes aquatics si volem arribar a relacionar els efectes adversos
que pateix un sistema fluvial amb les causes correctes. Amb aquesta informacié a les mans,
les persones responsables de la gestid hidrologica podran adoptar mesures més eficaces per
redrecar els sistemes fluvials amb un estat ecologic més deteriorat.

En aquest estudi, ens centrem en els efectes dels toxics hidrofobics presents als sediments.
Tot 1 que la connexio amb els sediments redueix la biodisponibilitat, els organismes bentonics
que viuen als sediments i se n’alimenten poden bioacumular els toxics i fer que tornin a estar
biodisponibles per als organismes d’un nivell superior de la cadena alimentaria, com els
peixos. A través de la biomagnificacid, les concentracions internes als peixos poden arribar
a nivells en qué els toxics els provoquin efectes adversos. Si aixo afecta, per exemple, la
reproduccio o el creixement dels peixos, podria tenir conseqiiéncies per al conjunt de la
poblacioé de peixos. Es va fer el seguiment de 1’absorcio i els efectes del pentacloronaftale
1,2, 3,517 (PeCN52) en una cadena alimentaria simplificada, formada per tres nivells:
sediments — cucs bentonics (Lumbriculus variegatus) — truita irisada (Oncorhynchus mykiss).
El PeCN52 és un congenere del grup dels naftalens policlorats, uns contaminants persistents
i de gran distribucio: al riu Elba, s’hi han registrat concentracions als sediments de nivells de
ug/kg en pes sec (dw).

Primer de tot, es va dur a terme un estudi de bioacumulacid, en qué els cucs es van exposar
durant 28 dies a un sediment amb PeCN52. El factor de bioacumulacié que se’n va obtenir, de
35,3 (dw/dw), va demostrar que els cucs, actuant com a font d’alimentacio, poden transferir
el PeCN52 dels sediments a nivells superiors de la cadena alimentaria. Per tant, en un estudi
posterior, es van exposar les truites joves a cucs vius contaminats. Els cucs havien estat
exposats a aigua amb preséncia de PeCN52 de solubilitat aquosa, per tal d’obtenir un gran
volum de cucs amb una carrega constant de PeCN52. Les truites es van mantenir separades i
es van alimentar cada dia amb cucs. Es van realitzar proves amb quatre nivells de concentracio
(0-9-18136 ug/g de menjar). De la ingesta total de PeCN52 a través dels cucs, el 60% es
va mesurar 28 dies després als teixits de les truites. Malgrat aquesta bioacumulaci6 elevada,
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no es van detectar efectes significatius en la mortalitat, el comportament, el creixement ni
I’index somatic hepatic de les truites joves. A través de RT-PCR, es va detectar I’expressio de
CYP1A i de la glicoproteina P -vinculades als mecanismes de defensa dels peixos- al fetge,
al cervell i als intestins. L’exposicio al PeCN52 es va traduir en una induccio vinculada a la
concentracié de CYP1A, pero no es va detectar cap efecte en 1’expressio de la glicoproteina
P. Aquests resultats, i1 les conclusions observades sobre la transferéncia dels agents toxics
hidrofobics en una cadena alimentaria, ens permeten establir un model del flux del PeCN52
en una cadena alimentaria.
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L’as d’'una nova série de biomarcadors dels biofilms fluvials
per I'avaluacié dels efectes dels metalls: contribuci6 a
I’aplicacio de la Directiva Marc de Yaigua
Bonet B.", Corcoll N.", Morin S.? i Guasch H.’
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Es conegut, que alguns ambients aquatics pateixen contaminacié per metalls pesants degut a
diferents fonts. Fins el moment, no hi ha gaires biomarcadors per la detecci6 de contaminacié metal-lica
i la majoria d’indexs biotics es basen en canvis estructurals a nivell de comunitat, els quals s’espera
que integrin les respostes biotiques al llarg d’un periode de temps considerable ( des de setmanes fins a
mesos en funcié del temps de vida de I’organisme investigat). Per tant, €s de gran interés desenvolupar
nous biomarcadors de toxicitat metal-lica basats tan en la deteccié de respostes agudes com efectes
cronics per poder completar 1’ informacié que es té fins el moment. Aixo milloraria la comprensid
de les causes de degradacio dels ecosistemes tal com exigeix la Directiva Marc de I’Aigua (DMA;
Directiva 2000/60/CE).

En rius i rieres, el biofilm (també conegut com a fitobentos o perifiton) s’ha utilitzat ampliament
com a bioindicador de contaminacié degut a la seva capacitat de detectar efectes aguts produits per
substancies toxiques, com son els metalls pesants, aportant en ecotoxicologia una aproximacio a nivell
de comunitat d’elevada rellevancia ecologica.

L’objectiu d’aquest estudi va ser investigar la toxicitat dels metalls als biofilms utilitzant
parametres funcionals (PAM), metabolics (AEA), aixi com també estructurals (composicid i especies
de diatomees). Per aconseguir aquest objectiu, es va realitzar un experiment de translocacio a la Riera
d’Osor (NE Catalunya), afluent del riu Ter. Aquest riu presenta elevats nivells de zinc dissolt en aigua
(Zn) i ferro (Fe), arribant a valors de 600 ngZn/L i 750 pgFe/L després de la principal contribuci6 de
la mina.

Els biofilms van ser translocats des del punt control (no contaminat), a diferents punts contaminats
riu avall per avaluar les diferents respostes obtingudes degut a 1’efecte del gradient de contaminacid
metal-lica al llarg d’una escala temporal (des de hores fins a algunes setmanes).

A més de la variabilitat temporal, es van identificar diversos parametres funcionals i metabolics
relacionats amb el gradient de contaminacié metal-lica. Les concentracions de metalls trobades a
Osor van afectar el biofilm fluvial provocant respostes fisiologiques transitories (exposici6é aguda) i
alteracions estructurals i funcionals (exposicid cronica). A més, el final de I’experiment (després de
cinc setmanes d’exposicio), les especies dominants de diatomees estaven relacionades amb el gradient
de metall, mostrant formes teratologiques i un menor biovolum en els llocs contaminats.

Els resultats suggereixen que el PAM i les AEA dels biofilms es poden utilitzar com a instruments
de deteccid aguda, aixi com també com a biomarcadors d’adaptacié en rius contaminats per metalls,
completant aixi la informacid proporcionada pels estudis de diatomees (incloent els aspectes taxonomics
i les caracteristiques morfologiques).
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Prediccio dels efectes de substancies toxiques en la
diversitat funcional d’espécies de peixos nord-americanes
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3. Procter & Gamble, Cincinnati, Ohio, USA
4. University of Toulouse, France

Contacte: leslie.faggiano@udg.edu

L’objectiu d’aquest estudi era valorar els efectes dels compostos quimics i les mescles en la
diversitat funcional de cinquanta-set espécies autoctones de peixos extrets de 2.000 localitats
de mostreig d’una area geografica molt extensa, 1’estat nord-america d’Ohio. L’enfocament
de la diversitat funcional ofereix més possibilitats que 1I’enfocament taxonomic tradicional
per a la prediccid quantitativa dels grups d’organismes representats en diferents gradients
d’alteracié ambiental d’origen huma. Les abundants dades obtingudes es van fer servir per
calibrar la preséncia de trets “biologics”, com ara I’ecologia trofica, I’ estratégia reproductiva,
la locomocidé/morfologia, la longitud corporal, i trets “ecologics”, com ara les preferéncies
de substrats, la geomorfologia i les dimensions del curs. En aquest estudi es van utilitzar
dos algoritmes diferents de xarxes neuronals artificials: un mapa autoorganitzatiu (SOM)
i un perceptré multicapa (MLP). El SOM es va aplicar per determinar els tipus trets de les
distintes associacions de peixos, mentre que el MLP va permetre predir les associacions
de peixos utilitzant diferents predictors, com ara la coberta del sol, les caracteristiques del
macrohabitat, la quimica de 1’aigua classica i 1’exposici6 a una gran varietat de compostos
quimics i als riscos potencials associats. Els resultats fan pensar que la funcié d’una comunitat
de peixos esta determinada per les diferéncies a gran escala en els habitats, cosa que reforga
les conclusions d’estudis anteriors. A més a més, posa de manifest la relacio significativa entre
els trets de les associacions de peixos i 1’exposicié quimica i els riscos associats, cosa que
demostra que aquest factor d’estrés especific pot actuar com un filtre a I’hora de seleccionar
els tipus particulars de trets 1 d’associacions de peixos.
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Analisi del desti ambiental dels contaminants emergents i
prioritaris: identificacié dels productes de transformacio

Kormos J.L., Schulz M. i Ternes T.A.
Federal Institute of Hydrology (BfG), Koblenz, Germany
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Durant els darrers anys, 1’activitat investigadora s’ha centrat en el desenvolupament de
metodes analitics fiables i amb prou sensibilitat per detectar la preséncia de contaminants
organics (com ara compostos farmaceutics, productes cosmétics, biocides, plastificants,
compostos de perfluorats, etc.) en diferents matrius ambientals. Tanmateix, encara hi ha un
gran desconeixement amb relacio al desti d’aquests contaminants emergents i prioritaris a les
conques hidrografiques.

Els estudis sobre el desti aporten informacié molt valuosa sobre la capacitat de separacio
i el potencial de degradacio dels compostos analitzats. A més a més, permeten coneixer les
reaccions del compost en diferents processos de tractament i, alhora, els possibles mecanismes
d’eliminacio. Estudis anteriors han analitzat I’eficiéncia d’eliminacié de diversos processos
de tractament convencionals i avangats per evitar la penetracido d’aquests compostos als
entorns aquatics i en ’abastament d’aigua potable. Tanmateix, son molt pocs els estudis
que han analitzat quins compostos es formen després de 1’aplicacié de diversos tractaments
(biologics o quimics), si no s’aconsegueix una eliminacié completa, i si aquests productes
desconeguts es poden considerar amenaces per a la salut dels ecosistemes.

Aquest estudi, realitzat en el marc del projecte KEYBIOEFFECTS (MRTN-CT-2006-
035695), investiga -mitjangant contrast per raigs X iodats (ICM)- la biotransformacio
d’un grup de contaminants detectats habitualment als efluents de les estacions depuradores
d’aigiies residuals, a les aigiies superficials i als aqiiifers. Concretament, I’estudi va utilitzar un
enfocament pensat per dilucidar les estructures quimiques dels productes de biotransformacio
dels ICM en sistemes seqiiencials aigua-sol i aigua-sediment aerobics. Aquest enfocament
seqiiencial va permetre identificar fins a 34 TP (productes de transformacid) de tres ICM no
ionics (iohexol, iomeprol 1 iopamidol) en els esmentats sistemes. El metode es basava en 1'0is
de HPLC-UV semipreparativa, espectrometria de massa (MS) de trampa de ions en tandem/
lineal LC EST i NMR.

El desenvolupament d’un métode de MS en tamdem amb LC-ESI, combinat amb les
técniques de SPE, va permetre detectar els nous TP identificats en mostres ambientals reals.
S’han detectat concentracions de TP fins a la franja baixa de ug/L a les aigiies superficials.
Encara no sabem quin pes tenen aquests productes de biotransformacié en el medi ambient,
pero aquest enfocament representa un pas decisiu per mirar d’identificar quins compostos clau
desconeguts poden ser els responsables dels efectes observats en els ecosistemes aquatics i
terrestres.
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Avaluacio de la toxicitat de I’aigua dels rius catalans a partir
de la distribucio de sensibilitats de les espécies i de xarxes
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D’acord amb el que estipula la Directiva marc de I’aigua de la Uni6 Europea, I’ Ageéncia
Catalana de I’ Aigua realitza el seguiment de control de I’estat ecoldgic i quimic de les conques
fluvials catalanes, segons el calendari estipulat per la Directiva.

La gran quantitat de dades recollides i les complexes relacions que s’estableixen entre
les variables estudiades dificulten la interpretacid de la informaci6 a I’hora de determinar
I’impacte toxic, sobretot tenint en compte que fins i tot contaminants amb una concentracio
molt baixa poden contribuir a la toxicitat total d’una mescla.

Totes les dades relatives als controls quimics duts a terme entre els anys 2007 i 2008
(232 estacions de mostreig i 60 contaminants) s’han analitzat amb técniques avancades de
modelatge seqiiencial.

Les dades sobre la concentracié de contaminants a I’aigua es van tractar préviament per
calcular la fraccio biodisponible, en funcid de les propietats de la substancia i les condicions
ambientals locals.

Els valors obtinguts es van fer servir per predir I’impacte potencial de les substancies
toxiques sobre la biota aquatica en mescles complexes i també per identificar punts
problematics. Es va utilitzar I’avaluacié de 1’exposicié amb la distribucié de sensibilitats de
les especies (SSD) i les normes de toxicitat de la mescla per determinar la fraccid d’espécies
afectada potencialment per diverses substancies (msPAF).

Per entendre i visualitzar la distribuci6 espacial del risc toxic, es va aplicar als resultats
d’aquests models el metode dels mapes autoorganitzats (SOM), un algoritme no supervisat
d’un model de xarxes neuronals artificials.

Amés amés, es vautilitzar I’analisi de components principals (PCA) amb els resultats de les
xarxes neuronals per identificar les variables amb més pes en els patrons de contaminacio.

Per acabar, es van relacionar i correlacionar els impactes toxics predits sobre la biota amb
indexs de qualitat biotica IBMWP, IPS) i diverses variables fisicoquimiques.

S’han identificat els punts problematics i els patrons de contaminaci6 per aixi poder oferir
eines d’interpretacio als gestors de conca pel que fa a I’avaluacié dels riscos a escala de
conca.

Paraules clau: toxicitat aquatica — avaluacié de riscos — distribucié de sensibilitats de les espécies — xarxes neuronals
artificials
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La sensibilitat dels indexs biotics als microcontaminants
dels rius. Comparacié de métriques a partir de les
diatomees i els macroinvertebrats
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Molts estudis de camp han demostrat que la preséncia d’agents toxics es tradueix en
uns canvis previsibles en les comunitats bentoniques fluvials. Els indexs biotics basats en
macroinvertebrats i diatomees s’empren molt sovint per diagnosticar la qualitat ecologica
dels cursos d’aigua, tot i que ben poques obres n’analitzen ’efectivitat com a biomonitors
de les concentracions de microcontaminants. Aquest informe presenta els resultats d’un
estudi biologic fet a 188 punts de la conca del riu Duero. A I’estudi es van calcular 19
indexs de diatomees i 6 de macroinvertebrats i es van comparar amb la concentraci6 de 37
contaminants diferents a través d’analisis de correlacio. Més de la meitat de les variables
quimiques analitzades van presentar una correlacio significativa amb com a minim un index
biotic. Concretament, els coeficients de correlacid més alts es van observar en I’index de
diatomees de SladdeCek i en algunes families de macroinvertebrats. Els meétodes basats
en els macroinvertebrats permeten detectar millor els biocides, mentre que els indexs de
diatomees presenten unes correlacions més marcades amb elements potencialment toxics,
com ara els metalls pesants. Tots els indexs biotics i, sobretot, els indexs de diatomees es van
mostrar especialment sensibles a la concentracié de greixos, olis i tricloroete, mentre que els
compostos anionics i derivats del nitrogen van presentar els valors de correlacio més baixos.
Els resultats posen de manifest que tant els indexs de macroinvertebrats com de diatomees es
poden considerar uns metodes eficacos per al control dels agents toxics als rius.
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