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Capitol 1

Introduccio






1.1. Contaminacio per hidrocarburs al medi mari

D’entre els nombrosos contaminants que arriben al mar, el petroli és un dels que més atencio
capta. Aixi mateix, si bé els accidents de petroliers no son la principal font de contaminacio
per hidrocarburs en el medi mari, son la que més interes suscita.

S’estima que anualment arriben al mar entre 470 i 8.400 quilotones d’hidrocarburs de petroli
(taula 1.1). Les fonts naturals representen el 46% d’aquesta entrada, les activitats associades
amb U’Us del petroli el 37%, els vessaments accidentals o les descarregues durant el transport
el 12% i els processos d’extraccio el 3% (NAS, 2003).

Taula 1.1. Fonts de contaminacio per hidrocarburs al medi mari. Aportacions anuals (en milers de tones).

Font eslit/:lrlr:g(r:ic’) Minim Maxim
Filtracions naturals 600 200 2.000
Extraccio de petroli 38 20 62
Plataformes marines 0,9 0,3 1,4
Deposici6 atmosferica 1,3 0,4 2,6
Aiglies de produccio 36 19 58
Transport del petroli 150 120 260
Vessaments d’oleoductes 12 3 37
Vessaments de petroliers 100 93 130
Descarregues operacionals (rentats) 36 18 72
Vessaments d’instal-lacions costaneres 5 2 15
Deposici6 atmosférica 0,4 0,2 1,0
Consum de petroli 480 130 6.000
Fonts terrestres (escolament i rius) 140 7 5.000
Embarcacions recreatives
Vessaments (no petroliers) 7,1 6,5 8,8
Descarregues operacionals (vaixells port brut > 100 t) 270 90 810
Descarregues operacionals (vaixells port brut < 100 t) - - -
Deposici6 atmosférica 52 23 200
Fuel alliberat pels avions en vol 8 5 22
Total 1.300 470 8.400

Nota: Els totals poden no correspondre’s a la suma dels diferents apartats, ja que provenen de fonts
independents. S’han estimat mitjanes amb dades de 1990 a 1999. Font: NAS, 2003.

La incertesa associada a les dades és important. En el cas de les aportacions per escolament,
per exemple, el maxim estimat és 35 vegades la millor estimaci6. Aixo no obstant, pot dir-se
que des de mitjan anys vuitanta les entrades han minvat progressivament. El
desenvolupament de normatives referents al transport de combustibles fossils per mar, sovint
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creades en resposta a accidents de petroliers (MARPOL del Torrey Canyon, OPA de I’Exxon
Valdez, paquets de mesures post-Erika), n’han suposat una millora, la qual cosa s’ha reflectit
en l’evolucio de la quantitat de producte vessat en els darrers decennis (figura 1.1).

500 -
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Figura 1.1. Evolucio dels vessaments accidentals de petroli durant el transport. Les barres representen el
sumatori de la quantitat vessada (en milers de tones). Les fraccions més clares (indicades amb lletres)
representen la quantitat vessada en un sol accident i corresponen a: A) Sea Star; B) Jakob Maersk; C)
Urquiola; D) Hawaiian Patriot; E) Amoco Cadiz; F) Independentza; G) Atlantic Empress; H) Irene’s Serenade;
I) Castillo de Bellver; J) Nova; K) Odyssey; L) Exxon Valdez; M) Khark V; N) Haven; O) ABT Summer; P)
Katina P; Q) Agean Sea; R) Braer; S) Sea Empress; T) Erika, i U) Prestige. Adaptacio d’ITOPF, 2008.

Tot i la tendencia a la baixa, poden haver-hi variacions considerables d’un any a un altre, a
causa de grans accidents esporadics, explicables en part pel transit de petroliers (anualment
es transporten de 1.500 a 1.800 milions de tones de crus de petroli i derivats) i pel mal estat
de la flota: un 40% dels vaixells amb bandera de la UE, per exemple, son deficients o
infringeixen MARPOL (Rodriguez, 2007). A més, cal tenir en compte que gran part del petroli
es transporta en vaixells amb bandera de conveniéncia de paisos que incompleixen la major
part de normatives.

Si bé és cert que, tal com ja s’ha esmentat, aquests no son la principal via de contaminacio,
els impactes associats (ecologics, economics i socials) poden arribar a ser catastrofics, en
funcid de les caracteristiques del vessament, del producte, de la zona on s’ha produit i de
factors meteorologics.

L’exemple paradigmatic d’accident amb conseqiieéncies desastroses és el de I’Exxon Valdez. El
petrolier s’enfonsa a Bligh Reef el mar¢ de 1989 i allibera unes 35.500 tones de cru a les
aiglies de Prince William Sound (Alaska). El petroli afecta 1.990 km de costa de les peninsules
de Kenai i Alaska i ’arxipéelag Kodiak.

Deixant de banda els efectes sobre el medi, [’economia o la societat, l’accident destaca per
’impacte mediatic i per les conseqiiencies que se’n derivaren, com un gran nombre d’estudis
cientifics han demostrat gracies a U’elevat financament proporcionat per ’Exxon Valdez Oil



Contaminacio per hidrocarburs al medi mari 7

Spill Trustee Council (EVOSTC, 2008). De totes maneres, encara avui existeix controversia en
relacié a que va resultar afectat i que es considera recuperat. Els diversos treballs arriben a
conclusions diferents i, fins i tot, contradictories, que moltes vegades reflecteixen interessos
politics i economics diversos. No obstant aixo, tothom coincideix a afirmar que [’accident fou
un fet clau per al desenvolupament de normatives ambientals relacionades.

1.1.1. Antecedents de contaminacio a les costes septentrionals de la peninsula Ibérica

En estar situades en un lloc pel qual discorren rutes de transport maritim molt transitades i
en que les condicions meteorologiques son sovint adverses, les costes septentrionals de la
peninsula Ibérica també han patit la contaminacié de vessaments accidentals de petroliers.

En el darrer terc del segle xx van produir-se diversos accidents (taula 1.2) el darrer dels
quals, anterior al Prestige, fou el de I’Aegean Sea. El buc xoca contra el fons a la ria d’Ares i
s’incendia. L’aire i les marees transportaren els contaminants petro i pirogenics cap a la
costa, estenent-los al llarg d’uns 200 km. Unicament es varen poder recuperar 4.000 tones de
cru del buc.

Taula 1.2. Resum dels accidents esdevinguts a les costes nord-peninsulars en el darrer ter¢ del segle xx. A
partir de Bulot, 2003.

Data Localitzacio Coordenades Nau Vessament

13.000 tones de cru
Arabia lleuger

100.000 tones de cru
Arabia lleuger

50.000-60.000 tones de
cru pesat irania

05/05/1970 Port de Vigo 42°14’N, 8°43’W  Polycommander
12/05/1976 Port d’A Coruna 43°23’N, 8°22’W Urquiola
31/12/1978 Fisterra 43°13’N, 9°37°W Andros Patria

13/12/1992 Ria de Ares 43°20°N, 8°20'W Aegean Sea 70.000 tones de cru Brent

Al llarg de tots aquests anys s’han produit a U’Atlantic nordoriental molts altres abocaments
accidentals importants (figura 1.2) tant per la quantitat vessada com pels efectes que van
tenir sobre el medi (Torrey Canyon, Amoco Cadiz, Erika, entre d’altres), etc. Avui existeixen
amplies bases de dades sobre el particular (p. ex. Cedre, Environment Canada, NOAA).

Caldria destacar el de UErika, per ser relativament recent i per la seva similitud amb el del
Prestige. El desembre del 1999 el petrolier Erika es trenca en dues seccions a uns 50 km de
les costes de la Bretanya i s’enfonsa. Van alliberar-se 15.000 tones de fuel pesant del tipus
Bunker C, el qual comenca a arribar a les costes cap a finals del mateix mes i continua fent-
ho durant setmanes després de l’enfonsament del buc. El producte (format en un 90% per un
residu pesant de la destil-lacié i per un 10% d’un producte més lleuger), resulta ser poc
degradable (Outdot, 2000) i poc susceptible de ser tractat amb dispersants quimics.
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Figura 1.2. Vessaments accidentals produits a Europa. Els de més de 70.000 tones son: 1) Torrey Canyon,
1967; 2) Othello, 1970; 3) Texaco Denmark, 1971; 4) Jakob Maersk, 1975; 5) Urquiola, 1976; 6) Amoco
Cadiz, 1978; 7) Independentza, 1979; 8) Irene’s Serenade, 1980; 9) Khark V, 1989; 10) Haven, 1991; 11)

Aegean Sea, 1992; 12) Braer, 1993; 13) Sea Empress, 1996; 14) Prestige, 2002. Representats amb * hi ha els
vessaments de menys de 70.000 tones.

1.1.2. L’accident del Prestige

Tres anys després de la catastrofe de U’Erika, es produi el darrer dels accidents de gran
magnitud a les costes peninsulars, fins ara: el del Prestige, un buc monocasc, construit el
1976 al Japd, propietat d’una companyia grega, amb bandera de Bahamas i tripulacid
basicament filipina, que transportava fuel de propietat russa.

El 13 de novembre del 2002, la nau pati una avaria i, debilitada per un fort temporal,
s’esquerda davant les costes de Galicia. Després de ser remolcada cinc dies, durant els quals
la bretxa va anar creixent i va vessar-se part de la carrega (unes 17.000 de les 77.000 tones
que transportava), acaba trencant-se en dues parts (figura 1.3) i naufraga a unes 135 milles
del cap Fisterra, la popa a 3.565 m de fondaria (42° 10,6’ N, 12° 3,6’ W) i la proa a 3.830 m
(42° 10,8’ N, 12° 3,6’ W). Aleshores s’alliberaren 46.000 tones més de fuel, en el moment de
’enfonsament i posteriorment, a través d’escletxes presents al casc.

El fuel arriba en successives marees negres (16 i 29 de novembre, 18 i 23 de desembre i 4 de
gener) a les costes de Galicia, inicialment, i després a les de Cantabria, Astlries i el Pais
Basc, i afecta sobretot la costa da Morte i el Parque Nacional de las Islas Atlanticas. En total,
1.137 platges (uns 2.980 km de costa) resultaren contaminades (Bedoya i Alberti, 2004).
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Figura 1.3. Estela deixada pel Prestige abans de U’enfonsament el 17/11/2002 (ESA, 2002) i petrolier
enfonsant-se el 19/11/2002 (Cedre, 2002).

L’accident vingué acompanyat d’un fort impacte ambiental. Segons la Sociedad Espafiola de
Ornitologia (Garcia et al., 2003) la marea negra provocada pel petrolier és |’episodi més greu
de mortalitat d’aus marines ocorregut a les costes peninsulars i el segon més gran a ’Europa
atlantica després del desastre de U’Erika. Es van recollir 23.181 aus petrolejades (9.348 de les
quals mortes) de més de noranta espéecies diferents fins [’agost del 2003. S’estima que se’n
van veure afectades de 115.000 a 230.000.

A banda de la petjada del fuel en el medi ambient (exemplificada aqui per les aus marines,
sovint emprades com a bioindicador), va haver-hi conseqiiencies en altres ambits: Un mes
després de l’accident, per exemple, les vendes de peix i marisc gallecs havien disminuit un
50% (Rodriguez, 2007).

Al litoral de Galicia es concentra un 50% de la poblacio i un 84% de la facturacié de les
empreses gallegues (Garcia et al., 2003). L’economia se sosté en ’existéncia d’un entramat
productiu fort al voltant del complex pesca-indUstria. Justament el sector pesquer genera
més de 40.000 llocs de treball directes, mentre que d’altres activitats, com el marisqueig o
’aqliicultura ocupen 9.200 persones, majoritariament dones, i 13.000, respectivament, i
produeixen uns ingressos anuals que depassen els 175 milions d’euros (taula 1.3). A banda cal
considerar les empreses de produccio de productes enllaunats, etc.

Taula 1.3. Produccié de marisc a Galicia durant el 2007. Font: IEO.

. iy Facturacio en primera venda
Espécie Producci6 (tones) P

(milions d’€)
Musclo (Mytilus sp.) 160.000 160
Navalla (Ensis ensis) 268 3,5
Garota (Paracentrotus lividus) 702 1,7
Percebe (Pollicipes cornucopia) 416 13,4

Arran de ’accident del Prestige, la Unid Europea adopta diverses mesures, entre les quals
destaca la prohibici6 del transport de petrolis pesants en bucs monocasc. Pero quines van ser
les actuacions a nivell estatal per fer front a la catastrofe? A més de les decisions
d’emergencia, el Ministerio de Ciencia y Tecnologia endega dues linies d’ajuts destinats a
mesurar-ne els efectes a curt i llarg termini, respectivament.
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El conjunt d’estudis, dins el qual s’inclou el present treball, va pretendre coneixer el desti
tant del buc enfonsat com del fuel que se n’allibera, avaluar els efectes del vessament als
recursos pesquers i ecologics i proporcionar eines per millorar la gestié d’hipoteétics accidents
futurs (Rodriguez, 2007).

1.2. Origen i caracteristiques del petroli

Els crus de petroli son mescles complexes formades per diversos milers de compostos,
majoritariament hidrocarburs. Aixi mateix, contenen derivats heteroatomics sulfurats,
nitrogenats i oxigenats en menor mesura, i també metalls com el ferro, vanadi, niquel, en
forma de complexos organometal-lics. La seva formacio, a partir de la materia organica,
s’esdevé en una successio de processos lents (duts a terme al llarg de milions d’anys):
diagenesi, catagenesi i metagenesi (Tissot i Welte, 1978).

En un primer estadi (diagénesi), la materia organica sedimentada a zones lacustres, marines,
etc. es transforma microbiologicament: els compostos primaris es degraden i pateixen una
serie de condensacions i desfuncionalitzacions. La major part de la mateéria organica
resultant, la composicié quimica de la qual estara condicionada tant per la composicio de la
inicial, com per la naturalesa i I’extensio de |’activitat microbiana, s’incorpora a una matriu
macromolecular de materials hUmics que formaran, posteriorment, [’anomenat querogen, un
polimer d’elevat pes molecular insoluble en dissolvents organics.

En un segon estadi (catagénesi), la materia organica s’enfonsa a les conques sedimentaries i
es continuen produint condensacions i pérdua de grups funcionals del querogen, ara a major
pressid i temperatura. La seva estructura esdevé més aromatica i compacta, quedant-ne al
marge els compostos més labils, com els hidrocarburs de baix o mitja pes molecular. Al
mateix temps, i per efecte de la temperatura, s’inicia el procés de pirolisi (cracking) del
querogen, amb la subsegilient generacio dels hidrocarburs del petroli.

En un darrer estadi (metagénesi), a temperatures superiors als 180 °C, es generen gasos
(principalment meta), tant a partir del querogen com dels compostos liquids formats.

La composicidé quimica de crus procedents de regions diverses pot presentar, doncs, una gran
variabilitat, en funcié de la naturalesa i extensié dels processos biogeoquimics soferts. Amb
tot, les mateixes families d’hidrocarburs son presents, en major o menor mesura, a tots els
crus (Speight, 1991) (figura 1.4):

. Hidrocarburs saturats, basicament alcans perdo també cicloalcans, contenen el maxim
nombre d’atoms d’hidrogen possible.

. Hidrocarburs aromatics, mono (amb un anell benzenic) o policiclics (amb més d’un) i
amb substituents alquilats, representen d’un 1 a un 20% dels hidrocarburs totals a la
majoria dels crus.
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o Compostos polars (resines i asfaltens), més pesants, amb sofre, nitrogen i/o oxigen i
poden contenir metalls.

Hidrocarburs saturats Asfaltens

n-alcans ~_~_ "~ A

\)\/\/L/\/L/\/k B
i-alcans

cicloalcans
D . E
Hidrocarburs aromatics
H
O 00 00

Figura 1.4. Exemple d’estructures de diversos tipus d’hidrocarburs presents en el petroli. En concret: A) n-
undeca; B) 2,4,10,14-tetrametilhexadeca (fita); C) cicloalcans; D) esterans; E) triterpans; F) metilnaftalens;
G) fluore; H) crisé. La hipotética estructura dels asfaltens és de Winniford i Bersohn, 1962.

El fet que existeixin diversos tipus d’hidrocarburs, possibilita la classificacio dels petrolis en
funcio6 de la proporcié dels mateixos (figura 1.5).

Aromatics i
Compostos
ambN,SiO

Classificacié dels crus de petroli:
AA: aromatic-asfaltic

Al: aromatic intermedi

AN: aromatic-naftenic

F’7 Derivats de matéria
.{ﬁ organica marina

N: naftenic
o
& az;gﬁgsoc:génica PN: parafinic-nafténic
terrestre P:  parafinic
20
Parafines 80 60 40 20 Naftens

Figura 1.5. Principals tipus de crus de petroli. Font: Tissot i Welte, 1978.

En primer lloc, els petrolis parafinics son constituits majoritariament per hidrocarburs
alifatics aciclics i el seu contingut en sofre és inferior a l’1%. Els parafinics-naftenics també
tenen un baix contingut en sofre, pero es troben enriquits en cicloalcans i en alcans aciclics.
Ambdos tipus de petrolis son els de major interes comercial.
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Els aromatics intermedis, per contra, generalment presenten més d’un 1% de sofre.
Basicament estan formats per hidrocarburs aromatics (més del 50%). Tot i que també son
d’interes comercial, la seva qualitat és menor.

Els petrolis més abundants son de tipus aromatic-naftenic i aromatic-asfaltic. Els primers son
petrolis parafinics o parafinics-nafténics (amb un contingut en sofre inferior a ’1%) enriquits
en resines (més del 25%) i asfaltens. Els darrers son petrolis pesants (resines i asfaltens poden
arribar al 60%) i viscosos, amb un contingut en sofre de fins al 9%.

De manera general, pot afirmar-se que els crus més antics contenen una major proporcio de
fraccions lleugeres (alcans i aromatics de baix pes molecular), mentre que els més recents
son de caracter més aviat asfaltic.

1.2.1. Caracteristiques del petroli del Prestige

La carrega vessada pel Prestige, com en el cas de ’Erika, no fou un cru de petroli, sind un
fuel pesant, del tipus Bunker C (nimero 6 USEPA). Aquest tipus de producte és un residu
resultant de la destil-lacié del cru, mitjancant la qual se n’extreuen altres fraccions més
lleugeres (amb punts d’ebullicio per sota dels 300 °C) de major valor comercial (p. ex. gas,
gasolina, querose, gasoil).

Aquest fuel és un producte molt viscos (taula 1.4), basicament emprat com a combustible en
instal-lacions industrials i que s’acostuma a preescalfar abans de ser utilitzat. Es poc volatil,
amb un punt d’inflamacié moderat, i no té tendéncia a dispersar-se com els crus de petroli o
fuels més lleugers. En tot cas, formara boles de quitra (tar balls), agregats (lumps) o
emulsions (USEPA, 2004).

Taula 1.4. Propietats fisiques del fuel del Prestige. Font: Cedre, 2003.

Caracteristiques Font

Densitat relativa a 15 °C 0,993 g ml Cerfiticat de qualitat Saybolt-Letonia
0,995 g ml™ Mesures de Cedre

Viscositat a 50 °C 615 cSt Certificat de qualitat Saybolt-Letonia

Viscositat a 15 °C 3-10 ¢St Mesures de Cedre

Punt de fluidesa 6 °C Certificat de qualitat Saybolt-Letonia

Pel que fa a la composicié quimica, [’analisi elemental permeté establir que el fuel presenta
un 85,5% de carboni, un 11% d’hidrogen, un 2,28% de sofre i un 0,69% de nitrogen, aixi com
quantitats menors de metalls (per exemple 55 mg kg de niquel i 170 mg kg de vanadi)
(Albaigés i Bayona, 2003).

Si bé aquesta composicio és similar a la del fuel transportat en el seu moment per UErika, el
fuel del Prestige presenta una proporcié d’hidrocarburs aromatics policiclics menor (taula
1.5) i un contingut en sofre més elevat.
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Taula 1.5. Composicio del fuel del Prestige per families, en percentatge de cada fraccié. Font: Cedre, 2003.

Saturats Aromatics Resines Asfaltens  Font
26,6 52,8 8,4 12,2 Musée National d’Histoire Naturelle
23 54 12,5 10,3 IFP (original)
21 54 27,7 IFP (emulsio)
21,6 50,7 34,7 IIQAB (CSIC)

El perfil cromatografic de la fraccido d’hidrocarburs saturats (figura 1.6) mostra una
distribucié bimodal de la série dels n-alcans, cosa que indica que el producte transportat pel
Prestige era una mescla d’un de residual, enriquit en alcans de cadena llarga (C20-C40) i un
de més lleuger (C10-C17), el qual serviria per disminuir-ne tant la viscositat com el contingut
en sofre (Albaigés i Bayona, 2003).
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Figura 1.6. Perfil cromatografic (obtingut per cromatografia de gasos amb deteccio de ionitzacié en flama,
GC-FID) de la fraccié d’hidrocarburs saturats del fuel original del Prestige. 20 i 30 indiquen el nombre
d’atoms de carboni de la série de n-alcans.

D’altra banda, els hidrocarburs aromatics policiclics més abundants (figura 1.7) son els
naftalens i els fenantrens i els seus derivats alquilats. En menor mesura, conté fluorantens,
pirens, dibenzotiofens i crisens. En més baixes concentracions es troben compostos d’elevat
pes molecular, la impotancia dels quals rau en el fet que son carcinogens (benzo[a]pire,
benzo[b] i benzo[k]fluorante, indeno[123-cd]pire) (Bostrom et al., 2002).
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Figura 1.7. Distribucié dels hidrocarburs aromatics policiclics identificats en el fuel del Prestige.
Corresponen a: N, naftalé; N1, metilnaftalens; N2, dimetilnaftalens; N3, trimetilnaftalens; P, Fenantre; A,
antracé; P1-P3, metil-trimetil-fenantrens; D, dibenzotiofe; D1-D3, metil-trimetil-dibenzotiofé; Fl, fluorante;
Py, piré; Py1-Py3, metil-trimetil-fluorantens/pirens; C, crise; BA, benzo[a]antracé; C1-C3, metil-trimetil-
crisens; Bb+BkFl, Benzo[b-+k]fluorantens; BeP, benzo[e]pireé; BaP, benzo[a]piré; Pe, perilé; DBA,
dibenzo[ah]antracé; In, indenopiré; BPe, benzo[ghi]perilé. Font: Albaigés i Bayona, 2003.

1.3. Transformacions del petroli en el medi mari

Al mar, el producte inicial vessat pateix tot un ventall de processos, els quals s’esdevenen
simultaniament o seqiiencial en el temps, n’afecten les diverses fraccions i li provoquen una
transformacié quimica i fisica. Es el que es coneix com a envelliment (weathering)
(Floodgate, 1984). En els darrers trenta anys s’han desenvolupat models diversos per simular-
los, alguns dels quals han estat recollits per French-McCay (2004).

En general, el petroli se subdivideix en pseudocomponents amb propietats fisicoquimiques
representatives dels compostos que inclouen. French-McCay (2004) en proposa tres (punt
d’ebullicio, coeficient de particié octanol-aigua i el fet de ser aromatic), que li permeten
establir vuit pseudocomponents diferents a fi de modelitzar el desti del petroli, determinat
pels processos a que he fet referencia i que es detallen a continuacio (figura 1.8).
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Figura 1.8. Processos simulats que afecten el petroli a mar obert. HMA: Hidrocarburs monoaromatics. HAP:
hidrocarburs aromatics policiclics. Adaptacié de French-McCay, 2004.

En primer lloc, la taca s’estén per la part superficial de la columna d’aigua. El procés depéen
tant de la viscositat del producte, com de factors meteorologics (temperatura o velocitat del
vent, entre d’altres).

A més, es produeix la dispersio del producte a la columna d’aigua. La dispersio és un procés
de mescla causat per moviments aleatoris de les particules. El resultat és un augment de la
superficie en contacte amb ’aigua, de manera que el petroli esdevé més susceptible de ser
degradat (Atlas i Bartha, 1992).

L’evaporaci6 és el principal procés d’envelliment durant les primeres hores (o dies) posteriors
al vessament. Depenent de la composicid inicial del petroli, se’n pot perdre fins al 50%
mitjancant aquest mecanisme. A tall d’exemple, el 40% del producte vessat en ’accident de
’Amoco Cadiz va perdre’s en els primers tres dies (CONCAWE, 1981).

La taxa d’evaporacié depen de les propietats fisicoquimiques (per exemple pressid de vapor)
dels constituents i, en menor mesura, de la saturacio a la capa de frontera. També depen de
la velocitat del vent, la superficie del vessament i la temperatura. En concret, augmenta amb
la temperatura i afecta, principalment, les molecules de menys de quinze atoms de carboni
(Prince et al., 2003).

La dissolucid és un altre dels processos que comenca a donar-se poc després del vessament.
En alguns models s’assumeix que s’inicia immediatament (Hibbs et al., 1999). Tot i que la
major part dels hidrocarburs del petroli son insolubles en aigua, una petita part (els
compostos més lleugers, sobretot els aromatics) es pot dissoldre. La importancia d’aquest
factor en U'envelliment rau en el fet que la majoria dels compostos solubles, especialment els
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aromatics de menor pes molecular, son toxics fins i tot en concentracions baixes. Ara bé, la
dissolucié contribueix també a la biodisponibilitat dels hidrocarburs i, doncs, a la seva
biodegradacio.

Posteriorment, l’onatge pot produir ’emulsié del petroli. Les emulsions poden ser de petroli
en aigua o d’aigua en petroli (chocolate mousse). Un producte emulsionat pot contenir d’un
60 a un 85% d’aigua, la qual cosa n’augmenta el volum i també la densitat, per sobre d’1,03 g
ml”, i la viscositat (NAS, 2003).

En el cas de les mousses, la degradacio és lenta, ja que disminueix la superficie en relacio al
volum. La formacié de mousse s’associa més a vessaments accidentals catastrofics que a la
contaminacié cronica (Floodgate, 1984). D’altra banda, les emulsions de petroli en aigua
augmenten la superficie del petroli i, per tant, la seva susceptibilitat a ser degradat (Venosa i
Zhu, 2003).

L’abundancia i proporcido de resines i asfaltens séon un factor clau en la formacid i
estabilitzacié d’emulsions (Fingas et al., 2000). Els asfaltens tendeixen a formar emulsions
més estables que les resines soles.

Part dels hidrocarburs poden quedar adsorbits o absorbits a particules detritiques o al
plancton, ser transferits posteriorment a nivells trofics més alts (organismes filtradors, peixos
i mamifers) o passar a formar part dels sediments. Un cop aqui, per efecte de les tempestes o
els corrents submarins poden retornar a la columna d’aigua (resuspensio).

Els residus més persistents poden anar a parar a la costa, en el cas que el vessament en sigui
proper, o anar fragmentant-se en forma de boles de quitra (tar balls), si es produeix a mar
obert. Mentre que les boles de quitra poden ser molt recalcitrants i ser transportades a grans
distancies, el desti del petroli present a les platges dependra de la densitat i viscositat del
producte, aixi com de U’energia de les ones o la granulometria dels sediments costaners,
entre d’altres.

Existeixen dos principals processos d’eliminaci6 efectiva dels hidrocarburs del medi: la
fotooxidacio i la biodegradacio, ambdos suposen [’alteracié quimica del petroli, en funcié de
la seva susceptibilitat als processos d’oxidacio.

1.3.1. Fotooxidacio

La fotooxidadio és una reaccio d’oxidacié catalitzada per la llum (NAS, 2003). Donat que en el
mar la llum no pot penetrar a gaire fondaria, aquest procés té importancia en la capa més
superficial, que és on s’acumula majoritariament el petroli. Evidentment és més rellevant en
les regions tropicals.

Les reaccions poden ser directes, si és el mateix reactant qui absorbeix ’energia i forma
compostos intermedis menys estables, o indirectes, si altres compostos presents absorbeixen
’energia i generen productes intermedis, que poden atacar les molecules hidrocarbonades, o
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transferir-los energia. En tots els casos, pero, sera necessaria la presencia de cromofors
(parts de molecules que absorbeixen llum) i llum amb longituds d’ona inferiors a 400 nm
(Floodgate, 1984).

La fotooxidacié augmenta amb el nombre d’anells i el grau d’alquilacié dels hidrocarburs
(Guieysse i Viklund, 2005). Si bé no afecta practicament els saturats, la majoria dels
compostos aromatics es transformen en compostos polars (aldehids, alcohols, cetones o acids)
(Garrett et al., 1998).

El grau de fotooxidacio depen de diversos factors com son: ’espectre i la intensitat de la llum
incident, la durada de U'exposicid, les propietats optiques de la superficie de ’aigua en
presencia de petroli, les propietats optiques dels mateixos hidrocarburs i altres compostos i la
presencia de quenchers i activadors, com els acids himics o fulvics, els quals, no només
capten Uenergia luminica, sind6 que també concentren els HAP. Els compostos
organometal-lics catalitzen aquestes reaccions, mentre que els compostos sulfurats tendeixen
a inhibir-les (Clark i Mac Leod, 1977).

1.3.2. Biodegradacié

Tot i que, a priori, la majoria dels hidrocarburs sén biodegradables (Prince et al., 2003), una
Unica soca de microorganismes sera capac de degradar un rang limitat de substrats. Aixi
doncs, al medi la biodegradacié es duu a terme per grups de microorganismes (principalment
de bacteris i fongs) amb diferents capacitats cataboliques.

La transformacidé compren tot un seguit d’etapes que poden resultar en la mineralitzacio dels
compostos. Aquest procés pot ser dut a terme per un Unic microorganisme o pot ser el
resultat d’una actuacié seqiiencial en que un primer grup efectua un atac inicial, un segon en
transforma els metabolits i aixi successivament (Karrick, 1977, Alexander, 1999). Les taxes de
degradacié al mar poden oscil-lar de 0,001 a 60 g m™ per dia (Atlas i Bartha, 1992).

La biodegradacié del petroli al medi és un desafiament per als microorganismes, tant per les
caracteristiques del producte vessat, com per les variables ambientals. En relaci6 amb la
composicio, els compostos de més baix pes molecular (com el benze i els alcans de cadena
curta) poden resultar toxics, en tenir efecte de solvent a les membranes cel-lulars (Morgan i
Watkinson, 1990). Per contra, els hidrocarburs més pesants (HAP, resines i asfaltens) son poc
solubles en aigua, cosa que en limita la biodisponibilitat i, doncs, la biodegradabilitat. Per
tant, els olis lleugers son més biodegradables que els fuels pesants.

En el medi mari, la biodegradacid d’un producte determinat esta condicionada per factors
com la temperatura, la llum, la salinitat, la concentracié d’oxigen i de nutrients nitrogenats i
fosfats i també de ferro o d’altres micronutrients, etc. Alguns d’aquests factors determinen
les propietats del petroli, d’altres afecten les poblacions microbianes o la seva activitat.

La temperatura afecta tant les unes com les altres. En general, la taxa de degradacio creix
amb la temperatura. A baixes temperatures augmenta la viscositat, minva la solubilitat (i,
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doncs, biodisponibilitat) dels substrats i disminueix |’evaporacié dels hidrocarburs de baix pes
molecular més toxics, de manera que es retarda la biodegradaci6. A més, la temperatura
afecta 'activitat enzimatica de les cél-lules, que es dobla en cada increment de 10 °C (NAS,
2003). Aix0 no obstant, una major evaporaci6 implica ’enriquiment en compostos més
recalcitrants del producte restant (Atlas, 1981).

Si bé la fotooxidacio pot afavorir la biodegradacido en generar productes més solubles, la
radiacié d’alta energia tendeix a inhibir el creixement bacteria i pot produir polimers més
recalcitrants (Floodgate, 1984).

La superficie de contacte petroli-aigua és molt important ja que és en aquesta inferficie on es
produeix el creixement microbia. La dispersid6 o les emulsions de petroli en aigua la
incrementen, de manera que el petroli esdevé més susceptible a ’atac microbia (Atlas i
Bartha, 1992; Venosa i Zhu, 2003). La formacié de mousses o de boles de quitra, en canvi, la
redueixen.

Tot i que pot produir-se degradacié anaerobia d’hidrocarburs del petroli, com per exemple de
benze, tolue, alquilbenzens, naftalé, fenantre, alcans ramificats o mescles (Van Hamme et
al., 2003), les taxes de degradacio solen ser molt lentes en aquestes condicions. De manera
que en molts casos l’oxigen és un factor limitant per la biodegradacio.

D’altra banda, la disponibilitat de nutrients, N i P, pero també d’oligoelements com el ferro,
imprescindibles per al creixement de la microbiota, té un efecte molt important en les taxes
de degradacio. El petroli és una font de carboni i energia, en canvi el seu contingut en
aquests elements és practicament inexistent.

Finalment, el mateix procés de biodegradacio del petroli fa que n’augmenti la viscositat i els
continguts relatius en sofre, nitrogen, vanadi i niquel i que minvi la proporcié de les fraccions
més lleugeres (hidrocarburs saturats i aromatics) en relacié a les més pesants (resines i
asfaltens), de manera que el producte resultant és més recalcitrant que U'inicial (Connan,
1984).

1.4. Estructura i biodegradabilitat dels compostos

A lapartat anterior, s’ha fet referéncia, de manera molt general, a la diversa
biodegradabilitat del petroli en funcio de la seva composicié. Si bé la massa molecular juga
un paper clau, altres caracteristiques de U’estructura del compost poden influir en la seva
susceptibilitat a ser degradat.



Estructura i biodegradabilitat dels compostos 19

1.4.1. Degradacio dels hidrocarburs alifatics

En primer lloc, els n-alcans son els compostos que es degraden més rapidament (Atlas, 1981;
Zobell, 1946). La catalisi es duu a terme per oxigenases, mitjancant un mecanisme majoritari
que inclou una primera oxidacié terminal a l’alcohol, una segona a l’aldehid i una ultima a
[’acid gras corresponent.

R(CH,),CH,CH,CH3 = R(CH,),CH,CH,CH,OH

v

R(CH,),CH,CH,CHO —>  R(CH,),CH,CH,COOH

L’acid resultant sera transformat posteriorment mitjancant una seqiiéncia anomenada B-
oxidacio, en que es generen altres acids grassos de cadena més curta. La seqiiéncia es
repeteix fins que s’arriba a acid acetic o propionic, segons el nombre de carbonis de la
molécula inicial.

R(CH;),CH,CH,COOH — R(CH,),CH=CHCOOH

Y

OH 0
R(CH,),CHCH,COOH —»  R(CH,),ECH,COOH

'

R(CH,),COOH + CH3;COOH

El primer acid gras, doncs, tindra dos carbonis més que el segon, el qual, al seu temps, en
tindra dos més que el tercer, etc. D’aqui se’n despren que la biodegradabilitat d’un alca
decreix amb el nombre de carbonis (o la longitud de la cadena). De fet, els més utilitzats son
els que van del C10 (n-deca) al C26 (n-hexacosa).

Per a un mateix nombre de carbonis, els alcans ramificats com els isoprenoides presenten una
biodegradabilitat inferior (Alexander, 1999). De fet, al camp, U'oxidaci6 dels i-alcans pot
veure’s inhibida per la presencia dels n-alcans (Pirnik et al., 1974). Els compostos B-
ramificats (anteiso-) i els carbonis quaternaris son especialment recalcitrants, a causa dels
seus impediments esterics cap als enzims oxidatius (Schaeffer et al., 1979). Tot i aix0, s’ha
descrit degradacio, entre d’altres, del compost quaternari 2,2-dimetil-hepta (Singer i
Finnerty, 1984). Aixi mateix, ha estat descrita la degradacido d’un compost inicialment
considerat recalcitrant com és el prista (figura 1.9).
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Figura 1.9. Ruta metabolica del prista (2,6,10,14-tetrametil-pentadeca). De Morgan i Watkinson, 1994.

Per ultim, els cicloalcans son particularment resistents a la biodegradacié (Venosa i Zhu,
2003). En concret, els hopans i esterans es troben entre els compostos més persistents al
medi (Atlas, 1981).

1.4.2. Degradacié6 dels hidrocarburs aromatics

En general, els compostos aromatics es degraden amb més dificultat, a causa de la major
estabilitat dels enllacos entre carbonis respecte els compostos alifatics. A més, com en el cas
dels alcans, la biodegradabilitat decreix en augmentar el nhombre de carbonis (o el nhombre
d’anells) (p. ex. Solanas et al., 1984; Prince et al., 2003). El mateix ocorre amb els homolegs
alquilats: els naftalens alquilats son més biodegradables que els dibenzotiofens, que al seu
torn es biodegraden més que els fluorens i fenantrens alquilats. En un estudi dut a terme per
Wang et al. (1998) els crisens alquilats resultaren ser els més recalcitrants.

Dins d’una mateixa familia la susceptibilitat d’atac microbia decreix en augmentar el nivell
d’alquilacio (Elmendorf et al., 1994; Wang et al., 1998; Prince et al., 2003). S’ha descrit, aixi
mateix, especificitat isomerica en la degradacié d’HAP, en concret de metil-dibenzotiofens i
metil-fenantrens, metil-pirens i metil-crisens (Bayona et al., 1986; Wang i Fingas, 1995), si bé
en alguns estudis (Prince et al., 2003) s’ha trobat que al camp no se’n produeix.

S’han descrit nombroses soques amb capacitat per degradar els més lleugers, una bona
mostra de les quals es troba recopilada a Van Hamme et al. (2003). En canvi, se n’han descrit
relativament poques capaces de degradar els de major pes molecular Juhasz i Naidu (2000). A
banda de la baixa solubilitat, la recalcitrancia dels HAP pesants pot ser deguda a la seva
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toxicitat i a la condensacio d’anells aromatics caracteritzats per la seva elevada energia de
ressonancia (Cerniglia, 1992; Wilson i Jones, 1993).

D’altra banda, el fet que la moléecula tingui substituents alquilics pot suposar un obstacle
(impediment esteric) per a [’acci6 de les dioxigenases. A U'inici de la degradaci6 aerobia dels
HAP (figura 1.10), per mitja d’una dioxigenasa, els microorganismes incorporen dues
molecules d’oxigen a [’anell aromatic pel qual inicien la transformacio. La presencia de grups
alquilats en determinades posicions pot impedir-ne la incorporacio.

H  NaD' OH

O, FOH .
_— - >
dioxigenasa 4OH  deshidrogenasa oH
H
benzé cis-dihidrodiol NADH+H" catecol
via orto via meta
CHO
~~ “COOH | COOH
X COOH = OH
acid cis,cis-muconic semialdehid 2-hidroximuconic
0, \l H,O
K HCOOH
Ox COOH CH, COOH
COOH o
acid p-cetoadipic acid 2-ceto-4-pentenoic
CoA’\i l
HOOC-CH,-CH,-COOH CH3-CO-COOH
acid succinic acid piravic
+ +
CH3-CO-SCoA CH3CHO
acetil CoA acetaldehid

Figura 1.10. Metabolisme bacteria aerobi de l’anell aromatic per via orto o meta. Adaptat de Cerniglia,
1984.

1.5. Origen i envelliment del fuel: métodes d’analisi

Donada la importancia dels vessaments de petroli al medi, en termes d’impacte sobre els
ecosistemes, sobre els recursos naturals i sobre la salut humana, s’ha fet cada cop més
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necessari caracteritzar, de manera acurada i sense confusié possible, els productes vessats.
La qual cosa resulta d’impotancia cabdal per determinar-ne l’origen, aixi com per conéixer-
ne el grau de degradacio i la toxicitat reals i potencials. Aquesta identificacio, que es fa
mitjancant la definicid de marcadors interns especifics, servira tant per adoptar les mesures
oportunes per al seu tractament, com per poder atribuir les responsabilitats civils derivades
(Bohem et al., 1997; Wang i Fingas, 2003).

1.5.1. Técniques analitiques

En el decurs de les darreres décades, s’han utilitzat técniques analitiques diverses per
coneixer la composicio dels diferents petrolis i dels productes de la seva destil-lacio. Wang et
al. (1999) n’han recopilat les més importants, un resum de les quals es presenta a
continuacio.

Técniques classiques

Existeix una gran varietat de tecniques analitiques instrumentals i no instrumentals, que
poden agrupar-se, a grans trets, en metodes especifics i no especifics. Dintre dels no
especifics trobem les determinacions gravimetriques i per infraroig (IR), l’espectroscopia de
fluorescencia UV, la cromatografia de capa fina (TLC), usada a bastament per caracteritzar
petrolis i fraccions d’aquests; la cromatografia d’exclusi6 molecular, la cromatografia de
fluids supercritics (SFC) i la cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC).

Aquestes técniques, segons els autors, presenten una serie d’avantatges, com el fet de
requerir una menor preparacio de la mostra o tenir uns costos d’Us menors. S’han usat per
mesurar els hidrocarburs totals del petroli (TPH), per determinar el tipus d’hidrocarburs
presents al medi, aixi com per comparar qualitativament U"envelliment o la degradacio. Per
contra, no son suficients per poder assegurar la font de la contaminacio.

La cromatografia de gasos acoblada a un espectrometre de masses (GC-MS) permet analitzar
marcadors moleculars especifics. Tant és aixi, que els sistemes d’identificacio dels
vessaments de petroli usats més freqlientment a [’actualitat es basen en dues tecniques
analitiques: la cromatografia de gasos amb detecci6é de ionitzacié en flama (GC-FID) i la GC-
MS. Les dades procedents d’aquests metodes s’usen per comparar mostres d’origen
desconegut amb mostres de les possibles fonts (Faksness et al., 2002).

Darreres tendéncies: desenvolupament de la petroledmica

Tot i que la cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses és la técnica més
emprada en ’analisi de petrolis, en els darrers anys se n’han comencat a utilitzar d’altres
que permeten una major resolucido (com l’espectrometria de masses de ressonancia d’i6
ciclotré per transformada de Fourier, FT-ICR MS, o la cromatografia de gasos bidimensional
integrada, GCxGC), les quals han resultat ser utils en mescles molt complexes, en que la
proporcié de pics resolts és baixa. Cal tenir en compte que entre els hidrocarburs no resolts
(UCM) n’hi ha de molt toxics (Rowland et al., 2001; Donkin et al., 2003).
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Aquestes tecniques constitueixen ’anomenada petroledmica i ja han estat aplicades en
estudis de biodegradacié o envelliment (p. ex. Reddy et al., 2002; Kim et al., 2005; Arey et
al., 2007; Diez et al., 2007).

L’FT-ICR MS permet obtenir un elevat poder de resolucié i major exactitud en la massa (p. ex.
pot separar isobars que només difereixen en 3,4 mDa, com ara el grup SH4 enfront de Cs,
ambdos amb massa nominal de 36 Da), cosa que permet assignar la composicioé elemental de
milers de compostos en productes derivats del petroli (Rodgers i Marshall, 2007) (figura 1.11).
A més, U'eficiéncia de deteccié no depen de la massa, a diferéncia dels analitzadors de temps
de vol (ToF).

Espectre de masses ESI . Espectre de masses ESI
ionitzacio negativa ionitzacio positiva

6.118 components
resolts

11.127 components
resolts

Intensitat

-900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200 f200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

Figura 1.11. Espectre de masses d’un cru de petroli obtingut per espectrometria de masses de ressonancia
d’i6 ciclotré per transformada de Fourier amb ionitzacidé per electrosprai de 9,4 T combinada (positiva i
negativa). Font: Rodgers i Marshall, 2007.

Poden utilitzar-se diversos modes de ionitzacio en funcié dels objectius de U’estudi:

o lonitzaci6 per electrospray (ESI): ionitzacio selectiva de compostos heteroatomics polars
fortament acids o basics que es trobin en matrius amb predominancia d’hidrocarburs
(Hughey et al., 2002). La ionitzacidé positiva permet determinar espécies basiques,
moltes de les quals contenen nitrogen piridinic. La negativa, per contra, identifica les
acides, com les que contenen nitrogen pirrolic i els acids naftenics.

o lonitzaci6 per impacte d’electrons (El): analisi de compostos no polars en destil-lats
lleugers o moderadament pesants. Permet identificar centenars de compostos sulfurats
(com ara benzotiofens) que no poden resoldre’s per ESI.
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. Fotoionitzacio a pressié atmosferica (APPI): caracteritzacié d’aromatics polars o apolars.
També s’ha utilitzat per estimar la distribucid de masses moleculars en productes

pesants (Cunico et al., 2004).

. Desorcié o ionitzacié de camp (FD/FI): ionitzacid o desorcidé térmica de tot tipus de
fraccions, fins i tot les més pesants. Permet analitzar compostos polars o apolars.

Pel que fa a la cromatografia bidimensional, tota la mostra és objecte de dues separacions en
columnes cromatografiques amb selectivitats diferents: generalment (en configuracions
anomenades ortogonals) hi ha una primera separacié en funcid, principalment, del punt
d’ebullici6 en una columna apolar (primera dimensid) i una segona separacidé gairebé
isotérmica en funcié de la polaritat (segona dimensio), de manera que compostos isovolatils
que coeluirien en una cromatografia monodimensional es poden resoldre a la segona

dimensio.

La conseqiiéncia és l’aparici6 en un cromatograma de milers de punts en un espai
bidimensional, que es distribueixen per grups seguint patrons definits (figura 1.12).

#6 Fuel “Bunker C”

17a(H),21B(H)-hopa
hopans

temps (segons)

prista fita

n-alcans

temps (minuts)

Figura 1.12. Mapa bidimensional d’un fuel pesant, Bunker C.

Si bé és cert que s’esta treballant en l"obtencié d’indexs de retencid lineals bidimensionals
per a la seva correcta assignacio, l’Us de detectors espectrometrics és molt til per
identificar-los. Actualment, la majoria dels estudis amb cromatografia bidimensional s’han
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dut a terme utilitzant detectors de temps de vol (ToF) o quadrupols de nova generacié (>20
Hz d’escombrat), les principals aplicacions i avantatges i inconvenients dels quals poden
trobar-se recopilats per Mondello i col-laboradors (2008).

1.5.2. Indicadors

L’Gs i la millora de la GC-MS ha permes identificar i quantificar compostos individuals.
Aquests compostos s’han aplicat com a marcadors especifics del petroli, la qual cosa ha
possibilitat l’establiment d’indicadors del seu origen o del grau d’envelliment.

Indicadors d’origen

L’envelliment que pateix el producte vessat al medi li provoca uns canvis al llarg del temps
que dificulten la identificacié de l'origen. S’han estudiat a bastament (al llarg del darrer
quart del segle passat) i recopilat (p. ex.: Boehm et al., 1997; Wang et al., 1999; Wang i
Fingas, 2003) tot un ventall de méetodes per abordar el problema.

La major part d’aquests es basen en l’Us dels anomenats marcadors moleculars o compostos
especifics de la font, com el 17a(H),21B(H)-hopa (figura 1.13), tot i que n’hi ha d’altres. La
seleccid d’uns o altres compostos dependra del tipus de producte, de I’ambient en que es
troba, aixi com de la necessitat de tenir informacié per a futures comparacions (Wang i
Fingas, 2003).

Figura 1.13. Estructura del 17a.(H),21B(H)-hopa, emprat comunament com a patro intern.

En primer lloc, pot usar-se la distribucié dels n-alcans i dels isoprenoides prista i fita. Aquesta
aproximacio és util per caracteritzar productes poc envellits, ja que amb el pas del temps els
compostos més lleugers es degraden o volatilitzen (figura 1.14).

També s’han caracteritzat vessaments utilitzant la distribuci6 de compostos d’importancia
ambiental, com els 16 HAP prioritzats per la USEPA i, en especial, els seus homolegs alquilats
(Boehm et al., 1997, Wang i Fingas, 2003).

Aix0 no obstant, especialment en els darrers anys, els estudis s’han centrat en la utilitzacio
dels marcadors moleculars (triterpans, esterans i diasterans), els quals romanen en petrolis
envellits (figura 1.14), a diferencia dels compostos anteriors. Aquests marcadors comencaren
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a emprar-se a les darreries dels anys 70 (Albaigés i Albrecht, 1979; Siefert i Moldowan, 1978) i
el seu Us és encara vigent.

M

Figura 1.14. Perfil cromatografic de la fraccié saturada de cru de petroli. A correspon a la mostra
biodegradada i B a l'original. Els asteriscos indiquen els hopans. Pr és prista i Ph fita. Els nombres
indiquen el nombre de carbonis en els n-alcans. De Bayona et al., 1986.

Les diverses técniques no son excloents. De fet, poden utilitzar-se de manera
complementaria, seqiiencialment, en la identificacié de la font d’una mostra de petroli
(figura 1.15).

Indicadors d’envelliment

La mesura de la biodegradacié al camp ha suposat durant molt de temps un repte. En
general, el problema s’ha abordat relacionant la concentracié dels compostos suposadament
biodegradables amb la d’altres que s’han mostrat més recalcitrants. Alexander (1999) indica
que podem mesurar ’activitat microbiana en funcié de la pérdua d’una substancia en relacio
a una altra, de comportament fisic i quimic similar, pero0 menys susceptible de ser
biodegradada. Si la concentracio de la més biodegradable decreix, hem de suposar que la
causa és la degradacio biologica, en estar ambdues igual d’exposades a la volatilitzacio, etc.
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Figura 1.15. Protocol/diagrama de presa de decisions per a la identificacid d’un vessament de petroli.

Adaptat de Daling et al., 2002.

Un exemple serien les parelles formades pels n-alcans de 17 i 18 carbonis i els respectius

isoprenoides (prista i fita). Com s’ha vist, els n-alcans son utilitzats amb més facilitat que els

isoprenoides. Per aquest motiu s’han emprat les relacions C17/prista i C18/fita com a index

d’envelliment (Wang et al., 1998; Faksness et al., 2002).

Amb tot, a mesura que els n-alcans van essent degradats, els microorganismes comencen a

usar els ramificats, de manera que, en Ultima instancia, també aquests desapareixen. Arribats

a aquest punt, doncs, aquests indicadors deixen de ser d’utilitat, ja que es podria infravalorar

la magnitud real de la biodegradacié en cas que s’empressin (Wang et al., 1998). Per tant, és
necessari buscar algun altre marcador intern, que serveixi per a mesurar la degradacio

biologica a més llarg termini.
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Prince et al. (1994) proposen !’Us del 17a(H),21B(H)-hopa (figura 1.13) com a patré intern,
per la seva resistencia a la degradacido (Atlas, 1981) i pel fet que es prou abundant a
practicament tots els petrolis. Si bé aquest indicador s’ha emprat molt extensament (Wang et
al.; 1998; Maki et al., 2003), se n’han proposat d’altres amb caracteristiques similars, com el
17a(H),21B(H)-30-norhopa, el qual resultava ser més abundant en el petroli subjecte d’estudi
d’Outdot et al. (1998).

Altres index d’envelliment es basen en la degradacio especifica de diversos isomers. Aquest
és el cas dels HAP. Per exemple, donat que el 4-metildibenzotiofé és més resistent a la
biodegradacié que els isomers 1- i 2-/3- pot usar-se la relacié (2MD+3MD)/4MD com a index
d’envelliment (Wang i Fingas, 1995).

1.6. Les comunitats microbianes: metodes d’analisi

Tot i que els organismes procariotes (dominis Archaea i Bacteria) tenen un paper predominant
en els cicles biogeoquimics en qué se sosté la vida al nostre planeta, Unicament s’han descrit
formalment unes 7.200 espécies (Euzéby, 2008) dels milions que se suposa que existeixen
(Torsvik et al., 2002). De fet, 'ordre de magnitud és encara desconegut i hi ha forca
controversia al respecte, si bé alguns estudis apunten que en un Unic gram de sol pot haver-hi
de 10* a 10° espécies i que la biosfera terrestre conté uns 10°° individus (Whitman et al.,
1998).

Segons Pedros-Alio (2006) la biodiversitat d’un ecosistema consta de dos elements: en primer
lloc, existeix un grup de taxons que hi desenvolupen la majoria de les funcions, creixen de
manera activa i pateixen grans perdues per lisi viral o predacid. Es tracta de taxons dificils de
cultivar pero que es detecten mitjancant tecniques moleculars (no dependents de cultiu). En
segon lloc, hi ha taxons poc abundants, amb creixement extremadament lent pero amb baixa
predacio i lisi viral. Son molt dificils de detectar amb tecniques moleculars, pero alguns
poden créixer en cultius.

Precisament, les estimacions de la diversitat bacteriana s’han basat tradicionalment en
metodes dependents de cultiu. Les técniques de recomptes de viables en placa o nombres
més probables (MPN) s’han usat per quantificar les cel-lules actives de mostres ambientals,
tot i els biaixos i restriccions que suposen. S’ha comprovat que aquests metodes tendeixen a
subestimar la biodiversitat en comparacié amb els métodes no dependents de cultiu, ja que
només entre un 0,001 i un 1% dels microorganismes viables son cultivables (Torsvik et al.,
2002).

A mitjan anys 80 del segle passat, Staley i Konopka (1985) posaren nom a un fenomen ben
conegut: els comptatges directes al microscopi excedeixen els recomptes de viables en
diversos ordres de magnitud. El fenomen, conegut com a gran anomalia del recompte en
placa (great plate count anomaly), podria ser degut a la preséencia de: (a) especies per a les



Origen i envelliment del fuel: metodes d’analisi 29

quals les condicions de cultiu no sén les adients o (b) especies desconegudes o que mai s’han
cultivat per manca de metodologies apropiades (Amann et al., 1995).

Malgrat les limitacions que puguin tenir, els métodes dependents de cultiu encara s’utilitzen,
ja que presenten avantatges: A banda de facilitar la deteccié de taxons poc abundants, el fet
de poder disposar de cultius purs permet avaluar-ne les capacitats metaboliques i la
fisiologia; és a dir, les funcions. Amb el temps, el desenvolupament de les metodologies de
cultiu afavorira que es puguin cultivar més microorganismes. Aixi mateix, si es té consciéncia
de les limitacions que aquestes presenten, poden ser (tils en estudis comparatius.

1.6.1. Metodologies independents de cultiu

A causa de les restriccions que presenten les tecniques dependents de cultiu, cada cop és més
freqlient en ’ecologia microbiana I’Us de metodologies d’analisi que no requereixin cultivar
els microorganismes (Amann et al., 1995; Head et al., 1998; Riesenfeld et al., 2004), les quals
es basen en U'estudi de marcadors com els acids grassoss de fosfolipids (PLFA) o els acids
nucleics.

Aquestes tecniques poden usar-se amb diferents finalitats, com dur a terme estudis
filogenetics o caracteritzar estructures de comunitats microbianes (fingerprinting), per
exemple. Entre els metodes emprats per determinar Uestructura de les comunitats
microbianes, que generalment utilitzen el gen 16S rRNA, trobem:

Analisi dels fosfolipids de membrana (PLFA) presents en una comunitat microbiana,
generalment per GC-MS: Es (til per detectar canvis rapids en U’estructura i s’ha utilitzat en
estudis de biodegradacio i bioremediacio de petrolis (p. ex. Margesin et al., 2007), pero no
permet assignar afiliacions filogenétiques, és per aixo que sovint s’utilitza aquesta analisi
combinada amb altres metodologies (p. ex. MacNaughton et al., 1999).

Analisi de restricci6 de gens rRNA amplificats (ARDRA) (Vaneechoutte et al., 1993):
amplificacié per PCR dels gens rRNA, seguida d’una digestio emprant diversos enzims de
restriccié. Els patrons obtinguts son representatius dels microorganismes analitzats, pero es
necessita tenir una llibreria de clons del gen amplificat, per tal de poder coneixer els patrons
de restriccié de cadascuna de les especies.

Analisi de polimorfismes de conformacié del DNA de cadena simple (SSCP) (Lee et al., 1996):
separacio electroforética de productes de PCR desnaturalitzats. Les cadenes simples adopten
conformacions que depenen de la seqiiencia nucleotidica, la qual cosa en determina la
migracio. Aquesta tecnica permet separar mescles heterogénies d’amplicons procedents de
mostres ambientals i també ha estat emprada per estudiar canvis en comunitats microbianes
en experiments de bioremediaci6 (p. ex. Wenderoth et al., 2003; Lin et al., 2007).

Electroforesi en gel de gradient desnaturalitzant quimic (DGGE) o térmic (TGGE) (Muyzer,
1993): separacio electroforetica de fragments de DNA de la mateixa longitud (o molt similar)
pero amb seqiiencies diferents (Fischer i Lerman, 1979), també permet separar amplicons en
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mescles heterogénies. L’Us d’aquest tipus d’electroforesi esta molt estés i ha servit, com
’SSCP, per caracteritzar comunitats microbianes en processos de bioremediacié de petrolis
(McNaughton et al., 1999; Kasai et al., 2002; Roling et al., 2002, 2004; entre d’altres).

Polimorfisme de longitud dels fragments terminals de restriccio (T-RFLP) (Liu et al., 1997):
amplificacié per PCR en que un dels encebadors esta marcat amb una moléecula fluorescent en
Uextrem 5’ (en cas que ambdds encebadors estiguin marcats cal que els fluorocroms siguin
diferents). A diferéncia de les DGGE, TGGE i SSCP, també és necessari disposar d’una llibreria
per tal de poder comparar els patrons de restriccio.

La tecnica d’hibridacio in situ fluorescent (FISH) va desenvolupar-se a finals dels anys 80 del
segle passat (DelLong et al., 1989). Consisteix en la determinacié de [’abundancia a I’ambient
de procariotes no cultivats marcant el 16S rRNA amb sondes fluorescents. L’avantatge és que
no depen de PCR (les limitacions de la qual han estat discutides a bastament, p. ex.: Ward et
al., 1990; Liesack et al., 1991; Suzuki i Giovanni, 1996; Head et al., 1998), a més pot aportar
informacio6 sobre la morfologia, el nombre i la distribucio de les cél-lules a ’ambient (Moter i
Gobel, 2000). Per contra, cal assegurar la correcta permeabilitat cel-lular, optimitzar
acuradament la hibridacio6 i normalitzar la fluorescencia emesa.

Totes aquestes metodologies han suposat un gran salt en l'analisi de la biodiversitat
microbiana, ara bé, descriure la diversitat taxonomica de les comunitats és Unicament el
primer pas: Actualment el repte rau a trobar la relacio entre la preséncia als ecosistemes de
taxons especifics i les funcions metaboliques que aquests desenvolupen (Gray i Head, 2001;
Riesenfeld et al., 2004).

Una primera aproximacio és estudiar gens que intervinguin en les rutes metaboliques
d’interes. Inoue i col-laboradors (2005) avaluaren la diversitat de bacteris degradadors de
carbazols estudiant el cluster de gens car (alguns dels quals homolegs al CA10 de
Pseudomonas resinovorans i el KA1 de Sphingomonas sp.). Altres autors s’han centrat en la
degradacio d’alcans, per mitja d’hidroxilases (p. ex. Throne-Holst et al., 2006; van Beilen et
al., 2006), o en la d’hidrocarburs aromatics (p. ex. Ni Chadhain et al., 2006; Velazquez et al.,
2006; Zhou et al., 2006; Sipila et al., 2008).

En segon lloc, Uestudi de ’RNA missatger (mRNA) ha permés coneixer quins sén els gens que
s’estan expressant. Fleming i col-laboradors (1993), per exemple, trobaren una correlacio
entre la concentracié d’mRNA del gen nahA (involucrat en la degradacio aerobia del naftale) i
la taxa de biodegradacio d’aquest hidrocarbur.

Per Gltim, amb [’aparici6 de metodologies basades en el subministrament de substrats
marcats amb isotops estables (SIP) s’ha pogut aprofundir el coneixement de la relacié entre
microorganisme i funcié. Consisteixen a incubar la mostra ambiental (sol, aigua marina, etc.)
en presencia d’un substrat marcat amb C13 per tal d’identificar els microorganismes de la
comunitat que ’han incorporat, ja sigui als fosfolipids de membrana (Boschker et al., 1998),
al DNA (Radajewski, 2000) o a ’RNA (Manefield et al., 2002).
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Totes tres permeten observacions directes d’assimilacié de substrat en comunitats
minimament alterades. Ara bé, mentre que l’analisi d’acids nucleics aporta informacio
filogenética directa, ’Gs dels fosfolipids de membrana com a marcadors incrementa
significativament la sensibilitat de la tecnica, de manera que poden utilitzar-se substrats que
no estiguin totalment marcats (Kreuzer-Martin, 2007). En estudis amb acids nucleics, pero, es
requereixen compostos completament marcats, molts dels quals (els més complexos) no son
disponibles comercialment ni poden sintetitzar-se per qualsevol laboratori.

Sigui com sigui, aquestes metodologies continuen depenent de la PCR, amb els inconvenients i
limitacions que aquesta suposa. Per tal de resoldre el problema, en els darrers anys s’han
comencat a fer estudis metagenomics. Entenem per metagenomica ’analisi de DNA genomic
extret directament de les comunitats microbianes de mostres ambientals. En general, els
genomes de molts microbiomes son diversos ordres de magnitud majors que el genoma huma
(3 Gb) (Handelsman J, 2005). Com que la representacio dels diferents taxons pot ser molt
diversa, s’han de fer grans llibreries per trobar determinades espécies, de manera que
Uesforc de seqiienciacié és immens. | tot i que actualment es tenen les eines necessaries
aquestes tampoc no es troben a l’abast de qualsevol laboratori.

L’exemple d’un estudi dut a terme al mar dels Sargassos (Venter et al., 2004) és prou
il-lustratiu: Van construir-se set llibreries independents que generaren un total de més de 1,6
Gb de seqiieéncia de DNA. Es van trobar més de 1,2 milions de gens nous, més de 700 dels
quals foren fotoreceptors semblants a rhodopsines (rhodopsin-like), pertanyents a 1.800
espéecies genomiques diferents, 148 de les quals eren filotipus desconeguts.

Com en el cas de l'analisi quimica, les tecniques moleculars no son excloents. Recentment,
de fet, han comencat a emprar-se de manera conjunta. Kalyuzhnaya i col-laboradors (2008),
per exemple, duen a terme l’analisi de metagenomes (el que ells anomenen seqiienciacio
aleatoria del genoma, WGS) marcats amb isotops estables per poder trobar microorganismes
rellevants en la degradacié de meta, metanol, metilamina, formaldehid o format, presents en
el llac Washington (Seattle, EUA).

Malgrat la diversitat de técniques existents, no n’hi ha cap que ens proporcioni una
informacié completa ni estigui exempta de limitacions. Podriem dir, doncs, que la millor
aproximacio a U’estudi de les comunitats microbianes sera aquella que combini, en la mesura
del possible, diferents metodologies. Un exemple il-lustratiu és un estudi recent del nostre
grup, en que va analitzar-se taxonomicament un consorci microbia degradador d’HAP. Varen
dur-se a terme aillaments en diferents medis de cultiu i també analisis per DGGE i llibreria de
clons. Amb aquestes tres tecniques es varen identificar 18 microorganismes diferents, 7 dels
quals només per aillament, 4 només per la llibreria i 2 només per DGGE (Vinas et al. 2005a).
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1.7. Estratégies de bioremediaci6

Com s’ha vist, el petroli pateix tot un ventall de processos de transformacio i envelliment,
dels quals la biodegradaci6 és el principal, si més no en la fraccié no volatil (Venosa i Zhu,
2003). A més, la biodegradacio microbiana suposa, en la majoria dels casos, la transformacio
(mineralitzacio) dels hidrocarburs a dioxid de carboni i aigua, que son els productes més
desitjats des del punt de vista ambiental i ecotoxicologic.

Molt sovint, pero, les taxes de degradacio es veuen limitades pels factors ambientals. A més,
part dels productes son recalcitrants. Tot plegat ha fet que en els darrers anys s’hagi vist
necessari I’Us de técniques de tractament. Inicialment, aquestes es basaven en metodes fisics
i quimics diversos: Us d’aigua a pressio i skimmers, aplicacido de dispersants, recuperacio
mitjancant camions aspiradors o Us de catalitzadors fixats a microparticules per augmentar la
fotooxidacio. Posteriorment, els biologics han anat prenent importancia (Swannell et al.,
1996).

Entre els darrers, cal destacar la biorecuperacié (més coneguda com a bioremediacid),
tecnica que s’aplica sobretot en ecosistemes especialment sensibles o en llocs en qué la
neteja mecanica no pot dur-se a terme (Wang et al., 1998). Aquesta tecnica es dona a
coneixer a nivell mundial arran de U’accident de l’Exxon Valdez (Bragg et al., 1994; Prince i
Bragg, 1997).

Una definicio plausible de bioremediacié pot ser: “I’Us de sistemes biologics per reduir la
contaminacié a l’aire o a sistemes aquatics o terrestres” (BBSRC, 2004). En general, els
sistemes biologics a que es fa referéncia son plantes o, amb més freqiiéncia, comunitats
microbianes. Es pretendria, doncs, augmentar la taxa de degradaci6 dels contaminants, o
minimitzar-ne la concentracié després del tractament, aprofitant el potencial metabolic dels
microorganismes.

Des del punt de vista de ’origen dels microorganismes, poden establir-se diverses estrategies
d’aproximacio al problema. En primer lloc, el biorefor¢ (o també bioaugment) consisteix a
inocular microorganismes al-loctons com a suplement a la poblacio existent. La
bioestimulacié, per contra, suposa |’addicié de nutrients (generalment nitrogen i fosfor) o
altres co-substrats limitants i/o la modificacié de ’habitat, per tal d’estimular el creixement
de les poblacions autoctones (Venosa i Zhu 2003).

1.7.1. Bioestimulacio6

En moltes ocasions, |’ambient disposa de poblacions microbianes potencialment degradadores
d’hidrocarburs, sobretot si hi ha hagut antecedents de contaminacié (Venosa i Zhu, 2003;
Medina-Bellver et al., 2005; Gallego et al., 2006; Snape et al., 2006). Habitualment, pero,
representen menys de ’1% de la comunitat microbiana total (Atlas, 1995). Aixi mateix, les
condicions en qué es troben poden no ser les més propicies per al seu creixement ni, doncs,
per a la degradacio del producte vessat (vegeu 1.3.1).
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Tot i que la majoria dels crus de petroli son biodegradables en gran mesura (Prince, 1997), el
seu contingut en nitrogen, fosfor i elements traca essencials per al creixement microbia és
practicament nul. A més, si bé alguns ambients marins poden ser més o menys rics en
nutrients, la majoria son oligotrofics. Aixi doncs, en general la biodegradacié es veu limitada
per la disponibilitat de nitrogen i fosfor (Floodgate, 1984).

Amb tot, a les platges, especialment de granulometria fina, la limitacio principal acostuma a
ser ’oxigen. La disponibilitat d’aquest pot veure’s afectada per l’accié de les ones, el flux
d’aigua, Uestat fisic del fuel o la quantitat de substrat disponible (Venosa i Zhu, 2003).
Algunes estrategies de bioremediacid, doncs, consisteixen a proporcionar oxigen o altres
compostos oxidants, com peroxids de calci o magnesi, i s’han utilitzat freqiientment en
ambients terrestres (en la descontamincacioé d’aigiies subterranies, per exemple), no tant en
ambients marins (Lee i Merlin, 1999).

En molts estudis, en canvi, s’ha pretés comprovar |’efectivitat de ’addicié de nutrients en la
degradacié d’hidrocarburs procedents del petroli (p. ex. Swannell et al., 1996; Maki et al.,
2003; Zhu et al., 2004; Fernandez-Alvarez et al., 2006). Generalment, aquesta addicid
s’efectua en excés (Head i Swannell, 1999), pero també s’ha fet calculant la quantitat de
fosfor i nitrogen a afegir en funcié de la requerida per a la conversio de tot ’hidrocarbur en
dioxid de carboni, o per a la maximitzacié de la taxa de degradacio, etc. (Head i Swannell,
1999).

Habitualment s’aplica entre un 1 i un 5% de N per pes de petroli, amb una relacié N:P d’entre
51 10:1. (Swannell et al., 1996). El problema és que en els ambients costaners [’acci6 de les
ones tendeix a dispersar els nutrients, de manera que és impossible mantenir constant
aquesta proporcio.

Els nutrients poden aplicar-se en diverses formes. Un bon recull pot trobar-se a Zhu et al.
(2004). L’Gs de sals minerals, KNOs;, NaNO;, NH4NOs;, K,HPO,, MgNH,PO, i fertilitzants
comercials inorganics, en forma d’esprais o granulats, ha estat freqient (Swannell et al.,
1996; Venosa et al., 1996; Roling et al., 2004), principalment perque son facils d’aconseguir i
tenen un baix cost. El principal inconvenient que presenten és la solubilitat en aigua, que els
fa susceptibles de perdre’s facilment per lixiviacio.

S’ha trobat que ’addicié d’aquest tipus de fertilitzants pot fer augmentar les taxes de
biodegradacid, les quals depenen, en Ultima instancia, de les concentracions de nutrients
intersticials (Bragg et al., 1994; Venosa et al., 1996). Per a solucionar els problemes de
perdues per rentat, s’han comencat a emprar fertilitzants oleofilics i d’alliberament lent de N
i P (slow-release ferilizers).

Els d’alliberament lent son productes relativament insolubles o solubles recoberts amb
materials hidrofobics, com ara parafines (Zhu et al., 2004) que es presenten, generalment, en
forma solida. Exemples d’aquest tipus de fertilitzants son el Customblen, utilitzat després de
’accident de U’Exxon Valdez a Prince William Sound (Swannell et al., 1996); el Max Bac,
aplicat a la badia de Brest per degradar cru de petroli (Outdot et al., 1998), o l’Osmocote
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(Roling et al., 2004), tot i que en els primers casos no va veure’s un increment de la
biodegradacio.

L’avantatge que presenten és que no requereixen aplicacions tan freqiientment, per bé que
un dels principals reptes és trobar la taxa optima d’alliberament de nutrient per tal de
mantenir les concentracions a l’aigua intersticial. Si aquest s’allibera amb excessiva celeritat
(com sembla ser que ocorria en el cas de Custoblen) pot ser rentat, mentre que si ho fan amb
excessiva lentitud (seria el cas del Max Bac), mai no s’arribara a la concentracié adequada.

Els fertilitzants oleofilics comencaren a utilitzar-se per tal d’aconseguir tenir els nutrients
adherits en el petroli a tractar, de manera que s’afavoris el creixement bacteria a la seva
superficie durant periodes perllongats de temps (Pritchard i Costa, 1991). L’Us d’aquests
fertilitzants faria que no fos tan important controlar la concentracié de nutrient en [’aigua
intersticial. En la majoria dels casos, es pretengueren aplicar per al tractament de taques a la
superficie de ’aigua.

Els fertilitzants oleofilics han estat provats al camp i els resultats obtinguts es poden trobar a
la literatura (Zhu et al., 2004). Probablement l’agent utilitzat més conegut és U’Inipol EAP 22
(fabricat per EIf Aquitaine i aplicat en el tractament de costes afectades per ’accident de
’Exxon Valdez). Es tracta d’una microemulsid que conté urea com a font de nitrogen; lauril
fosfat sodic com a font de fosfor, 2-butoxi-1etanol com a tensioactiu i acid oleic per tal de
confegir hidrofobicitat a la mescla. En principi aquest producte hauria d’evitar la formacio
d’emulsions aigua en petroli, en reduir-ne viscositat; alliberar els nutrients de manera
controlada i no resultar toxic per a la flora ni la fauna (Ladousse i Tramier, 1991).

Hi ha discrepancies en els resultats obtinguts en estudis que avaluaven |’aplicacio d’aquest
tipus de nutrient. Mentre que Bragg et al. (1994) trobaren que l’addicio del fertilitzant
accelerava la taxa de degradacio del cru de petroli procedent de l’Exxon Valdez, en un estudi
dut a terme per Lee i Levy (1989) a Nova Escocia no es va veure que U'Inipol U’estimulés.
Alguns autors apunten que probablement els experiments duts a terme per Bragg et al.
(1994), fallaven en el disseny experimental, la presa de les mostres i el tractament estadistic
(Venosa, 1998).

Fins ara s’ha fet referencia a aquells ambients amb mancanca de nutrients. Pero, fins i tot en
localitats en qué n’hi hagi en excés, la degradacido es pot veure limitada per la
biodisponibilitat, ja que els hidrocarburs consituents del petroli son hidrofobics i, a més,
sovint els microorganismes requereixen estar en contacte amb |’hidrocarbur per iniciar-ne la
degradacio (McKew et al., 2007b). Per aixo s’ha proposat ’Us de tensioactius (especialment
d’origen biologic, com ara Rhamnolipids) per emulsionar el petroli i fer-lo més accessible a
|’atac microbia (Ron i Rosenberg, 2002; Abalos et al., 2004).

Els resultats en els experiments de bioestimulacié han estat molt diversos i molt especifics
del lloc on s’han efectuat, de les condicions ambientals, etc. Evidentment, U’éxit dels
tractaments dependra no Unicament del fertitzant aplicat, sind també d’altres factors com el
tipus de producte vessat, el tipus de sediments presents, la disponibilitat d’oxigen de
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’ambient, la temperatura, etc. Aquests tractaments poden resultar efectius en llocs com ara
Alaska, amb clara limitacié de nutrients. Aixi mateix, un nutrient oleofilic pot ser més til en
casos de contaminacio inframareal, mentre que en localitats amb contaminacié supramareal,
en que el rentat és menor, podrien ser més Utils els hidrosolubles.

1.7.2. Bioreforg

En llocs en que no hi hagi hagut antecedents de contaminacio per hidrocarburs el percentatge
de degradadors d’hidrocarburs sera infim. Els temps de resposta per a la biodegradacio,
doncs, es poden allargar. Des dels passats anys 70, s’ha proposat |’addicio (sembra) d’inoculs
que siguin capacos de degradar hidrocarburs com a alternativa a la bioestimulacio, per tal de
reduir el temps en que s’inicia el procés (Forsyth et al., 1995). La majoria dels
microorganismes sembrats s’obtenen per enriquiment de cultius procedents de localitats
préviament contaminades (Atlas, 1995).

S’han dut a terme experiments tant en ambients controlats com en condicions reals (Venosa i
Zhu, 2003; Zhu et al., 2004; Gentili et al., 2006), en els quals s’ha constatat que, mentre que
a escala experimental o en bioreactors els resultats en [’Us d’aquesta técnica poden ser
satisfactoris, al camp no suposa una millora respecte el no Us o respecte l’addicio de
nutrients o una adequada aeracid (Atlas, 1995; Venosa et al., 1996; Sabaté et al., 2004).

Alguns estudis, en canvi, com U’efectuat per Tsutsumi et al. (2000), han pretes demostrar
’efectivitat del bioreforc al camp, basant-se en evidencies visuals i tractament digital
d’imatges. Amb tot, els efectes observats podrien ser causats per altres processos fisics o
quimics, com ara [’acci6 tensioactiva dels productes aplicats, etc. (Swannell et al., 1996).

En general, l'obtencio dels inoculs es du a terme pel procediment d’enriquiment en medi
discontinu: Una mostra de sol o d’aigua contaminada s’afegeix a una solucié que conté la
mescla d’hidrocarburs (com a font de carboni i energia) i sals inorganiques. Quan s’observa
una clara desaparicioé dels productes quimics d’interés o un creixement dels microorganismes,
se subcultiva en el mateix medi. El procediment es repeteix per incrementar el nombre de
microorganismes actius en el substrat d’interes.

Alexander (1999) apunta que aquest procediment afavoreix aquells microorganismes de rapid
creixement a elevades concentracions de substrat, que es multipliquen a pH neutres i en
excés de nitrogen i fosfor. Aquests organismes, en canvi, poden tenir dificultats per créixer
en ecosistemes naturals o zones contaminades, en qué les concentracions de N i P, i sovint les
de substrat, son baixes, amb pH distants de la neutralitat i subjectes a altres condicions
d’estrés ambientals (temperatures canviants, salinitat, preséncia de toxines, de predadors,
etc.) (Goldstein et al., 1985).

Contradient aquesta teoria, recentment alguns autors recomanen [’aplicacio de
microorganismes considerats especialistes en la degradacié de petroli en ambients marins
com Alcanivorax borkumensis o Thalassolituus oleivorans (McKew et al., 2007b) com a agents
de bioaugment. En un experiment dut a terme in vitro (McKew et al., 2007b) Alcanivorax sp.
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va incrementar la degradacio tant d’alcans ramificats, com dels HAP. L’augment en la
degradacio dels HAP podria atribuir-se bé a la producci6 de tensioactiu per part d’Alcanivorax
sp. (Yakimov et al., 1998) o a la degradacié de les cadenes laterals dels HAP metilats
(Iwabuchi et al., 2002).

En qualsevol cas, sembla probable que la poblacié microbiana existent no sigui el factor
limitant en comparacié amb els nutrients o la disponibilitat d’oxigen. A la majoria dels
ambients naturals els degradadors autoctons tenen capacitat per dur a terme aquesta
degradacio si el nivell de nutrients o altres factors no els limiten. Estudis que comparen la
bioestimulacié amb el bioreforc suggereixen que, quan no existeix limitacid en ’oxigen
disponible, l’addicié de nutrient té majors efectes en la biodegradacié que la inoculacio de
microorganismes (Jobson et al., 1974; Venosa et al., 1996; Lee et al., 1997).



Capitol 2

Objectius






2.1. Objectius generals

Els objectius generals de la present tesi son:

o Caracteritzar els processos de degradacié (biodegradacié i fotooxidacié) del fuel del
Prestige, des del punt de vista quimic, per tal de contribuir a coneixer-ne el desti
ambiental.

o Descriure les comunitats microbianes implicades en la seva biodegradacié.

o Avaluar I’efectivitat de I’Gs d’un fertilitzant oleofilic com a bioestimulant.

2.1. Objectius especifics

Aquests, al seu temps, es poden concretar en una série d’objectius especifics, com son:

o Estudiar la biodegradabilitat in vitro del fuel del Prestige per part de dos consorcis
microbians al-1dctons i avaluar I’Gs d’un fertilitzant oleofilic com a possible agent per a la
bioremediacié.

o Avaluar in situ els efectes de I’Gs del fertilitzant oleofilic en la biodegradacié del fuel i en
les comunitatsmicrobianes.

« Avaluar I’Gs de marcadors moleculars com a indexs d’origen o d’envelliment del fuel.
« Obtenir un consorci autdocton degradador de fuel.

o Estudiar els canvis en una comunitat microbiana autoctona al llarg d’un procés de
biodegradacié de fuel del Prestige in vitro.

o Aprofundir el coneixement dels microorganismes que tinguin un rol important en la
biodegradacio del fuel.

« Avaluar I’Gs de diferents tecniques classiques, dependents de cultiu, i moleculars, no-
dependents, després de la seva aplicacié a una mateixa comunitat microbiana.

« Estudiar les interaccions entre els processos de fotooxidacié i biodegradacié in vitro.








