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0,- ABREVIATURAS

DDE: diclorodifenil dicloroetileno.

DDT: diclorodifenil tricloroetano.

HCH: hexacloro-ciclohexano.

PCB: policlorobifenilos.

ECD: detector de captura de electrones.

FID: detector de ionizacidn de llama de hidrdgeno.

KC1TID: detector termoidnico de cloruro potasico.

DC-200: polidimetilsiloxano, silicona no polar.

QF-1: Polifluoruro/propilmetilsiloxano, silicona fluora-
da semipolar.

HMDS: hexametildisilozano.

S.E.0.: Sociedad Espafiola del Oxigeno.

F.D.A.: Food and Drug Administration.

ND: no detectable.

NM: no medible.

ppm: partes por millon.

ppb: partes por mil millones.
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I.- INTRODUCCION

En los 1ltimos afios el Departamento de Bromato-
logia-Toxicologia y Analisis Quimico Aplicado de la Facul
tad de Farmacia de Santiago, se viene preocupando de dife
rentes aspectos que plantea la utilizacidn de pesticidas

(1, 2, 3, 4).

La existencia de residuos se ha comprobado en los
lugares ma3s distantes de la civilizacidn y ya es conocido
de todos la presencia de DDT en la grasa de los pinguinos
de la Antartida donde este producto no ha sido empleado,
lo que hace pensar en una contaminacidén ambiental, hecho

alarmante por las consecuencias que puedan derivarse.

La importancia y transcendendéa de estos problemas
es tal, que existen numerosos libros y revistas especiali
zadas solamente dedicados al tema (Pesticides Monitorning
Jounnal, Residue Reviews, Pesticides Plant Growth Regula-
tons and good Additives, etc.] y ademds es motivo de preo
cupacidn constante de organizaciones mundiales como la

FAO y la OMS.

Estos organismos se encargan de elaborar informes
anuales sobre el peligro de dichosresiduos, dando 1imi-
tes mdximos de ingestidn diaria para algunos de ellos, y
recomendando particularmente estudios para disponer de

mas datos (5).
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Otra prueba de su importancia es que en algunos
paises, como los Estados Unidos, se lleva a cabo un pro-
grama de determinacidn de residuos de pesticidas a nivel
nacional (National Pesticide Monditoring Program) en el que
participan conjuntamente varios Laboratorios bajo la di-
reccidn de comités especiales y cuyos métodos analiticos
aparecen recogidos en los vols. I y 1II de Pesticides Ana-
Lytical Manual de la FDA (6).

Podriamos enfocar el problema de todos estos conta

minantes atendiendo a las siguientes facetas:

1).- Presencia en el agua;

Los pesticidas se encuentran en el mundo acudtico
a veces debido a aplicaciones directas, lo que explicaria
la concentracidn masiva en algunos lagos y pantanos; acci
dentales como el caso del Erkowit (4); otras, al movimien
to de especies dentro de areas contaminadas; en ocasiones,
al transporte por el aire; y, las mas de las veces, debi-
do a los arrastres de los terrenos de cultivo que los vier

ten a los rios y arroyos, y de aqui al mar.

El mayor potencial de contaminacidén, como es 1logi-
co, resulta de su uso en agricultura, por lo que en algu~
nos paises, la aplicacidn de pesticidas estd bajo el es-
crutinio de Comités Oficiales, cuyo principal objetivo es
 asegurarse de la necesidad de la aplicacidn y de la adecua

da eleccidon del producto, teniendo en cuenta su toxicidad,
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persistencia y el habitat en que van a ser utilizados.

Los policlorobifenilos, proceden de vertidos indus
triales diversos y ello hace que igualmente se encuentren

en el mar.

El amplio uso de los policlorobifenilos estid rela-
cionado con sus propiedades eléctricas. Se emplean como
fluidos aislantes en transformadores y condensadores y
también para impregnar algoddn y asbesto de cables el&ctri

Cos.

Por otra parte, se utilizan en la industria de tin-
tas, ceras, adhesivos sintéticos, en formulaciones de pes-
ticidas para disminuir su vaporizacidn y aumentar por tan-
to su vida, etc. Se ha visto que incrementan las propieda-
des insecticidas del DDT (7) y se ha serialado la posible

transformacidon del DDT en policlorobifenilos (8).

2).- Toxicidad:

En el efecto nocivo de estos productos sobre un de-
terminado ser vivo, podemos distinguir: una accidn directa
en sus dos vertientes de toxicidad aguda y crdnica, sea es
ta por acumulacidn del producto tdxico o simplemente de su
efecto; Yy otra Lindirecta, como consecuencia de que estos

residuos pueden destruir especies que le sirven de alimento.

En este Ultimo sentido, es de gran importancia el
fuerte choque creado al eliminar competidores (las espe-

cies mas sensibles al tdxico), lo que da lugar a la apari-
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cidon de nuevas poblaciones dominantss, cambiando asi la
\~
ecologila del medio, de un modo que podemos suponer irre-

versible.

La toxicidad de estos residuos a los diferentes or
ganismos marinos viene condicionada, como para otros se-
res, por infinidad de factores: tamano, superficie, etc.

y puede darse el caso de que una sustancia no resulte to-
xica para una determinada especie y sin embargo, dada su
liposolubilidad se almacene, sin peligro para su vida, con
lo que estos organismos se convierten en materiales poten-
cialmente peligrosos para animales que los utilizan en su
alimentacidn, o para el hombre que, de esta manera, ingie-

re una fuerte dosis.

Se han efectuado numerosos estudios sobre la toxici
dad aguda de pesticidas en animales de laboratorio y los
resultados encontrados pueden verse en la obra de ZWEIG
(9). En estos {ltimos afios se han estudiado tambi&n los po
liclorobifenilos (10, 11, 12). Sin embargo, como contami-

nantes es mas interesante su toxicidad crénica.

Con relacidn a los policlorobifenilos BITMAN y col.
(13) senalan que cuando el porcentaje de cloro es superior

al 487, presentan actividad estrdgena.

RISEBROUGH y col. (14) consideran a los policloro-
bifenilos responsables de ciertas aberraciones del metabo-
lismo del calcio observados en algunos pajaros y son gene
ralmente considerados como una amenaza mas seria que el

DDT para la extincidn de algunas aves.

-22-



LI " R N
3).- Persistencia:

En: general, estas sustancias presentan grandes di-
ferencias con los productos naturales que las bacterias y
otros organismos pueden descomponer con facilidad, perma-
neciendo en el medio ambiente durante largo tiempo. Se ha
podido comprobar que algas, hongos y bacterias metabolizan
rapidamente a los pesticidas fosforados, siendo mas resis-
tentes los organoclorados (15) y mucho mids los llamados
PCB, que, como hemos tenido ocasidn de comprobar, incluso
resisten a tratamientos con acidos o bases (vease mas ade-
lante). La posibilidad y facilidad de su hidrdlisis en el
agua, varia notablemente de unos a otros, influyendo, ade-
mas de su constitucidén quimica, el pH, la temperatura del

medio, flora, fauna, etc.

Otro aspecto interesante a considerar, es el hecho
de que los microorganismos, como otros seres vivos, pueden
metabolizarlos dando lugar a productos indcuos o, por el
contrario, elaborar sustancias tanto o mas peligrosas que
las originales. En el caso del DDT, uno de los clorados
mas estudiados, parecen posibles dos rutas de metaboliza-
cidn: una aerobia, con formacidn de DDE, y otra anaercbia,
con transformacidn en TDE; ambos metabolitos también tdxi-

coSs.

4).- Concentracidn biolégica:

Admitiendo al hombre como Gltimo eslabdn de las dis

tintas cadenas alimentarnias, tiene interés considerar la
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gran capacidad de acumulacidn de estos contaminantes por
los seres vivos que, aunque se encuentren en concentracio
nes muy bajas en el agva, no existe garantia de seguri-
dad; cada esfabdn puede concentrar dichos residuos y de

otra parte cooperar al total de la ingestidn diaria.

Este aspecto de la concentracidn bioldgica ha sido
estudiado por numerosos autores. Asil en 1.966 HICKEY y
col. (16) encuentran que, en la especie Panfoporeia (crus
tdceo acudtico que sirve de alimento de pescados y aves
del lago Michigan), el nivel de residuos de DDT era 50 ve
ces superior al encontrado en el fango que le rodea, y
los patos y pescados de este lago contenian del orden de
15 y 10 veces la concentracidn encontrada en Pantoporeia,

respectivamente.

BUTLER (1.966) en experiencias de laboratorio bajo
condiciones controladas, mantiene ostras a concentracio-
nes de 1 4 2 ppb (ppb = ugr./Kg.) de pp'-DDT a 30°C y ob-
serva que tanto su comportamiento como su desarrollo eran
similares a los del grupo de control, ain cuando en sus
tejidos se alcanzaron cifras del orden de 25 ppm (25.000
ppb), al cabo de una semana. Realizada la diseccidn de os
tras, se pudo comprobar que el 67% del tdxico aparecia en
el tracto intestinal, glandulas digestivas y gonadas,

siendo la de los gametos la concentracidn maxima (17).

En un estudio posterior BUTLER (1.967) sefiala que
aplicando DDT directamente al agua en cantidad de 1 ppb

es absorbido por los seres que en ella viven. El plancton
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concentra hasta 70,0 ppb, en los péscados se llega a-15000

ppb (15 ppm), y hasta 800.000 ppb (800 ppm) en esperma de
ballena (18).

Empleando cultivos de algas y soluciones de DDT y
Paration, Gregory y col. (1.966) han puesto de manifiesto
la gran capacidad de concentracidn de todas ellas, aunque

en diferente grado para cada especie (19).

La ostra Crassostrea virnginica, ha sido usada por
BUTLER (1.969) como indicador de la contaminacidn, porque
es capaz de concentrar hasta 70.000 veces los pesticidas

encontrados en el agua que la rodea, en poco mas de un mes
(20).

Por nuestra parte, con ocasidén del naufragio del Er
kowit en aguas de la bahia de La Coruna, hemos tenido oca-
sidén de comprobar que el mejilldn Mytilus edulis es capaz
de concentrar, en pocos dias, mil veces del Dieldrin que

existe en el agua (4).

5).- Interés comercial y sanitario:

Desde el punto de vista econdmico es de gran impor-
tancia, la proteccidn de las especies de moluscos que se
cultivan con fines comerciales y de aquellas especies ma-
rinas que constituyen la riqueza natural de una determina

da regidn.

LOOSANOFF (21) mediante estudios realizados en 1947

llega a la conclusidn de que ciertos pardsitos y competido
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res de las ostras se podrian eliminar con soluciones de
DDT en Keroseno, siendo utilizado este método en Inglate-
rra para proteger dicho molusco del Efminius modestus in-
troducido accidentalmente en Europa durante la Segunda

Guerra Mundial.

Dies anos mas tarde el mismo autor (22) sugiere el
empleo de pesticidas para eliminar el copépodo Mytificola
peligroso parasito interno del mejillén (Mytifus edulis)
y de la ostra europea (0stnea edulis).

Sin embargo, aln cuando los pesticidas pueden eli-
minar algunas especies indeseables, también afectan al
normal desarrollo de las especies comerciales. En Japdn
los plaguicidas causaron la muerte en gran escala de cama

rones en 1.953 y de almejas en 1.962 (23).

DAVIS {1.961) estudia los efectos de 31 compuestos
a distintas concentraciones, entre los que figuran algu-
nos insecticidas, herbicidas, solventes organicos y bacte
riostaticos, sobre la supervivencia y crecimiento de lar-
vas de ostra (Crassostrea vinginica) y almeja (Mercenaria
mercenaria), observando que DDT y Lindano afectan a las
larvas de estos bivalvos aunque en distinto grado; en el
caso concreto de las larvas de ostras, sefiala que mueren,
en un 90% en 14 dias, mantenidas a concentraciones de 50

ppb (0,05 ppm) de DDT, en agua de mar (24).

Algunos afios mis tarde BUTLER y SPRINGER (1.964)
en ensayos con ostras, almejas y mejillones adultos, ob-
servan que los pesticidas mas tdxicos son los hidrocarbu-

ros clorados ya que, a concentraciones de 0,007-0,05 ppm
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interfieren en el normzl desarrollc de la concha. Por otra
parte, comprobaron que camarones adultos de especies comer
ciales morian o se paralizaban al ser sometidos a nivel de
0,3-0,4 ppb de heptaclor, endrin y lindano, y efectos simi
lares se obtenian para toxafeno, clordano y DDT a concen-

traciones de 1,5 ppb (25).

BURDICK v col. (1.964) relacionan el fracaso de la
reproduccidén de la trucha, en los lagos de New York y la
mortandad de las crias del salmdn, con la presencia de

pp'-DDT en los huevos (26).

En 1.965 BUTLER establece que los camarones y can-
grejos son tan sensibles que expuestos 3 0,2 ppb de DDT

durante 20 dias, mueren en un 100% (27).

Prosiguen los estudios en este campo y en 1.966 BU-
TLER indica que las ostras mantenidas a 1-2 ppb de pp'-DDT
se desarrollaban normalmente, pero el 50% del zooplancton
moria en unos dias (17). Aumentando el nivel de pp'-DDT ob
serva que a concentraciovnes de 7-10 ppb hay una inhibicidn
en la formacidn normal de la concha de las ostras de un
50% (28) mientras que a concentraciones de 0,1 3 1,0 ppm
producen en la ostra movimientos espasmddicos, obligandole

a permanecer cerradas (17).

WURSTER (1.968) comprueba que 10 ppb de DDT en
aguas, impiden la fotosintesis de las algas unicelulares,
dato a considerar teniendo en cuenta que el fitoplancton
es el primer eslabdn de las cadenas troficas de los seres
marinos y que, aunque no sea soluble en el agua a esas

concentraciones, puede alcanzarla depositandose en capas
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de petrdleo (29).

La ausencia de residuos de pesticidas clorados en
camarones y otras especies de crustdceos cultivados en 2o
nas contaminadas, se debe segiin BUTLER (1.968) a que dada
su alta sensibilidad, estos animales mueren a concentra-
ciones muy bajas, sin haber tenido tiempo practicamente
de metabolizar los pesticidas y almacenarlos en sus teji-
dos (30).

El mismo investigador (BUTLER 1.973) somete la os-
tra (Crassostrhea vinginica) a distintos niveles de pes-
ticidas, afiadidos por un sistema de agua fortificada. Los
resultados indican que las ostras son capaces de detectar
niveles de DDT tan bajos como 0,001 ppb (equivalente a 1
rigr/Kg.) acumuldndolos sin trastornos aparentes hasta 150 ppm
en sus tejidos, alin cuando cantidades de 0,1 ppm en el

agua pueden causar su muerte (31).

Respecto a los PCB han sido puestos de manifiesto
por primera vez en 1.966 por JENSEN (32) en los tejidos

de lucios y otros pescados de diferentes partes de Suecia.

RISEBROUGHT y col. (1.968) consideran que DDE y po-
liclorobifenilos son los polulantes aromdticos clorados
mas abundantes en el medio ambiente (14). Tambi&n han sido
engontrados en el tejido adiposo humano (33) y leche huma-
na (34) y en alimentos como margarina, aceites vegetales y

sobre todo en pescados (35).

Por todo lo expuesto, consideramos de gran interés

establecer el nivel alcanzado por estos contaminantes en
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aguas y moluscos de la RIa de Arosa y su evolucidn a lo

largo del afio 1.973.

Es el primer trabajo de este tipo llevado a cabo
en Galicia y su interés lo respalda la elevada produccidn

marisquera y pesquera de la Ria.

Por dltimo quisiéramos recordar que los residuos
de los contaminantes aqul estudiados, no se eliminan en

la depuracidn bacteriana obligada para los moluscos.

Ademas, hemos tenido ocasidn de comprobar con mo-
tivo del desastre causado por el Erkowit en aguas de la
Ria de La Corufia que se necesitan dos meses para que un

valor de 7 ppm de dieldrin baje a 0,7 ppm.

Estos residuos, tampoco son destruidos, ni en las
preparaciones culinarias, ni en la esterilizacidn indus-
trial, por lo que sus conservas podrian ser rechazadas
por los paises en los que se hace este control. No seria
desacertado el que la Administracidn lo exigiera, al
igual que se hace en la actualidad con resIduos de Mercu
rio (B.0.E. 14 de Abril de 1.973 - 5712 , Resolucidn de

la Direccidn General de Sanidad).
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IT.- REVISION BIBLIOGRAFICA

En la determinacidn de pesticidas y PCB se han apli
cado muy diversos métodos. En general el procedimiento mis
seguido, suele ser el analisis mediante cromatografia de

gases que a su vez lleva implicito las siguientes etapas:

- Extracciodn
- Purificacidn
- Andlisis propiamente dicho.

De ellas haremos una breve revisidén histdrica alu-
diendo preferentemente a trabajos aplicados en alimentos
marinos con bajo contenido en grasa, ya que este es el ca-

so de algunas muestras que hemos utilizado.

1.- EXTRACCION. -
Algunos disolventes y métodos empleados en la ex-
traccion de residuos se relacionan a continuacidn:

GOODWIN y col. (36) proponen un método de extrac-
cidn de pesticidas con acetona, seguido de una particidn

con hexano.

CASSIL (37) utiliza una mezcla de benceno/isopropa-

nol (2:1, v/v) en la proporcidén de 3 ml. de esta mezcla
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por tada gramo de mucesiva, y trata el 1iquido extractivo

- . . s
con agua a4 fin de scparar el isopropanol. La recuperacidn

para tedidn, tiodan, DDT y DDD obtenida fué& de 90 + 10%.

GUTENMANN y LISK (38) emplean acetona y al liquido
filtrado, afaden Skellesolve B y solucidn de SOANa2 al 2%

para separar la capa organica que utilizan en el anilisis.

SCHWARTZ y col. (39) determinan 1,2,3,4, tetraclo-
ro~-benceno en almejas y ostras, empleando SOANa2 anhidro
como agente deshidratante y extraen en Soxhlet con varias

porciones de n-hexano/isopropanol 1:1.

MILLS y col. (40) hacen la extraccidn para anali-
sis rutinarios de organoclorados en alimentos no grasos
por agitacidn con acetonitrilo, seguido de purificacidn

en columna.

ONLEY, J.H. (41) modifica el método de MILLS reali~
zando la extraccidn de pesticidas con acetonitrilo seguida

de una particidn con eter de petrdleo.

Dicho procedimiento es aplicado por numerosos auto-
res, como FREDEEN y DUFFY(42) que en 1.970 lo emplean para
el anidlisis de pesticidas organoclorados en moluscos y fan
go marino y en general por la FDA, en los métodos oficia-
les franceses, etc. y ha sido utilizado en nuestro trabajo

- -
como wac adelante veremos por lo que se comentara con deta
1lle.

NELSON (43) indica que algunos pesticidas fosfora-
dos pueden ser extraldos por el método de MILLS y col.
(40).
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LICHTENSTEIN y col. (44) propomen un método de ex-
traccidon con mezcla de hexano-acetona que es utilizado
por MOUBRY y col. (45) para la determinacidn de residuos

clorados en sedimentos marinos.

PENNELL y col. (46), una vez homogenizadas las mues
tras con sulfato sddico, extraen con acaetona, evaporan a

sequedad y disuelven el extracto en &ter de petrdlen.

CRAKLEY vy col. (47) hacen la extraccidon del herbi-
cida 2.,4-D por agitacidn con hidrdxido sddico 6 N en mues
tras de ostras, mejillones, almejas, camarones y pescado
previamente conzelndos, pasando los liquidos extractivos

a una ampolla que contiene agua, ajustan a pH 2 y tratan

con benceno.

LAMAR y col. (48) 2xtraen pesticidas organoclora-
dos de agua, por tratamiento con 3 porciones de hexano con

lo que obtienen una recuperacidn de 80 a 115%.

BERTUZZI y col. (49) sefalan que la extraccidn con
acetonitrilo (Mills y col. 1.963) no es adecuada si las
muestras estan deshidratadas: sin embargo, se puede usar
en estos casos una mezcla agua/acetcnitrilo al 35% en vo-

lumen.

En este mismo afio, BURKE y PORTER (50) encuentran
una relacidn directa entre la humedad de la muestra y la

eficacia de la extraccidn con acetonitrilo.

WELLS (51) estudia la recuperacidn conseguida con

los métodos de la FDA para alimentos grasos y no grasos.
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WILDERMAN y col. (52) realizan la extraccidn de DDT
con mezcla de isopropanol-hexano (1 + 2) obteniendo una re
cuperacidn de 92-97% y mediante el procedimiento de agua/
acetonitrilo al 35% andlogos resultados, si bién recomien-

dan este segundo.

En 1.969 WESSEL (53) destaca el mayor rendimiento
obtenido en la extraccidn con acetonitrilo propuesta por
MILLS y col. (40) frente a los procedimientos que utilizan

cloroformo-metanol en Soxhlet (MUMMA y col. (54)).

El Federal Watter Pollution Control Administration
(U.s. Department of the Interior), para determinar pesti-
cidas en aguas, realiza la extraccidn con una mezcla eter
sulfiirico-hexano (15:85 v/v) utilizando SoaNa2 como deshi-

dratante (55).

MARSTON y col. (56) logran detectar 0,04 ppb de en-
drin en agua haciendo la extraccidn con la mezcla de eter
etilico-eter de petrdleo (l:1) evaporando a sequedad y di-

solviendo el extracto en benceno.

PORTER y col. (57) proponen un método para la deter-
minacidn de pesticidas en pescados consistente en la extrac
cidn de la grasa con eter de petrdleo a partir de la mues-
tra deshidratada, seguida de particién con acetonitrilo y
purificacidén en columna de florisil. Hacen un estudio com-
parativo entre este método v el que realiza la extraccién
exhaustivas en Coxhlet, mediante cloroformo-metanol encon-
trando resultados equivalentes. Este procedimiento es uti-

lizado muy frecuentemente por los investigadores del Nati¢
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nal Monitoiing Pesticide Program para la determinacidn de

residuos en pescados y moluscos.

STORHERR y col. (58) proponen un método general pa-
ra la determinacidn de residuos de pesticidas fosforados
en alimentos no grasos, muy similar al de la FDA para clo-
rados y que consiste en la extraccidn con acetonitrilo, se
guido de purificacién en columna de carbdn y andlisis gas-

cromatogriafico con detector alcalino (CIK) de llama.

Los PCB por sus parecidas propiedades a los pestici

das organoclorados son extraidos conjuntamente.

2.- PURIFICACION DEL EXTRACTO.-

Después de extraldos pesticidas y policlorobifeni-
los, antes de su analisis gas cromatografico es necesario,

generalmente, someter el extracto a una purificacién.

JONES y RIDDICK (59) y BURCHFIELD y STRORRS(60) pro
ponen como t&cnica de purificacidn, la particidn entre dos

disolventes no miscibles.

Con el fin de separar impurezas del extracto se pue
de utilizar la cromatografia en capa fina. Sin embargo, en
los dltimos afios se ha generalizado el uso de la cromato-
grafia en columna, precedida en algunos casos de una parti

cidn entre dos disolventes de distinta polaridad.

Atendiendo a la naturaleza de la fase estacionaria
en la técnica de purificacidén en columna podemos estable-

cer los siguientes apartados:

-34-




2.1.- Columnas de alimina:

LAWS y WEBLEY (6l1) después de la extraccidn de or-
ganofosforados con diclorometano someten el extracto a
una cromatografia en columna, empleando alimina de grado
V (*) y eluyen primero con eter de petrdleo y después con
mezcla eter etilico/eter de petrdleo al 15%, logrando una

simple separacidn segiin su polaridad.

DE FAUBERT - MAUNDER y col. (63) purifican extrac-
tos de residuos procedentes de tejidos animales mediante
particidn hexano/dimetilformamida, seguido de cromatogra-
fia en columna de alimina calentada previamente a 80°C du

rante cuatro horas y a la que habian aftadido 15% de agua.

EGAN y col. (64) utilizan alimina de grados II y

III para purificar residuos de organofosforados.

HAMENCE y col. (65) encuentran resultados satisfac
torios para residuos de organoclorados y organofosforados

empleando alimina de grado V.

BOYLE y col. (66) someten los extracto de peces en
venenados a la particidn hexano/acetonitrilo y cromatogra
fia en columna de alGmina para su posterior analisis por

cromatografia de gases y espectrofotometria de IR.

(*) NOTA: Los grados de alimina se equivalen a Los siguien
tes % de agua: (62).
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Grado de actividad Indice de azoben-

% de agua agregada (Brockmann y Scholder) ceno 10-5 mol/gr.

0 I 26
3 II 21
6 ITI 18
10 v 13
15 v 0

2.2.- Columnas de silice:

Las columnas de silica-gel son también usadas con

alguna frecuencia en la separacidn de pesticidas.

BREWERTON y McGRATH (67) usan columnas de silica-
gel no activado en andlisis de rutina de residuos organo-
clorados cuyos extractos han sido sometidos a una particidn
acetonitrilo/hexano. La elucidn la efectuan con eter de pe-

trdleo y mezcla de eter—etilico/eter de petrdleo al 3%.

KADOUM, A.M. (68) utiliza silica-gel para extractos

que contienen DDT, HCHm metoxiclor, clordano, tiodan, etc.

2.3.- Columnas de carbdn:

LAWS y WEBLEY (69) emplean columnas de carbdn para

organofosforados solubles en agua usando como eluyente
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cloroformo.

GETZ (70) pone Norit A entre dos placas de silica-
gel para purificar extractos. El carbdn es lavado con aci
do y con agua y activado durante 48 horas a 130°C. La elu
cidn la realiza con 25% de cloroformo en acetato de etilo
encontrando una recuperacidn satisfactoria para varios

pesticidas fosforados.

WATSS y col. (71) extraen residuos organofosfora-
dos con acetato de etilo y purifican mediante columna de

carbon activo.

2.4.- Columnas de Magnesia:

Su actividad es menor que la de la aliimina y tam-
bién se puede modificar por adicidn de diferentes cantida
des de agua como sefiala BROCKMANN (72) para conseguir

tres grados de actividad diferente.

FABEY v col. (73) usan columna de magnesia-celita

en el an3lisis de extracto de suelos.

EGAN y col. (64) senalan que la dificultad de elu-

cidn de malatidn sobre aliimina de salva usando magnesia.

2.5.- Columnas de Florisil:

Son muchos los autores que se han ocupado de poner

a punto la técnica de purificacidn con este material inten
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tando encontrar las condiciones mas favorables.

ORDAS y col. (74) usan la columna florisil para pri
var de grasas y ceras a diversos extractos conteniendo re-

siduos de heptaclor y clordano.

LICHTENSTEIN y SCHULZ(75) utilizan el florisil en
el analisis de aldrin y dieldrin, eluyendo primero con he-
xano y después con una mezcla al 25% de benceno en n-hexa-

no.

MILLS (76) aplica la cromatografia en columna de
florisil en analisis de DDT, lindano, metoxiclor, toxafe-
no, pertano, clordano, heptaclor y heptaclor epdxido utili

zando como eluyente eter etilico/eter de petrdleo (6:94).

McKINLEY y MAHON (77) usan el mismo método, pero
realizando antes una particidn con los liquidos extracti-

vVOSs.

En 1.961, MODDES estudia la normalizacidn de este
adsorbente y distintas formas de actividad asi como la po-

sibilidad de su recuperacidn para usarlo de nuevo (78).

JOHNSON (79) utiliza la misma técnica que MILLS y
seflala que compuestos como el dieldrin podrian eluirse con
una mezcla de eter etilico/eter de petréleo al 15%. Asi
mismo, comprueba que la presencia de impurezas en el eter

etilico afecta seriamente a los pesticidas eluidos.

MILLS y col. (40) teniendo en cuenta los trabajos
realizados por otros autores, modifican ligeramente su pro

cedimiento; lo aplican al estudio de extractos de diversos
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materiales con un maximo de 2% de grasa, y concluyen que
pueden ser recuperados hasta 21 pesticidas organoclorados
recogidos en dos eluatos de 6 y 15% de eter etilico en

eter de petrdleo, respectivamente.

MOATS (80) utiliza florisil parcialmente desactiva
do por adicidén de 5% de agua y eluye con mezcla de cloru-

ro de metilo/eter de petrdleo al 15-20%Z (v/v).

LANGLOIS y col. (81) emplean también este procedi-
miento para alimentos de origen animal y comprueban que
reduciendo la cantidad de florisil en la columna, se po-

dria tambi&n reducir el volumen del eluyente.

ONLEY (41) ensaya para la elucidn de pesticidas en
columna de florisil mezclas de eter etilico/eter de petrd
leo al 12%, al 5% y dioxano/eter de petrdleo al 0,4% (v/
v).

BURKE y MALONE (82) estudian los efectos de la tem-
peratura y el tiempo de calcinacidn sobre la capacidad de

retencidn del florisil.

PORTER y col. (83) senalan que la presencia de ace-
tonitrilo podria ser la causa de una baja recuperacidn de
organoclorados. Por ello, proponen la distribucidn entre
acetonitrilo/eter de petrdleo, antes de la purificacidn

con florisil.

WESSEL (84) demuestra que algunos pesticidas fos
forados pueden ser eluidos del florisil con mezcla eter
etilico/eter de petrdleo al 50%, como ya anteriormente ha

bian senalado investigadores de la FDA.
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MILLS (85) indica que la causa principal de las di
ferencias de poder adsorbente entre los distintos lotes
de florisil es el contenido en sulfato sddico y propone
un procedimiento para medir la capacidad de adsorcidn del

florisil utilizando acido 1l3urico.

WIENCKE y BURKE (86) y GAUL (87) llegan a la con-
clusidn de que los perdxidos que pueda contener el eter
etilico, oxidan a los pesticidas fosforados sobre todo el

carbofenotidn durante la concentracidn de los eluatos.

HALL (88) estudia las variaciones de la capacidad
de adsorcidn de 10 lotes de florisil comercial activados
por distintos métodos y obtiene recuperacidn para 10 pes
ticidas clorados y 6 fosforados, utilizando el método
del Acido laurico propuesto por MILLS para calcular la

cantidad de florisil a colocar en la columna.

En general los estudios realizados con este adsor
bente ha puesto de manifiesto que es excelente para or-
ganoclorados mientras que las columnas de carbdn son mis

indicadas para organofosforados.

3.- ANALISIS CUALITATIVO.-

En el analisis mediante cromatografia gas-liquido
‘muchas sustancias naturales y otro tipo de contaminantes
pueden presentar respuesta smilar a los pesticidas y a
los PCB, lo que obliga a emplear té&cnicas de identifica-

.. . .- .
cidén y/o confirmacidn muy diversas.




GODDWIN y col. (36) manifiestan que existe una im-

pureza natural que puede interferir con el aldrin.

JENSEN (32) sefiala que los contaminantes industria
les englobados como policlorobifenilos incluyen sustancias
con tiempo de retencidn igual o muy prdximo a la mayoria

de los pesticidas clorados.

HOLMES v col. (89) y HOLDEN y MARSDEN (90) en Gran
Bretafia y KOEMAN y col. (91) en los Paises Bajos comprue-
ban la presencia de policlorobifenilos en muestras de ori

gen marino.

RISEBROUGHT y col. (14) sehalan la amplia distribu

cion en el medio ambiente de estos lltimos contaminantes.

Por todo ello en la deteccidn de pesticidas por
cromatografia de gases, aparte de la utilizacidn de colum-
nas de distintas naturaleza, se han puesto a punto otras
pruebas que permiten la confirmacidn de residuos a nivel

de nanogramo entre las que merece la pena destacar:

3.1.- Pruebas quimicas:

Desde los primeros tiempos de utilizacidn de la cro
matografia gaseosa, se han venido usando diferentes reac-
- - » - - . -
ciones quimicas, antes y después de un analisis para com-

probar la naturaleza de algiin componente.

En este aspecto HAMENCE y col. (65) muestran el

gran valor que tiene la modificacidn del tiempo de reten-
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cidn, por reaccidn con cloro, para identificar un plagui-
cida, asl como para separarlo de interferencias coinciden
tes. Por este método obtienen un derivado del aldrin,
eliminando asi la interferencia con la impureza natural

mencionada por Goodwin y col. (36).

KLEIN y WATS (92) y DUFFY y WONG (93) confirman la
presencia de pesticidas del grupo del DDT tras su reac-

¢idén con NaOH.

JENSEN y WIDMARK (94) sedalan la inercia de los po
liclorobifenilos frente a la facil nitracidn de la mayo-
ria de los pesticidas halogenados, que como consecuencia
no dan respuesta después de la nitracidn. Entre nosotros
BALUJA (95) emplea este procedimiento para la identifica-
cidon de PCB. La Food and Drug Administration utiliza para
la confirmacidon de residuos de DDT en presencia de poli-
clorobifenilos, el tratamiento del extraéto con KOH alco-
hdlica que produce la transformacidn de pp'-DDT en pp'-DDE

y no altera los PCB (96).

NOREN (97) convierte el aldrin en dieldrin y deter

mina este por cromatografia de gases.

HALLER y col. (98) comprueban la oxidacidn de DDE
a diclorobenzofenona y mas tarde MILES ( 99) realizando
la oxidacidn con dcido crdmico confirma la existencia de

DDE en presencia de policlorobifenilos.
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3.2.~ Separacion de pesticidas clorados y PCB:

REYNOLDS (100) afirma que algunos pesticidas no son
nitrables (lindano, toxafeno, etc.) y por otra parte los
derivados nitrados obtenidos pueden interferir con los pes
ticidas, especialmente con el grupo del DDT, por lo que,
propone para el anadlisis de extractos con PCB y plaguici-
das el uso de la columna de florisil eluyendo los prime-
ros con n-hexano y los segundos con mezcla de eter/hexano.

Sin embargo heptaclor, aldrin y pp'-DDE eluyen con

los policlorobifenilos.

ARMOUR y BURKE (10l1) proponen un método para sepa-
rar pesticidas y PCB, mediante columna de acido silicico
aplicada al primer eluato obtenido de la purificacidn de

la columna de florisil.

LEONI (102), sin embargo, emplea la cromatografia
fraccionada en columna de silica-gel y comprueba que los
PCB son eluidos en las fracciones 32 a la 92, en tanto
que el pp'-DDE eluye e¢n su mayor cantidad en la 38 y 42 y
el op'-DDT y pp'-DDT aparecen de la 42 a la 92 fraccidn,
lo que confirma la gran dificultad que existe para sepa-

rar los isdmeros del DDT vy los policlorobifenilos.

SNYDER y REINERT (103) siguen un rapido método pa-
ra la separacidn de estas sustancias, utilizando columna
de silicagel, que es también empleada por GIAM y col.

(104) en el estudio de residuos de ambos contaminantes pre
sentes en mnestras de pescados y moluscos del Golfo de Mé-

jico y Mar del Caribe, estimando que es posible la separa-
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cidn de DDT y policlorobifenilos. :

3.3.- Identificacidon por el p-Valor (razén de distribucién
entre dos solventes inmiscibles equilibrados):

BEROZA y BOWMAN (105) proponen la determinacidn del
p-Valor para la identificacidén de sustancias a nivel de na
nogramo y sefialan su aplicacidn a los residuos de pestici-

das.

En un estudio de BEROZA'y col. (106) se comprueba
que el p-Valor de los pesticidas clorados varia con la tem

peratura pero no mas de 0,02, po:r cada 30°C de diferencia.

3.4.- Otras técnicas:

La espectrofotometria de IR es también una técnica
auxiliar en la confirmacién de resultados que ha sido uti-
lizada junto a la cromatografia en capa fina en nuestro De
partamento por CREUS y SAAVEDRA a nivel de formulaciones
(107), (108), pero a nivel de residuos alin se encuentran
muchas dificultades. La polarografia, algo mas limitada en

este campo de aplicacidn también es empleada en ocasiones

(109).
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4.- METODOS USADOS EN LA VALORACION CUANTITATIVA MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES.-

Los parametros de los diferentes picos obtenidos
por cromatografia de gases, permiten conocer la cantidad

de cada pesticida, una vez lograda su identificacién.

En caso de picos muy agudos, se puede considerar
que la altura es proporcional, dentro de un determinado

margen a la cantidad de sustancia.

DIMBAT y col. (110) y FREDERICKS (111) entre otros
autores sefalan que, si bién la medida de la altura es el
método mads rapido en una determinacidn cuantitativa, no

es el mds digno de confianza.

La determinacidn del Area puede hacerse por varios
procedimientos, unos manuales y otros mecanicos. Entre
aquellos, la triangulacidn en la que se obtiene el &rea
multiplicando la altura por el ancho a media altura, es

el mds utilizado en pequenos laboratorios.

Entre los mecdnicos la planimetria, el integrador
de disco y el integrador electrdnico son los mads socorri-

dos en grandes departamentos.

Estos diferentes métodos estardn mas o menos indi-
cados segin la forma de los picos. En general, con buena
resolucidn, separacidn y picos simétricos suele haber coin
cidencias. En ocasiones se han utilizado otros procedi-

mientos que conviene recordar:

BARTLET y SMITH (112) proponen como parametro de
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comparacidon entre el patrdn y la muestra el producto del
tiempo de retencidn por la altura.del pico. IVERSON (113)
compara este método con el de triangulacon y lo prefiere
en el caso de picos solapados en los que se puede medir

la altura del pico que interesa.

DAL NOGARE y JUVET (114) utilizan el procedimiento
de recortar el pico y pesarlo. Para aplicar este método
es necesario que el papel de registro sea uniforme y cier

ta destreza en el operador en la etapa de recortado.

BURKE (115) compara Areas obtenidas mediante trian
gulacidon e integrador de disco y hallan resultados simila

res.

BARRY y col. (116) llevan a cabo un estudio compa-
rativo de algunos de estos métodos, no encontrando grandes
diferencias, si bién observan que eran ligeramente supe-

riores las obtenidas usando el integrador de disco.

GAUL (117) realiza la determinacidn cuantitativa de
aldrin, heptaclor epdxido y dieldrin por varios de estos

métodos y no observan diferencias significativas.

JENNINGS y col. (118) montan un sistema automatico
para analisis de rutina, con el consiguiente ahorro de

tiempo, en el que un integrador va conectado a una compu-

tadora.
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I11,- PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia gaseosa, tan imprescindible en ana
lisis de residuos, frente a la ventaja de permitir una de-
teccidn miiltiple y de alcanzar una gran sensibilidad, como
veremos mas adelante, tiene el inconveniente de que los
reactivos y el material a utilizar deben estar exentos de
impurezas a nivel de nanogramo, lo cual obliga a estudiar

con detalle este apartado.

1.- ReacTIVOS:

Agua: bidestilada en presencia de permanganato pota
sico en material fodo vdidnic. Este reactivo se extrae con
tres porciones de 50 ml. de eter de petrdleo purificado, y
el extracto, concentrado a unos milimetros, no debe presen
tar respuesta en el cromatdgrafo después de la del disol-

vente.
Acetonitrilo: Fluka, de p.e.=79-82°C.
Eter de petrdleo: CAMPSA, p.e.=50-70°C, purificado

por redestilacidn usando una columna Snyder de 20 cm. Un

volumen de 200 ml. de este eter concentrado hasta 5 mls.,
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{oiumnas para cromatografia gaseosa: de vidrio, de
3 mm. de didmetrc interior y 2 m. de longitud, rellenas una
con DC~200 al 10% v otra con una mezcla de DC-200 al 10% y
QF-1 al 15%, en ambos casos sobre Gas-Chrom Q, de 80-100 ma
1llas.

Microjeringas Hamifton de 10 ul, mod. 701IN.

Gases: Nitrdgeno N-47, hidrdgeno N-48 y aire de
la S.E.O.

Registrador de doble canal, Hitachi Perkin-Efmen,
mod. 196.

Espectrofotdometro de infrarrojos Perkin-ELmer, mod.

237, vy accesorios para microdiscos de 0,5 y 1,5 mm.

Otro material de uso corriente en un Laboratorio de

Investigacidn.,

3,- MuEsTRAS:

3.1.- LOCALIZACION:

La Ria de Arosa, de unos 300 Km? de superficie, pro
duce anualmente mids de 100.000 toneladas de mejillones en

unos 3.800 viveros flotantes, distribuidos recientemente en
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v./°’~1 A,

Fig. 1.-

|

Cromatogramas obtenidos con doble canal, FID y ECD, para 5 ul de:
a) Eter de petr6leo 50-70°C concentrado de 200 & 5.ml.

b} Idem después de purificado.

c) Eter de petr6leo purificado y concentrado de 200 4 1 m1.

—
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CUADRO 1

CAMBADOS
216 U 128
75 - S 41
17 Covenrnnnennn. 13
10 ) B 32
n E overeieennnnn. 47
100 | 271
145 G ovrrieinnnn, 234
100 . I 30
65 | (R 40
RIVEIRA
Ao, 54
46 B i 146
26 Covrnnennenen, 31
172
89 EL GROVE
85
52 Ao, 135
72 : S 24
54 Covteneeeainn 81
56 ) B 84
180 E vt 232
129 Fovrren. 70
165 U 130
20 Hoooeeans 110
2
................ viveros 3.83C.
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de mejillon se ha determinado la humedad y el contenido
graso a fin de poder expresar el resultado en materia se-
ca o en materia grasa. seglin convenga (cuadro 2). Dada la
constancia de valores obtenidos no se ha considerado nece
sario realizarla en todas las restantes. Ademas, los resul
tados en residuos se han expresado en materia humeda, si-~

guiendo las tendencias actuales.

CUADRO 2
Determinaciones % Aqua % Grasa
1 80,5 1,92
2 80,5 1,95
3 81,1 2,02
4 81,0 1,83
5 81,5 1.94
6 80,5 1,88
7 81,0 2,07
8 80,1 2.02
9 80.0 1,99
10 80,5 1.92
X 80,67 1,95

[&3]
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4~ Técuicas v ®

Como se indiciy al empezar este capitulo, el uso de
la cromatografia de gases es imprescindible en el andlisis
de residuos. Las ventajas de esta técnica son: la detec-
cidn miltiple, que permite mediante un solo analisis loca-
lizar hasta unos 70 componentes diferentes, y ademas, me-—
diante el empleo de detectores extremadamente sensibles y
casi especificos, es posible confirmar y valorar los resi-

duos en un nivel de nanogramo.

Por nuestra parte, en la cromatografia de gases, he

mos utilizado tres detectores diferentes:

a).- el de captura de electrones (ECD, en la literatura in
glesa), capaz de poner de manifiesto sustancias con
electroafinidad (pesticidas y PCB) en cantidad del or

den de picogramos.

b).- el de {onizaciin de £Lama de hidnigeno (FID), que per
mite comprobar la identidad de algunas sustancias, ya
que este detector necesita microgramos para obtener
respuesta, y de encontrarse un componente en un orden
de nanogramos tan solo se obtendra senal en aquel
otro detector si es un pesticida o un PCB, lo cual

ayuda a su identificacidn.
c).- el temmoibnico, modificacidn del anterior, casi espe-

cifico de los pesticidas fosforados, con una sensibi-

lidad para estas sustancias 10.000 veces superior al
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de ionizacidén de llama de hidrdgeno, vy par: alguna de
ellas 100 veces mas sensible que el de captura de electro

nes (119).

Es de recordar que la ~romatcgrafia gaseosa no per
mite identificar plenamente los componentes separados v
ademds requiere la utilizacidn de algunas operaciones pre
vias por lo que es importante sedalar los métodos auxilia

res empleados en analisis de residuos.

4.1.- EXTRACCION DE LOS PESTICIDAS Y POLICLOROBIFENILOS:

Para obtener un alto rendimiento en la extraccidn,
se precisa una adecuada eleccidn del disolvente v ¢onside-
rando que en el andlisis de residuos se pretende una detec
cidn miltiple, debe utilizarse un disolvente capaz de ex-—
traer simultlneamente. si fuera posible, la totalidad de
residuos, o al mencs de aquellus que, por su usoc y/o per-
sistencia se encuentren con mayor probabilidad en una de-

terminada muestra.

Otro factor en la eleceidn del disolvent: es 13 na-
turaleza de la muestra, pués interesa que la extraccidn
sea tal que reduzca al minimo la presencia de sustanci1as

que puedan interferir en ¢l posterior analisis,

Teniendo en ruenta estas consideraciones hemos se-—

guido los procedimientos sigu.entes:



4.1.1.- En aguas:

1.000 mls. de agua se extraen con 100 mls. de eter
de petrdleo purificado; se agita durante dos minutos pro-
curando que no se formen emulsiones (a las aguas de rios
que tienen mas tendencia a formarlas se les puede afadir
2 mls. de ClH concentrado) y se separa la capa eterea. Se
extrae dos veces mas con 50 mls. de este disolvente y se
reunen los 1iquides extractivos en un erlenmeyer. Segui-
damente, se trata con unos 10 grs. de sulfato sddico anhl
dro purificado, para eliminar los restos de agua y por Gl
timo se concentra a !-2 mls. en un evaporador-concentra-

dor tipo Kuderna-Dandish (107).

4.1.2.- En moluscos {(en su mayor parte mejillones):

Habida cuenta de su alta proporcidm en agua y el ba
jo contenido en grasa de estos moluscos (cuadro 2) la extrac
cidn con acetonitrilo resulta muy adecuada, por lo que hemos
seguido el método propuesto por la FDA (120) para este tipo
de muestras: 100 grs. de la muestra homogeneizada, se tratan
con 100 mls. de acetonitrilo, agitandolos mecanicamente du-
rante media hora. Se filtra a través de algoddn, pasando el
liquido a una ampolla de separacidon de 1 litro con llave de
tefldn, que contiene 600 mls. de una disolucidn de cloruro
sddico purificado al 2% (p/v) y 100 mls. de eter de petrileo
purificado. La muestra se extrae dos veces mas con 50 mls.
de acetonitrilo, pasando el filtrado a la misma ampolla; se

agita procurando no se formen emulsiones y se separa la capa
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eterea de la acuosa. Esta (ltima se trata dos veces mas con
50 mls. de eter de petrdleo que se unen al anterior y-se la
va dos veces con 50 mls. de agua bidestilada. Finalmente la
disolucidn etérea deshidratada con unos 20 grs. de sulfato

sodico anhidro purificado se concentra a 3-5 mls. en un eva

porador tipo Kuderna-Danish.

4.2.- PURIFICACION DEL EXTRACTO:

Esta etapa tiene por objeto, eliminar restos de gra
sas, ceras, pigmentos. etc. que puéeden interferir en el ana
lisis, permitiendo ademas, fraccionar los residuos de conta

minantes en dos grupos atendiendo a su naturaleza.

La purificacion no es imprescindible en muestras de
agua por carecer en general de muchas de aquellas interfe-
rencias, sin embargo, para la identificacidn de algunos com

ponentes, en uvcasiones es conveniente realizarla.

En muestras de moluscos esta operacion es obligada
va que, con los pesticidas v PCB se extraen otras sustan-

cias que ocultarian aquellos residuos.

Hemos empleado en nuestro trabajo el método de MILLS
(40) seguido también pnor la FDA (120) y basado en el empleon

de florisil.
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§.2.2. ¥Preparacie, 4o ficrigil vy rrocedimiento

de ¢iucicn seglin el método de Mills:

El florisil, de 60-100 mallas, es activado a 180°C
durante 48 horas v mantenido después hasta su uso a 130°C.
Se prepara una columna de cromatografa, de 20x400 mms. pro
vista de placa filtrante, con 10 cms. de altura de florisil
(unos 16 grs.). y 2 cms. de sulfatc sddico anhidro purifica
do (unos 10 grs.). Se impregna con 30 mls. de eter de petrd
leo y se transfiere a su parte superior el concentrado del
liquido extractivo (3-5 mls.). Asi mismo, se pasan a la co-
lumna las pequefias porciones de &ter de petrdleo empleadas
en lavar varias veces el tubo que contenia el concentrado
de la muestra. Después se eluye con 200 mls. cde la mezcla
eter etilico/eter de petrdleo (6:94), a una velocidad no su
perior a 5 ml./mn., recogiendo este primer eluato en una va
sija de concentracidn tipo Kuderna-Danish; se cambia la va-

sija receptor y se eluye con 200 mls. de la mezcla (15-85).

Los eluates recogidos v concentrados a pocos mls,
quedan preparados pava ser analizados mediante cromatogra-

fTa gaseosa.

A veces la purificacidén del segundo eluato no es =u
ficiente, en cuyo caso se repite esta operacidn en una nue-

va columna de florisil.

En este método de purificacidn es necesario compro-
bar la actividad de cada lote de florisil. Para ello, es
conveniente observar la elucidn y recuperacién de los cowmpo

nentes de una solucidn patrdn constituida por diferentes
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pesticidas de ambos eluatos. Por nuestra parte hemos utili

zado la disolucidn:

Lindano eeveeceersreesusessensenee 0,02 ppm
Heptaclor seeevoeeces vee 0,02 "
ALATTN werrvrvrerresrereeemenens 0,04 "
Dieldrin .. 0,06 "

ENATTIN cverececnverernersererersncanees O ,06 "

Esta concentracidn se ha considerado la mas conve-
niente dada la sensibilidad de trabajo seleccionada por el
nivel de residuos en las muestras y la conveniencia de in-
yectar volimenes comprendidos entre 2 y 8 1. Se considera
satisfactorio el florisil que permite eluir cuantitativa-
mente lindano, heptaclor y aldrin en el primer eluvato vy
dieldrin v endrin en el segundn (vease m3s adelante el es-

tudio de la recuperacidn obtenida para un lote de florisil).

Comprobado ¢l métado y a la vista de los buenos re
sultados obtenidos, lo hemos aplicado a la purificacion de
las primeras muestras analizadas. Sin embargo. al agotar
el florisil de que disponiamos en el Laboratorio, enc ntra
mos que el "nuevo florisil' activade v utilizado, como aca
bamos de describir. no daba buenos resultadns ya que en el
primer elvato eran arrastrados parte del dieldrin vy endrin.
sto nos obligd a ensavar algunas modifica lones del mét -

Jo de Mills utilizad e antes po- ofros surares,



4.2.2.- Modificaciones ensayadas:

A).- Florisil sometido & 640°C durante dos horas, mante-
nido otras dos horas a 140°C y enfriado en un dese

cador al resguardo de la luz.

B).- Florisil activado como en el método de Mills y desac
tivado parcialmente por adicidén de un 37 de agua des

tilada.

C).- Florisil activado como en A y parcialmente desactiva

do por adicidn de 7% de agua destilida

Estas tres formas de activacion del florisil fueron
ensayadas en dos columnas de diferente didmetro (20 v 14

mms. respectivamente) y con distinto eluvente:

a).- Columna de 20 mms. de didmetro, colocanda flory
sil hasta una altura de 10 'ms. v 2 cms. de su.

fato sddico anhidro. Eluvendo:

1.- Con 200 mls. de mezols eter sulfirico/eter
de petrdleo (0:94) v con 200 mls. de mezcla

eluvente (15:85), segln el método de Mills.

2.- Con 100 mls. de eter de petrdleo y con 50
mls. de mezcla eter etilico/eter de petra-
leo (20:8Q), segin el procedimiento segui-

do en Francia

b).- Columna de 14 mms. de didmetro interior, utili-
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zando 10 grs. de florisil (12 cm.) y sulfato
s6dico anhidro en una altura de 2 cms. y elu

yendo como en 1 y 2.

4.2.3.- Método seguido:

De todas estas variantes hemos escogido, como mé
todo de purificacidn, el que utiliza florisil activado
en la forma descrita en el apartado C, dispuesto en co-
lumna de 14 mms. de diadmetro y eluyendo la primera frac
cidn con 100 mls. de eter de petrdleo y, la segunda con
50 mls. de mezcla eter etilico/eter de petrdoleo (20:80).
De esta manera lo que en un principio obligd a deterner
los andlisis y buscar el procedimiento de purificacidn
mis adecuado, resultd ventajoso si - consideramos la eco
nomia que supone el método seguido en el ahorro de reac

tivos.

4.2.4.- Estudio de la recuperacion de una solu
cién patrén:

Antes de efectuar el estudio de la recuperacidn
se hace necesario el contrastar la técnica de inyec
cidn para descartar diferencias por esta causa. Asl
se ha procedido 3 determinar las 7reas de 10 inyeccio-
nes consecutivis d=2 la solucidn patrdn de organoclorados
antes mencionada; los valores hallados se han agrupado
en el cuniro 3, e iguilmente s¢ ha 1n~lulin el corrc=non

diente esridio estadistico ar1 cada ccmovonente. Como - ie






de onservarse i precisidn alcanzada en la técnica de in-
yecc1don es muy grande v de un orden parecido para todos
los componentes, siendo muy proxime a 1 su coeficiente de

variacidon por 100.

Sometida dicha solucidn patrén al método de purifi
cacidon escogido se han obtenido los eluatos que, inyecta-
dos otras 10 veces cada uno, y determinando las Aareas re-
sultantes (cuadro 4) permite poner de manifiesto de nuevo,
trds su estudio estadistico, la elevada precision en la
inveccion y posibilitan calcular el % de recuperacién, por
la relacidn encontrada después y antes de la elucidn refe~

rida a 100 (cuadro 4).

4.3.- ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES:

Finalmente, el analisis propiamente dicho se ha
efectuado mediante cromatografia gaseosa y en este senti-

do interesa conocer:

4.3.1.- Caracteristicas del aparato y condicio-
nes de trabajo:

En el presente estudio se ha empleado un Cromato-
grafo Perkin-Elmer. modelo F~11, provisto de dos detecto-
res uno de captura de electrones (ECD) de electrodo con-
céntrico con fuente radiactiva de Ni-63 y otro detector de

ionizacidén de 1llama de hidrdgenc (FID), convertible facil-
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mente en termoidnico como hemos podido comprobar (119).

- Dos amplificadores de ionizacidn Perkin-E&men para el
mod. F-11, uno de ellos con el correspondiente acceso-

rio para control de voltaje, necesario al ECD.

- Estufa Perkin-Efmen F-11 de Adta Petpormance, con lec-

tor de temperatura incorporado.

- Registrador Hi{tach{ Perkin-Efmen de doble canal, modelo
196; velocidad del papel de registro 5 mm./mn y 10 mv

de entrada.

- Dos columnas de vidrio, de 2 metros de longitud y 3 mm.
de diametro interior; una rellena con silicona DC-200
al 10% sobre Gas-Chrom Q de 80-100 mallas, HMDS y otra
rellena a partes iguales de DC-200 al 10% y QF-1 al 15%,

sobre aquel mismo soporte.

- Gas portador Nitrdgeno N-47, que necesariamente debe ser
purificado mediante la utilizacidn de un tamiz molecular.
caudal de 120 ml./mn en el detector de captura de elec-
trones y la quinta parte para el detector de llama de hi

drogeno (24 mls.); ambos caudales a temperatura ambiente.

~ Gases necesarios para el FID, Hidrdgeno puro, (20-25 ml/

mn) y aire (unos 300 ml./mn).
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sencibilidad del ECD, es facil observar que la respuesta
a una misma solucidn puede ser distinta de un analista a

otro.

Por otra parte la repeticidn de la respuesta es mu

cho mejor para cantidades comprendidas entre 2 y 8 uls.

4.3.3.- Analisis cualitativo:

Relacidn de pruebas utilizadas en la identificacidn

y confirmacidn y modo de efectuarlas:

4.3.3.1.- Tiempo de retencién.-  La determinacidn del tiem
po de retencidn relativo al Aldrin, de cada uno de los pi-
cos de un cromatograma, para las dos columnas de distinta
naturaleza (DC-200 y DC-200 + QF-1) permite la identifica-
¢1dn de cada componente, por comparacion con los valores
obtenidos con soluciones patrdon (cuadro 5) u observables

en la bibliografia (121).

Igualmente operando con soluciones patrdn de Aro-
clor 1248 y Aroclor 1260, se han calculade los tiempos de
retencion relatives al Aldrin, para cada uno de sus picos

(cuadro 6) y (figs. 9 y 10).

4.3.3.2.- Empleo de la columa de florisil.- La purifica-
¢idn con florisil. como se ha indicado, permite separar
los pesticidas segln su polaridad en dos eluatos, con lo

que se logra tener en distinta fraccidn pesticidas de tiem
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o
PESTICIDAS % e p-VALOR
]
a-HCH 1 0,38 0,224
Lindano 1 0,47 0,184
Heptaclor 1 0,79 0,602
Aldrin 1 1,0 0,818
Endosuifan 1 2 1,58 0,523
pp'-DDE 1 1,83 0,676
Dieldrin 2 1,83 0,421
Endrin 2 2,04 0,443
Endosulféan I1 2 2,12 0,141
op'-DDT 1 2,45 0,444
pp'-TDE 1 2,70 0,191
pp'-DDT 1 3,03 0,409

CUADRO 5.- Tiempos de retencion relativos al Aldrin pa-
ra columna de DC-200 y p-Valor para el par
“hexano/acetonitrilo" determinados con solu-
ciones patrdon de pesticidas.
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po de retencidn coincidentes o muy proximos como seria el

caso de pp'~DDE y Dieldrin.

Por otro lado, se ha comprobado también por estu-
dios hechos con soluciones patrdn, que los PCB son arras
trados en el primer eluato. De este modo el que un com-—
puesto aparezca en el primer o segundo eluato, puede ser

itil para su identificacidn.

4.3.3.3.- Determinacion del p-Valor.- el llamado p-Valor,
que permite la identificacién de un compuestc a nivel de
nanogramo, se basa en la propiedad de que, para cada sus-
tancia, la razdn de distribucidén entre volimenes iguales
de dos fases immiscibles, es una constante practicamente
independiente de su concentracidn, de la presencia de
otros solutos y poco influida por la temperatura (106).
Presenta ademas la ventaja de que su determinacidn es ra-
pida, sencilla y de facil repeticidn, por lo que conside-
ramos de interés el transcribir las formas de llevarla a

cabo:

ler Procedimiento (utilizando pares de disol-
ventes previamente saturados uno con otro) (122): se eva
pora a sequedad una porcidn del eluato en el que se quie
re determinar la identidad de un pesticida., sospechado
por su tiempo de retencidon. El residuo se toma en un vo-
lumen de n-hexano (saturado del solvente polar que se em
plee, acetonitrilo, p.e.) y se analiza por cromatografia
de gases. Se atiade un volumen igual de acetonitrilo (sa-

turado de n-hexano) y se agita vigorosamente. Se repite



el analisis gas-cromatografico de la capa apolar, inyectan
do igual cantidad que en el analisis anterior. La relacidn
de las areas de esta determinacidn y aquella, siempre que
se trabaje en el margen en que la respuesta del detector
es lineal para este componente, (vease mas adelante), per

mite conocer el p-Valor.

2° Procedimiento (utilizando disolventes no sa-
turados) (123): el residuo seco de un determinado eluato
se trata con un volumen de solvente no polar (Vs) y se
analiza gas-cromatograficamente; se afade igual volumen
de fase polar (Vs), se agita vigorosamente y una vez sepa
radas las capas se determina el volumen de fase polar y
apolar (Vp y Vn). Se analiza de nuevo la fase apolar; la
relacidn de areas entre estos dos analisis es Ra y el p~-

Valor se obtiene aplicando la siguiente t3rmula:

. RaVp
P “¥s-Ra (Vn-Vp)

Este valor coincide prdcticamente con el determinag

do por el primer procedimiento.

Manteniendo las condiciones de trabajo va cenal idas
se han obtenido los p-Valores, para los disolventes indica
dos en los cuadros 5. 6 y 7, de soluriones patron y de las
muestras, al objeto de poder comprnbar la identidad de al-
gunos componentes, pudiendo observar que para las mnestras
de aguas de rio y mar coinciden con los hallados para los

patrones.

Sin embargo, este procedimiento resulta dificilmen

-76-






te ap.  auie ¢ mues:: .- a2 moluscus. donde se encueantran
otros compcnentes ademds de los pesticidas, nos referimos

a los numerosos picos de los policlorobifenilos.

4.3.3.4.- Pruebas quimicas.-

a).- Tratamiento alcalino: La presencia de DDT se
ha confirmado por tratamiento con disolucidn alcohd
lica de KOH, que da lugar a la transformacidn de

pp'-DDT en pp'-DDE (vease fig. 3).

Este método con algunas variantes en su reali-
zacidn ha sido aplicado por numerosos autores, HA-
MENCE ( 65), SANS (124), CARRASCO (125), ctc.. Por
nuestra parte lo hemos ensayado con las dos solucio
nes patron de lindano y pp'-DDT y PCB, asi como con
los extrvactos de las muestras de la siguiente mane-

ra:

Se evaporas a sequedad una parte alicuota (V ml.)
de la solucion etérea que contienc DDT v e 1fade al
residuc 1 ml. de KOH metandlica IN, mantcn. ndols 2
30°C durante 30 minutos. Se enfrlia y se abaden 3 ml
de agua destilada y un volumen de eter de petrdleo
purificado igual al volumen utilizado en la prueba
(V mls.). Se agita, decanta, deshidrata y se inyecta
la capa etérea. En los cromatogramds resultantes de-
saparece totalmente el pp'-DDT por transformacién en

pp'-DDE, que se verid incrementado proporcionalmente
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a la cantidad de DDT original. La sensibilidad rei:
tiva del pp'-DDE para el detector de captura deé
electrones es unas cuatro veces mayor (121) por lo
que la respuesta esta puede parecer desproporciona-
da sino se tiene en cuenta este aspecto, vease fig.
3, correspondiente a la solucidn patrdn de lindano y

DDT.

Tratamiento con acido crdmico para confirmar
la presencia de pp'-DDE (99) que da lugar a la oxi
dacidn de este compuesto a diclorobenzofenona de
tiempo de retencidn con relacidn al aldrin, aproxi-

madamente 0,89 (fig. 4).

Reactivo : 5 grs. de anhidrido crdmico se
disuelven en 3 mls. de agua destilada y se anaden

60 mls. de dcido acético glacial.

Procedimiento: Una vez analizado el extrac
to etéreo de una determinada muestra por cromatogra

fia gaseosa y para confirmar la presencia de pp'-DDE,
una parte alicuota de este extracto, se evapora a se
quedad en un tubo de ensayo v el residuo se trata
con 5 mls. de reactivo de acido crdmico que se man-
tiene durante 10 minutos a4 75-80°C. en un bano de
agua. Transcurrido este tiempo se enfria el tubo al
chorro de agua y se pasa a una mpolla de scparacidn
que coutiene 20 ml . de agua destilada y 20 mls. de
eter de petrileo purificado. Se lava el tubo varias

veces ¢on agua v los liquidos de lavado se pasan ‘fam

[§e]
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bién a la ampolla. Se agita, se deja que las capas
se separen y se retira la capa acuosa. Se aniaden
20 mls. de agua destilada, se agita y se retira
otra vez la capa acuosa. Después la capa eterea se
recoge en un matraz de 100 mis., se deshidrata con
unos gramos de sulfato sddico anhidro purificadc vy
se concentra en un Kuderna-Danish hasta reducirlo
a un volumen igual al del extracto primitivo. Asi
queda preparado para observar la respuesta por
Cromatografia de gases, si se trata de muestras

de aguas. Para muestras de moluscos este concentra
do debe ser sometido a una nueva purificacidn en

columna de florisil.

4.3.3.5.- Uso de otros detectores.- Si por el tiempo de re

tencién fuese probable la presencia de un pesticida fosfo-

rado, como ocurre con el pico de Tr=0,86 que podria ser ma

latidon, se transforma el FID en un detector termoidnico de

cloruro potasico (KCITID) (119). En las diferentes mues-—

tras utilizadas nunca se ha encontrado respuesta a este de

tector permitiendonos confirmar la ausencia de este tipo

de contaminantes.

4.3.3.6.- Estudio de 1os policlorobifenilos (PCB},- La po-

sible presencia de PCB, considerados no solo como interfe-

rencias en el andlisis de pesticidas. sino también en =1

calidad de contaminantes industriales tdxicos y de larga

persistencia, ha merecido por nuestra parte una atencidn

-82-



especial.

Los policlorobifenilos son mezclas de isdmeros clo-—
rados del bifenilo, de muy distinta composicion y de dife-
rente nombre comercial (Arocflox, CLophen, etc.). La nomi-
nacidn Aroclor va seguida de cuatro cifras, de las cuales
las dos primeras hacen referencia al nimero de atomos de

carbono y las otras dos al procentaje de cloro.

En experiencias realizadas con Aroclor 1248 y Aro-
clor 1260 (fig. 9 y 10) aislados y en mezclas con Lindano y
DDT se ha podido comprobar que los policlorobifenilos apa-
recen en su totalidad en el primer eluato, mezclados con
aquellos pesticidas. Su tiempo de retencidn, su p-Valor y
sobre todo su inalterabilidad al tratamien*o alcalino y al
acido crdmico, permiten poder llegar a identificarlos ain

en mezclas.

4.3.3.7.- Otras técnicas.- La espectrofotometria de IR
con accesorios para microdiscos que seria de gran utilidad
para establecer la naturaleza de un determinado componente,
necesita una cantidad de producto algo superior al micro-
gramo (5-10 ugrs.) y ademis, la absorcién producida por
otras materias extractivas, a veces en concentraciones mas
importantes que el mismo residuo, acaban ocultando las ab-
sorciones caracteristicas. El método es por ello de poca
utilidad en el analisis de residuos, donde las cantidades
encontradas en aguas estin a nivel de nanogramo/litro v en
muestras de moluscos en cantidades de microgramo/Kgr.

(veanse cuadros de resultados).
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pectivamente por lo que estos isdmeros se notaran

incrementados (fig. 5b). Este proceso podria es-

cribirse:

[

CCL3 CCLy
pp'-D0T pp’' -DDE
5.- Por Gltimo el tratamiento con acido crdmico con-

firma la presencia de pp'-DDE, al transformarse

en diclorobenzofenona de tiempo de retencidn 0,89

(fig. 5¢):
ce' .l \.c ce —ce c ce
LA L)L
I !
Cey 0
pp' -DDE diclonobenzefenona

Otrces picos del cromatograma presentado en la fig. 5a,
no han sido identificados, pero se ha comprobado que
los de tiempo de retencion 0,43 y 0,86 proceden del

eter de petrdleo utilizado (fig. lc).

Las muestras de aguas de rio no han dado respues
ta al detector termoidnicu, lo que excluye la presen-—

cia de pesticidas fosforados.

Aguas de mar.- En ljys (romatorrmas corr.spc .lien
tes a las aguas de la Ria, de form. andloga , la inte
rios, se Pan podidev identificar « y .-HCH, pp'-DDE,

yp ' =DDT pp'~-DDT 7fig. 6).
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Fig. 5¢.- CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO DE UN AGUA
DE RIO DESPUES DEL TRATAMIENTO CON
ACIDO CROMICO.
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que no lo son por lo siguiente:

l.- La elevada polaridad del acetonitrilo utilizado
en la extraccidn impedirIa que se encontrasen

estos compuestos.

2.- De haberse extraido aparecerian en el primer

eluato y

3.~ Su espectro de infrarrojos pone de manifiesto,
sin lugar a dudas, su naturaleza lipidica con
una funcidn ester, cuya naturaleza por no co-
rresponder a los residuos estudiados, de momen-—

to, no ha sido establecida.

Finalmente, el uso del detector termoidni
co como en los casos anteriores, ha permitido con~
cluir que no existen residuos de pesticidas organo-

fosforados.

4.3.4.- Andalisis cuantitativo:

La evaluacidn de residuos se ha efectuado midiendo
las areas de cada componente y comparadndolas con los va-

lores obtenidos con disoluciones patrdn.

En las determinaciones cuantitativas mediante cro-
matografia de gases existen varios factores que modifican
la respuesta: temperatura, fluctuaciones en la presion del
gas portador, cambio de envase del gas portador, variacio-

nes en el suministro de energia eléctrica, suciedad del de
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LINDANO pp'-DDT
Area ngr. Area ngr.
7,1 0,04 0,080 0,12
9,4 0,06 1,485 0,24
11,5 0,08 3,340 0,48
13,2 0,10 4,600 0,72
{

14,6 0,12 5,684 0,96
16,0 0,14 6,750 1,20
17,3 0,16 7,650 1,44
18,5 0,18 - -

r = 0,9928 r'= 059933

y = 0,012 x- 0,056 y = 0,190 x- 0,087

CUADRO 8.- Valores encontrados para Ta curva de calibra
do de y-HCH (Lindano) y pp'-DDT.
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cidon de la recta de regresidn entre areas y concentracin-
nes (cuadro 8), ya que se evitan los errores del métodn

grafico. Igualmente es interesante calcular el coeficien-
te de correlacion para observar mejor la condicidn de res
puesta lineal. Es de senalar que los resultados encontra-
dos para esta técnica analitica son altamente satisfacto-
rios, pués el coeficiente de correlacidn practicamente es

la unidad.

4.3.4.2.- Limites de deteccidn.- E1 limite de deteccidn
para los residuos estudiados ha quedado establecido de la

siguiente forma:

& V/ Y-HCH .coeeeeiennnnn 0,001 vypgr./litro
U 0)0) O 0,002 "
En aguas e PP
Op ' =DDT eevneieneriireannns 0,008 "
P ~DDT cevvvieeeerevnernnns 0,008 "
& v Y=HCH .oocrreenrennn. 0,03 ugr. /Kg.
"“DDE ceeevrrrererernienns 0,07 "
En moluscos e PP ’
op'—DDT .................... 0,30 "
PP =DDT rrevivienineininns 0,30 "

Los limites de deteccidn expresados en materia seca

para los mejillones serian 5 veces mids altes v en materia

grasa 50 veces superior a la dada.
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PP'=DDE eirriirrininiiiinens . 0,35 "
En materia seca ... OP "=DDT erereiirreiiinininnne 1,5 "
pp'=DDT .oeeerrrnnnn cereeeee 1,5 "

oy Y-HCH ... PR 1,5 ugr./Kg
pp'-DDE .... . 3,5 "

En materia grasa ... op'=DDT ererenenn. R, 15,0 "
PP =DDT weveerrreerrernnrans 15,0 "

Policlorobifemnlos 100,0 "

5.- RESULTADOS Y DISCUSION:

Los resultados de las distintas muestras de la Ria
de Arosa, se han agrupado en los dos semestres del ano 1973
(vease Cuadros I al XXIII). Han sido desglosados, a su vez,

en agua de rios, aguas de mar, mejillones y otros moluscos.

En los cuadros de resultados de muestras de aguas
se incluye el poligono a que corresponden, la fecha de toma
de muestras y sus caracteristicas de pH v conductividad a
20°C. En las columnas restantes aparecen los valores de los
residuos encontrados de los isdmeros o v y-HCH, asi como el
total de estos isdmeros, e igualmente los de pp'-DDE. op'-

DDT y pp'-DDT v en otra columna el total de dichos isdmeros.
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El primero de estos cuadros corresponde a las mues-
tras de aguas de rio tomadas dentro del primer semestre de
1.973. Los cinco siguientes resumen los valores encontrados
durante este periodo en aguas de la Ria y en los cuadros

VI. al ¥1 se presentan los vilores obren i, par. 17s meji-

liones en el primer semestre de 1.973.

No se ha incluido en ninguno de ellos la columna co
rrespondiente a pesticidas fosforados por haber sido siem—
pre la respuesta negativa. Esta circunstancia parece logica,
pués aunque se utilizan con cierta profusion, su degradacidm

es también rapida.

En los cuadros correspondientes a los moluscos del
segundo semestre de 1.973, también se hallan incluidos los
residuos de policlorobifenilos, estimados en Aroclor 1260
por presentar este producto unas caracteristicas gas-croma-—
tograficas muy similares a los residuos encontrados en mo-

luscos (veanse figs. 7a, 8 y 10).

Estos resultados, ademas, se han representado con
relacién a3 la frecvencia de aparicidon. En la fig. 12 co-
rrespondiente a los valores del HCH v DDT de las aguas de
los rios en ambos periodos, puede notarse que predominan
los valores baj»os v aunque se ha calculado el promedio in-
cluido en el cuadro correspondiente, c¢reemos que esta gra-

fica da una idea mas clara de la contaminacidn.

Las tigs. 13, 14 y 15 en forma anidloga, agrupan
los resultados de aguas de mar y mejillones, para aquellos

pesticidas y para los policlorobifenilos respectivamente.
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La comparacicn de estos graticos permite deduc:r 1o

siguiente:

~ En las aguas de rio y mar (figs. 12 y 13) ios residuos de
HCH han descendido de un semestre a otro, mientras que
los de DDT, por el contrario se observan agrupados haciu

valores mas altos.

~ En mejillones (fig. 14) el HCH ha disminuido y los resi-
duos de DDT, en el segundo semestre parecen agruparse a

niveles mas bajos.

- En la distribucidn de la frecuencia de aparicidn de los
residuos de policlorebifenilos puede observarse una agru-

pacidn mas homogénea (fig. 15).

— A estas conclusiones se liega también después de conuder
la "t" experimental ve lar series ce valures del primer v
segundo semestres (cuadr. 2). Eacont:and e Jife-ercias
significativas en agnas Je 1.0, para (o3 residucs de HCH
y DDT: en aguas de aar s:lg say difesenc-as cign-ticati-
vas para los residuos de HCH y en ics mai:l'ones, por el
contrario, solo se cbservan difzrencias - gnificacizs pa

b
ra los residuos de DDT,

5e ha buscado la existencia de ziguna relacidn en-
tre el contenido en Lindauo v DT, de l:: dus semectres,

sin ninglin resultad«.

51 parere existir una cierta relacidn entre los re-
siduos de DDT y PCB va que e. coeficiente ¢e correlacidn

es superior a 0,8. Claro que s0ic se ha podido estudiar
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9l e & 2 = 2

v+ <3} ~ = ~ =

o + [4D] [¢})

=81 - - = — =

S- | ¥ £ g 3 g
18" sem.| 7 x=0,035 x=0,014

Aguas rio 2,14 3,35 2,28
2° sem.| 7 x=0,013 x=0,025
1er sem.| 38 x=0,018 x=0,022

Agua mar 2,0 2,33 1,39
2° sem.| 36 x=0,012 x=0,029
157 sem.| 38 x=0,92 X=6,20

Mejillones 2,0 1,65 3,95
2° sem.| 36 x=0,71 x=2,92

CUADRO 9.- Estudio de las diferencias significativas du
rante el ano 1.973 de residuos de HCH y DDT
para muestras de aguas de rio, aguas de mar
y mejillones.
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en los mejillones del segundo semestre de 1.973. ' ta
cunstancia parece indicar una contaminacidn ic.an. por ao-

bos residuocs.

Observando los valores medios, cuadro 9, pucde esti
marse en los mejillones un nivel de residuos de DDT 100G a
300 veces superior al alcanzado en el agua de mar, y de 50

a 60 veces para los residuos de HCH.

Con los valores de PCB no ha sido posible efectuar
comparaciones, pués al no disponer de los testigos corres-—
pondientes en el primer semestre y haberse modificado algu
nas condiciones de trabajo, fué imposible la valoracidn
cuantitativa en aquella ocasidn y tan solo a la vista de
los cromatogramas puede darse una apreciacidn subjetiva e
indicar que no parece existir una gran variacidn entre am-—

bos periodos.
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AGUAS "CAMBADOS"

POLIGONO

AESTDION EN pup.b. (pgr./litro)

FECHA pH .4 20°C

(mMho) Y b HCH DDT-tot il

|
{
tal pp'—DDE!op'—DDT pp'~DDT
!
|
!

31-10-73 6,7 43,0 0,006 , 0,002 0,008 }<0,001 1<0,006 | 0,008 | 0,008

|
31-10-73 6,3 42,8 0,008 0,002 0,010 0,002 ; 0,008 | 0,033 E 0,043
|
| ! |
7~-11-73 %1 7,9 44,0 0,007 ' 0,008 0,015 0,003 | 0,008 | 0.010 } 0,021
5-11-73 | 7,8 | 48,5 0,004 }0,007 0,011 | 0,002 | 0,008 | 0,006 | 0,010
1 1 |







AGUAS "EL GROVE"

o M
m ! AFATDUOS EN p.p.b. (ugr./litro)
= 1mn:>_ pH  C,A 207¢ V -
m M F??z:gov =HCH L b HOH-total cv.tsdmw op' ldjLﬁﬁ. -DDT ﬂ DDT-tat
| | ; | _ :
M | | | ! ”
| | | | |
A N2-1173 7,9 ‘ 43,5 0,005 0,00€ 0,011 0,002 | 0,008 | 0,008 | 0,018
! |
B N2-11-73 7,9 | 44,0 0,005 0,008 0,013 0,002 | 0,008 m 0,008 | 0,018
, h
| |
¢ h4-11-73 7,9 46,5 05002 1 0,005 05007 0,002 % 0,008 “ 0,008 i 0,018
p 14-11-73 7,8 47,0 0,002 0,002 0,004 0,002 | 0,008 M 0,008 m 0,018
h : |
£ a-11-74 7,8 47,0 0,005 . 0,005 : 0,010 0,002 ‘ 0,008 v 0,008 0,018
| ,
ﬂ NS - - |- -
| | _
G [27-11-73 7,9 47,1 0,005 | 0,005 : 0,010 0,002 | 0,008 | 0,008 0,018
H |27-11-73 8,0 47,0 0,003 0,008 0,011 0,002 | 0,008 0,008 0,018
vmuo,ooo x=0,018
| | |
{
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MEJILLONES "VILLAGARCIA"

RESTRUOS FX pop.b. (hpr/Ker.)
POLIGONO | FECHA _ , T | o !
a-HCH % Y=HCH .+t 1], " =0DE [ op'=DDT [ pp'-DDT |DDT-total| PCB
— B . ;
_ . | ! |
: : {
| | |
I i i
A 4-10-73] 0,30 | 0,36 0,66 0,40 ' 0,30 , 2,20 | 2,90 | 14.6
_ ; | |
B 4-10-73| 0,15 0,18 | 0,33 0,24 | 0,30 ; 0,60 1,18 1 7.2
c - - _ 4 \ N - - -
D 4-10-73| 0,30 | 0,32 " 0,62 0,60 | 1,10 | 4,80 6,50 | 24,5
E 7-11-73| 0,30 | ‘0,28 + 0,58 | 0,48 i 0,35 m 3,63 4,46 | 24.5
« |
F 11-16-73] 0,10 0,26 | 0,36 0,20 0,30 | 0,70 1,20 5,7
6 4-10-73| 0,30 | 0,27 ; 0,57 0,38 | 0,35 | 2,23 | 2,96 187
H 1-10-73} 0,30 | 0,63 _ 0,93 | 0,49 | 0,30 | 1,60 2,39 ] 10,4
1 1-10-73] 0,40 | 0,75 _ 1,15 | 0,35 | 0,40 | 3,90 4,65 | 24,5
| x=0,65 M %=3,27
| |

CUADRO XV III -126-
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IV.- CONCLUSICNES

N + !

Se Gvcls i o erocedimients Ao oxtratoLOR, DU LG

!

ol ¢y andldt s de mud firesfduss (pesticodus cvetias
das, josgorados y poldciancbogenitos] a muestrals de
agua de wic, agua de mar y motusces que s¢ cons{de-

wa Gptime en el andlis(s de ¢atos contam(nanies.

Se consddera (ndespensable para €a (dentifl{caciin y
conjimmacién de wesidues de pesticidas y PCB, (as

pruebas s{quientes:

a) Respuesta al detecten de Len{zacién de Llama de
hidibgenc, af detecton de captura de electrenes

y al detectorn femmosiénico de clorunc potdsico.

b) EL tiempc de retencidén nebative al Aldrin, en
Las columnas de DC-200 y DC-200+QF-1

c) Su presencda en el primer ¢ segundo eluate de
La pundgdcacdiin mediante §Lonisif.

d) La nazdén de distraibucdidn entre des discolventes
ne mescibles o p-Valorn. Esta cenfimmac{in scta-
mente es aplicable en muestras de agua

e) La moddficacddn o pensistencia a fa potasa meta
Wil dca, que pewmite {dvntdifi{can uy valonax nes{-
ducs de HCH y DDT, neluse en mezelas con pol (-

cflorebdendlos.
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6.-

De La distribucidin de resultades pot i grecuencd.l
de aparicién y del cornespondiente estuddic estadis
tico, se deduce:

a)

Los nesiduos de HCH han experimentado una £{ge
rna evolucién a valores mds bajos en Las aguas
de nio y de man, no encontrndndose diferencias
sdlgnificativas en mejillones a Lo Largo de
1.973.

Los nesfducs de DDT, han sugrido una evolucddn
Ligenamente ascendente en aguas de nio y de
mar, con diferencias signiglcativas s0lo en Las
aguas de nio. En tanto que en los mejillones
ex{sten difenencias significat(vas con tenden-
cia descendente.

Los resdducs de policlorobd fendlos determina-
dos cuantitativamente sclo en el segundo semes
the permiten observar una distribucion de fre-

cuencias muy agrupada.

Los nesultados haflados paa el DDT paxnecen tenen

una cienta welacdén con Los nesiducs de polfcedcwe-

bifenilos, Lo que probania una fuente Lejana de con

taminac{in, aunque ellc no parezea ceinedddiw con

tos valores mas altes encentrados en Las aguas de

nio, que send explicable pon su targa persistenca

en el suelc.
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Finalmente de L5 promedics de €os wesultades se
puede ckservan que ta concentracddn de HCH o meic
Clenes es de 50 d 60 veces e valen anuntmado’pa~
na Las aguas y de 100 d 300 veces en ol casc de e
s{ducs de DDT.
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