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Summary. 

The present thesis is a compilation of publications. Under this summary, all sections 

are briefly described and publications included in each one are related. 

From 2012 to 2017 the present thesis was carried out under the supervision of Dr. 

Ethel Eljarrat and Prof. Damià Barceló. The aim of this work was to understand the behaviour 

of pyrethroid insecticides in environment.  

Pyrethroids are very common pesticides. The use of PYRs is widespread around the 

globe. They are very common in agricultural and livestock sectors but also they are used for 

domestic purposes, as well for disease control programmes to ensure Public Health, 

controlling mosquito vectors of diseases such as dengue and malaria. Over 11500 tonnes of 

pyrethroids were quantified in Spain 2007 just in retail sales products (INE, 2015). 

Pyrethroids are semi-synthetic compounds, derived from the natural pyrethrins. These 

last ones are the active compounds of pyrethrum, an extract of Chrysantemum spp. flowers. 

They are related with chrysanthemum acid. Pyrethroids are different functional esters derived 

from this acid. In the acidic part, they generally present a propyl ring in their structure, which 

give to them 2 chiral centres. They can contain a cyano group in the ’ position of the alcohol 

part. If it is the case, they are classified as Type II pyrethroid. In case the cyano group is 

missing, they are considered as Type I pyrethroid. This cyano group adds a third chiral center 

to the pyrethroid structure.  

Uses of pyrethroids and their levels in food is regulated by international organizations 

like UE, FAO and FDA. Some pyrethroids such as bifenthrin are banned in agriculture almost all 

European countries but most pyrethroids are allowed (EC, 2014). Their toxicology in non-target 

organisms is relatively low because most of mammals, birds, fungus and bacteria, among 

others can metabolize them.  However, in aquatic ecosystems pyrethroid toxicology is a 

problem because zooplankton and fishes are very sensible to these insecticides. 

Nonetheless, recent studies about non-lethal doses of pyrethroids described endocrine 

disruptions, fat accumulation and carcinogenic behaviour in mice, worms and other animal 

laboratory species (Bassil et al., 2007; Yuanxiang Jin et al., 2012; L. L. Li et al., 2017; P. Y. Shen 

et al., 2017). Moreover, different toxic effects are been described for different isomers and 

enantiomers of pyrethroids. Generally, cis isomers used to be less metabolizable and more 

toxic (Y. Jin et al., 2016; R. Lavado, J. W. Li, J. M. Rimoldi, & D. Schlenk, 2014; S.-Y. Zhang et al., 

2008).    
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Pyrethoids are been detected in environmental samples such as water, sediments and 

even dust. Given that they are lipophilic molecules, they used to be found in bigger proportion 

in sediments with high TOC (total organic carbon) than in water. Though, there are reports of 

pyrethroids in water, usually linked to particulate. In atmosphere, they used to be present in 

the dust deposition more than in air fraction. Besides, their presence in matrices such as river 

water depends on the temporal proximity of their dump.  

In organic samples, levels of pyrethroids have been reported usually in food matrices, 

both animal and vegetal tissues. Usually levels were under the legal recommendations even 

when some higher levels were found in food from Ghana or Tanzania markets (Blankson, Osei-

Fosu, Adeendze, & Ashie, 2016; Mahugija, Khamis, & Lugwisha, 2017). Nevertheless, until the 

start of this thesis there were no reports about pyrethroid levels in wild fauna.  

About human exposure, some authors had been able to describe levels of pyrethroids 

in breast milk samples of exposed populations (Bouwman, Sereda, & Meinhardt, 2006). 

However, metabolites of pyrethroids were also evaluated in human urine and blood (Olsson et 

al., 2004; Ostrea et al., 2009).  

More extended information about pyrethroids is described in the Chapter 1 of this 

thesis.  

In this context, this thesis was begun in order to understand the pyrethroid behaviour 

in environment, specifically in biota. This work pretended to demonstrate and explain 

bioaccumulation, biomagnification and even transport of pyrethroids in they were. 

Characterization of pyrethroids in all samples in order to describe potential isomer or 

enantiomero-selectivity was included in this thesis plan. Furthermore, human exposure to 

pyrethroids was another important issue. Finally, some toxicological studies were needed to fill 

some toxic information gaps. All specific objectives are further explained under Objectives 

section. 

First of all, we needed to increase the number of pyrethroids included in analytical 

methodology. The best choice to pyrethroid analyses was gas chromatography with mass 

spectroscopy in tandem.  Previously, the group had optimized a 12 pyrethroid method 

analyses with negative ion ionization but, at the end of these thesis, the method was able to 

determine 19 different pyrethroids and one organophosphorate pesticide (chlorpyrifos) 

simultaneously.  
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Besides, a completely new method was performed to discriminate enantiomers. For 

the first time, one analytical method was able to separate all enantiomers of a pyrethroid: the 

tetramethrin. For five more pyrethroids, this new method discriminate all cis enantiomers and 

clearly categorize cis and trans isomers of bifentrhin, cyfluthrin, cyhalotrhin, cypermethrin and 

permethrin. All these isomers and enantiomers of the six pyrethroids were determined in one 

run. 

Both instrumental analyses requires the same sample treatment, which was adjust to 

each different matrix as needed, i.e., commercial insecticides, eggs of different bird species, 

fish, dolphin tissues and breast milk.  

These analytical requirements and improvements accomplished are described in 

Chapter 3. Besides, in this chapter, the first publication of this compilation (Publication 1) is 

included. 

In the Chapter 4, results of determination of pyrethroids in biota are described. Three 

different media were separately studied and discussed: terrestrial, river and sea waters. 

Under terrestrial fauna, we analysed bird eggs from Natural Reserve of Doñana. There, 

a lot of migratory protected birds nest. It made that our study had a high ecological value. We 

found that 96% of eggs sampled presented pyrethroid residues. The higher values were 

described in gulls. Analyses with stable isotopes of N and C didn’t let us describe 

biomagnification either refuse it completely. However, diet seemed to be the main way of 

exposure. This study was published and here is included as Publication 2. A first attempt to 

find pyrethroids in Antarctic fauna showed that pyrethroids presumably could not be 

transported long distances, as expected due to their physico-chemical properties.  

In the river water study, we analysed different edible fish species of four Iberian rivers. 

In all samples we found pyrethroids at levels higher than in terrestrial samples (bird eggs). It 

was of highly interest because fishes are very sensible to levels of pyrethroids in water. 

However, similar pattern of isomeroselective behaviour was described. Concretely, cis isomers 

were more present than trans, except for the case of tetramethrin pyrethroid. However, it is 

known that for this pyrethroid trans isomer is commercially enhanced, which meant that 

higher concentration of trans isomers in this pyrethroids was probably due to exposure.  This 

study was published and here it is reported as Publication 3.   

Publications 4 and 5 reported levels of pyrethroids in dolphin tissues. Even when these 

studies considered different dolphin species, results showed a different exposure to 
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pyrethroids. In Brazil, they seemed to be more exposed to permethrin and cypermethrin 

whereas in Spain coast, dolphins presented more permethrin and tetramethrin. Results 

showed a distinct metabolic balance of pyrethroids through dolphin life. High loads are 

received at the beginning of their lives and, when they reach sexual maturity, these mammals 

seem to degrade/metabolize pyrethroids. Maternal transfer of these compounds was also 

evaluated through the analysis of breast milk and placenta samples. Pyrethroids were detected 

in both matrices, and for the first time, a study shows mother-to-calf transfer of pyrethroids by 

both gestational and lactation pathways in dolphins. Moreover, these studies reported for the 

first time distribution of pyrethroids in different tissues of the same individual i.e., blubber, 

brain, breast milk, kidney, liver and muscle. They showed a general diffusion of pyrethroids in 

all body. It was clear that pyrethroids were lipophilic compounds and that they had some 

preference for lipid tissues. However, pyrethroid could be linked to some proteins and their 

solubility in not fatty tissues increased. This fact made us to recommend not expressing the 

levels of pyrethroid in lipid weight basis but in dry weight.  

Chapter 5 describe human exposure to pyrethroids. In it, last published article of the 

thesis can be found, Publication 6. This publication is an international monitoring of human 

breast milk. Pyrethroids were found in 100% of samples, of general population. Relations 

among pyrethroid levels and offspring were described even when deeper studies on this 

should be necessary. Besides, a risk evaluation for breastfed babies was carried out and 

discussed.  

Finally, in this last chapter, a human cell toxicology study is described. It was 

performed in Universität des Saarlandes in a three months stage. However, a bacterial 

infection of laboratory invalidated all analyses and there were no time to repeat them.  

At the end of thesis, the Conclusions section is found. In it all discussions are 

summarized and general conclusions of all these studies related together.    
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Sigles, acrònims i abreviacions 
 

3PBA – àcid 3-fenoxibenzoic. 

ADI – Ingesta diària acceptable (de l’anglès, Acceptable Daily Intake). 

CE – Energia de col·lisió (de l’anglès, Collision Energy). 

CI – Ionització química (de l’anglès, Chemical Ionization). 

DBCA – Àcid 3-2,2-diclorovinil-2,2-dimetilciclopropano-1-carboxilic. 

DCCA – àcid 3-2,2-diclorovinil-2,2-dimetilciclopropano-1-carboxilic. 

DDT – 1,1,1-Tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-età (de l’anterior nomenclatura, dicloro-difenil-

tricloroetà). 

DTX – Temps de degradació (de l’anglès “degradation time”) on X indica el percentatge de 

substància degradada. 

EC50 – Concentració mitjana de màxim efecte (de l’anglès, half màximum Effect Concentration). 

ECD – Detector de captura d’electrons (de l’anglès, Electron Capture Detector). 

EF – Factor enantiomèric (de l’anglès, Enantiomeric Factor). 

EI – Ionització electrònica (de l’anglès, Electronic ionization). 

FAO – Organització de les Nacions Unides per l’Alimentació i l’Agricultura. 

FDA – Food and Drug Agency. 

FMIP – Impressió molecular flourescent de polímers (de l’anglès, Fluorescence Molecularly 

Imprinted Polymers). 

FPBA – àcid 4-fluoro-3-fenoxibenzoic. 

GC – Cromatografia de gasos. 

KOW – Coeficient de repartició octanol-aigua.  

LC – Cromatografia líquida. 

LC50 – Concentració mitjana letal (de l’anglès, half Lethal Concentration). 

LLE – Extracció líquid líquid (de l’anglès, Liquid-Liquid Extraction). 

LOD – Límit de detecció (de l’anglès, Limit Of Detection).  

LOQ – Límit de quantificació (de l’anglès, Limit Of Quantification). 

m/z  -- Relació massa/càrrega. 
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MASE – Extracció assistida amb microones (de l’anglès, Microwave-Assisted Solvent 

Extraction). 

MIP – Impressió molecular de polímers (de l’anglès, Molecularly Imprinted Polymers). 

MMIP – Impressió molecular magnètica de polímers (de l’anglès, Magnetic Molecularly 

Imprinted Polymers). 

MRL – Límit màxim residual (de l’anglès, Màximum Residue Level). 

MS – Espectrometria de masses (de l’anglès Mass Spectrometry). 

MS-MS – Espectrometria de masses en tàndem. 

MSPD – Dispersió en matriu sòlida (de l’anglès, Matrix Sòlid-Phase Dispersion).  

NCI – Ionització química d’ions negatius (de l’anglès, Negative Chemical Ionization). 

NOAEL – Dosi d’efecte advers no observable en algun ésser viu (de l’anglès, No Observable 

Adverse Effect Level). 

PBS – solució tampó de fosfat (de l’anglès, Phosfate Buffer Solution). 

PLE – Extracció amb líquids pressuritzats (de l’anglès, Pressured Líquid Extraction). 

POP – Pol·luents Orgànics Persistents. 

ppb – parts per bilió anglosaxó, 10-9. 

ppm – parts per milió, 10-6. 

QIT – Quadrupol acoblat a una trampa iònica (de l’anglès, Quadrupole Ion Trap). 

QqQ – Triple quadrupol. 

QuEChERS – Acrònim de ràpid, senzill, barat, efectiu, robust i segur (de l’anglès, Quick, Easy, 

Cheap, Effective, Rugged, Safe). 

R – Ratio. 

SBSE – Extracció absortiva amb agitació magnètica (de l’anglès, Stir-Bar Sorbtive Extraction). 

SFE – Extracció amb fluids supercrítics (de  l’anglès, Supercritical Fluid Extraction). 

SPE – Extracció sòlid líquid (de l’anglès, Solid-Liquid Extraction). 

SPME – Microextracció en fase sòlida (de l’anglès, Sòlid-Phase MicroExtraction). 

SVOC – Compostos orgànics semi-volàtils (de l’anglès Semi Volatile Organic Compound). 

TDI – Ingesta diària tolerable (de l’anglès, Tolerable Daily Intake). 

TOC – Carboni orgànic total (de l’anglès, Total Orgànic Carbon). 
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TOF – temps de vol (de l’anglès Time Of Flight). 

UAEE – Extracció d’emulsions assistida per ulta sons (de l’anglès, Ultrasounds-Assisted 

Emulsification Extraction). 

UF – Factor d’incertesa (de l’anglès Uncertainty Factors). 
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1.1. Els insecticides. 

Els insecticides són biocides emprats en molt diferents àmbits amb la finalitat d’eradicar o 

reduir poblacions d’insectes no desitjats en determinats entorns. Els usos més comuns són els 

agrícoles i ramaders on gran quantitat d’artròpodes poden malmetre collites i transmetre 

malalties entre el bestiar. De manera similar, s’empren també en l’àmbit de Salut Pública per a 

controlar vectors de malalties humanes. Finalment, l’ús domèstic dels insecticides també ha 

sigut molt habitual en les darreres dècades, ja sia a jardins i interiors, sobre mascotes i fins i tot 

per al control de paràsits humans.  

Tenint present tots aquests usos, la indústria dels insecticides ha desenvolupat diferents 

compostos sintètics o semi-sintètics amb la finalitat de millorar i potenciar l’activitat 

insecticida així com combatre resistències que els potencials organismes diana han anat 

adquirint amb els anys.  

Durant les dècades dels 50 i 60 els pesticides organoclorats van ser els més populars en tots 

els àmbits possibles arreu del món. Malgrat això, amb el pas del temps, van començar a 

emergir estudis on es va relacionar alguns d’ells amb problemes mediambientals. Arrel 

d’aquests, es va començar a elaborar tractats internacionals per tal de reduir la producció, l’ús 

i l’abocament al medi ambient de determinats contaminants. Actualment, la Convenció 

d’Estocolm regula un llistat de compostos químics anomenats Pol·luents Orgànics Persistents 

(POPs) l’ús del qual és il·legal en la majoria de països, excepte en casos especials (UNEP & FAO, 

2014).   

Degut a les legislacions derivades d’aquests acords, sorgeixen nous compostos químics per 

tal de satisfer les necessitats de les societats actuals. Ara bé, avui dia les demandes són més 

exigents i la cerca del “insecticida ideal” és contínua. Els candidats formen part de diferents 

famílies de compostos, com ara els carbamats, els nicotinoides, els piretroides o inclús de les 

famílies dels organoclorats i organofosforats. D’aquestes famílies els piretroides són una de les 

més prometedores.  

Els organofosforats són molècules orgàniques que contenen fòsfor. Actuen inhibint certes 

colinesterases dels insectes i provocant-li la mort per disfunció neuronal. Aquesta inhibició és 

irreversible, a diferència d’altres insecticides que també actuen de manera 

parasimpaticomimètica. Alguns dels representants d’aquest grup són el paration, altament 

tòxic i actualment prohibit i el malation, substitut de l’anterior. 
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Els insecticides carbamats són derivats de l’àcid carbàmic (NH2COOH). Aquest grup actua de 

forma molt similar als organofosforats però el seu enllaç amb l’acetilcolinesterasa o d’altres 

proteases similars és reversible de tal manera que els seus efectes tòxics són menors, tot i que, 

de vegades, importants. L’aldicarb és un exemple de carbamat d’ús restringit per la seva 

toxicitat. 

Els neonicotinoids són derivats de la nicotina, l’efecte insecticida de la qual és força conegut. 

Aquesta família de compostos també actuen sobre el sistema nerviós tant d’insectes com de 

mamífers. De la mateixa manera, la nicotina actua estimulant el sistema nerviós degut a la 

seva natura agonista sobre els receptors d’acetilcolina. Sobre els insectes, que tenen menor 

nombre d’aquests receptors en el sistema nerviós central, produeix un bloqueig dels “sites” 

produint paràlisis per sobreestimulació. La toxicitat d’aquests compostos és més baixa que la 

dels citats anteriorment. Actualment, el imidacloprid és el més utilitzat d’aquesta classe.  

Els organoclorats són espècies químiques que es caracteritzen per tenir un gran nombre 

d’àtoms de clor en la seva estructura. Acostumen a bloquejar o alterar el normal funcionament 

dels canals de sodi de les cèl·lules nervioses dels insectes. Tot i això, certs insectes, com ara 

alguns tipus de mosquits, han desenvolupat certa resistència als insecticides que actuen 

d’aquesta manera. Alguns dels pesticides d’aquest grup són el DDT, el mirex, l’aldrina i el lindà. 

L’ús agrícola de molts d’ells està prohibit en la majoria de països i són classificats com a POPs. 

Val a dir, però, que en l’ús farmacèutic i control de plagues amb repercussions per a la Salut 

Pública alguns d’ells encara es fan servir. Clars exemples d’això poden ser el DDT que alguns 

països d’Àfrica, on la malària és encara prevalent, es pot continuar emprant; i el lindà que per 

al tractament de polls i sarna la FDA (Food and Drug Agency) aprova el seu ús.  

Els piretroides tenen un mecanisme d’acció que afecta principalment a cèl·lules nervioses. 

En insectes, aquests compostos alteren, i poden arribar a bloquejar, els canals de sodi 

cel·lulars, impedint així la correcta sinapsi entre cèl·lules nervioses provocant, per exemple, 

l’efecte conegut com de “múltiples descàrregues” (de l’anglès repetitive firing). Els efectes a 

nivell organisme pot ser des de paràlisi fins a la mort. Aquest mecanisme, és el mateix, o molt 

similar, al dels insecticides organoclorats, com per a aquets, també s’han descrit certes 

resistències per part d’alguns insectes. L’adaptació a aquest tipus d’insecticides sovint inclou 

una reacció conductual coneguda com knock down, la qual consisteix en un estat de paràlisi 

temporal després del qual el insecte es capaç de recuperar-se.  

Els piretroides es caracteritzen per una sèrie de característiques que s’aniran discutint al 

llarg d’aquesta introducció. Ara bé, cal saber que la seva eficàcia en organismes diana és força 
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elevada, això és, que la dosi letal sobre la població de individus que es vol eliminar és baixa. 

Això no obstant, es consideren relativament específics, és a dir, que en general la toxicitat per 

la resta d’organismes, humans inclosos, acostuma a ser baixa, amb algunes excepcions que ja 

es comentaran més endavant. A més, es consideren letàrgics però no persistents, raó per la 

qual poden romandre temps suficient en el medi com per dur a terme el seu objectiu però, 

amb el temps, es (bio)degraden. Finalment, una raó també prou important per fer dels 

piretroides uns insecticides desitjables és el baix cost de producció. Amb totes aquestes 

característiques esmentades, els piretroides són una de les famílies d’insecticides més 

emprada a tots nivells.      

1.2. Els piretroides. 

L’extracte de flors de piretre (Chrysanthemum cinerariifolium), i d’algunes altres espècies del 

mateix gènere, és un insecticida i repel·lent natural mundialment conegut des de principis del 

segle XIX, i fins i tot s’ha documentat el seu ús a la Xina fa més de 2000 anys. Durant els últims 

anys, països com Kenya i Tanzània han produït milers de tones l’any d’aquest insecticida 

natural.  

Els principis actius d’aquest extracte són uns compostos anomenats piretrines. A partir 

d’aquestes, s’han sintetitzat d’altres molècules d’estructura molt similar. Els nous compostos 

derivats s’anomenen piretroides. L’avantatge d’aquests productes sintètics o semi-sintètics és 

que posseeixen una activitat insecticida superior, ja sigui gràcies a una persistència més 

elevada en el medi, una selectivitat major de l’organisme diana o fins i tot una toxicitat 

superior. 

Actualment, als EEUU, es comptabilitzen una aplicació anual d’unes 900 tones de permetrina 

i 450 tones de cipermetrina, dos dels piretroides més comuns, només en usos agrícoles i 

domèstics. De fet, d’aquestes quantitats, més del 70% de la permetrina i del 85% en el cas de 

la cipermetrina s’empren en l’àmbit domèstic. Però la indústria dels piretroides no només es 

limita als EEUU. A Alemanya, per exemple, al 2009 es van etiquetar unes 100 tones de 

piretroides com a ingredient actiu en productes protectors de les plantes (Pfeil, 2014). 

D’aquests, els piretroides d’ús domèstic més comú varen ser  la -ciflutrina, la -cihalotrina, 

l’etofenprox, la bifentrina, l’- i la -cipermetrina, la deltametrina, l’esfenvalerat i la teflutrina. 

Per últim, no es pot menysprear l’ús per a la Salut Pública d’aquests compostos. En tot el món, 

es calcula que anualment s’empren unes 520 tones de piretroides dins els programes de 

control de vectors de malalties com ara malària, dengue, etc (Pfeil, 2014). 
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Cal esmentar, que també en l’ús agrari i ramader s’empren els piretroides, tot i que el seu ús 

és regulat per les legislacions vigents, sobretot per les normatives europees i americanes. Com 

és d’esperar, la majoria de països compleixen aquestes normatives però estudis recents 

realitzats països com Ghana o Tanzània demostren que els nivells de residus de piretroides en 

aliments vegetals dels seus mercats poden arribar a ser superiors als de la normativa europea 

(Blankson et al., 2016; U.S.  EPA, 2011; Mahugija et al., 2017), la qual deu ser, per tant, més 

restrictiva(EC, 1991). Tot i així, un cop avaluat el risc d’aquests nivells per al consumidor, tenint 

en compte la ingesta real de cada aliment, és difícil trobar casos on els nivells acumulats de 

piretroides consumits es puguin considerar no segurs i, només considerant el pitjor dels 

escenaris possibles, en el qual els consumidors s’alimenten bàsicament dels productes més 

contaminats (Z. X. Li et al., 2016).  

Un altre dels usos habituals dels piretroides és en aqüicultura. En les darreres dècades l’ús 

de piscifactories ha augmentat considerablement i, en dades de 2012, la FAO (Organització de 

les Nacions Unides per l’Alimentació i l’Agricultura) estimava que el 42% del peix consumit a 

nivell mundial provenia d’aquest tipus de procediment tecnològic, el que suposa uns 66,6 

milions de tones l’any (FAO, 2014). El fet de tenir molts peixos confinats en un espai reduït 

implica la necessitat de productes com ara antibiòtics i pesticides per tal d’evitar malalties i 

propagació d’epidèmies dins el piscicultiu. En aquest sentit, els piretroides juguen un 

important paper ja que, com a insecticides que són, s’ha comprovat la seva eficàcia en la cria 

del salmó, per exemple. Estudis recents han demostrat que el medi contigu a aquestes 

piscifactories s’hi acumulen residus de piretroides (SEPA, 2007; Tucca et al., 2017). En el cas de 

la salmonicultura, és molt habitual l’ús de la cipermetrina i la deltametrina, raó per la qual en 

sòls propers i en organismes o altres cultius confrontants, com ara de musclos, s’hi ha 

demostrat la presència d’aquests piretroides (Gowland et al., 2002; Tucca et al., 2017).     

1.2.1 Estructura. 

Les piretrines naturals són èsters derivats de l’acid crisantèmic. La figura 1 mostra 

l’estructura d’aquest àcid (Figura 1a) i la seva relació amb l’anomenada piretrina I (Figura 1b). 

Com ja s’ha comentat, els piretroides són productes derivats d’aquestes molècules. Malgrat 

que l’estructura bàsica dels piretroides és semblant, es diferencien dos grups, els de tipus I i els 

de tipus II. Aquests últims es caracteritzen per tenir un grup ciano a la posició  del grup 

alcohòlic de l’èster, mentre que els piretroides tipus I no tenen aquest grup. A la Figura 1c i 1d 

se’n mostren les estructures generals més comunes d’aquestes molècules.  
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Figura 1: Estructures relacionades amb els compostos estudiats. 

Val a dir, però, que hi ha una sèrie de piretroides de nova generació que tot sovint han 

perdut l’anell propílic característic de l’estructura de l’àcid crisantèmic bàsica. Tot i això, 

aquests es poden continuar classificant com a piretroides de tipus I o II segons si contenen el 

grup ciano en la posició concreta esmentada. Per exemple, el fenvalerat, el flucitrinat i el 

fluvalinat, que es consideren tipus II, o el halfenprox i el etofenprox que podrien considerar-se 

tipus I, com es pot comprovar a la Taula 1.1 (els dos últims els hem considerat a part perquè 

han perdut completament les seves propietats isomèriques).   

L’estructura química de cada piretroide i, com a conseqüència, el tipus de piretroide, té 

efectes importants en el isomerisme i la toxicitat, entre d’altres, d’aquestes molècules. Per 

tant, a continuació s’aprofundirà més en el tema.  

1.2.2 Isomeria. 

Els isòmers són estructures moleculars diferents sobre una mateixa composició elemental. 

Això pot donar casos de molècules que tot tenint la mateixa fórmula empírica tinguin 

propietats completament diferents. De isomeria n’hi ha de diferents tipus, però principalment 

podem diferenciar la isomeria estructural i l’estereoisomeria. La primera es refereix a 

compostos químics diferents que comparteixen una mateixa fórmula empírica mentre que 

l’estereoisomeria es dóna com a variacions d’un mateix compost químic. La isomeria que ens 

interessa estudiar en el cas dels piretroides és aquesta última ja que d’un mateix piretroide es 

coneixen diferents isòmers amb propietats lleugerament diferents, tot i pertànyer a un mateix 

compost.  

L’estereoisomeria, al seu torn, també té diverses causes, principalment dues. Una és la que 

provoca la isomeria geomètrica. Aquesta es presenta quan una estructura rígida (com ara un 

doble enllaç o un anell cíclic) té substituents diferents, és a dir, no es repeteixen. Depenent de 

la disposició dels substituents es parla de isòmers cis i de isòmers trans dins aquesta 

classificació. La segona causa de estereoisomeria és la quiralitat. Quan un àtom tetravalent, 
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com ara el de carboni, té 4 substituents diferents aquest carboni es diu que és quiral. Això és 

perquè l’estructura resultant de la seva imatge especular no és superposable a la seva 

estructura original. Dit d’una altra manera, depenent de la disposició espacial dels substituents 

es tracta d’un isòmer o d’un altre. Aquest tipus d’isomeria s’anomena isomeria òptica o 

enantiomeria i provoca sempre dos isòmers diferents, un la imatge especular de l’altre, que 

s’anomenen enantiòmers o parell enantiomèric per a referir-se a ambdós alhora.  

La nomenclatura dels centres quirals i dels enantiòmers poden ser diferents segons els 

criteris emprats. Segons l’activitat òptica, es poden classificar en enantiòmers (+) o (-) segons si 

polaritzen el pla de la llum en sentit horari o antihorari. Tot i així, donat que en el cas dels 

piretroides tenim diversos centres quirals, preferim un altre tipus de nomenclatura. La que en 

la present tesi farem servir és la nomenclatura R/S. En aquesta cada centre quiral, per 

definició, té dues formes possibles, la R i la S. Aquest s’assigna segons l’ordre dels substituents 

del carboni quiral. Primer, cal donar un ordre de prioritat als substituents assignant-ho segons 

les regles de Cahn-Ingold-Prelog, relacionades amb el nombre atòmic dels àtoms que el 

conformen. El substituent amb menor prioritat se situa a la banda contrària a l’observador i els 

altres 3 substituents queden directament exposats. Si per seguir l’ordre de prioritat en sentit 

creixent d’aquests tres substituents cal seguir el sentit horari el centre quiral és R (Rectus, del 

llatí dreta) mentre que si el sentit a seguir és antihorari es tracta d’un centre S (Sinister, del 

llatí esquerra). 

Com es pot comprovar a la figura 1, l’estructura general dels piretroides inclou un anell 

propílic, que és una estructura rígida, provocant isomeria geomètrica. En aquest cas parlem de 

isòmers cis i trans de piretroides concrets segons la orientació dels substituents (per exemple, 

cis-bifentrina o trans-tetrametrina). Com que els dos àtoms de carboni implicats en aquesta 

isomeria també són quirals, els piretroides presenten, a més, enantiomeria. És a dir, cada 

piretroide cis i cada piretroide trans, en realitat, està format per un parell enantiomèric. 

D’aquesta manera, parlem de 4 isòmers diferents, sabent que són dos parells enantiomèrics, 

per a un piretroide on tota la seva isomeria sigui donada només per l’anell propílic. Aquest és 

el típic cas d’un piretroide tipus I (veure Figura 1c).  

Nogensmenys, els piretroides tipus II tenen encara un tercer centre quiral. Això implica que 

per a cadascun dels 4 isòmers ja esmentats tenim possibilitat de que el tercer centre quiral 

tingui 2 disposicions diferents, és a dir, un piretroide tipus II té un total de 8 isòmers o 4 parells 

enantiomèrics. Generalitzant més, la combinatòria diu que el nombre d’isòmers òptics d’una 

molècula quiral és igual a 2n, on n es el nombre de centres quirals. Així doncs, els piretroides 
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tipus I, que tenen dos centres quirals, tenen 4 isòmers, com ja s’ha justificat i, evidentment, els 

tipus II, que tenen 3 centres quirals, tenen 8 isòmers, com també s’ha vist. Vist amb aquesta 

fórmula i entenent la procedència i la diferència entre isòmers, d’altres piretroides que no 

s’ajusten a l’estructura general com ara el halfenprox o fins i tot el fenvalerat, que no té l’anell 

propílic, també es pot saber de forma ràpida el nombre d’isòmers geomètrics i òptics que 

tenen.  

Sovint, per diferenciar si ens referim a isòmers enantiomèrics o a la suma d’isòmers en 

general, en aquesta tesi farem servir el terme “diastereoisòmer” o “diastereòmer” per a 

referir-nos a tots aquells isòmers no necessàriament enantiomèrics, mentre que reservarem el 

mot “enantiòmer” a la seva definició estricta, és a dir per fer referència únicament a la 

distinció d’isòmers que formen parells enantiomèrics i són, doncs, imatges especulars.   

Per a fer referència a enantiòmers concrets de piretroides hi ha diferents tipus de 

nomenclatura. Exceptuant els parells enantiomèrics amb nom propi (com ara l’esbiotrina i 

l’esfenvalerat que són parells enantiomèrics corresponents a la fixació d’un carboni quiral de 

l’al·letrina i del fenvalerat respectivament en el seva posició S) generalment, es prefereix una 

nomenclatura completa en la que s’indica la posició de cada centre quiral. Un exemple podria 

ser, la (1-S,3-R) – tetrametrina o la (1-R,3-R,-S) – ciflutrina. Com aquesta nomenclatura és 

molt feixuga, tot sovint en aquesta tesi es farà una petita simplificació segons la qual els 

enantiòmers esmentats serien el (1S,3R) de la tetrametrina i el (1R,3R,S) de la ciflutrina. 

1.2.3 Propietats físico-químiques. 

En l’estudi de tota substància és bàsic conèixer les seves propietats físico-químiques per tal 

d’entendre i, en alguns casos predir, el seu comportament dins el sistema estudiat. La Taula 

1.1, ens mostra algunes d’aquestes propietats que tot seguit es desenvolupen. Tot i que a la 

taula no s’indiquen tots els piretroides coneguts (la família dels piretroides és encara en 

expansió i sorgeixen de nous contínuament), s’hi inclouen aquells més importants tant per l’ús 

que se’n fa com per la quantitat d’estudis trobats a la bibliografia. Derivat d’això, tots aquells 

piretroides que s’estudien en aquesta tesi s’inclouen a la taula.  
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Taula 1.1: Classificació dels piretroides, estructura i propietats físico-químiques bàsiques (dades extretes de (UH, 2011)).  

Piretroides 
Tipus I 

Estructura Molecular 
N. parells 

enantiomèrics 

Pes 
molecular 
(g mol

-1
)

 
log KOW

 
Solubilitat 
en aigua 
(mg L

-1
) 

DT50 
(dies)

 

Al·letrina 
O

O

O

 

4 302.4 4.96 10
-4

 60 

Bifentrina O

O

Cl

FF

F  

2 422.9 6.6 10
-3 

26 

Fenotrina 
O

O

O

 

2 350.5 6.01 9.7·10
-3 

1 

Imiprotrina 
O

O

N

N

O

O

 

2 318.4 2.43 93.5 5 

Kadetrina 
O

O

O

S

O

 

2 396.5 - - - 

Permetrina 
O

O

O

Cl

Cl

 

2 391.3 6.10 0.2 13 

Pral·letrina 
O

O

O

 

4 300.4 4.49 8.03 - 

Resmetrina 
O

O

O

 

2 338.4 5.43 10
-2 

30 

Teflutrina 

F

O

O

Cl

FF

F

F

F

F

 

2 418.7 6.40 1.6·10
-2 

37 

Tetrametrina 
NO

O

O

O

 

2 331.4 4.60 1.83 3 

Transflutrina 

F

O

O

Cl

Cl

F

F

F

 

2 371.2 5.46 5.7·10
-2 

- 
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Taula 1.1: Classificació dels piretroides, estructura i propietats físico-químiques bàsiques (dades extretes de (UH, 2011))(continuació). 

Piretroides 
Tipus II 

Estructura 
N. parells 

enantiomèrics 

Pes 
molecular 
(g mol

-1
)

 
log KOW

 
Solubilitat 
en aigua 
(mg L

-1
) 

DT50 
(dies)

 

Ciflutrina O

O

O

Cl

Cl

N

F

 

4 453.3 6.00 6.6·10
-3

 33 

Cihalotrina O

O

N

O

Cl

FF

F  

4 449.9 6.80 4·10
-3

 57 

Cipermetrina O

O

O

Cl

Cl

N

 

4 416.3 5.30 9·10
-3

 60 

Cifenotrina O

O

O

N

 

4 375.5 6.62 10
-2 

- 

Deltametrina O

O

O

Br

Br

N

 

4 505.2 4.60 2·10
-4

 13 

Empentrina 
O

O

 

4 274.4 6.21 0.11 - 

Fenpropatrina O

O

O

N

 

1 349.4 6.04 3.3·10
-1

 34 

Fenvalerat O

O

O

N

Cl

 

2 419.9 5.01 10
-3 

44 

Flucitrinat O

O

O

N

O

F F

 

2 541.5 4.70 0.5 60 

Fluvalinat 
O

O

O

N

H
N

F
F

F

 

2 502.9 3.85 2·10
-3

 4 

Tralometrina O

O

O

Br

Br

N

Br

Br

 

4 665.0 5.00 8·10
-2

 3 
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Taula 1.1: Classificació dels piretroides, estructura i propietats físico-químiques bàsiques (dades extretes de (UH, 2011)) (continuació). 

Altres 
piretroides 

Estructura 
N. parells 

enantiomèrics 

Pes 
molecular 
(g mol

-1
)

 
log KOW

 
Solubilitat 
en aigua 
(mg L

-1
) 

DT50 
(dies)

 

Etofenprox 

O

O

O  

0 376.5 6.90 2.25·10
-2

 11 

Halfenprox 

O

O

O
Br

F
F

 

0 477.3 7.70 5·10
-5

 10 

KOW: coeficient de partició octanol-aigua. 
DT50: Temps de degradació mig. 

Tot i que al referir-se als piretroides cal matisar que hom es refereix a un conjunt molt 

nombrós i relativament heterogeni de compostos, es pot generalitzar sobre algunes de les 

seves propietats fisico-químiques bàsiques. Una de les que més ens afecta a la present tesi, és 

la seva hidrofobicitat. Tots els piretroides tenen coeficients de repartició octanol-aigua (KOW) 

amb valors entre 104 i 107, aproximadament. Això implica que la seva afinitat serà major 

sempre amb les substàncies relativament apolars, amb els dissolvents orgànics i amb substrats 

biològics més que no pas amb aquelles substàncies més polars, dissolvents aquosos i substrats 

inorgànics, respectivament. 

Una altra de les propietats que més importància té dins el context d’aquest estudi és la 

persistència en el medi ambient. Aquesta és clau a l’hora de legislar i normativitzar compostos 

que s’avoquen al medi ambient. Com a demostració d’aquest fet, es pot citar el cas d’altres 

compostos insecticides organoclorats com el DDT o el mirex que, a més de la seva toxicitat, la 

seva llarga persistència provocava grans problemes mediambientals que van promoure la seva 

substitució per altres tipus de insecticides i productes.  

La persistència dels contaminants ambientals se sol relacionar amb el temps necessari per a 

degradar una quantitat específica de producte respecte de la inicial i es coneix com a temps de 

degradació (DTX, de l’anglès “degradation time”, on X indica el percentatge de substància 

degradada). Concretament, molts autors i autoritats parlen de la vida mitjana d’un compost 

referint-se al DT50, és a dir, el temps en que la meitat del producte s’ha degradat. Les 

organitzacions internacionals consideren que una substància contaminant es pot considerar 

persistent si el seu DT50 és superior a 90 dies. En el cas dels piretroides, però, és important 

remarcar que habitualment la seva vida mitjana és inferior als 3 mesos. De fet, alguns d’ells 

tenen DT50 de pocs dies. La relativa fotosensibilitat d’aquests compostos i la seva fàcil 

hidrolització poden explicar el perquè als estudis de degradació es determinen un DT50 tan 
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baixos. Amb tot, es conclou que, en la gran majoria de casos, els piretroides no es poden 

considerar com a substàncies persistents. 

En contra d’aquests fets, estudis recents demostren la presència de piretroides en diferents 

matrius ambientals com ara aigües de riu i sediments (M. L. Feo, Ginebreda, Eljarrat, & 

Barcelo, 2010; Xue, Xu, & Jin, 2005) i fins i tot en humans(Bouwman et al., 2006; Channa et al., 

2012) i animals (dell'Oro et al., 2014; Gowland et al., 2002). L’explicació més plausible és que 

degut al gran ús, tal vegada abusiu, d’aquests productes, entren als ecosistemes a tal velocitat 

que no hi ha temps per a la seva degradació completa, de tal manera que sempre hi ha una 

quantitat més o menys residual de insecticida en el medi. Amb d’altres contaminants 

ambientals amb què s’ha demostrat aquest fet, s’ha considerat una nova classificació de 

pol·luents anomenats pseudo-POPs (Daughton, 2004). Aquests es caracteritzen per ser 

contaminants que es troben en el medi ambient de forma continuada, tot i que no compleixen 

amb els requeriments de persistència en el medi ambient per tal de ser considerats POPs. Un 

clar exemple d’aquests són alguns fàrmacs i productes de higiene personal (Bu, Shi, Yu, Huang, 

& Wang, 2016; Daughton, 2003). Els problemes que aquests presenten són diferents als dels 

POPs ja que sovint no tenen les mateixes propietats de bioacccumulació i biomagnificació, 

però degut a la seva interferència en el metabolisme dels éssers vius, ja sigui del propi 

compost o d’algun metabòlit, creen grans problemes als ecosistemes.   

1.3. Toxicitat dels piretroides. 

Com a biocides que són, els piretroides no són innocus per als ecosistemes. Evidentment, els 

insectes són els éssers més afectats per aquests compostos ja que són els organismes diana.  

En aquests, la interferència sobre els canals de sodi i, per tant, en el seu sistema nerviós, és tan 

efectiva que arriba a ser letal. Aquest efecte tan pot ser per la ingesta del producte com pel 

contacte directe amb el mateix. Això no obstant, tradicionalment es considera que els 

piretroides són insecticides força específics, és a dir, que a part dels organismes diana, afecta 

poc o gens a altres éssers, amb algunes excepcions.  

Per a mesurar la toxicitat de les substàncies en els organismes s’utilitzen diferents 

paràmetres. Entre els més estudiats estan el EC50 (de l’anglès, half màximum effect 

concentration) i el LC50 (de l’anglès, half lethal concentration). El primer fa referència a la 

concentració a la qual la substància obté el 50% del resultat desitjat. El segon terme és la 

concentració a la qual una substància és letal per a la meitat de la població. Com que l’efecte 

esperat en un piretroide és que mati els invertebrats, per a insectes es parla de EC50 mentre 

que hom es refereix a LC50 quan es refereix a efecte sobre mamífers, per exemple, entenent, 
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però, que es tracta de dades completament equivalents. D’altres casos menys evidents, com 

ara amb crustacis aquàtics, els autors anomenen aquesta dada toxicològica dels piretroides 

com LC50 o EC50 depenent de l’objectiu de l’estudi. En la Taula 1.2, es presenten valors 

d’aquestes dades de toxicitat per a 3 organismes diferents.  

Com a excepció a l’especificitat biocida dels piretroides, és destacable la dels ecosistemes 

aquàtics. Els invertebrats d’aquests medis solen patir conseqüències mortals en contacte amb 

aquestes substàncies a concentracions baixes de piretroides en aigua (inferiors als µg L-

1)(Gowland et al., 2002). A més de l’efecte negatiu sobre l’ecosistema que això produeix, els 

propis peixos solen ser també força sensibles a l’efecte neurotòxic d’aquests contaminants, tot 

i que depèn de l’espècie i del piretroides concret que l’efecte sigui mortal (Amin & Hashem, 

2012; Goulding, Shelley, Ross, & Kennedy, 2013; Richterova et al., 2014). Alguns piretroides 

com la bifentrina, a més, poden tenir efectes de disruptors endocrins per als peixos a nivells no 

letals(J. S. Li, Luo, Liu, Ruan, & Wang, 2017). Per posar un exemple de la diferència toxicològica 

entre espècies dins aquest ecosistema, segons la Taula 1.2, el EC50 d’un crustaci com ara la 

puça d’aigua (Daphnia Magna) per a la cipermetrina és de 0,0003 mgL-1; per a un altre crustaci 

com ara la gambeta anglesa (Americamysis bahia) el LC50 és de 0,005 mgL-1; mentre que per a 

una truita irisada (Oncorhynchus mykiss) és de 0,39 mgL-1. Ara bé, d’un piretroide a un altre, 

tot i ser de la mateixa família, els valors d’aquestes concentracions també són molt diversos i 

sovint un mateix piretroide per a una espècie pot ser més tòxic mentre que per a una altre la 

toxicitat disminueix. Per exemple, la tetrametrina és menys tòxica per a la puça d’aigua (EC50 

de 0,045 mgL-1) que no pas la cipermetrina esmentada abans, però per a la truita irisada és 

més letal la tetrametrina (LC50 de 0,016 mgL-1). 

Donat que aquest ecosistema és molt susceptible a la presència de piretroides, la legislació 

tant internacional com local fa referència a l’ús d’aquests insecticides. Per exemple, a Regne 

Unit, es limita la concentració de permetrina i ciflutrina a la columna d’aigua en 0,01 i 0,001 

gL-1 respectivament (Cole, Codling, Parr, & Zabel, 1999).  

En mamífers, però, la toxicitat d’aquests compostos és molt més baixa, generalment. Les 

concentracions de dosis de toxicitat aguda de piretroides acostumen a ser d’uns centenars de 

mil·ligrams per kilogram de pes corporal (UH, 2011). Això és degut a que habitualment els 

piretroides són fàcilment metabolitzables per les carboxilases i pels sistemes de destoxicació 

relacionats amb el citocrom P450 i excretats per la orina com a metabòlits directes o algun 

derivat glicosídic. Com a conseqüència, els efectes de toxicitat aguda, per exemple, en humans 

acostumen a descriure episodis d’urticària, problemes gàstrics o respiratoris i molt rarament 
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Taula 1.2: Toxicitat dels piretroides per a organismes aquàtics en mgL
-1

 (dades extretes de (UH, 2011). 

Piretroides 
Tipus I 

Daphnia 
magna  

EC50 

(Custaci) 

Americamysis 
bahia  
LC50  

(Crustaci) 

Oncorhynchus 
mykiss 

LC50 
(Peix) 

Al·letrina 2.1·10
-2 

- 19 

Bifentrina 1.1·10
-4

 4·10
-3

 0.15 

Fenotrina 4.3·10
-3 

2·10
-5 

2.7·10
-3 

Imiprotrina 5.1·10
-2 

- 3.8·10
-2 

Kadetrina - - - 

Permetrina - 0.02 0.62 

Pral·letrina 6.2·10
-3 

- 1.2·10
-2 

Resmetrina 3.7·10
-3 

- - 

Teflutrina 7·10
-5

 5·10
-5 

6·10
-5

 

Tetrametrina 4.5·10
-2 

- 1.6·10
-2 

Transflutrina - - - 

Piretroides 
Tipus II 

Daphnia 
magna  

EC50 

(Custaci) 

Americamysis 
bahia  
LC50  

(Crustaci) 

Oncorhynchus 
mykiss 

LC50 
(Peix) 

Ciflutrina 1.4·10
-4

 0.0024 0.3 

Cihalotrina 0.38 - 0.24 

Cipermetrina 3·10
-4

 0.005 0.39 

Cifenotrina 4.3·10
-4 

- 3.4·10
-4 

Deltametrina 5.6·10
-4

 0.0017 0.25 

Empentrina 2·10
-2

 - >1.7·10
-3 

Fenpropatrina 5.3·10
-4 

- 2.3·10
-3 

Fenvalerat - 3.8·10
-2 

7·10
-2

 

Flucitrinat 8.3·10
-3

 8.3·10
-2 

0.32 

Fluvalinat 7.4·10
-2 

2.9·10
-3 

- 

Tralometrina 3.8·10
-5 

- 1.6·10
-3 

Altres 
piretroides 

Daphnia 
magna  

EC50 

(Custaci) 

Americamysis 
bahia  
LC50  

(Crustaci) 

Oncorhynchus 
mykiss 

LC50 
(Peix) 

Etofenprox 1.2·10
-3 

- 2.7·10
-3 

Halfenprox 3.1·10
-5 

- - 

 

inclouen convulsions i efectes neurotòxics en casos d’exposició directa i manipulació de grans 

quantitats de producte. Tot i així, donat que els tipus I i II es metabolitzen diferent, els quadres 

clínics per intoxicació per ambdós tipus de piretroides és diferent, a saber, amb el tipus I es 

provoquen tremolor fina, híper-excitabilitat, atàxia i, excepcionalment, convulsions i paràlisis; 

mentre que amb tipus II irritabilitat, hipersensibilitat a estímuls externs, convulsions i sialorrea, 

majoritàriament (San Román, 2003). Estudis recents demostren que a dosis relativament 

habituals de ingesta o contacte amb piretroides, el risc toxicològic és molt baix i els casos de 

intoxicació poc habituals (Chedik et al., 2017). Tot i així sí que de tant en tant es descriu algun 

cas rar d’intoxicació per piretroides.   
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D’altra banda, sí que s’han descrit problemes toxicològics puntuals en alguns mamífers. Un 

exemple molt evident d’aquest fet és la letalitat de la permetrina per als gats (Felis silvestris 

catus). L’explicació de la seva indefensió davant aquest efecte rau, probablement en la diferent 

via metabòlica que tenen els gats per a la destoxicació de substàncies estranyes. Com s’ha 

comentat, habitualment els mamífers compten amb enzims, generalment hepàtics, que 

glicosilen certes substàncies tòxiques. Els gats, però, no tenen una de comú anomenada 

uridinadifosfat glucuroniltransferasa. Per aquesta raó, el tòxic queda més temps en 

l’organisme de l’animal i produeix els efectes neurotoxicològics letals, sense que s’arribi a 

neutralitzar i eliminar via metabolització (Hollmann & Touster, 1962).   

En altres vertebrats no mamífers, com ara les aus, sembla ser que els efectes toxicològics 

també són lleus i la toxicitat només es presenta a concentracions elevades. Per exemple, s’han 

descrit LC50 per a la ciflutrina de l’ordre dels grams per kilogram de pes corporal per a diverses 

espècies d’aus (Khan, Ahmad, & Khan, 2012). Malgrat això, també en aquest conjunt 

d’espècies trobem algunes de més sensibles. És el cas per exemple dels canaris (Serinus 

canaria). Els LC50 d’aquesta espècie per a la ciflutrina estan calculats entre els 68 i els 274 mg 

kg-1 pes corporal (U.S. EPA, 2014).   

Ara bé, en parlar de toxicitat no es pot oblidar fer referència a la toxicitat crònica també, és 

a dir a aquella toxicitat produïda per quantitats d’una substància inferiors a les dosis letals 

però amb la què l’organisme estudiat entra en contacte de forma repetida al llarg del temps. 

Aquesta toxicitat no sol ser letal a curt termini sinó que els seus efectes es manifesten 

perjudicant la salut del ésser viu en estudis a llarg termini. Exemples de substàncies on la seva 

toxicitat crònica és important estudiar són els disruptors endocrins i els carcinògens, per 

exemple.  

Respecte d’aquest tipus de toxicitat, els piretroides encara estan sota estudi. En ratolins i 

rates hi ha estudis que demostren que l’exposició a piretroides provoca disminució en la 

fertilitat i possibles alteracions hormonals (Aouey et al., 2017; Yuanxiang Jin et al., 2012; 

Yuanxiang Jin et al., 2011; Pawar, Badgujar, Sharma, Telang, & Singh, 2017; Vardavas et al., 

2016; S.-Y. Zhang et al., 2008).  

Els treballs de toxicitat crònica o a llarg termini en humans, no solen ser concloents. En 

part, es pot trobar una explicació d’aquesta ambigüitat dels resultats al tipus d’estudis 

realitzats en humans. Aquests solen ser estudis de casos i controls o de cohorts. Ambdós tipus 

tenen força limitacions ja que depenen de mesures indirectes de l’exposició al contaminant, i 

fins i tot és difícil de saber el compost que s’està avaluant amb exactitud. A més, en els estudis 
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de casos i controls, el biaix memorístic (recall bias) pot alterar significativament els resultats 

(Bassil et al., 2007). Tot i així, hi ha treballs que apunten a que alguns piretroids poden estar 

relacionats, per exemple, amb l’augment del nombre de casos de tumors cerebrals en nens 

(Pogoda & Preston-Martin, 1997) i el del nombre d’aberracions cromosòmiques en poblacions 

exposades (Sanborn et al., 2007).  A més, els experts recomanen comprovar la relació de 

l’exposició humana a aquests insecticides amb la incidència de malalties coronàries (Han et al., 

2017) i neuronals com ara el Parkinson (Hansen et al., 2017), així com l’efecte en edats infantils 

(Viel et al., 2017).  

Recentment, a més, els estudis toxicològics inclouen la toxicitat del compost sobre cultius 

cel·lulars in vitro. Amb aquest tipus d’estudis s’han descrit, entre d’altres, efectes tòxics 

d’alguns piretroides com ara el fenvalerat en cèl·lules neuronals (Varro, Kovacs, & Vilagi, 2017) 

o en cèl·lules hepàtiques de ratolins i humans (Edward J. Scollon, Starr, Godin, DeVito, & 

Hughes, 2009). 

Com a mesura de precaució els piretroides s’han inclòs en el llistat de la Unió Europea de 

substàncies sospitoses de ser disruptores endocrines (EC, 2005). Seguint la mateixa línia 

d’acció, l’EPA ja va classificar alguns d’ells com a possibles carcinògens humans, alguns d’ells 

tan comuns com ara la cipermetrina, la permetrina i la bifentrina (Cox, 1996). 

Actualment s’estudien noves tècniques per tal de fer els piretroides més selectius i evitar la 

toxicitat en organismes no diana, respectant, d’aquesta manera, la biodiversitat dels 

ecosistemes i interferint de manera menys important sobre aquests. Un exemple d’aquestes 

noves tècniques és la hidrodispersió dels piretroides en nanogotes. Alguns autors apunten que 

aquesta tècnica podria inclús augmentar l’eficàcia dels piretroides sobre alguns mosquits i 

larves, és a dir, es podria emprar a dosis encara inferiors. A més, sembla que les nanogotes 

serien menys tòxiques per a la resta d’organismes no diana (Balaji, Sastry, Manigandan, 

Mukherjee, & Chandrasekaran, 2017).  

1.3.1 Toxicitat vs. isomeria. 

Per tal de finalitzar amb el tema de toxicitat dels piretroides, cal destacar que, com es pot 

veure a la Figura 1, l’estructura d’aquests insecticides té diversos centres quirals, raó per la 

qual tenen factors isomèrics que cal tenir en compte. De fet, diversos estudis sobre toxicitat de 

piretroides centren els seus esforços en diferenciar l’isòmer concret que provoca els efectes 

adversos o, si és el cas, quina és la forma isomèrica més perjudicial per a l’ésser estudiat 

(Yuanxiang Jin et al., 2012; Y. Jin et al., 2016; S.-Y. Zhang et al., 2008). Per tant, doncs, és 
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important entendre bé la isomeria dels piretroides per tal de ser capaç de continuar 

aprofundint en la toxicitat.  

De fet, és sabut que la toxicitat està íntimament lligada amb la isomeria i, per tant, cada 

isòmer té una capacitat toxicològica pròpia. Basant-se en això, la indústria dels piretroides crea 

les diferents mescles comercials amb isòmers d’un mateix piretroide i força vegades contenen 

només els isòmers més actius o una barreja d’aquests. D’altres mescles comercials, però, 

prefereixen les proporcions establertes dels diferents isòmers s’expliquen segons altres factors 

com ara la isomero-especificitat durant la síntesi.  

L’explicació a per què determinats isòmers són més actius/tòxics pot ser, en part, a la 

facilitat de degradació enzimàtica dins l’organisme, que sovint es estèreo-selectiva (Huang, 

Fleming, Nishi, Redinbo, & Hammock, 2005). Estudis de toxicitat en ratolins, rates i 

microsomes d’aquests animals, o fins i tot d’humans, han demostrat que certs piretroides com 

la bifentrina i la permetrina acostumen a mostrar més toxicitat degut als seus isòmers cis que 

no pas als trans (Y. Jin et al., 2016; Tange et al., 2014; S.-Y. Zhang et al., 2008).  

Tot i així, donat que els isòmers cis consten, en realitat, d’un parell enantiomèric, cal saber 

que també hi ha un dels enantiòmers més tòxic que l’altre. D’altres estudis se centren en 

demostrar-ho per als mateixos piretroides estudiats amb la isomeria geomètrica (Yuanxiang Jin 

et al., 2012; Y. Jin et al., 2016; X. Lu, 2013; L. Wang et al., 2007; M. Zhao et al., 2014), però 

també amb d’altres com ara la cipermetrina (Diao, Xu, Liu, Lu, & Zhou, 2011; Xu, Tu, Lou, Hong, 

& Zhao, 2010; Q. Zhang et al., 2012). En principi, observant els resultats d’aquests estudis 

sembla que els isòmers S-cis dels piretroides tipus I podrien ser els més tòxics, però no és fàcil 

de generalitzar ja que, per exemple, el isòmer més actiu de la tetrametrina és trans, 

concretament el (1R-3S)-tetrametrina. En cas de piretroides tipus II és més difícil encara 

generalitzar. Això, per tant, implica que depenent de cada piretroide i del metabolisme de 

cada ésser viu el isòmer més tòxic pot variar i cal estudiar cada cas en concret.  

Altres estudis que estudien el catabolisme dels piretroides apunten tots cap a la mateixa 

direcció: els isòmers trans de la majoria de piretroides es metabolitzen més ràpidament que 

els cis però la proporció enantiomèrica depèn de cada espècie (Huang et al., 2005; Nakamura 

et al., 2007; Edward J. Scollon et al., 2009).  

Estudis referents a la metabolització dels piretroides i dels efectes d’aquesta indiquen que la 

toxicitat dels seus metabòlits pot arribar a ser fins i tot més problemàtica que els compostos 

inicials. També en aquest cas, però, sembla que la toxicitat dels metabòlits provinents de 
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compostos cis és més alta que els trans donat el caràcter estrogènic i anti-andrògenic 

d’aquests productes (R. Lavado et al., 2014; Tange et al., 2014).     

1.4. Metabolització dels piretroides. 

Els piretroides són èsters que els mamífers i d’altres éssers vius poden metabolitzar per les 

rutes habituals detoxificants de xenobiòtics. Com que aquestes són molt variades i depenen de 

cada espècie, aquí només es presentarà la base general de la detoxificació en humans, sabent, 

però, que per a molts altres mamífers les rutes són equivalents. En altres organismes com ara 

bacteris o fongs, els piretroides poden servir de substrat nutritiu i les rutes són completament 

diferents.  

En humans l’òrgan encarregat de la detoxicació és el fetge tot i que d’altres òrgans i teixits 

poden tenir –i de fet tenen- alguns dels enzims necessaris per tractar xenobiòtics. En el fetge, 

la detoxicació de xenobiòtics lipofílics se sol donar en dues fases. La primera tracta de produir 

metabòlits on es modifiquen alguns grups funcionals de la molècula augmentant la seva 

polaritat. Exemples d’aquestes modificacions poden ser la hidroxilació, la desaminació o N-

oxidació. La segona fase tracta de conjugar aquests metabòlits amb productes endògens de la 

cèl·lula, com ara grups metil, acetil, monosacàrids o aminoàcids. Amb aquesta addició, en la 

majoria de casos, la solubilitat augmenta encara més i els metabòlits es poden excretar via 

urinària sense gaires interferències més en l’organisme.  

En la Fase I, per al cas dels piretroides, trobem dues rutes diferenciades. Una d’elles és 

mitjançant carboxilesterases. Com indica el seu nom, aquests enzims tenen la funció d’actuar 

sobre grups èster. La seva acció provoca l’aparició de dos metabòlits que corresponen a la 

formació de l’acid carboxílic corresponent més l’alcohol. Per exemple, per al cas de la 

permetrina, les carboxilesterases donarien lloc als metabòlits coneguts com a àcid 3-2,2-

diclorovinil-2,2-dimetilciclopropano-1-carboxilic (DCCA) i el 3-fenoxibenzol el qual, després 

d’una oxidació posterior, dóna lloc a l’àcid 3-fenoxibenzoic (3PBA) (veure Figura 2)(Satoh & 

Hosokawa, 1998).  
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Figura 2: Metabolització de la permetrina mitjançant carboxilases i oxidació posterior de l’alcohol. 

Generalment, hi ha diferents tipus de carboxilesterases. Les encarregades de tractar 

compostos xenobiòtics com els piretroides en humans solen ser les de tipus 1. Tot i que al 

fetge se’n troben en major quantitat, en mamífers els nivells en plasma d’aquests enzims sol 

ser relativament més elevat que en peixos o aus (Hosokawa, Maki, & Satoh, 1990). Aquesta 

podria ser una explicació senzilla i molt simplificada del perquè en peixos els piretroides 

presenten major toxicitat. Malgrat això, cal destacar que hi ha altres vies de metabolització 

que poden explicar aquest fet.  

Val a dir, però, que les carboxilesterases es presenten com a diferents isoenzims, és a dir, el 

mateix enzim general que catalitza la mateixa reacció es pot sintetitzar amb diferents 

isoformes. La presència o proporció de determinats isoenzims pot variar segons factors com 

ara l’espècie i l’individu o fins i tot el sexe i l’edat (Cantalamessa, 1993; Hosokawa et al., 1990). 

Cada isoenzim pot tenir una activitat diferent respecte als isòmers de cada piretroide concret, i 

per tant, el fet de metabolitzar més o menys un determinat isòmer de piretroides concrets 

podria venir determinat no només per l’espècie estudiada sinó també per factors com ara si 

l’individu és adult, infant o lactant (Huang et al., 2005). Tot això afecta directament a la 

toxicitat que pugui presentar cada compost.  

L’altra via de metabolització, encara en Fase I, és la hidroxilació mitjançant monooxigenases, 

concretament el citocrom P450. Aquest, bàsicament, hidroxila el piretroide. En l’exemple de la 

permetrina, la hidroxilació donaria lloc a la permetrina hidroxilada en la posició 4 del grup 

fenoxibenzílic. De fet, sovint les dues rutes metabòliques, mitjançant carboxilesterases i 

monooxigenases, són complementàries. Això dona productes secundaris com ara el 4-hidroxi-

3-fenoxibenzol i el 4-hidroxi-3-fenoxibezaldehid (Tange et al., 2014).. Aquests productes 

hidroxilats semblen tenir efectes com a disruptors endocrins en major mesura que no pas els 

no hidroxilats (R. Lavado, J. Li, J. M. Rimoldi, & D. Schlenk, 2014; R. Lavado et al., 2014; Tange 

et al., 2014).            

1.5. Legislació. 

Per tot el que s’ha esmentat, la legislació actual regula els nivells permesos de residus de 

piretroides en aliments. La Taula 1.3, relata la permissivitat de la Unió Europea en front d’un 

llistat de piretroides força comuns. A més, també es relaciona amb el límit màxim residual de 

piretroide en el aliment (MRL, de l’anglès, màximum residue level), concretament en llet de 

vaca comercial. Per últim, aquesta taula també recull la ingesta diària acceptable (ADI, de 

l’anglès acceptable daily intake) de cada piretroide segons aquest organisme internacional.  
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Taula 1.3: Límits permesos a la UE per a diferents piretroides (EC, 2014). 

Piretroide MRL (llet) 
(mg kg

-1
) 

ADI 
(mg kg

-1
 bw day

-1
) 

Permès a la UE 

Al·letrina 0.01 - No 

Bifentrina 0.01 0.015 No* 

Bioal·letrina (S-Al·letrina) 0.01 - No 

Bioresmetrina (S-Resmetrina) 0.01 0.03 No 

Ciflutrina 0.02 0.003 Sí 

Ciflutrina (-ciflutrina) 0.02 0.003 Sí 

Cihalotrina 0.01 0.005 No 

Cihalotrina (-cihalotrina) 0.05 0.005 Sí 

Cipermetrina 0.05 0.05 Sí 

Cipermetrina (z-cipermetrina) 0.05 0.04 Sí 

Cipermetrina (- cipermetrina) 0.05 0.015 Sí 

Deltametrina 0.05 0.01 Sí 

Esfenvalerat 0.02** 0.02 Sí 

Fenpropatrina - 0.03 No 

Fenvalerat 0.02** 0.0125 No 

Fenotrina 0.05 0.07 No 

Flucitrinat 0.05 0.02 No 

-fluvalinat 0.05 0.005 Sí 

Permetrina 0.05 0.05 No 

Piretrines 0.05 0.04 Sí 

Resmetrina 0.1 0.03 No 

Teflutrina 0.05 0.005 Sí 

Tetrametrina 0.01 - No 

Tralometrina 0.01 - No 
* Tot i que en la UE en general no és permès, hi ha països on sí ho és. ** Valor de la suma dels isòmers. 

Aquest concepte ADI és força interessant per a l’estudi de substàncies no alimentícies que 

entren en la cadena alimentària en algun moment. Sovint es parla de TDI (de l’anglès, tolerable 

daily intake) quan el producte es un contaminant alimentari no aplicat intencionadament. Això 

podria ser el cas de la transferència d’additius plàstics de l’envàs a l’aliment. En cas d’additius 

alimentaris, residus de fàrmacs veterinaris i pesticides tradicionalment s’ha emprat més el 

terme ADI ja que hi ha una intencionalitat d’aplicar el producte a l’aliment, tot i que, en els 

últims anys, per als pesticides alguns autors prefereixen parlar de TDI. En qualsevol cas, en 

ambdós casos el valor és el mateix. Per a calcular-ho es determina la dosi d’efecte advers no 

observable en algun ésser viu (NOAEL, de l’anglès, no observable adverse effect level) i es 

divideix per un valor de seguretat (UF, de l’anglès uncertainty factors) el qual acostuma a ser 

d’entre 100 i 10000 depenent de l’espècie de l’organisme sobre el qual s’ha determinat el 

NOAEL, l’exactitud i la precisió del valor, etc.  

En el nostre cas, faré servir el ADI com a llindar per tal de determinar la innocuïtat o no d’un 

producte alimentari pel que fa a la concentració de piretroides.  
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1.6. Mètodes d’anàlisi de piretroides. 

A l’hora d’analitzar els piretroides cal tenir en compte les seves propietats químico-físiques. 

Com ja s’ha exposat es tracta de molècules orgàniques hidrofòbiques i preferentment 

lipofíliques. Això, ja indica en gran mesura el tipus de mostra on trobarem aquests compostos. 

Pel que fa a aigües i sòls inorgànics, la seva concentració en aquests serà baixa i si cal analitzar 

aquestes matrius precisarà metodologia molt sensible amb límits de detecció (LOD, de l’anglès 

limit of detection) i quantificació (LOQ, de l’anglès limit of quantification) molt baixos.  

D’altra banda, donat que es tracta d’insecticides amb aplicació a les indústries agrària i 

ramadera, tot sovint les mostres seran matrius alimentàries més o menys greixoses. Aquestes 

matrius poden tenir un grau de complexitat molt més elevat que les primeres donada la seva 

heterogeneïtat, la diferent composició entre mostres similars i la presència de interferències 

que poden dificultar l’anàlisi. Per si fora poc, aquests mètodes han de ser capaços d’arribar a 

LOQs de l’ordre dels ppm (parts per milió, 10-6) o fins i tot de pocs ppb (parts per bilió 

anglosaxó, 10-9). Aquesta sensibilitat és la requerida per la legislació europea vigent ja que en 

el seu reglament inclou el valor per defecte de 0,01 mg kg-1 com a MRL d’un aliment, essent 

més concret en determinats aliments (EC, 2005).  

També cal esmentar, les mostres ambientals orgàniques. A més d’aigües i sòls, l’avaluació 

mediambiental pot incloure fauna i/o flora salvatge. Tot i que teòricament aquest tipus de 

mostra pot ser semblant a les matrius alimentàries, per la seva natura, és de preveure que 

aquests organismes estiguin menys exposats als pesticides que els de granja o horta i, per tant, 

en cas de presentar concentracions de piretroides, s’ha de suposar que els nivells seran 

inferiors als que es podrien trobar en poblacions exposades. Això implica, altre cop, mètodes 

molt sensibles i selectius.  

Per tot això, s’entén que els autors hagin provat d’optimitzar molts mètodes diversos 

d’anàlisi de piretroides amb diferents mètodes de pre-tractament de mostra i preparativa, 

múltiples tècniques cromatogràfiques i fins i tot mètodes de detecció diversos. Tot seguit, en 

els pròxims subapartats, es detallaran i explicaran diversos mètodes d’anàlisi de piretroides en 

diferents matrius. Un cop tots aclarits, la Taula 1.5 mostrarà un resum d’alguns dels mètodes 

més rellevants emprats en la literatura més recent (abans de començar l’apartat 1.7.).   

1.6.1 Preparació de mostres 

Donat que la majoria de mostres esmentades són complexes, la preparació de mostra més 

típica és una extracció per tal de descartar el contingut més hidrofílic de la mostra. Per fer-ho 
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habitualment s’empren tècniques d’extracció líquid líquid (LLE, de l’anglès liquid-liquid 

extraction) emprant dissolvents orgànics com ara l’hexà (Hx) (Corrion, Ostrea, Bielawski, 

Posecion, & Seagraves, 2005; Mekebri, Crane, Blondina, Oros, & Rocca, 2008), l’acetonitril 

(ACN) (X. Wu, Zhang, Meng, Liu, & Ma, 2012), el diclorometà (DCM) (Mekebri et al., 2008), 

entre d’altres o fins i tot diferents mescles de dissolvents (Maria Luisa Feo et al., 2012; Ramesh 

& Ravi, 2004a), o mètodes d’extracció en fase sòlida (SPE, de l’anglès solid phase extraction) 

amb l’ús de sorbents com ara la sílice (Bouwman et al., 2006), l’alúmina (Esteve-Turrillas, 

Pastor, & de la Guardia, 2005) o el C18 (Maria Luisa Feo et al., 2012), entre d’altres. Algunes 

mostres que presenten més complexitat, requereixen diverses d’aquestes extraccions en sèrie 

o una extracció i una purificació. A més, els mètodes SPE es poden emprar de dues maneres 

diferents, una coneguda com a “catch and release” i l’altre com a “clean up”. El primer 

consisteix en introduir la mostra en una fase sòlida, rentar amb un dissolvent que elimina 

impureses però permet que l’analit desitjat romangui a la fase sòlida, i finalment diluir l’analit 

amb un altre dissolvent. El segon es pot entendre més aviat com una purificació i consisteix a 

fer passar la mostra dissolta en un dissolvent per una fase sòlida que reté les impureses i deixa 

passar els analits dissolts en el dissolvent. Com es pot comprovar a la Taula 1.5, tot i que el 

mètode de SPE es pot emprar com a mètode d’extracció, sovint en la determinació de 

piretroides es prefereix utilitzar com a mètode de purificació un cop s’han extret els analits de 

la mostra amb alguna altra tècnica extractiva. 

Altres metodologies utilitzen sistemes d’extracció tipus SBSE (de l’anglès, stir-bar sorbtive 

extraction), extracció assistida amb microones (MASE, de l’anglès microwave-assisted solvent 

extraction), dispersió en matriu sòlida (MSPD, de l’anglès matrix sòlid-phase dispersion) i fins i 

tot extraccions amb fluids supercrítics (SFE, de l’anglès supercritical fluid extraction).  

El mètode SBSE consisteix en l’extracció dels analits per sorció directa amb un sorbent. La 

mostra (líquida) es posa en contacte amb el sorbent i s’agita magnèticament durant un temps 

determinat, que acostuma a ser de més de mitja hora. Aquest mètode requereix, per tant, 

molt de temps i grans volums de mostra (Ochiai, Sasamoto, Kanda, & Pfannkoch, 2008; Van 

Hoeck, David, & Sandra, 2007).  

L’extracció amb microones requereix d’aparells específics que no es troben a tots els 

laboratoris, tot i que no són excessivament cars. Ara bé, implica força tractament de mostra no 

automatitzat amb les conseqüents repercussions (Regueiro, Llompart, Garcia-Jares, & Cela, 

2007). Recentment s’han desenvolupat altres mètodes de MASE que permeten una extracció 

més senzilla i que superen parcialment aquests desavantatges sobretot gràcies al fet que en un 
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sol pas aconsegueixen unificar l’etapa d’extracció i de purificació afegint sorbents i amb l’ajut 

de l’ultrasons (H. S. Wu, Qian, Wang, Zhang, & Li, 2017).  

El MSPD consisteix en posar en contacte directe la mostra amb un sorbent que capturi els 

analits. En aquest cas, la tècnica també requereix d’un procés de manipulació important   

El mètode SFE ha demostrat ser una bona tècnica extractiva. Tot i així, l’ús de fluids 

supercrítics no és senzill, requereix d’aparells molt específics i de sistemes poc convencionals. 

Tot això encareix la tècnica considerablement (Rissato, Galhiane, Apon, & Arruda, 2005).   

Tot i així, en els darrers anys els diferents investigadors procuren trobar noves 

metodologies “QuEChERS”. Aquest és l’acrònim, adoptat de l’anglès, de les paraules “quick” 

(ràpid), “easy” (senzill), “cheap” (barat), “effective” (efectiu), “rugged” (robust) i “safe” (segur) 

i fa referència a aquells mètodes que compleixen amb aquests mateixos criteris esmentats. 

Com a conseqüència, actualment els mètodes empren volums inferiors de dissolvents orgànics 

aconseguint abaratir l’anàlisi i essent més respectuós amb el medi ambient. Exemples 

d’aquests poden ser els anomenats SPME (de l’anglès sòlid-phase microextraction), extracció 

d’emulsions assistida per ultra sons (UAEE, de l’anglès ultrasounds-assisted emulsification 

extraction) i la coneguda com a PLE (de l’anglès, pressurized liquid extraction) en la qual 

s’extreuen els analits a altes pressions.  

Basada en el mateix principi que la SPE, la SPME aconsegueix resultats similars o fins i tot 

millors amb una quantitat de mostra molt inferior. També la quantitat de dissolvents requerits 

és inferior(Casas, Llompart, Garcia-Jares, Cela, & Dagnac, 2006; Fernandez-Alvarez et al., 

2008). Tot això sumat als avantatges propis del a SPE fa que el mètode sigui indiscutiblement 

considerat QuEChERS. Ara bé, depenent de la matriu i de les propietats dels diferents analits, 

pot ser difícil posar en pràctica la SPME. De fet, en matrius complexes, la majoria d’autors es 

decanten per altres processos extractius. 

L’UAEE és un mètode que optimitza la quantitat de dissolvent necessari per extreure els 

analits (M. L. Feo, Eljarrat, & Barcelo, 2010b). Es basa en augmentar la superfície de contacte 

entre dos líquids immiscibles, un dels quals pertany a la mostra i l’altre és el dissolvent 

extractor, mitjançant les microgotes que es formen a les emulsions per tal d’afavorir la 

transferència dels analits i, per tant, l’extracció. L’optimització de la transferència dels analits 

d’un solvent a l’altre permet la disminució de volums de dissolvent d’extracció. A més, l’ús de 

l’ultrasons afavoreix aquesta formació d’emulsions inestables i la centrifugació posterior per 
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tal de diferenciar les dues fases és molt simple i eficaç. Aquest mètode, a més, no requereix de 

instruments de laboratori complexos ni específics.  

Un altre mètode QuEChERS que s’empra sovint en l’anàlisi de contaminants orgànics 

ambientals és el PLE (Eljarrat et al., 2009; Van Emon & Chuang, 2012). Aquest consisteix en 

l’extracció de la mostra amb dissolvents a pressions i temperatures elevades. Aquestes 

afavoreixen la transferència dels analits cap als dissolvents augmentant l’eficiència de 

l’extracció. D’aquesta manera, el volum requerit de dissolvent és inferior al que es necessitaria 

en condicions normals. A més, si a la cel·la d’extracció se li afegeix un sorbent adient, el procés 

de purificació que habitualment es precisa es realitza en aquest mateix pas, evitant així, 

posteriors manipulacions. Un altre avantatge d’aquest mètode és que és automatitzat. Amb els 

piretroides, però, poden haver problemes d’estabilitat a les temperatures i pressions de 

treball, raó per la qual es fa difícil d’emprar. Tot i així alguns autors han aconseguit posar 

mètodes PLE a punt amb resultats força prometedors (Van Emon & Chuang, 2012).     

Com es pot comprovar a la Taula 1.5, totes aquestes metodologies esmentades s’han 

emprat per a l’anàlisi de piretroides amb èxit. Tot i així, previ a la determinació instrumental 

del analit, cal introduir una tècnica cromatogràfica que permeti discriminar entre els diferents 

piretroides que es troben a les mostres.  

Hi ha una nova tècnica que pretén ser molt més selectiva i que podria evitar l’ús de 

tècniques cromatogràfiques (no en tots els casos). És la impressió molecular de polímers (MIP, 

de l’anglès, molecularly imprinted polymer). Aquesta tècnica es basa en sintetitzar un polímer 

capaç de reconèixer determinades molècules, de forma anàloga als sistemes antigen-anticòs 

dels immunoassaigs. Aquest polímer s’uneix a nanoesferes de sílice o nanotubs de carboni i 

això permet crear un sorbent per SPE molt específic (L. X. Chen, Xu, & Li, 2011). Ara bé, alguns 

autors van més enllà. En la síntesi del polímer inclouen alguna propietat com ara la magnètica 

(és el cas dels MMIP, de l’anglès, Magnetic Molecularly Imprinted Polymer). Quan el polímer 

està unit a la molècula que reconeix (en el nostre cas seria un piretroide concret o un grup 

d’aquests molt específic) aquesta propietat del polímer canvia. Això permet, una extracció 

molt més simple gràcies al magnetisme del polímer (Ma & Chen, 2014; Yu & Yang, 2017). A 

més, seria possible imprimir el polímer per un piretroide concret de tal manera que, tot i la 

similitud estructural d’altres piretroides, les interferències amb d’altres molècules serien 

mínimes. Els problemes d’aquesta tècnica, evidentment, són, entre d’altres, que al ser una 

tècnica encara incipient no és fàcil posar-la a punt en un laboratori qualsevol. A més, la seva 
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gran especificitat pot ésser també negatiu en cas de voler avaluar la presència de més d’un 

compost alhora.  

1.6.2 Tècniques cromatogràfiques 

Malgrat les tècniques selectives, la majoria de tècniques d’extracció requereixen de 

tècniques cromatogràfiques per diferenciar els analits, sobretot en el cas de mètodes 

multiresidu. Les tècniques emprades són bàsicament la cromatografia líquida (LC) i la de gasos 

(GC). Ambdues tècniques semblen ser òptimes per a l’anàlisi de piretroides i presenten pros i 

contres.  

La LC presenta com a major avantatge que requereix menys pretractament de mostra. 

Permet, en general, una extracció més simple o fins i tot eliminar el procés de purificació de 

l’extracte. Això és deu a que els piretroides tenen una gran afinitat per les fases sòlides 

reverses típiques de les columnes habituals en LC mentre que les substàncies més polars que 

podrien ser interferents solen eluir-se amb molta facilitat en aquests sistemes. Malgrat això, 

generalment amb LC s’acaben establint uns LODs força elevats, raó per la qual l’aplicabilitat a 

mostres ambientals és limitada. Alguns treballs que prefereixen emprar LC, degraden els 

piretroides als seus metabòlits, principalment a 3PBA (McCoy et al., 2012). Aquest producte té 

alts nivells de recuperació i alta sensibilitat, així doncs els mètodes així desenvolupats són força 

útils. Per contra, aquests tenen el inconvenient de ser molt inespecífics. Aquest metabòlit és 

molt comú per gran quantitat de piretroides d’ambdós tipus I i II, i és molt difícil, sinó 

impossible, discriminar de quin piretroide prové. Així doncs, aquest sistema no permet avaluar 

la presència d’un piretroide concret sinó de piretroides en general. Per si fora poc, tampoc no 

tots els piretroides tenen com a metabòlit el 3PBA, és a dir, aquest anàlisi tampoc no seria 

representatiu de l’exposició a piretroides sinó a un grup d’ells, en cap cas ni complet ni 

representatiu del conjunt de piretroides.   

D’altra banda, la GC requereix una purificació dels extractes més exhaustiva. Això no 

obstant, en general els mètodes de GC solen ser més sensibles i arribar a descriure nivells de 

concentració més baixos. Com s’ha comentat prèviament, és de suposar que els nivells de 

piretroides a les mostres son molt baixos, així que aquest avantatge en l’anàlisi és clau i 

fonamental.  

Donat la quantitat de isòmers dels piretroides cal diferenciar aquelles metodologies que 

tenen per objectiu la separació dels enantiòmers i aquelles que només pretenen la detecció 
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del piretroide en qualsevol dels seus isòmers. És més, també trobem un tercer grup d’anàlisis, 

el qual ens permet separar els diastereòmers però no els enantiòmers. 

Les columnes preferides a la bibliografia per a l’anàlisi d’aquests insecticides són aquelles 

polars de siloxans funcionalitzats. Els autors que prefereixen columnes semi-polars com ara la 

SPB-608 (35% difenil i 65% dimetilpolisiloxà)(Oudou & Hansen, 2002), la HP-608 (metil 50% 

fenilpolisiloxà)(Rissato et al., 2005) o la DB1701 (7% metil, 7% cianopropil, i 7% 

fenilpolisiloxà)(Bondarenko, Spurlock, & Gan, 2007) descriuen problemes com la baixa 

resolució dels diferents isòmers (Oudou & Hansen, 2002) o una retenció excessiva dels 

compostos (Rissato et al., 2005).  

Per contra, les columnes polars preferides a la bibliografia són les DB5 (5% fenil 95% 

metilpolisiloxà) que fins i tot permeten la discriminació entre isòmers d’un mateix piretroide. 

Els diferents autors han emprat diferents longituds d’aquesta columna des dels 60 fins els 

10m. És clar que, al disminuir la longitud, els temps de retenció també disminueixen 

significativament, de forma general. Per exemple, en el cas de la permetrina i del fenvalerat, 

en una columna de 60 m es van optimitzar uns temps de retenció de 18 i 36 min (Mekebri et 

al., 2008), respectivament. Els mateixos compostos en una columna de 30m eluïen a 18 i 22 

mins (Sichilongo, 2004), a 9,1 i 10,3mins en una columna de 15m (M. L. Feo, Eljarrat, & Barcelo, 

2011) i a 5,56 i 6,00mins en una de 10m (Ochiai et al., 2008), respectivament. Tot i així, a 

menor longitud la resolució entre isòmers d’un mateix piretroide es veu disminuïda podent 

arribar a co-eluir. Per tant, la tria d’aquesta columna serà depenent de les necessitats de 

resolució vs. temps de retenció.   

En els casos de major resolució, amb aquesta columna podem aconseguir el màxim de 

diastereòmers de cada piretroide. Això sol suposar que per els piretroides amb dos centres 

quirals, habitualment els de tipus I, elueixen 2 pics per a cada insecticida, un corresponent al 

compost cis i l’altre al trans. En els piretroides tipus II que tenen 3 centres quirals, aquesta fase 

estacionària ens permet diferenciar 4 pics corresponents a dues estructures cis i dues trans per 

a cada piretroide. Cal recordar que cada pic eluït en aquestes columnes no enantio-selectives 

corresponen a un parell de isòmers enantiòmers no resolt.    

D’altres autors han inclòs els piretroides en un monitoratge més exhaustiu de residus de 

pesticides. Donat aquest caràcter multiresidu de l’anàlisi i per evitar co-elucions alhora que 

s’aconsegueixen millors resolucions s’han decantat per la GCxGC, és a dir, la cromatografia de 

gasos bidimensional. Aquesta tècnica consisteix en eluir la mostra per dues columnes 

cromatogràfiques seguides. A la sortida de la primera part de la mostra s’analitza i la resta 
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passa a la següent columna per eluir-se i separar els components en la segona fase 

estacionària. A la sortida de la segona columna la mostra es torna a analitzar. Això permet uns 

resultats que es representen en gràfics 3D on els compostos se separen segons els dos temps 

de retenció de cadascuna de les columnes. Els LODs aconseguits amb aquesta metodologia són 

entre 2 i 10 vegades millors que els de GC simple gràcies a que s’aconsegueixen uns pics molt 

més estrets (Banerjee et al., 2008). Un exemple de les columnes òptimes per aquests anàlisis 

serien una primera columna DB5 de 30m seguida d’una columna més polar, la DB-17ht (50% 

fenil i 50% metilpolisiloxà) (X. Wang et al., 2012). El principals problemes d’aquests sistemes 

és, per una banda, el requeriment tecnològic del propi cromatògraf i la detecció requerida. 

Donat el esquema d’un sistema GCxGC explicat, la detecció ha de ser obligatòriament molt 

ràpida, raó per la qual el detector de masses més adequat és un de temps de vol, TOF (de 

l’anglès, Time of Flight). Per integrar aquestes dades cal un software avançat i menys intuïtiu 

que els habituals. A més les especificacions dels ordinadors que emmagatzemen les dades  

també han de ser millors ja que la quantitat de dades obtingudes i a integrar és molt superior a 

d’altres sistemes més simples. Tot això, encareix la tècnica i no permet que sigui a l’abast de 

qualsevol laboratori d’anàlisi ambiental. A més, un altre gran problema és que els anàlisis per 

GCxGC són de tipus qualitatiu de tal manera que no és possible quantificar la concentració de 

contaminant a la mostra. Per últim, la interpretació dels resultats és molt menys clara que amb 

els altres sistemes i els autors que l’utilitzen s’esforcen en, cada cop, fer mètodes que siguin 

més comprensibles i entenedors (Banerjee et al., 2008; X. Wang et al., 2012).      

Malgrat que molts autors prefereixen la GC per a l’anàlisi de piretroides, en el cas de la 

deltametrina i la tralometrina això és més qüestionable. Com mostra la Figura 3, aquests dos 

piretroides són molt similars. De fet, a altes temperatures la tralometrina pateix una reacció 

d’eliminació en la qual es perd una molècula de brom. Així, aquesta reacció transforma aquest 

piretroide a deltametrina. Les condicions de temperatura del injector del sistema 

cromatogràfic de gasos són prou elevades com per a que aquest procés tingui lloc. Com a 

conseqüència, la tralometrina no arriba a la columna de gasos com a tal sinó com a 

deltametrina, fet que impossibilita la diferenciació d’ambdues. Per al cas concret d’aquests 

piretroides, alguns autors prefereixen l’ús de la LC per a la seva anàlisi (Valverde, Aguilera, 

Rodriguez, & Boulaid, 2002).  

Com ja s’ha esmentat prèviament, quan l’objectiu de l’anàlisi és la separació enantiomèrica, 

els requeriments són diferents. Per a anàlisis quirals, les columnes cromatogràfiques han de 

contenir fases estacionàries diferents.  
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Figura 3: Reacció d’eliminació de la tralometrina a altes temperatures 

1.6.3 Detecció i determinació 

Generalment, els compostos halogenats acostumen a tenir altes sensibilitats en les 

deteccions amb els sistemes de captura d’electrons ECD (de l’anglès, electron capture 

detector). Així és com una primera temptativa d’anàlisi de piretroides podria realitzar-se amb 

aquests detectors. Malgrat això, en l’estudi de piretroides s’ha demostrat que els detectors 

que inclouen espectrometria de masses (MS, de l’anglès mass spectrometry) poden millorar 

els LODs en un ordre de magnitud gràcies a la reducció del senyal del soroll de fons i, per tant, 

de la línia base del cromatograma (Bondarenko et al., 2007). Una altra solució per a millorar el 

LOD, seria emprar un detector micro-ECD. Aquesta opció, però, requereix una resolució de pics 

molt més bona que la de MS així que, en realitat, implica columnes més llargues amb temps de 

retenció més grans.  

Per tant, els sistemes de MS, i encara més els de MS en tàndem (MS-MS), són prou 

sensibles per a l’anàlisi de piretroides i, a més, més selectius que altres mètodes de detecció, 

raó per la qual, el sistema cromatogràfic acoblat pot ésser més simple i l’anàlisi de la mostra 

més ràpid.  

Per tal d’analitzar la mostra per MS cal ionitzar els compostos. En els sistemes de GC-MS es 

poden triar la ionització electrònica (EI) i la química (CI). A més, segons el interès de l’analista, 

es pot triar detectar els ions positius o negatius. En el cas de CI amb detecció d’ions negatius 

s’anomena NCI (Negative Chemical Ionization) o NICI (Negative Ion Chemical Ionization). La CI, 

que ionitza les molècules mitjançant un gas reactiu, sol ser un tipus de ionització molt mes 

suau que la EI, i, per tant, el nombre de fragments aconseguits pot ser menor i els ions 

aconseguits solen ser de relació massa/càrrega (m/z) superiors. En el estudi de piretroides cal 

tenir en compte que molts compostos d’aquesta família tenen estructures molt similars. Per 

aquesta raó, el fet de realitzar un anàlisi MS amb EI fa perdre molta selectivitat al mètode ja 

que molts piretroides diferents es fragmenten resultant en els mateixos ions de m/z petits. A 

més, respecte de la sensibilitat, el mètode de CI disminuïa els LOD fins a 3 ordres de magnitud 

per a alguns piretroides. En cap dels casos estudiats es van obtenir LODs inferiors emprant EI 

respecte dels descrits per CI amb equips GC-MS-MS equivalents (M. L. Feo, Eljarrat, & Barcelo, 

2010a).     
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A més, com s’ha dit, el CI, en ambdós modes positiu i negatiu, empra un gas reactiu que 

fragmenta les molècules. La tria d’aquest CI també s’ha d’optimitzar. D’entre els que se solen 

emprar a la bibliografia hi ha el metà i el amoni. Per a piretroides trobem mètodes que 

utilitzen metanol (Sichilongo, 2004) i amoni. Prèviament al inici d’aquesta tesi, el grup ja havia 

estudiat l’eficiència del mètode de NCI per a piretroides i havia optimitzat l’anàlisi emprant 

amoni com a gas reactiu (M. L. Feo et al., 2011).   

Respecte a triar una anàlisi per MS o MS-MS, els autors que fins aleshores havien estudiat 

els piretroides, coincidien en preferir MS-MS ja que els LODs eren inferiors. Per exemple, Feo 

et al. (2011) van quantificar aquesta millora. El cas on la millora va ser major era per a la 

deltametrina que de tenir un LOD de 1125 fg injectats emprant MS va assolit un de 8,10 fg amb 

MS-MS. Aquests autors només van trobar algun cas d’algun isòmer concret com ara el trans 

del fluvalinat on pràcticament no hi havia diferència quantitativa entre ambdós LODs.  

Tot i així, diferents autors proposaven mètodes diversos amb diferents equips 

d’espectrometria. Alguns empraven un mètode d’un quadrupol acoblat a una trampa iònica 

QIT (de l’anglès, quadrupole ion trap) (Esteve-Turrillas et al., 2005; Sichilongo, 2004), mentre 

que d’altres es decantaven pel triple quadrupol (QqQ) (M. L. Feo et al., 2011). Donada la 

diferència temporal entre les publicacions la comparativa entre equips no és gaire fiable ja que 

la sensibilitat d’aquests ha anat augmentant gràcies al desenvolupament tecnològic.  

Com a comparativa numèrica d’aquests paràmetres, en la Taula 1.4 es presenta un resum 

dels LODs obtinguts amb els mètodes MS-MS aplicats per la bibliografia fins al inici d’aquesta 

tesi. Comparant els mètodes, es comprova que el mètode de EI-QIT presentava LODs millors 

que els de CI-QIT. Tot i així, els mètodes d’aquest grup amb QqQ, tant EI com NCI presentaven
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Table 1.4: Comparativa dels diferents mètodes d’anàlisi per piretroides emprant MS-MS: QIT (mode CI (MeOH) MS-MS (QIT) (extret de (Sichilongo, 2004)) i mode EI MS-MS (QIT) (extret de (Esteve-Turrillas et al., 
2005)) i QqQ (EI and NCI (amoni) (extret de (M. L. Feo et al., 2011)). 

Compost 

PCI (QIT) EI (QIT) EI (QqQ) NCI (QqQ) 

1
a 

 
transició

 

MSMS
a 

2
a
 

transició 
MSMS

a
 

iLOD 
(pg 

injectats) 

1
a 

 
transició

 

MSMS
a 

2
a
 

transició 
MSMS

a
 

iLOD 
(pg 

injectats) 

1
a 

 
transició

 

MSMS
a 

2
a
 

transició 
MSMS

a
 

iLOD 
(pg 

injectats) 

1
a 

 
transició

  

MSMS
a 

2
a
 

transició 
MSMS

a
 

iLOD 
(pg 

injectats) 

Bifentrina 361344  340 181166  1 181166 181165 87 205141 205121 0.2 

Ciflutrina 226206  400 226199  3 197141 197161 187 205141 205121 0.2 

-Cihalotrina -  - 197141  3 226206 226199 229 20735 20935 2 

Cipermetrina 208181  160 163127  4 163127 16391 64 20735 20935 2 

Deltametrina -  - 17277  5 253172 253174 300 29779 29781 450 

Esbiol(Al·letrina) 303285  160 -  - - - - - - - 

Fenvalerat 167
b 

- 180 225147  2 167125 167139 27 211167 213169 0.4 

D--fenotrina 351333  140 183165  4 - - - - - - 

Flucitrinat 412413  340 225147  2 - - - - - - 

Fluvalinat 503457  170 250200  2 250200 250208 190 294250 294194 64 

Permetrina 365183  140 183165  2 183168 183165 349 20735 20935 6 

Resmetrina - - - - - - 12381 12393 617 337149 337187 7 

Tetrametrina 314164  110 16477  5 16477 164107 106 331167 - 45 
a La selecció de la transició es va fer segons l’abundància relativa dels fragments.  
b No es va trobar cap transició. 
iLOD: LOD instrumental 
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valors de LOD encara inferiors. Finalment, el NCI era el mètode més sensible de tots. Cal tenir 

en compte que, com ja s’ha esmentat, probablement els equips emprats en els estudis de QIT 

eren molt més antics i menys sensibles que el QqQ emprat pel nostre grup, donat que els anys 

de publicació dels treballs es diferencien en més de 6 anys. Així doncs, aquesta comparativa no 

té valor entre QIT i QqQ sinó més aviat entre els diferents sistemes d’ionització. 

Val a dir que alguns autors s’havien decantat pel mètode de MS-MS anomenat de temps de 

vol (TOF, de l’anglès time of flight) amb un quadrupol previ (qTOF) (Banerjee et al., 2008; X. 

Wang et al., 2012). Aquest mètode és molt més ràpid per al que fa a l’obtenció i anàlisi de 

dades. Per aquest motiu, com s’ha comentat prèviament, s’acostuma a emprar acoblat a una 

cromatografia de GCxGC. Are bé, aquesta tècnica requereix una inversió econòmica molt 

superior així com una major formació específica dels analistes donada la complexitat de la 

tècnica. Per aquesta raó, els autors que empraven aquest mètode ho feien dins un anàlisi 

multiresidu de pesticides amb gran nombre d’analits amb propietats molt diverses i per als 

quals GCxGC era la única opció per a analitzar-los tots alhora aplicant un sol mètode. Per tant, 

analitzaven a més d’alguns piretroides, altres famílies de pesticides.  

Altres mètodes de detecció alternatius que no requereixen d’una tècnica cromatogràfica 

prèvia són els immunoassaigs. Aquests és basen en el reconeixement específic d’una molècula 

per part d’un sistema biològic antigen-anticòs. Aquests sistemes, poden arribar a ser molt 

específics i selectius, raó per la qual, sovint no és necessari la diferenciació cromatogràfica. La 

lectura d’aquests mètodes d’immunoassaig pot ser a través d’un sistema de detecció de 

luminescència (fluorimetria, UV-vis, etc)(Taheri et al., 2016), o altres sistemes com ara. Tot 

això fa que el tractament de mostra acostumi a ser molt senzill i l’obtenció dels resultats molt 

ràpida, raó per la qual aquests mètodes són molt atractius. 

Ara bé, la part de la molècula que activa el sistema del immunoassaig, és a dir l’antigen, pot 

ser més o menys específic i amb alguns mètodes desenvolupats la detecció és general per a 

diversos piretroides. Per exemple, hi ha alguns que la molècula reactiva és el 3-PBA o una 

fracció d’aquest. Això, pot donar interferències entre metabòlits i piretroides nadius, així com 

entre diversos piretroides diferents que comparteixen una estructura química relacionada amb 

el 3-PBA (Ki Chang et al., 2011). En aquest sentit, també hi ha mètodes que, precisament, 

pretenen la detecció d’un determinat tipus de piretroides. Així, trobem el mètode 

desenvolupat per Taheri et al. (2016) que és capaç de detectar piretroides tipus II en aliments 

vegetals, tot i que només el van testar amb fenpropatrina, deltametrina, i -cihalotrina 

obtenint LODs de 1,9, 3,4, i 4,3 ng/mL respectivament.  
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Tot i així, alguns autors han desenvolupat mètodes de immunoassaig més específics per 

detectar piretroides com ara la fenpropatrina, la cipermetrina, la deltametrina, i la cihalotrina 

en diferents vegetals arribant a límits de detecció de 5,0 microg·mL-1 essent necessari només 

una extracció sòlid-líquid del vegetal amb ACN i una dil·lució de l’extracte amb PBS (solució 

tampó de fosfat)(Hu et al., 2016). 

Amb un raonament semblant al de la tècnica dels immunoassaigs, estan les ja esmentades 

tècniques MIP. Alguns autors aposten per concedir al polímer de impressió una propietat com 

ara la fluorescència que permet directament la detecció. En aquest cas, quan el piretroide 

s’acobla sobre el polímer aquest perd o guanya fluorescència de forma proporcional a la 

concentració de piretroide. Així, simplement fent una lectura de fluorescència sobre una 

mostra amb aquest MIP (en aquest cas FMIP, de l’anglès Fluorescence Molecularly Imprinted 

Polymer) es pot determinar la concentració de piretroide de manera molt exacta i precisa. Per 

a b-ciflutrina s’han arribat a LODs de 10,11nM en mostres d’aigua i recoveries per sobre dels 

93% (H. J. Li et al., 2017; Qiu et al., 2017).   

Aquestes tècniques de MIP són molt prometedores per la seva selectivitat. Tot i així, com 

que els polímers encara són en fase de desenvolupament, el cost és elevat o, en cas de 

sintetitzar-los en el propi laboratori d’anàlisi, els passos a realitzar molt nombrosos. A més, en 

el cas de la fluorescència el rang de linealitat pot ser un factor limitant de les concentracions 

que es poden detectar (Qiu et al., 2017). 

   Per últim, destacar que d’altres autors prefereixen estudiar els metabòlits dels piretroides 

ja que és més senzill d’emprar mètodes de LC amb bons LODs donat que el poden acoblar a 

sistemes MS o fins i tot MS-MS. Aquests estudis poden determinar els metabòlits en restes 

biològiques com ara orines (Olsson et al., 2004; Tao, Chen, Collins, & Lu, 2013), sang o plasma 

(Corrion et al., 2005; Thiphom et al., 2014), però també mostres no biològiques com ara aigua 

de riu (Rousis, Zuccato, & Castiglioni, 2017). 

1.7. Presència ambiental i comportament. 

Aquest apartat pretén donar una visió global de la presència dels piretroides al medi 

ambient. Com es comprovarà, d’estudis que avaluen la presència de piretroides en matrius 

tipus sòl, aigua, particulat i sediments se’n poden trobar força. També n’hi ha molts d’anàlisis 

alimentàries on s’avalua la presència de residus d’aquests insecticides en vegetals o animals de  
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Taula 1.5: Resum de mètodes analítics per a la determinació de piretroides. 

Matriu Extracció Purificació 
Anàlisi  

instrumental 
Recupe-
racions 

LOD 
Referències 

MATRIU MEDIAMBIENTAL  

Aigua LLE  - GC-ECD 75-115% 1-3 ng L
-1 (Mekebri et al., 

2008) 

 LLE  - GC-ECD 94-105% - 
(Oudou & 

Hansen, 2002) 
 SPE  - GC-µECD 70-103% 5·10

-4
-2·10

-2
 ng L

-1
 (Xue et al., 2005) 

 SPME  - GC-µECD 81-125% 0.05-2 ng L
-1

 
(Casas et al., 

2006) 

 SBSE - GC-MS 82-113 >10 ng L
-1

 
(Ochiai et al., 

2008) 

 SBSE - GC-MS 40-80% 0.02-1 ng L
-1

 
(Van Hoeck et 

al., 2007) 

 UAEE  - GC-MS 63-100% 0.03-36 ng L
-1

 
(M. L. Feo, 

Eljarrat, et al., 
2010b) 

 UAEE LLµE GC-MS-MS 80-98% 0,89-1,39 µg L
-1 (Ye, Yao, Wang, 

Nie, & Li, 2016) 

 
LLE (prèvia 

filtració) 
- GC-QTOF - “Menor” 1 ng L

-1 

(Moschet, Lew, 
Hasenbein, 
Anumol, & 

Young, 2017) 

Sediment Sonicació  Florisil GC-µECD 71-103% 3·10
-5

-2·10
-3

 ng g
-1

 (Xue et al., 2005) 

 Soxhlet Florisil GC-MS 90-135% 0.16-1.5 ng g
-1

 
(Woudneh & 
Oros, 2006) 

 SFE  C18 GC-ECD 70-97% <10 ng g
-1

 
(Rissato et al., 

2005) 

 SPME  - GC-µECD 81-122% 4·10
-3

-1 ng g
-1

 
(Fernandez-

Alvarez et al., 
2008) 

 PLE GPC+Florisil GC-ECD 84-108% 0.5-4 ng g
-1

 
(Mekebri et al., 

2008) 

Aire Sonicació  - GC-MS - 0.4-1.7 µg m
-3 

(Yoshida, 2009) 

 SPE Tenax GC-MS-MS 67-117% 0.5-27 µg m
-3

 * 

(Egea Gonzalez, 
Mena Granero, 
Glass, Garrido 

Frenich, & 
Martinez Vidal, 

2004) 

Pols MASE Florisil GC-µECD 84-117% 1-7 ng g
-1

 
(Regueiro et al., 

2007) 

 Sonicació C18 GC-MS 51-101% 1-60 ng g
-1

 
(Sichilongo, 

2004) 

 PLE  - GC-MS 85-120% 1-10 ng g
-1

 
(Van Emon & 

Chuang, 2012) 
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Taula 1.5: Resum de mètodes analítics per a la determinació de piretroides (continuació). 

Matriu Extracció Purificació 
Anàlisi  

instrumental 
Recupe-
racions 

LOD 
Referències 

MATRIUS BIOLÒGIQUES  

Rata  
(sang i 
cervell) 

LLE SPE HPLC-MS-MS 80-120% 
0,05 ng ml

-1  

0,3 ng g
-1

ww 
(E. J. Scollon et 

al., 2011) 

(plasma) 
LLE (prèvia 

precipitació de 
proteïnes) 

- HPLC-UV 93-103% 0,01 µg ml
-1

*
 

(Kim, Bartlett, 
Anand, 

Bruckner, & Kim, 
2006) 

       
(plasma, 
cervell i 
múscul) 

LLE (prèvia 
precipitació de 

proteïnes) 
SPE GC-MS-MS 68-113% 0,3-0,5 ng ml

-1
* 

(Gullick et al., 
2016; Gullick et 

al., 2014) 

Ous de 
pollastre 

LLE SPE GC-MS 87-118% 1,2-4,0 ng g
-1

 ww 
(Y. G. Li et al., 

2016) 

Carn de 
vedella 

SPE - HPLC-MS-MS 70-120% 1 µg kg
-1

 ww * 
(Chung & Lam, 

2012) 

Rebutjos 
d’aus de 
corral 

UAEE SPE LC-MS-MS 79-85% 1 ng ml
-1

* 
(Coleman et al., 

2013) 

Peix LLE SPE GC-MS-MS 60-127% 
2-13 µg kg

-
 
1
* 

 
(Chatterjee et 

al., 2016) 

Peix PLE GPC+Florisil GC-ECD 74-98% 1-4 ng g
-1

 
(Mekebri et al., 

2008) 

Vegetals SPME - GC-ECD 67-94% 0.21-0.49 ng g
-1

 
(Y. Zhang, Wang, 

Lin, Fang, & 
Wang, 2012) 

 LLE  Graphene GC-ECD 44-92% 2.5-10 ng g
-1

 
(X. Wu et al., 

2012) 

 LLE SPE GC-ECD 60-128% 0,02-4,5 ng g
-1 

ww 
(Farina, 

Abdullah, Bibi, & 
Khalik, 2017) 

 UA/MASE 
(unificada al 

procés 
d’extracció) 

GC-MS-MS 72-114% 
0,29-9,38 ng g

-1
 

ww 
(H. S. Wu et al., 

2017) 

Algues MSPD  Florisil GC-MS 82-109% 0.3-2.4 ng g
-1

 

(Garcia-
Rodriguez, Cela-

Torrijos, 
Lorenzo-

Ferreira, & 
Carro-Diaz, 

2012) 

Oli de 
llavors 

MSPD  Florisil GCxGC-TOF - - 
(X. Wang et al., 

2012) 

Oli vegetal SPE  C18 GC-MS-MS 91-104% 0.3-1.4 ng g
-1

 
(Esteve-Turrillas 

et al., 2005) 
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Taula 1.5: Resum de mètodes analítics per a la determinació de piretroides (continuació). 

Matriu Extracció Purificació 
Anàlisi  

instrumental 
Recupe-
racions 

LOD 
Referències 

MATRIUS HUMANES  

Plasma SPE  silica GC-MS 100-120% 4-8 ng L
-1

 
(Channa et al., 

2012) 

 SPE  - GC-MS 88-128% 17-93 ng L
-1

 
(Perez et al., 

2010) 

Sang  LLE  - GC-MS 91-103% 0.2-5 ng L
-1

 
(Ramesh & Ravi, 

2004b) 

 LLE  - GC-MS 108-124% <10
3
 ng L

-1 (Corrion et al., 
2005) 

Llet humana LLE Florisil GC-ECD 30-92% 15-30
 
ng g

-1
 lw 

(Zehringer & 
Herrmann, 

2001) 

 LLE sílica GC-ECD - 0.2-0.6
 
ng L

-1
 lw * 

(Bouwman et 
al., 2006) 

 UAEE  
Basic 

alúmina + 
C18 

GC-MS-MS 48-91% 4·10
-3

-1.1 ng g
-1 

lw 
(Maria Luisa Feo 

et al., 2012) 

*Aquest valor es refereix a LOQ enlloc de LOD. 
ww = pes humit, dw = pes sec, lw = pes lipídic 

consum humà, generalment cultivats o criats sota condicions de la indústria agrària i amb 

exposició controlada als piretroides. Com es pot comprovar, en general aquestes matrius no 

són les que s’han estudiat durant la tesi ja que s’ha cregut convenient conèixer els nivells en 

biota salvatge per tal de ser capaç de descriure el comportament en el medi ambient, evitant 

l’avaluació d’aliments si no eren representatius d’un ecosistema o població. En aquests punts 

era on la bibliografia tenia més buits.  

Tot i així, a continuació es relataran i resumiran alguns dels nivells ambientals descrits a la 

bibliografia tant en matrius d’aigua, sòl i aire, com en biòtiques, incloent l’avaluació de 

l’exposició humana a piretroides.  

1.7.1 Contaminació a l’aigua, el sòl i l’aire 

Els piretroides són compostos bàsicament hidrofòbics (veure apartat de propietats 

fisicoquímiques). Això ja indica que aquelles matrius on més presència de piretroides hi haurà 

seran aquelles en les que hi hagi aportació orgànica. Per tant, en les columnes d’aigua cal 

esperar uns nivells molt baixos. En cas de que hi hagi matèria suspesa en l’aigua, però, és 

provable que els piretroides s’acumulin en aquestes obtenint nivells superiors en aquest 

particulat que en l’aigua filtrada.  

En sòls, provablement el nivell de carboni orgànic total (TOC, de l’anglès Total Orgànic 

Carbon) pot ser un factor a tenir en compte per entendre els nivells de piretroides. També en 
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sediments de rius, aquest factor se sol tenir en compte a l’hora d’avaluar la presència de 

contaminants orgànics com els piretroides.  

Pel que fa a l’aire, també és esperable que es trobin associats a partícules de pols , tot i que 

cal estudiar bé la distribució entre partícules depositades i aèries per comprovar amb quina 

grandària de partícula es troben més quantitat de piretroides i saber, així, si els piretroides 

tendeixen a depositar-se ràpidament o a quedar-se en la fase aèria.   

A totes tres matrius, afectarà també si l’exposició a la que estan sotmesos és puntual, 

periòdica o contínua i, en cas que no sigui contínua, el temps transcorregut des de l’última 

aplicació. L’explicació a aquests diferents tipus d’exposicions dependrà de l’àmbit d’ús. Per 

exemple, en el medi agrari, se solen aplicar els insecticides en determinats moments del 

desenvolupament del cultiu. Per tant, a més dels camps de conreu, el medi que els envolta 

rebrà una dosis de insecticida periòdicament coincidint amb l’aplicació sobre els conreus. 

D’altra banda, en l’àmbit domèstic, els usos poden ser més continus durant els períodes de 

major presència de mosquits i altres insectes generalment no desitjats en llars i jardins.  

El temps transcorregut des de l’última aplicació de pesticida fins a la presa de mostra és 

important ja que els piretroides són relativament inestables en el medi ambient. Des de fa 

molts anys s’ha estudiat l’estabilitat d’aquests insecticides en el medi ambient, no només amb 

finalitats ambientals sinó també per determinar el temps de duració del seu efecte per a 

determinar l’aplicació més adequada (Class, 1991; Roberts & Standen, 1981). Un dels tipus de 

degradació al que es veuen sotmesos els piretroides és la hidròlisi que dóna lloc a l’àcid i 

l’alcohol. Aquest alcohol, alhora, s’oxida a l’àcid corresponent (Roberts & Standen, 1981). 

Aquesta hidròlisi és equivalent a la que es produeix catalitzada gràcies a les carboxilases en els 

éssers vius (veure apartat de metabolització). Justament, la biotransformació és un altra dels 

mètodes més comuns de degradació d’aquests compostos ja que molts són fàcilment 

biodegradables per fongs i bacteris que es podrien trobar al medi. Aquests bacteris i fongs 

sovint són capaços de aprofitar els piretroides, com tantes altres substàncies, com a substrat 

per extreure’n energia. El resultat final d’aquesta biotransformació dóna lloc a CO2. (Cycoń & 

Piotrowska-Seget, 2016; Mir-Tutusaus et al., 2014). Tot i així hi ha un altra mecanisme de 

degradació molt més ràpid que la hidròlisi o la biotransformació: la fotodegradació. Aquesta, al 

ser radicalària, inclou molts mecanismes diversos i isomeritzacions possibles. Tot i així, els 

productes finals de reacció són els mateixos que amb la hidròlisi o algun isòmer funcional dels 

mateixos (Fernandez-Alvarez, Lores, Llompart, Garcia-Jares, & Cela, 2007; P. Liu, Liu, Liu, & Liu, 
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2010).  Tot això fa que els temps de vida mitjans dels piretroides en el medi ambient 

s’acostumin a estimar en menys de 90 dies (UH, 2011).  

Els diferents estudis verifiquen els nivells relativament baixos a sistemes aquàtics, de 

l’ordre 0,1 ppb. Per exemple, en un estudi de Portugal, al riu Tajo es van descriure nivells de 

553 ngL-1 de cipermetrina, 276 ngL-1 de deltamentrina i 282 ngL-1 de cihalotrina (Rocha, Ribeiro, 

Cruzeiro, Figueiredo, & Rocha, 2012). Al riu Ebre, els nivells trobats es reduïen fins als 30 ngL-1 

de cipermetrina i 49 ngL-1 de deltametrina (M. L. Feo, Ginebreda, et al., 2010). En aquest últim 

estudi, es va relacionar el nivell de piretroide trobat amb el període d’aplicació. D’aquesta 

manera, demostraven que durant el temps posterior a l’aplicació del pesticida es podia trobar 

residus però que al cap d’uns mesos els nivells de insecticida a l’aigua era molt inferior o fins i 

tot inexistent. A escala mundial, altres estudis van trobar els mateixos piretroides i, per 

exemple a Beijing, a més, el fenvalerat amb nivells que arribaven al 4,9 ngL-1 (Xue et al., 2005). 

A California, es van descriure nivells de fins a 17,5 ngL-1 de bifentrina i cihalotrina (Weston & 

Lydy, 2010). Val a dir, però, que Califòrnia és un estat on s’estima que anualment s’apliquen 

més de 1,6 milions de kilograms d’ingredients actius de pesticides només per professionals. A 

aquests valors cal afegir l’aplicació per part de particulars (CDPR, 2012).   

Alguns d’aquests estudis de residus de piretroides en aigua dolça van incloure també 

l’estudi dels sediments de riu. A l’Ebre, per exemple es va trobar exactament els mateixos 

piretroides a l’aigua i al sediment, amb nivells que anaven des dels 8,27 to 71,9 ng g-1 (M. L. 

Feo, Ginebreda, et al., 2010). A Beijing nivells de fins 0,30 ng g-1 (Xue et al., 2005) i a Califòrnia 

d’entre 1,48 ng g-1 i 365,5 ng g -1 (You, Weston, & Lydy, 2004). Recentment també s’han 

comprovat els nivells de cyhalotrina en sediments marins de mostres de la costa de Portugal. 

Els autors no van ser capaços de trobar nivells superiors als LODs (Rodrigues, Pardal, Salgueiro-

Gonzalez, Muniategui-Lorenzo, & Alpendurada, 2016). En sediments extrets en 

salmonicultures xilenes on s’empren piretroides (cipermetrina i deltametrina) o vora 

d’aquests, s’han trobat residus en el cas de la cipermetrina amb rang des dels 18,0 ng g−1 als 

1323,7 ng g−1 pes sec (dw). En el cas de la deltametrina no es va trobar en nivells superiors al 

LOD (10,4 ng g-1 dw) (Tucca et al., 2017). Altres estudis realitzats en piscifactories d’altres 

països els nivells obtinguts han sigut inferiors a aquests (a Escòcia: 0,03-7,19 ng g−1(SEPA, 

2007), indetectables a Noruega (Langford, Oxnevad, Schoyen, & Thomas, 2014)).   

En mostres d’aire, molts treballs es basen en estudis d’aire d’interior un cop aplicat un 

insecticida comercial conegut (H. Z. Li, Lydy, & You, 2016; Sukiene et al., 2017; Yoshida, 2009). 

Per tant, els nivells no son representatius de la possible contaminació de l’aire per piretroides. 
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Tot i així, expliquen comportaments dels piretroides com ara la capacitat en ambients 

d’interior de reduir-se les concentracions de piretroides a nivells similars als mesurats 

prèviament a l’aplicació en unes 12-16h si hi ha ventilació. (H. Z. Li et al., 2016) 

Respecte a la distribució fase aèria / particulat, alguns treballs han demostrat la major 

presència de piretroides en el particulat i en la pols depositada, més que no pas en la fracció 

més gasosa, tot i que depèn del piretroide en concret la relació entre aquestes fraccions (H. Z. 

Li et al., 2016; H. Z. Li, Ma, Lydy, & You, 2014).  

Pel que fa a pols, a França es va dur a terme un mostreig de pols a cases representatiu de 

tot el país analitzant diferents contaminants orgànics semi-volàtils (SVOC, de l’anglès Semi 

Volatile Organic Compound). De piretroides van incloure la permetrina i van descriure nivells 

mitjans de 55,9 pg m-3, amb un 76% de mostres amb nivells superiors al LOD (20,9 pg m-3) i un 

54% superiors al LOQ (41,8 pg m-3). Respecte de la relació amb altres SVOC, la permetrina 

n’era independent de la resta dels 40 compostos estudiats (PAHs, pesticides organoclorats i 

organofosforats, PBDEs, PCBs, ftalats i alquilfenols, entre d’altres), indicant que la seva 

presència s’explica per fonts independents a les de la resta (Mandin et al., 2016).  En mostres 

de pols recollides amb un aspirador a cases de Carolina del Nord i Ohio, es va analitzar la 

presència de 13 piretroides. A totes les mostres es va trobar permetrina, amb una 

concentració mitjana de 1454 ng g-1. La resta de piretroides trobats presentaven 

concentracions mitjanes inferiors a 100 ng g-1. La resmetrina, la pral·letrina i la fenpropatrina 

no es van detectar a cap mostra (Starr, Graham, Ii, Andrews, & Nishioka, 2008). Un estudi 

recent de pols urbana en exteriors a Califòrnia descriví nivells de permetrina de fins a 8,852 µg 

g-1 i nivells màxims del mateix ordre per a altres piretroides com la deltametrina, la 

cipermetrina, la -cihalotrina, la fenpropatrina i la ciflutrina (Richards, Reif, Luo, & Gan, 2016). 

Aquest estudi, complementat per un altre del mateix grup, va comprovar la presència més o 

menys uniforme de piretroides al voltant de les cases per zones pavimentades que no són 

objecte d’aplicació directa d’insecticides, la qual cosa va fer pensar als autors que la 

persistència i la redistribució dels piretroides per tota la zona eren relativament grans. També 

van estudiar la presència d’aquests piretroides en diferents èpoques de l’any arribant a la 

conclusió que en l’època de pluges aquestes eren capaces de reduir significativament els 

nivells de insecticides al voltant de les cases (Jiang et al., 2016; Richards et al., 2016).   

1.7.2 Mostres alimentàries 

Evidentment, en aliments és on més s’ha estudiat la presència de piretroides. Com s’ha 

exposat, els nivells permesos per la UE actualment depenen de l’aliment però com a valor 
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estàndard es pot prendre els 0,01 mg kg-1 (EC, 2005). En algues marines es van trobar nivells de 

tetrametrina, empetrina i cipermetrina però tots ells inferiors als nivells de LOQ del mètode 

així que no es van poder quantificar aquests nivells. De tota manera, aquests nivells estarien 

per sota del MRL marcat per la Unió Europea. En te de la Xina es van trobar bifentrina, 

permetrina, cipermetrina, tetrametrina, cihalotrina, fenvalerat, fluvalinat i fenpropatrina. Es va 

demostrar que tant la seva presència com l’isòmer més present de cada piretroide depenia del 

tipus de te. Els nivells acostumaven a estar al voltant de les desenes de ng g-1, però el nivell 

màxim superava els 3 µg g-1 per a la bifentrina en te aromàtic (Kuang et al., 2010). Tot i així, en 

el cas dels tes, diferents autors asseguren que a la infusió d’aquests tes no hi ha residus de 

piretroides en nivells importants, en part per la baixa solubilitat dels piretroides a l’aigua 

(Manikandan, Seenivasan, Ganapathy, Muraleedharan, & Selvasundaram, 2009).  

Els productes vegetals també han sigut tema de molts estudis de piretroides. A la Índia un 

estudi realitzat sobre diversos productes com tomàquets i coliflors comprats a mercats 

habituals van trobar piretroides (fenpropatrina, cihalotrina, cipermetrina i deltametrina, en el 

rang dels 1 als 3 ng g-1, és a dir, per sota dels MRL que marca la EU (Choudhury, Das, & Baruah, 

2013). Un altre estudi, aquest a Carolina del Nord, va comprovar que els tomàquets, enciams, 

pomes, raïm i plàtans comprats al mercat, i que provenien de EEUU., Canadà i Mèxic, hi havia 

residus de piretroides. De fet el 75% de les mostres contenia residus d’almenys 1 compost i un 

20% de al menys dos. Tot i així, tots els valors eren dins el rang de MRL permès (W. Li, Morgan, 

Graham, & Starr, 2016). Al Singapur també es van trobar resultats similars en 10 productes 

vegetals diferents (Yu & Yang, 2017). Un altre estudi fet a Tanzània, amb espinacs, cogombres i 

cebes van detectar cipermetrina en el 25%, 33% i 16,9% de les mostres. Només una de les 

seves va obtenir un nivell que excedia el MRL en 1,4 vegades (Mahugija et al., 2017). Per 

contra, un estudi semblant a Ghana, va determinar 8 piretroides comuns en albergínies, xili i 

okra. Van trobar que el 62,3% del total de 155 mostres eren positives per algun dels 

piretroides estudiats i que un 30% d’aquestes sobrepassaven els MRL de la EU. Val a dir que a 

Ghana el 41% dels insecticides emprats en cultius alimentaris són piretroides (Blankson et al., 

2016). Tots aquests estudis posen en relleu que en els productes vegetals dels mercats de gran 

part del món hi ha residus de piretroides tot i que, els MRL se solen respectar a la majoria de 

països. 

Un altre aliment que també s’ha estudiat és el musclo, per exemple. Concretament en un 

estudi al laboratori sobre l’espècie Mytilus edulis, es va comprovar la bioacumulació de 

cipermetrina. Es va comprovar que la relació entre els dos isòmers canviava de la mescla 
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comercial al trobat en els musclos. Així doncs, l’isòmer trans disminuïa mentre que el cis, que 

en moltes espècies animals es descriu com el més tòxic per ser menys metabolitzable, 

s’acumulava en més quantitat (Gowland et al., 2002). D’altres estudis també han comprovat 

que en exposicions controlades al laboratori els musclos acumulen la cipermetrina, la qual 

repercuteix en el seus sistemes biològics (Khazri et al., 2015). Sobre l’espècie Unio gibbus es va 

demostrar que l’acumulació, a més, era diastereoselectiva, sent el isòmer cis el més 

bioacumulat degut a la menor metabolització. També es va comprovar la enantioselectivitat 

del metabolisme d’aquest bivalve, resultant que els isòmers cis (1R-3R-αR)i el (1S-3S-αR) 

s’acumulaven més que no pas els seus parells enantiomèrics (1S-3S-αS) i (1R-3R-S), 

respectivament. Aquest comportament, però, variava segons la concentració a la qual era 

exposat el musclo. A concentracions molt elevades el metabolisme semblava sobrepassat i la 

relació enantiòmerica dels parells eren equivalents als del medi (Khazri et al., 2016).  

Recentment, en granges alguns autors han descrit nivells de piretroides en els ous recollits 

de pollastres sempre dins dels límits permesos per la EU (dell'Oro et al., 2014; dos Reis Souza, 

Moreira, de Lima, Aquino, & Dorea, 2013; Y. G. Li et al., 2016).  Al Brasil, es van analitzar 132 

mostres llet de vaca extretes directament del tanc de mescla. Aquests autors van trobar que el 

12,9% dels mostrejos eren positius per cipermetrina i el 2,2% per deltametrina tot i que no 

inclouen els nivells concrets al seu treball (Picinin et al., 2017).  

1.7.3 Bioacumulació en fauna silvestre 

En d’altres éssers vius també s’han realitzat alguns estudis. En fauna silvestre, hi ha molt 

pocs estudis sobre piretroides. Al inici de la tesi no se’n va trobar cap. Actualment, a part dels 

duts a terme pel nostre grup pocs més se’n troben. Un dels pocs exemples de determinació en 

biota salvatge són uns estudis sobre poblacions de perdius de França. Aquestes són exposades 

directament a piretroides donat que el seu habitat coexisteix amb cultius de cereals. Els 

diferents estudis d’aquestes mateixes aus, demostren que aquestes efectivament eren 

exposades a piretroides i els acumulaven. Els nivells trobats en ous d’aquests animals 

arribaven a 0,01 g g -1 de -cihalotrina (Bro, Devillers, Millot, & Decors, 2016), mentre que en 

cossos morts es van trobar nivells d’entre 0,01 fins a 0,11 g g-1 de teflutrina, ciflutrina i 

cipermetrina (Millot, Berny, Decors, & Bro, 2015). 

La presència de piretroides en teixits tant animal com vegetal d’espècies diferents 

demostra que els organismes absorbeixen i assimilen aquests insecticides i els poden 

acumular, és a dir, que no es metabolitza completament tota la quantitat de piretroides als 

que són exposats.  
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1.7.4 Exposició humana 

Veient la persistència al medi dels piretroides i els nivells ambientals i en aliments, es pot 

deduir que les principals fonts de exposició humana seran l’aplicació directa de piretroides i la 

ingesta d’aliments contaminats. El primer cas pot repercutir sobretot en grups de risc com ara 

treballadors que estiguin exposats als piretroides de forma continua o a nivells relativament 

elevats i també infants. Com s’ha exposat ja prèviament, els enzims carboxilesterases i 

monooxigenases encarregats de la detoxicació dels xenobiòtics depèn de l’edat i a edats de 

fins a 6 anys és possible que no sigui tan eficient com els dels adults (Huang et al., 2005; Song 

et al., 2017). A més, referent a la ingesta, fins que s’arriba a la pubertat la relació quantitat 

d’aliment ingerit diàriament amb el pes corporal és més gran que no pas els adults. Això fa 

que, també per aquest aspecte, els infants siguin una població de risc a tenir en compte.   

Per tal de comprovar l’exposició humana als piretroides, molts autors s’han decantat per la 

comprovació en orina de metabòlits dels piretroides. Els metabòlits més habituals són el 3PBA 

i el DCCA (provinents tots dos de la permetrina i la cipermetrina, tot i que no són exclusius 

d’aquestes) i alguns autors també inclouen algun altre com el DBCA (àcid 3-2,2-diclorovinil-2,2-

dimetilciclopropano-1-carboxilic) o el FPBA (àcid 4-fluoro-3-fenoxibenzoic). Altres metabòlits 

concrets també s’han avaluat però són estudis molt aïllats. Aquests estudis en orina s’han 

realitzat tant en població de risc, treballadors (fins a 12mol·(mol creatinina)-1)  (D. Lu et al., 

2013; Ratelle, Côté, & Bouchard, 2016) i nens (rangs de 0,06 to 0,86 ng mL-1) (Tao et al., 2013), 

com població general (nivells fins a 1,97 g L-1) (Barr et al., 2010; Göen, Schmidt, 

Lichtensteiger, & Schlumpf, 2017; Han et al., 2017). Alguns dels estudis inclòs han tractat de 

relacionar els nivells de metabòlits de piretroides en orina amb malalties diverses (Han et al., 

2017; J. Zhang et al., 2013). Els avantatges d’aquestes tècniques és evident. Les mostres són 

relativament simples d’obtenir i no requereixen cap mesura invasiva per al mostreig. Aquesta 

tècnica, però, té algunes deficiències com ara la poca reproduibilitat donades les 

característiques de l’orina, tot i que estandaritzant els protocols de presa de mostra i de dades 

referides a substàncies més constants en la orina com la creatinina, potser es podrien evitar en 

part (Morgan et al., 2016). També presenta dificultats evidents per poder conèixer l’exposició 

real als piretroides i la dificultat per relacionar dades de metabòlits en orina amb exposició real 

(Göen et al., 2017). Tot i així, per a esbrinar tendències més o menys qualitatives sí que podria 

ser útil. Altres autors han preferit comprovar la presència dels metabòlits en sang (Channa et 

al., 2012; Ramesh & Ravi, 2004b). Fins i tot, alguns autors han decidit comprovar la quantitat 

de metabòlits en rius per tal de relacionar-ho amb els nivells d’exposició humana (Rousis et al., 

2017). Tot i així, com ja s’ha discutit prèviament, els metabòlits solen ser molt generals de 
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molts piretroides així que es fa difícil reconèixer el piretroide concret i la font d’exposició en 

poblacions en general.   

Per tant, d’altres autors decidiren comprovar els nivells de piretroides directament en 

matrius humanes. Just al 2012, inici d’aquesta tesi, es va publicar un article on trobaven nivells 

de permetrina, ciflutrina, cipermetrina i deltametrina a nivells de 86, 78, 18 i 102 pg mL-1 a 

plasma de dones de zones rurals de Sud-Àfrica (Channa et al., 2012). Prèviament, però uns 

altres autors no havien detectat piretroides en sang ni en cabell humà (només analitzaren 

cipermetrina i ciflutrina). Tot i així, sí que en van detectar en el meconi (Corrion et al., 2005; 

Ostrea et al., 2009).  Un estudi del 2010 realitzat amb plasma sanguini de dones de Nova York 

recollit del 1999 al 2004, trobà nivells de piretroides massa baixos per quantificar-los, tot i que 

justificaren aquest fet a la possible degradació durant els anys d’emmagatzematge (Perez et 

al., 2010). 

També s’havia estudiat la presència de piretroides en llet materna. Els primers estudis al 

respecte daten del 2001 en un estudi a Suïssa. Els autors van trobar alletrina, bifentrina, 

ciflutrima, cihalotrina, cipermetrina, fenpropatrina, flucitrinat, fluvalinat, permetrina i 

tetrametrina. La permetrina va ser el piretroide més abundant i que es trobava a més quantitat 

de mostres, arribant a nivells de 152 ng g-1 en pes lipídic (lw, de l’anglès lípid weight) 

(Zehringer & Herrmann, 2001). Un altre estudi realitzat a Sud-Àfrica sobre dones treballadores 

dels camps de cotó, on s’utilitzaven pesticides, va descriure nivells de permetrina, ciflutrina, 

deltametrina i cipermetrina (en ordre decreixent de prevalència) en nivells de fins a 13,9 

microg g-1 lw (Bouwman et al., 2006; Sereda, Bouwman, & Kylin, 2009). Per últim, el grup amb 

el qual s’ha fet aquesta tesi també havia estudiat la presència de piretroides en llet materna en 

una població de Moçambic que estava exposada a piretroides per lluitar contra la malària, 

malaltia endèmica allà. En ordre decreixent de nivells descrits, els piretroides per als quals els 

anàlisis van ser positius foren la cihalothrina, la permetrina, el fenvalerat, la cipermetrina, la 

tetrametrina, la bifentrina i la ciflutrina. Els nivells trobats van arribar als 695 ng g-1 lw. Un 

estudi en població no exposada d’Atlanta, no va trobar nivells detectables de piretroides a llets 

maternes recollides durant el 2010-11(X. Chen et al., 2014). 

 

 

Tots aquests estudis, van posar en evidència la necessitat d’estudiar els piretroides des d’un 

altre punt de vista, des del qual ja no es tracta de substàncies innòcues per a la biota no 
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objectiu dels insecticides sinó que podria ser que s’acumulin en els organismes de manera 

similar que fan altres contaminants orgànics. A més, tal com succeeix amb la resta de 

mamífers, els humans són capaços de metabolitzar els piretroides, com s’ha exposat a l’apartat 

de Metabolització. Malgrat això, aquests estudis esmentats posen en relleu que una part dels 

piretroides que entren a l’organisme humà s’acumula, probablement en les estructures més 

greixoses, donada l’afinitat lipofílica d’aquests compostos. En productes greixosos (com ara la 

llet materna) segregats per aquests humans exposats a piretroides, doncs, no ha de ser estrany 

trobar restes d’aquests piretroides.  

Amb aquest context és com es planteja l’inici d’aquesta tesi, resaltant la necessitat de 

comprendre millor, per una banda, el comportament ambiental dels piretroides, i, per l’altre, 

com afecta l’exposició dels piretroides als diferents organismes, terrestres i aquàtics, sense 

oblidar el cas particular dels mamífers i, concretament, dels humans.  
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2.1. Objectius Generals i específics. 

Amb el context introduït es va dissenyar el plantejament d’aquesta tesi amb l’objectiu 

principal de comprovar el comportament dels piretroides com a contaminants ambientals. Una 

de les hipòtesis inicials era que podrien arribar a ser considerats pseudo-POPs donada la seva 

presència ubiqua en el medi ambient. Per tant calien més estudis per tal de discernir aquesta 

possibilitat.  

Comprovant la manca de informació sobre la isomeria dels piretroides en mostres 

ambientals, un punt que requeria més investigació era l’anàlisi isomèrica en els diferents medis 

i calia aprofundir-hi, donades les implicacions toxicològiques.  

Per últim, un cop conegut aquest comportament, era interessant dur a terme una 

avaluació del risc per a humans, tot comprovant l’exposició real en poblacions generals no de 

risc. 

Per tot això, es van plantejar els següents objectius específics: 

Referents a metodologia analítica: 

 Dissenyar una metodologia més completa de piretroides d’ús habitual, des d’un punt 

de vista d’anàlisi instrumental i tractament de mostra. 

 Optimitzar una metodologia instrumental per a la discriminació enantiomèrica dels 

piretroides. 

 Adaptar les metodologies a cada nova matriu a analitzar, tenint en compte diferències 

en composició 

Referents a anàlisi ambiental: 

 Verificar la presència dels piretroides en diferents medis i ecosistemes, ja siguin 

terrestres, aquàtics, propers a civilitzacions, allunyats o protegits per interès 

bioambiental. 

 Comprovar si els piretroides es transporten a llargues distàncies. 

 Assenyalar la presència de piretroides en fauna salvatge, si es donés.      

 Descriure diferències inter-espècie i intra-espècie a les exposicions de piretroides. 

 Demostrar la bioacumulació dels piretroides en espècies de diferents nivells tròfics i 

hàbits alimentaris. 

 Comprovar si els piretroides es poden biomagnificar. 
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 Reportar comportaments isomero- i enantiomero-selectius en l’acumulació dels 

piretroides, si fos el cas. 

 Caracteritzar la distribució dels piretroides dins els organismes.  

Referents a exposició humana: 

 Identificar la potencial presència de piretroides en mostres humanes de poblacions 

generals i de risc. 

 Avaluar el risc en poblacions lactants de la presència dels piretroides en la llet 

materna. 

 Comprovar els factors que afecten a la bioacumulació de piretroides en humans. 

 Testar la toxicitat en humans gràcies a assaigs amb cèl·lules. 

 Constatar els efectes de l’exposició a més d’un piretroide alhora.  

2.2. Estructura de la tesi. 

Com que la tesi opta a menció internacional aquesta tesi està escrita en català com a 

llengua vehicular i anglès com a segona llengua. En anglès es trobaran tots els articles , el 

resum i les conclusions.  

Aquesta tesis es divideix en quatre grans capítols. El primer inclou una introducció als 

piretroides, tant des del punt de vista mediambiental com de la química analítica.  

El segon capítol se centra en la metodologia desenvolupada i aplicada durant aquesta 

tesi. Inclou la Publicació 1. 

El tercer capítol, bioacumulació en biota salvatge, exposa els estudis de presència i 

comportament dels piretroides dins organismes vius, concretament tots ells del regne 

animal. Aquest capítol inclou les Publicació 2, Publicació 3, Publicació 4 i Publicació 5, 

aquesta darrera recentment enviada a la revista. 

El darrer gran capítol d’aquesta tesi tracta sobre l’exposició humana als piretroides i 

inclou la Publicació 6.  

Finalment, les conclusions resumeixen en grans trets les fites de tots aquests estudis 

en conjunt.   
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3.1. Introducció. 

Com s’ha presentat prèviament, els piretroides es poden determinar per diferents 

metodologies analítiques. Donats els requeriments de LODs baixos, les més adequades són 

aquelles que corresponen a GC-MS i GC-MS-MS. A més, donat que el mètode de detecció amb 

MS-MS també presenta gran millora respecte a d’altres deteccions, sembla lògic que en el grup 

on es va realitzar la tesi ja s’hagués optimitzat la metodologia d’anàlisi de piretroides amb 

aquest tipus d’equip instrumental (M. L. Feo, Eljarrat, et al., 2010b). Aquesta metodologia, 

però era limitada a uns 12 piretroides. En aquest capítol es presentarà l’ampliació d’aquesta 

metodologia que, malgrat no va donar lloc a una publicació pròpia, sí que posteriorment s’ha 

emprat en altres treballs. És important entendre, doncs, que la metodologia va anar variant 

mínimament i modificant-se per introduir diferents piretroides, fet pel qual durant aquesta 

tesi, es poden trobar treballs que comproven la presència d’un nombre diferent de piretroides. 

En aquest capítol, però, se sintetitzarà tota l’optimització dels nous piretroides i es mostrarà 

que el mètode final obtingut va ser emprat en d’altres publicacions.  

A més, cada nova matriu de mostra requeria unes petites modificacions que, en general, es 

limitaven a optimitzar la quantitat de mostra emprada. Per tant, aquests detalls, també van ser 

optimitzats en cada nou treball i en aquest capítol també se’n farà un resum.  

D’altra banda, aquesta metodologia, no permetia la discriminació enantiomèrica. Com s’ha 

discutit, l’enantiomeria és un factor clau per a entendre la toxicologia i, probablement, el 

comportament ambiental. Per tant, un de les primeres fites de la tesi va ser l’optimització d’un 

mètode que permetés la separació enantiomèrica dels piretroides.  

Fins al inici d’aquesta tesi cap mètode reportat havia sigut capaç de separar tots els 

enantiòmers d’un mateix piretroide. Els primers intents consistien en cromatografia en 

tàndem de dues columnes, una CDX-8 i una DB1701. Aquest mètode, però era capaç de 

separar els enantiòmers trans de l’al·letrina però no de la cipermetrina, els dos piretroides 

estudiats. De la cipermetrina només foren capaços de diferenciar diastereòmers (Kutter & 

Class, 1992). Posteriorment, uns altres autors van desenvolupar un mètode quiral per 

piretroides amb una columna BGB-172, la fase estacionaria de la qual consisteix en un 

recobriment de -ciclodextrina. Aquest però, és un recobriment no enllaçat amb la sílice de la 

columna i, per tant, es tracta d’una columna molt sensible que canvis importants en la 

temperatura i que a temperatures relativament baixes per a GC, com ara 150oC es pot fer 

malbé. Aquests autors, en diferents treballs, van aconseguir separar els enantiòmers cis de la 

permetrina, bifentrina cipermetrina i ciflutrina (W. P. Liu & Gan, 2004a, 2004b).  
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Els cromatogrames resultants eren, doncs de la següent manera. Per a la bifentrina van 

analitzar la cis-bifentrina així que resoleren un cromatograma amb dos únics pics. Per a la 

permetrina obtingueren 3 pics, els dos primers corresponents als dos enantiòmers cis i el 

tercer la mescla dels dos enantiòmers trans, ja que al ser un piretroide tipus I li corresponen 4 

enantiòmers. A la Figura 4.a, es mostra un cromatograma típic d’un piretroide tipus I separat 

per aquest mètode diasterisomèricament i enantiomèrica. Els cromatogrames de la ciflutrina i 

la cipermetrina resultaren ser molt similars entre ells. Com que el mètode només separava 

enantiòmers cis, els 8 isòmers típics d’un piretroide tipus II es distribuïen en 6 pics 

corresponents, en ordre creixent d’elució, els primers dos pics a dos enantiòmers cis, un a una 

mescla d’un parell enantiomèric trans, dos pics a un altre parell d’enantiòmers cis resolt i un 

últim pic corresponent a la mescla de l’altre parell enantiomèric trans (veure exemple típic a la 

Figura 4.b). 

 
Figura 4: Exemples típics de la separació disatereisomèrica (1) i enantiomèrica (2) de piretroides tipus I (a) i II (b). 

Per a piretroides tipus I: I – isòmers cis, II –  isòmers trans, i – (1R-3R), ii – (1S-3S). Per a tipus II: I i III isòmers cis, II i 

IV isòmers trans, i – (1R-3R-R), ii – (1S-3S-S), iii – mescla isòmers (1S-3R-R) i (1R-3S-R), iv – (1R-3R-S), v – (1S-

3S-R), vi – mescla isòmers (1S-3R-R) i (1R-3S-S).  Exemples de la permetrina i la cipermetrina extrets de (W. P. 

Liu & Gan, 2004a, 2004b) 

Com a resultes de tot l’exposat, a continuació s’inclou la publicació científica en la qual es 

detalla el desenvolupament analític de la metodologia enantio-selectiva. Tot seguit, s’exposarà 

les condicions òptimes per a l’anàlisi de piretroides que es va anant desenvolupant durant 

aquests anys. 

Per últim, es discutiran i resumiran tant els resultats obtinguts com els avantatges 

d’aquesta metodologia.  
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3.2. Determinació quantitativa dels piretroides. 

Pel que fa al nombre de piretroides, es va posar a punt un nou mètode capaç d’analitzar-ne 

20, tot i que es va decidir no incloure un d’ells, raó per la qual va quedar un mètode per 19 

piretorides. Els 12 ja inclosos en la metodologia prèviament a l’inici de la tesi eren: cis-

bifentrina, ciflutrina, -cihalotrina, cipermetrina, deltametrina, fenotrina, fenvalerat, fluvalinat, 

permetrina, resmetrina, tetrametrina i tralometrina. Amb el nou mètode, es van incloure 8 

piretroides nous. Aquests últims eren: al·letrina, etofenprox, flumetrina, halfenprox, 

imiprotrina, kadetrina, pral·letrina i transflutrina. 

3.2.1 Condicions instrumentals del detector MS-MS 

A la Taula 3.1 es mostren els paràmetres òptims per a cadascun d’aquests nous piretroides, 

incloent les transicions seleccionades i les seves energies de col·lisió (CE, de l’anglès collision 

energy). 

Taula 3.1: Condicions instrumentals bàsiques del MS-MS per als nous piretroides analitzats. 

 
PM 

(g/mol) 
1a transició 

(quantificació) 
CE1 

2a transició 
(confirmació) 

CE2 

Transflutrina 371 20735 10 20935 20 

Esbiotrina  
(S-al·letrina) 

300 301167 15 301133 20 

Pral·letrina 298 299167 20 299131 20 

Imiprotrina 318 317167 15 317149 5 

Halfenprox 477 347147 25 34793 45 

Etofenprox 375 175146 5 175131 30 

Kadetrina 396 395229 10 395165 15 

Flumetrina 510 28335 15 24735 25 

A més, però, es va comprovar que el mètode era òptim per a altres isòmers de piretroides 

com ara la cis-cihalotrina, de la qual fins al moment només s’avaluava la presència del parell 

enantiomèric conegut comercialment com a -cihalotrina, amb l’adquisició de nous patrons 

que incloguessin també aquests isòmers. També es va fer la comprovació en el cas de 

l’al·letrina. 

Donat que instrumentalment era necessari, l’anàlisi era dividit en tres blocs segons el 

temps de retenció. A cada bloc, s’especificava una sèrie de transicions concretes pertanyents 

als piretroides que s’inclouen en aquell rang de temps d’elució. Aquest procediment és molt 

emprat per tal d’augmentar la sensibilitat dels equips de MS-MS. Això, no obstant, requereix, 

en teoria, que a cada bloc, o “finestra” com s’acostuma a anomenar en el llenguatge comú, hi 

consti com a mínim un patró intern. Fins al moment s’havien utilitzat només dues finestres i 
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dos patrons interns que eren dos dels piretroides més comuns deuterats, la d6-permetrina i d6-

cipermetrina. Per temps de retenció, per presència en el medi ambient i per disponibilitat 

comercial es va triar la d5-bifentrina com a nou patró intern. Aquesta selecció, però, no fou la 

més adient. 

En el mètode emprat, les transicions de la bifentrina eren 205141 i 205121, les 

mateixes que per a la cihalotrina. El fragment on la molècula d5-bifentrina es troba modificada 

isotòpicament, però, és fora de la selecció d’aquest fragment majoritari, com es troba 

representat gràficament en la Figura 5. Això implicava, que amb la metodologia descrita per a 

la bifentrina era impossible diferenciar el compost nadiu del deuterat.  

 
Figura 5: Estructura de la bifentrina. Encerclat, fragment amb PM de 205. En vermell, marcats els punts deuterats en 

la d5-bifentrina.  

Per tal de solucionar aquest contratemps, es va procurar optimitzar altres transicions per a 

la bifentrina que permetés la diferenciació de la molècula nativa. A la Taula 3.2 es comproven 

les diferències entre ambdós mètodes. 

Taula 3.2: Selecció de noves transicions per a la bifentrina i comparativa d’àrees obtingudes per un patró de 91ppb. 

 
Transició bif. 

Nativa 
Transició bif 
Deuterada 

CE (eV) 
Àrea pic 
(nadiu) 

Mètode nou 
387205 392205 5 130971 

387141 392141 25 24448 

Mètode antic 
205141 205141 20 1563110 

205121 205121 10 1948176 

Com es comprova a la taula, la pèrdua de sensibilitat és de dos ordres de magnitud per a la 

transició més intensa. A més, el pic de confirmació és encara 6 cops menys intens. Això 

afectaria als LODs del nou mètode augmentant-los fins a valors indesitjables, ja que els nivells 

descrits arriben a concentracions que força vegades eren properes de l’antic LOD. Així doncs, 

emprant el nou mètode es perdria molta informació ambiental. Per aquesta raó es va decidir 

no utilitzar la d5-bifentrina com a patró intern.   

Això, però continuava plantejant un problema de manca de patrons interns en la nova 

metodologia. Finalment, com que els piretroides és una família dins dels insecticides, es va 

decidir emprar un altre insecticida de propietats similars àmpliament conegut i descrit a la 
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bibliografia, el clorpirifos. L’objectiu d’aquest, però, era únicament el control instrumental dins 

la finestra pertanyent. Això implica que no calia tenir en compte les seves diferències respecte 

a la família dels piretroides i el seu comportament ambiental, que probablement implicaria 

llargues discussions fora del marc d’aquesta tesi. El patró intern escollit, per tant, fou el 

d10-clorpirifos. 

Per últim, un dels nous piretroides optimitzats, el halfenprox, presentava uns valors de LOD 

gairebé mil cops inferiors a la resta. Això ens va fer retirar-lo dels nostres estudis habituals ja 

que els nivells de presència de piretroides en el medi ambient no arriben a aquests valors.    

3.2.2 Mètode definitiu per a la determinació de piretroides 

Tot i que amb aquest mètode la diferenciació de piretroides es deu a la massa dels 

diferents fragments de cada compost, es van canviar les condicions cromatogràfiques per tal 

d’aconseguir una elució dels compostos sense allargar el mètode previ de forma excessiva i, 

alhora, permetre, encara, una bona discriminació dels diastereoisòmers d’aquells piretroides 

que en presenten. Els paràmetres d’injecció, però, romangueren iguals que el mètode anterior, 

és a dir, mode splitless i 270oC. La nova rampa de temperatura començava a 100oC durant 1 

min i augmentava a 12oC/min fins als 160oC. A continuació s’augmentava aquest pendent a 

20oC/min fins als 230oC. Per tal d’eluir els últims compostos, però la temperatura havia 

d’augmentar encara fins els 265oC a un pendent de 10oC/min. Finalment, per acabar d’eluir 

qualsevol altra impuresa s’augmentava el pendent a 20oC/min altre cop i es mantenia a 310oC 

durant 2 min. La Figura 6 resumeix aquesta rampa de temperatures tot indicant les diferents 

finestres d’adquisició de dades i el rang de temps d’elució dels analits. 

 
Figura 6: Rampa de temperatures del forn del cromatògraf. Distinció de les finestres d’adquisició de masses i rang de 

temps d’elució. 
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Com a resultes de tot el descrit, el mètode de detecció de piretroides, separat per finestres, 

amb la integració de tots els piretroides, fou el resumit en la Taula 3.3. 

Taula 3.3: Resum de les condicions i temps de retenció del mètode final. En negreta, els patrons interns. 

  
PM§ tR1* tR2* # pics 

1a transició 
(quantificació) 

CE1 
2a transició 

(confirmació) 
CE2 

Finestra 1 

Transluthrin 371 4,93 - 1 20735 10 20935 20 

Clorpirifos 349 5,19 - 1 313189 25 31395 15 

d10-Clorpirifos 359 5,19 - 1 323189 25 32395 15 

Esbiotrina 
(S-al·letrina) 

300 5,69 5,75 2 301167 15 301133 20 

Pral·letrina 298 6,00 - 1 299167 20 299131 20 

Imiprotrina 318 6,68 6,76 2 317167 15 317-149 5 

Finestra2 

Resmetrina 338 7,10 7,16 2 337149 10 337187 10 

Tetrametrina 331 7,30 7,39 2 331167 2 - - 

cis-Bifentina 422 7,38 - 1 205141 10 205121 10 

Fenotrina 
 

7,57 7,64 2 294250 15 294194 15 

Cihalotrina 449 7,79 7,89 2 205141 10 205121 10 

Permetrina 390 8,27 8,35 2 20735 2 20935 2 

d6-Permetrina 396 8,35 - 1 21335 2 21535 2 

Finestra3 

Ciflutrina 433 8,63 8,77 4 20735 2 20935 2 

Cipermetrina 415 8,82 8,96 4 20735 2 20935 2 

d6-Cipermetrina 421 8,90 8,96 2 21335 2 21535 2 

Halfenprox 477 8,84 9,02 2 347147 25 34793 45 

Etofenprox 375 9,02 - 1 175146 5 175131 30 

Fenvalerat 419 9,38 9,54 2 211167 10 213169 10 

Fluvalinat 502 9,54 9,44 2 294250 15 294194 15 

Deltametrina 503 9,94 - 1 29779 2 29781 2 

Tralometrina 661 9,94 - 1 29779 2 29781 2 

Kadetrina 396 10,44 11,00 2 395229 10 395165 15 

Flumetrina 510 12,56 12,67 2 28335 15 24735 25 
* Temps de retenció del primer pic eluït (tR1) i de l’últim (tR2). 
§
Pes Molecular calculat amb els isòtops 

35
Cl i 
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3.3. Adaptació de la metodologia a diferents matrius. 

Durant la tesi es va treballar amb diferents mostres que implicaven, cada una d’elles un 

repte nou a nivell d’extracció i purificació. El laboratori ja tenia a punt diversos mètodes per a 

l’anàlisi de piretroides en aigües (M. L. Feo, Eljarrat, et al., 2010b), sediments (M. L. Feo, 

Ginebreda, et al., 2010) i llet materna (M. L. Feo et al., 2011).  

Per a l’anàlisi de les matrius analitzades durant aquesta tesi es van emprar els mateixos 

mètodes d’extracció de mostra ja publicats pel grup quan va ser possible, però va caldre 

l’adaptació del mètode en el cas de noves matrius com ara ous d’aus, peixos i diferents teixits 
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de dofins. Per similitud en la composició de la mostra, per aquestes matrius es va utilitzar el 

mètode d’anàlisi de llet materna com a referència. 

El tractament de mostra d’aquesta metodologia consistia en una extracció amb hexà i 

diclorometà (Hx:DCM) assistida amb ultrasons. Prèviament s’havia comprovat al laboratori que 

altres mètodes d’extracció (com el PLE) tenien deficiències de recuperació d’anàlits degut, 

segurament, a la facilitat dels piretroides en degradar-se en una molècula acídica i una 

alcohòlica.  

Donat que les mostres biològiques a analitzar contenien una fracció de greixos important, 

aquesta extracció requeria d’una posterior purificació amb dos cartutxos en sèrie, un de C18 i 

l’altre d’alúmina bàsica. Ara sí, aquest extracte ja era a punt per ser redissolt en el dissolvent 

emprat en el instrument, l’acetat d’etil.  

Aquests tractaments, es van haver d’adaptar a les matrius concretes a tractar. Bàsicament, 

optimitzant la quantitat de mostra s’obtenia una purificació correcta i unes concentracions en 

l’extracte purificat adient per a l’anàlisi instrumental. En el cas de mostres de baix contingut de 

greix (al voltant del 5%) la quantitat de mostra podia augmentar fins a 0,5 g sense perjudici de 

la recuperació (mostres de múscul o de peix, per exemple). Per a mostres de contingut lipídic 

superior era important reduir la quantitat de mostra ja que els cartutxos es podien obturar 

amb el greix. Mostres de continguts entre 10-20% de greix (ous) es podien pesar sobre 0,3 g 

tot i que si se suposava que la mostra podia contenir-ne més de greix, com era el cas de les 

llets maternes, era millor pesar només 0,1 g. En el cas de mostres amb molt de greix (teixit 

adipós) la quantitat de mostra s’havia de reduir fins a 0,05 g i petites quantitats de més podien 

fer, depenent de la mostra, que el cartutx no fos capaç de retenir tot el greix i l’extracte no fos 

vàlid per a l’anàlisi instrumental.    

3.4. Determinació enantiomèrica dels piretroides. 

Amb la mateixa preparació de mostra es va posar a punt una metodologia instrumental per 

tal de discriminar els enantiòmers d’alguns piretroides. Com s’ha introduït prèviament, el 

comportament de cada enantiòmer podria ser diferent en el medi ambient ja sigui degut a 

biodisponibilitats diferents, metabolització enantio-selectiva o fins i tot bioacumulació 

selectiva degut a qualsevol de les anteriors. A continuació, a la Publicació 1, es desenvolupa la 

metodologia enantio-selectiva optimitzada per tal de dur a terme estudis ambientals i 

reconèixer el comportament dels piretroides tenint en compte el seu caràcter quiral. 
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Concretament, en aquesta publicació, un cop optimitzada la metodologia instrumental, es 

considerà una sèrie de mostres amb les que comprovar l’eficiència de la metodologia. Les 

primeres mostres estudiades foren uns insecticides comercials adquirits en un supermercat de 

Barcelona. Amb aquests es pretenia comprovar si les mescles comercials eren racèmiques o 

algun dels enantiòmers s’incrementaven per sobre d’altres industrialment.  

A continuació es valorà una sèrie de mostres de llet materna de donants de Barcelona 

també, per tal de comprovar l’adequació de la metodologia amb mostres biològiques. 

Evidentment, es va pretendre relacionar els valors de les mostres de llet materna amb una 

potencial exposició a través de les mostres comercials analitzades, tot i que donada que 

l’exposició a piretroides de les donats era completament desconeguda, aquestes relacions no 

podien ser gaire fiables. 
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Publicacio  1:  

 

Enantiomeric-selective determination of 

pyrethroids: application to human samples 

 

Cayo Corcellas ; Ethel Eljarrat ; Damià Barceló 

 

Analytical and Bioanalytical Chemistry (2014) 

 

IF: 3,436 
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3.5. Discussió de resultats. 

Com a  resultat dels desenvolupaments de mètodes analítics durant la tesi, es van concretar 

dos mètodes instrumentals per a l’anàlisi de piretroides. Un d’ells permet la quantificació de 

19 piretroides diferents i, alhora, del clorpirifos, un altre insecticida de la família dels 

organofosfats. Aquest mètode és ràpid (15 min.) i prou sensible per detectar els piretroides a 

nivells ambientals. Com a comprovació que el mètode optimitzat era vàlid i útil, el grup ha 

publicat recentment aquest mètode que s’ha descrit amb l’aplicació a diferents matrius 

alimentàries (llet, peix, ous, carn de vaca i pollastre) i emprant les tècniques extractives també 

exposades i optimitzades en aquest capítol, sempre que la matriu fos la mateixa a les 

desenvolupades durant aquesta tesi (llet, peix i ous) (Dallegrave, Pizzolato, Barreto, Eljarrat, & 

Barcelo, 2016). En aquesta publicació de 2016 es comparen els LODs assolits amb aquesta 

metodologia (depenent de la matriu i el piretroide tots es trobaren dins el rang de 0,006 a 21,4 

ng g-1 ww) amb altres publicats prèviament per a matrius equivalents per altres autors. Els 

obtinguts amb aquesta metodologia foren sempre aproximadament 3 ordres de magnitud 

inferiors, arribant a 5 ordres en el cas de la cihalotrina trobada en carn. Val a dir que aquesta 

comparativa es va realitzar amb una publicació relativament antiga (2009) mentre que la resta 

amb publicacions més properes temporalment (2013-14)(Dallegrave et al., 2016).  

D’altra banda, durant la tesi també es va desenvolupar un mètode enantioselectiu que 

permet la discriminació total dels diferents isòmers per a la tetrametrina i la separació parcial 

en el cas de la resta dels altres 5 piretroides testats. Per a aquests, el mètode separa tots els 

parells enantiomèrics tipus cis però no els provinents dels isòmers trans. Aquesta informació 

és força interessant a nivell biològic i ambiental ja que, com ja s’ha comentat, segons la 

bibliografia, els isòmers cis són els menys metabolitzables (Tange et al., 2014; S.-Y. Zhang et al., 

2008) (Nakamura et al., 2007) i més perillosos pel que fa a toxicologia crònica (Yuanxiang Jin et 

al., 2012). 

Per tant, per a aconseguir separacions enantiomèriques dels isòmers trans, la columna 

proposada no era eficient. Només en el cas de la tetrametrina va ser útil, però no per a la resta 

de piretroides testats. Degut a la fragilitat de la fase estacionària, la columna no permetia 

gaires modificacions més a les ja provades pel que fa a gradients de temperatures, la qual cosa 

impedia la separació enantiomèrica d’altres piretroides i dels isòmers trans. El 

desenvolupament de noves columnes quirals pot ser, sens dubte, la clau per poder continuar 

en aquesta línia d’investigació i de desenvolupament de noves metodologies enantio-

selectives.  
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Un cop amb aquest mètode instrumental enantioselectiu a punt, els resultats són 

complexos d’entendre, d’exposar i de comparar entre estudis. Així doncs, es va exposar una 

manera clara i concisa de càlcul de les proporcions d’enantiòmers i diastereòmers per als 

piretroides. La clau va ser diferenciar la informació que es pot extreure: per una part la 

diastereoisomèrica (cis/trans) i per una altra la enantiomèrica. 

En el cas dels parells enantiomèrics, es va concloure que el més útil i intuïtiu era emprar els 

factors enantiomèrics (EF, de l’anglès, enantiomeric factor). Aquest paràmetre es defineix a la 

Publicació 1 com a l’àrea del primer enantiòmer eluït dividit per la suma d’àrees de tots dos 

enantiòmers. Amb el resultat d’aquest valor és molt simple entendre quin enantiòmer es troba 

en major proporció. Els rang de resultats d’aquest paràmetre es descriu des del 0, si només hi 

ha l’enantiòmer que elueix últim, fins a 1, quan només hi ha l’enantiòmer que elueix en primer 

lloc. El punt intermedi, 0,5, correspon a la mescla racèmica, en la qual la distribució de 

piretroide es dóna en 50% d’abundància de cada enantiòmer. Així és com només amb aquest 

valor clarament es dedueix quin enantiòmer està en major proporció. L’EF, però, només té 

sentit comparant un enantiòmer amb el seu parell però per als diastereòmers no.  

Per als diastereòmers els paràmetres definits són relacions o ratio (R) entre 2 grups. Els R, 

per contra dels EF, indica la proporció en la qual un diastereòmer està referent a un altre. Així 

doncs, com a mínim el R serà de 0 entenent no hi ha el diastereòmer concret estudiat. Un R de 

1 implica que tots dos grups de isòmers es troben en la mateixa proporció. Com a diferència 

bàsica amb els EF, no hi ha límit superior. El primer R que es pot definir és el produït per la 

diferenciació de cis/trans, el Rcis/trans. Com s’ha discutit prèviament, és molt útil des d’un punt 

de vista toxicològic comprendre si els diastereòmers que s’acumulen en major proporció són 

cis o trans. Aquest paràmetre és el que ens indica clarament si hi ha acumulació 

isomeroselectiva respecte cis - trans. A més, en el cas dels piretroides tipus II tenim diferents 

isòmers cis i trans fent necessari la definició del Rcis1/cis2 i Rtrans1/trans2. En aquests casos, la 

definició de cis1 i cis2 es va fer segons l’ordre d’elució, però, donat que es van caracteritzar 

tots els isòmers, aquesta nomenclatura és fàcilment traslladable als isòmers concrets als quals 

es refereix, això és, el cis1 correspon al parell enantiomèric 1R-3R-R i 1S-3S-S, mentre que el 

cis2 correspon als enantiòmers 1R-3R-S i 1S-3S-R.  

Val a dir que altres autors prefereixen fer una relació entre pics i donar solament aquest 

valor (Kuang et al., 2010). Aquesta relació és l’abundància relativa d’un pic, més concretament, 

l’àrea d’un pic cromatogràfic relativa a la suma de totes les àrees de la resta de pics d’aquell 

piretroide. Tot i que sembla un mètode més simple que el descrit abans, té inconvenients 
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apreciables. El primer, i més evident, és que per als piretroides que el mètode no permet 

separar tots els enantiòmers, hi ha pics que són enantiòmers aïllats i d’altres pics que fan 

referència a parells d’enantiòmers co-eluïts. És a dir, aquets sistema valora per igual els 

enantiòmers que els parells enantiomèrics sense fer distinció de si la isomeria és quiral o 

geomètrica o de si hi ha co-elució. Per si fóra poc, comparar aquests resultats directament amb 

els extrets d’un resultat cromatogràfic diferent és inviable. Només si s’aconsegueixen els 

mateixos pics cromatogràfics es podria comparar valor a valor els resultats. Per últim, en cas 

de voler comparar amb una composició teòrica comercial, cal recalcular els resultats per 

acabar comprovant si la mescla és racèmica per a un parell enantiomèric concret o si la 

proporció cis/trans s’ajusta a les prescripcions teòriques.  

D’altra banda, la nostra sistematització en la nomenclatura permet la comparativa simple 

entre diferents mètodes cromatogràfics, fins i tot permet comparar composicions obtingudes 

amb mètodes quirals i mètodes aquirals ja que la relació cis/trans i entre cis o entre trans 

s’especifica de forma clara. Així doncs, tot i que a priori pot semblar més complex definir tots 

els paràmetres, el valor i significat d’aquests, així com la seva versatilitat per ser emprats en 

condicions cromatogràfiques molt diverses, fan d’aquests paràmetres els més òptims per a 

l’estudi d’aquests compostos.    
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4.1. Introducció. 

En aquest capítol es presentaran els resultats dels treballs sobre biota salvatge que s’han 

dut a terme al llarg de la tesi. Com ja s’ha introduït prèviament, durant la tesi es van evitar 

mostres alimentàries que no fossin representatives d’algun ecosistema. Amb aquesta condició, 

s’aconseguia descriure per primer cop la bioacumulació en espècies exposades a piretroides 

degut a la contaminació ambiental i no per exposició directa humanament desitjada.  

Durant aquest capítol es discutiran termes com la bioacumulació (acumulació de 

contaminant en un ésser viu) i la biomagnificació (acumulació progressivament més elevada de 

contaminant en els essers vius de nivells tròfics superiors). Respecte de la primera, una anàlisi 

de teixits o restes biològiques dels éssers pot ser útil, tot i caldria també demostrar que no es 

tracta d’una acumulació momentània deguda a una exposició recent dels piretroides. Sobre 

biomagnificació, per contra, cal una anàlisi de diverses espècies de diferents estrats de la xarxa 

tròfica per tal de comprovar l’augment dels nivells residuals de insecticides en els nivells 

superiors.  

Un altra concepte clau dels contaminants ambientals que es discutirà en aquest capítol és 

el transport a llarga distància. Els contaminants anomenats POPs es caracteritzen per, entre 

d’altres, ser capaços d’afectar ecosistemes llunyans a la font d’emissió, el què provoca grans 

dificultats a l’hora d’avaluar el focus d’exposició i les implicacions ambientals reals d’una acció 

concreta amb aquests contaminants com per exemple, la creació d’una fàbrica on s’hi apliquen 

o s’empren, per no parlar de les indústries que els sintetitzen. Aquestes afectacions al medi 

ambient poden donar lloc a perjudicis en biomes que, a priori, semblarien aïllats.    

Donada la diferent natura de les mostres, aquest capítol es subdivideix en dos segons el 

biòtop del que es tracta: el medi aquàtic i l’aeri o terrestre. Del medi aquàtic es comprovaren 

la presència dels piretroides en la biocenosi tant en el medi marí com el d’aigua dolça, mentre 

que del medi terrestre es limità bàsicament a la d’una zona acotada del Parc Natural de 

Doñana i una petita mostra de la biocenosi de l’Antàrtida.  

Nogensmenys, aquest el medi terrestre presentà força complicacions donat que moltes de 

les espècies estudiades eren migratòries i protegides, la qual cosa feia, d’una banda, que 

només es conegués la dieta durant els mesos que eren a la zona de mostreig i, de l’altra, que 

fos impossible de triar un mostreig ja que les mostres només podien ser les que estaven 

disponibles amb clares deficiències mostrals, dificultant les anàlisis estadístiques i la 

interpretació de les dades. Tot i així, com que les relacions de la biocenosi del Parc de Doñana 
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eren relativament conegudes, aquest treball tenia com a objectius comprovar les potencials 

bioacumulació i biomagnificació dels piretroides en aquest ecosistema. 

Dins del medi terrestre també s’inclogué l’anàlisi d’unes mostres d’elefants i llops marins de 

l’Antàrtida amb la intencionalitat de comprovar si els piretroides podien afectar a la biota 

d’ecosistemes allunyats i, per tant, transportar-se llargues distàncies. 

Per tant aquest capítol està dividit en dos grans blocs segons el medi que envolta la biota 

estudiada. En el primer bloc, referit a fauna terrestre, es podrà trobar l’article publicat sobre 

l’estudi de piretroides en ous d’aus del Parc de Doñana i els resultats de l’anàlisi de mostres 

d’animals antàrtics, que fou un treball no publicat. El segon bloc, bloc del medi aquàtic, a més, 

es subdividirà també en medi marí i medi d’aigua dolça. Referit a aigua dolça s’inclourà el 

tercer treball publicat dins el marc d’aquesta tesi sobre l’anàlisi de piretroides en peixos de rius 

Ibèrics. Al sub-bloc d’ecosistemes marins, s’inclouran dos treballs publicats sobre l’anàlisi de 

piretroides en dofins, el primer referent a la costa del Brasil i el segon a la costa del sud 

d’Espanya.  

Cada bloc per separat estarà discutit per ressaltar els punts més importants de l’estudi o 

estudis i al final de tot del capítol es podrà trobar una discussió global del capítol. Per últim, se 

n’extrauran les  conclusions pertinents sobre la bioacumulació dels piretoides en biota 

salvatge.  

4.2. Medi terrestre. 

En aquest medi terrestre es van estudiar principalment espècies d’aus que pertanyen a 

diferents nivells tròfics. Hi havia una espècie estudiada que era clarament pertanyent al grup 

de consumidors primaris però la resta eren diferents tipus de consumidors secundaris i 

terciaris dins d’una xarxa tròfica molt complexa. També hi havia espècies carronyaires o que 

combinaven ser consumidor secundari/terciari amb carronyaire, segons disponibilitat. Davant 

aquesta varietat, es va cercar una manera de classificar les espècies segons la posició dins la 

xarxa tròfica. Una eina útil per classificar les espècies correctament dins el nivell tròfic que els 

correspon és l’anàlisi del ratio 15N (d’ara en endavant només 15
N) (Caron-Beaudoin et al., 

2013; Colabuono, Barquete, Taniguchi, Ryan, & Montone, 2014). Aquest paràmetre és la 

relació entre l’abundància relativa de l’isotop 15N respecte del 14N  a la mostra i a l’atmosfera 

per mil. L’equació 1 mostra la formula d’aquest parametre. 
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

 =  (

(15N/14N)mostra

(15N/14N)atmosfera
− 1) · 1000 

Equació 1: Definició del ratio 
15
N   

A priori, dins una xarxa tròfica, són els productors els que incorporen el nitrogen a la 

cadena alimentària. Per tant la quantitat i proporció de isòtops estables de N que hi ha dins la 

xarxa depèn dels productors. Així, els consumidors primaris acumularien una quantitat de 15N 

superior a la pròpia dels productors, degut al consum de moltes concentracions més baixes 

continguda en el seu aliment. Al seu torn, els consumidors secundaris haurien de contenir una 

proporció d’aquest isòtop encara superior i així fins arribar al cim de la xarxa tròfica. Seguint 

aquest raonament, dins un ecosistema determinat i concret, avaluant els 15N es pot situar a 

cada espècie dins el nivell tròfic que li correspon (Florin, Felicetti, & Robbins, 2011). Això, no 

obstant, té força inconvenients a la pràctica. Per començar, l’ecosistema ha de ser 

relativament tancat, de tal manera que no hi hagi entrada de nitrogen per altres fonts alienes 

als productors. A més, si les espècies poden conviure entre diferents medis o viure en un medi 

però alimentar-se d’un altre, com per exemple les espècies pescadores, aquests nivells tròfics 

són més difícils d’acotar segons els valors d’aquest isòtop (Florin et al., 2011). Això és degut a 

que una font de nitrogen aliena (com ara la nitrificació de les aigües per escorrentia de camps 

de cultiu propers) o la inclusió de productors de diferents medis (algues i fitoplàncton vs. 

plantes terrestres, per exemple) dóna lloc a una diferent línia basal del 15N de la xarxa i, per 

tant, tot i ser tots productors primaris tindrien nivells de 15N diferents (Robbins, Felicetti, & 

Sponheimer, 2005; Symes & Woodborne, 2011).  

D’altra banda, tenint espècies que teòricament competeixen per l’aliment és interesant 

comprovar si realment ho fan dins d’aquest ecosistema estudiat. Això es pot comprovar amb el 

ratio 13C, que es defineix d’una manera equivalent al 15N, però amb els isòtops 13C i 12C. De 

forma similar que amb el 15N, els productors de la xarxa són els encarregats de introduir el C 

dins la xarxa alimentària. Això, no obstant, és més complex que amb el N. Les espècies vegetals 

se solen dividir segons si la incorporació del C la fan a través de la síntesi de productes inicials 

de 3 C o de 4 (McConnaughey & McRoy, 1979). Aquest fet, provoca que diferents productors 

tinguin diferents nivells de 14C segons si sintetitzen uns productes o uns altres. Donat que la 

introducció del carboni dins la xarxa sempre serà una mescla de les dues, esbrinar el nivell 

tròfic de les espècies gràcies a aquest isòtop estable no seria viable. Ara bé, com que 

l’alimentació general de cada espècie en un ecosistema sol ser més o menys rutinària, si 

espècies diferents tenen valors de 14C molt similar implicarà que la seva dieta és, igualment, 
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molt similar. Per contra, valors molt diferents d’aquest isòtop poden indicar dietes molt 

diferents (Prochazka et al., 2010; Symes & Woodborne, 2010).    

Les aus del Parc de Doñana se suposa que no estan exposades a l’aplicació directa dels 

piretroides. Per tant, la via d’exposició hauria de ser l’alimentària mitjançant la contaminació 

de l’aliment. Amb aquest context, en l’estudi realitzat en els ous d’aquestes aus també es 

realitzà l’anàlisi dels isòtops estables del N i C per tal de comprovar si hi havia relacions.  

D’altra banda, la disponibilitat de mostres d’animals de l’Antàrtida ens permeté la 

comprovació de si els piretroides són capaços de traslladar-se grans distàncies des del focus 

d’emissió.  

4.2.1 Piretroides en ous d’aus salvatges 

En aquest apartat es presenta la Publicació 2. En ella es varen analitzar ous d’aus salvatges 

del Parc Nacional de Doñana. Aquest parc és una reserva natural considerada patrimoni de la 

humanitat i protegit. Això és així perquè és una zona de gran interès biològic. A més de la 

fauna perenne de la zona, la seva situació entre Àfrica i Europa és clau per la migració de 

moltes espècies d’aus. Moltes d’elles només en les èpoques de migració s’aturen breument 

durant el seu viatge. D’altres, però, es queden al parc i hi nien.  

De les especies que empren el parc com a zona de nidificació, moltes són espècies en perill 

d’extinció i protegides. En el nostre estudi es van incloure moltes espècies en aquesta condició. 

Això implicà que el mostreig no era dirigit sinó que es va veure limitat a la disponibilitat de 

mostres, ja que només es podien obtenir ous infèrtils, ja fos perquè no fossin fecundats o 

perquè per la raó que sigui haguessin estat rebutjats pels progenitors.  

A més, com s’acaba d’introduir, les anàlisis no només van incloure la determinació i 

caracterització enantiomèrica dels piretroides sinó també dels isòtops estables mitjançant els 

valors de 15N i 13C.  
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Pyrethroid insecticides in wild bird eggs from a 

World Heritage Listed Park: A case study in 

Doñana National Park (Spain) 

Cayo Corcellas ; Ana Andreu ; Manuel Máñez ; 

Fabrizio Sergio ; Fernando Hiraldo ; Ethel Eljarrat ; 

Damià Barceló 

 

Environmental Pollution (2017) 

 

IF (2015):4,839  
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Table C (Supporting information): Summary of isomeric results. 

Pyrethroid Parameter Species N Mean 
Standard 
Deviation 

Bifentrhin EFcis White stork 3 0.53 0.10 

  
Black-headed gull 1 0.78 . 

  
Black kite 4 0.68 0.10 

  
All samples 8 0.64 0.13 

Cyhalothrin Rcis1/cis2 White stork 0 . . 

  
Black kite 5 0.91 0.26 

  
All samples 5 0.91 0.26 

 
EFcis1 White stork 0 . . 

  
Black kite 5 0.44 0.14 

  
All samples 5 0.44 0.14 

 
EFcis2 White stork 2 0.29 0.11 

  
Black kite 5 0.42 0.11 

  
All samples 7 0.38 0.12 

Permethrin Rcis/trans Gull-billed tern 1 1.28 . 

  
Gadwall 6 2.60 0.86 

  
White stork 2 4.29 4.65 

  
Black-headed gull 1 6.80 . 

  
Black kite 5 9.36 9.47 

  
Peregrine falcon 1 1.28 . 

  
Common krestel 3 2.65 1.10 

  
Glossy ibis 5 1.61 0.21 

  
All samples 24 4.01 5.10 

 
EFcis Gull-billed tern 1 0.48 . 

  
Gadwall 6 0.48 0.06 

  
White stork 2 0.53 0.13 

  
Black-headed gull 2 0.78 0.02 

  
Black kite 5 0.63 0.19 

  
Peregrine falcon 1 0.51 . 

  
Common krestel 3 0.46 0.08 

  
Glossy ibis 5 0.37 0.03 

  
All samples 25 0.51 0.15 
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Table C (Supporting information): Summary of isomeric results (continuació). 

Pyrethroid Parameter Species N Mean 
Standard 
Deviation 

Cypermethrin Rcis/trans Gull-billed tern 1 2.05 . 

  
Gadwall 6 5.57 2.62 

  
White stork 3 8.17 5.75 

  
Black-headed gull 2 14.47 0.90 

  
Black kite 5 19.75 13.86 

  
All samples 17 11.04 9.87 

 
Rcis1/cis2 Gull-billed tern 1 0.97 . 

  
Gadwall 6 0.58 0.16 

  
White stork 4 0.93 0.08 

  
Black-headed gull 2 0.87 0.26 

  
Black kite 5 0.91 0.16 

  
Peregrine falcon 1 1.15 . 

  
All samples 19 0.82 0.22 

 
EFcis1 Gull-billed tern 1 0.49 . 

  
Gadwall 6 0.51 0.07 

  
White stork 4 0.59 0.11 

  
Black-headed gull 2 0.49 0.02 

  
Black kite 5 0.62 0.05 

  
Peregrine falcon 1 0.48 . 

  
All samples 19 0.55 0.09 

 
EFcis2 Gull-billed tern 1 0.42 . 

  
Gadwall 6 0.37 0.07 

  
White stork 4 0.38 0.04 

  
Black-headed gull 2 0.43 0.04 

  
Black kite 5 0.60 0.06 

  
Peregrine falcon 1 0.44 . 

  
All samples 19 0.44 0.11 

Tetramethrin Rcis/trans White stork 8 0.25 0.05 

  
Black kite 2 0.20 0.03 

  
Common krestel 3 0.25 0.04 

  
Booted eagle 1 0.26 . 

  
Glossy ibis 5 0.22 0.03 

  
Purple heron 1 0.20 . 

  
All samples 20 0.24 0.05 

 
EFcis White stork 7 0.42 0.20 

  
Black kite 4 0.41 0.18 

  
Common krestel 3 0.49 0.05 

  
Booted eagle 1 0.46 . 

  
Glossy ibis 5 0.55 0.04 

  
Purple heron 1 0.61 . 

  
All samples 19 0.48 0.13 

 
EFtrans Gadwall 1 0.35 . 

  
White stork 8 0.38 0.04 

  
Black kite 3 0.39 0.01 

  
Common krestel 4 0.39 0.02 

  
Booted eagle 1 0.36 . 

  
Glossy ibis 5 0.37 0.02 

  
Purple heron 1 0.40 . 

  
All samples 24 0.36 0.08 
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4.2.2 Anàlisi de mostres de l’Antàrtida 

Mostreig i mètodes. 

Al 2013 es varen recollir mostres d’animals morts de l’Antàrtida, concretament de elefants 

marins i de llops marins. D’aquestes dues espècies es tenien mostres del sistema nerviós, de 

greix corporal i de greix de l’aleta. El grup de la Universitat de Rio de Janeiro ens va cedir 11 

d’aquestes mostres per comprovar la presència de piretroides. La Taula 4.1 descriu les mostres 

analitzades.    

Taula 4.1: Mostres d’animals de l’Antàrtida analitzades. 

Espècie Sistema nerviós Greix Greix de l’aleta TOTAL 

Elefant marí 4 2 1 7 
Llop marí 3 1 0 4 

Total mostres analitzades 7 3 1 11 
 

Per tal d’analitzar-les es van tractar igual que d’altres matrius similars, emprant els 

mateixos mètodes que amb altres mostres i que estan ja explicats. El mètode permetia avaluar 

la presència, i quantificar si era el cas, de 13 piretroides: bifentrina, cihalotrina, ciyflutrina, 

cipermetrina, deltametrina, fenvalerat, fluvalinat, fenpropratrina, permetrina, fenotrina, 

resmetrina, tetrametrina i tralometrina (Alonso et al., 2012). 

Resultats. 

Per a aquestes mostres els rang de LODs amb el que es treballava era des de 0,03 a 0,46 ng 

g−1 lw. El rang de LOQs era de 0,10 a 1,54 ng g−1 lw.  

Cap de les mostres analitzades va donar positiu a la presència de piretroides.  

4.2.3 Discussió de resultats 

El primer resultat i més destacable d’aquest estudi fou, sens dubte, que aquestes aus 

bioacumulen piretroides i els transfereixen als ous i, per tant, estan exposats a aquests 

pesticides. Només un estudi recent en perdius de camps de cultiu de cereals francesos havia 

donat algun indici de que això podia ser així (Millot et al., 2015). Malgrat això, tant aquest 

estudi en perdius com els de ous i pollastres de granja (dell'Oro et al., 2014; Y. G. Li et al., 

2016) estudiaven aus que estaven directament exposades als piretroides mentre que, en el 

nostre cas, l’exposició als piretroides dins del la reserva Natural de Doñana no se suposa 

directa. La conclusió que es pot extreure és, doncs, que la dieta ha de ser la via d’exposició. A 

més, hi ha d’haver una dispersió pel medi, ja sigui natural per escorrentia de les aigües de 
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cultiu o possible dispersió aèria en particulat, com dispersió antropogènica amb l’abocament 

de residus contaminats en abocadors on algunes d’aquestes aus s’alimentaven. De fet, al 

dividir les espècies segons els hàbits alimentaris, es va comprovar que les espècies que 

s’alimentaven de fonts principalment antropogèniques tenien uns nivells de piretroides 

superiors.  

Referent a l’anàlisi dels isòtops, es va dur a terme una extracció amb metanol dels lípids. 

Això va ser perquè els lípids interfereixen negativament en l’anàlisi del 14C, fent que l’anàlisi 

no sigui reproduïble. Aquesta extracció, però podria afectar també al resultat de 15N. Així 

doncs, es va fer una primera comprovació de que els nivells de 15N no es veien excessivament 

afectats per l’extracció lipídica de les mostres. La Taula 4.2 mostra la comparativa dels valors 

de 15N i 14C obtinguts de per a la mateixa mostra tractada amb metanol i no tractada. Com 

s’observa, mentre els valors de 15N romanen pràcticament inalterats, per al 14C varien 

significativament amb el tractament. 

Taula 4.2: Comparativa de valors de de 
15

N i 
14

C entre mostres tractades amb metanol i no tractades 

Espècies 


15N mostres 

extretes amb 

MeOH 


15N mostres no 

tractades 


14C mostres 

extretes amb 

MeOH


14C mostres no 

tractades

Agró roig 11,6 11,4 -29,1 -31,0 

Agró roig 13,8 13,9 -27,1 -29,5 

Agró roig 12,7 12,6 -27,7 -30,8 

Morito 13,1 12,8 -24,4 -27,4 

Morito 16,2 16 -26,2 -29,6 

Xoriguer comú 13,6 13,3 -23,2 -24,7 

Xoriguer comú 11,5 11,5 -23,0 -26,8 

Cigonya blanca 9,13 8,9 -24,4 -27,3 

Falcó peregrí 11,7 11,4 -20,2 -22,4 

Milà negre 10,6 10,7 -24,7 -26,4 

En aquest estudi també es va comprovar que situar aquestes aus, part d’elles migratòries, 

dins la xarxa tròfica gràcies als isòtops estables de N i C en els seus ous no era gaire viable. A 

més el fet de que algunes espècies fossin migratòries complicava més l’anàlisi ja que els 
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períodes de dejú i de esforç físic poden alterar el catabolisme de les proteïnes i, per tant, el 


15N (Karnovsky, Hobson, & Iverson, 2012). Tot i així, la comparativa intraespècie en diferents 

anys en algun cas sí que va donar bons resultats. Va ser el cas de les cigonyes que en dues 

campanyes de mostreig en anys consecutius van observar-se un decreixement dels nivells de 


15N. Això podria explicar-se per canvis en la dieta ja que fonts alimentàries antropogèniques 

solen tenir nivells de 15N inferiors (Caron-Beaudoin et al., 2013; Florin et al., 2011).  A més, 

que el 14C també va variar entre aquestes dues campanyes, tot i que no de forma tant 

significativa com el 15N, també corrobora la hipòtesi del canvi de dieta.   

Referent a l’anàlisi de mostres de l’Antàrtida, es pot deduir que aquests animals que viuen 

tan apartats de fonts de emissió de piretroides no estan exposats a ells o que, en cas que ho 

estiguessin, els nivells que els arriben són tan baixos que són capaços de metabolitzar-los 

completament. En qualsevol cas, aquests resultats impliquen que els piretroides no són 

capaços de traslladar-se grans distàncies en quantitats suficients per ser un problema en 

ecosistemes llunyans, potser gràcies a la seva baixa persistència i fàcil degradació. Aquest fet 

ens permet assegurar, com ja succeïa amb la persistència, que els piretroides no poden ser 

considerats POPs.     

4.3. Medi aquàtic. 

Com s’ha discutit a la introducció d’aquesta tesi, els piretroides són principalment hidròfobs 

per tant, en el medi aquàtic serà difícil trobar-ne nivells a l’aigua. Tot i així, sí que en podrem 

trobar als sediments i a la biota de l’ecosistema. A més, com s’ha discutit, en peixos solen ser 

força tòxics així que aquest ecosistema és especialment sensible a la presència de piretroides 

(veure apartats de propietats físico-químiques dels piretroides i de presència ambiental i 

comportament del capítol de Introducció). 

En el cas d’aquesta tesi, es va centrar en l’estudi de la presència de piretroides en diverses 

espècies de peixos dels rius espanyols i en dofins de diverses espècies. La selecció de les 

mostres respongué al interès de conèixer els nivells en els rius espanyols sobre biota. Ja 

estudis previs havien detectat nivells en aigua i sediments d’algun d’aquests rius, tot i que de 

forma intermitent depenent de l’època de l’any i la coincidència amb els períodes de cultiu 

propers (M. L. Feo, Ginebreda, et al., 2010). Per tant, la població de peixos dels rius podia estar 

exposada i era una bona candidata per monitorejar la seva exposició a aquests insecticides.  

A més, també es volien comprovar si la biota marina també era exposada als piretroides. 

Per fer-ho es va triar un “súper-depredador” (en anglès, top predator), és a dir, aquelles 



 

122 

espècies que es consideren que estan en el nivell superior de les cadenes alimentàries i les 

xarxes tròfiques. Aquesta tria respongué a la hipòtesi de que la dilució dels mars i oceans 

provocaria que els nivells en biota marina siguessin molt baixos però, si els piretroides es 

bioacumulen i biomagnifiquen, els nivells superiors de la xarxa tròfica serien els més adients 

per comprovar si hi ha residus de piretroides acumulats en aquesta biocenosi evitant falsos 

negatius per nivells inferior als LODs de la metodologia que podrien donar-se en els estrats 

inferiors de la xarxa tròfica.    

4.3.1 Piretroides en biota d’ecosistemes d’aigua dolça 

En aquest apartat es pretén presentar l’estudi de la presència de piretroides en peixos de 

rius ibèrics de la Publicació 3. Concretament, l’estudi fou emmarcat dins el projecte 

CONSOLIDER “Evaluación y predicción de los efectos del cambio global en la cantidad y la 

calidad del agua en ríos ibéricos (SCARCE)”.  Sota el paraigües d’aquest projecte que englobava 

gran nombre d’estudis, el presentat en aquesta tesis fa referència a la presència de piretroides 

en la biota de rius de 4 conques diferents.  

Com ja es coneixia el caràcter temporal de la presència de piretroides en les conques dels 

rius, l’estudi de l’acumulació dels piretroides en biota podia donar una visió més general i a 

llarg termini de l’exposició d’aquests ecosistemes als insecticides estudiats. A més, el fet de 

comprovar la presència a diverses espècies permetia fer una anàlisi més detallada de l’efecte 

interespècie de l’enantioselectivitat en l’acumulació.  

Cal remarcar, també, que algunes d’aquestes espècies són de consum habitual entre els 

pescadors de riu, així que els nivells de piretroides d’aquests animals poden passar 

directament a ser ingerits per humans. Per tant, en aquest cas podem parlar de contaminació 

per piretroides en mostres que eventualment, poden entrar en l’alimentació humana i ser, per 

tant, una font de ingesta humana de piretroides.    
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Publicacio  3:  

 

First report of pyrethroid bioaccumulation in 

wild river fish: A case study 

in Iberian river basins (Spain) 

Cayo Corcellas ; Ethel Eljarrat ; Damià Barceló 

 

Environment International (2015) 

 

IF: 5,929 
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Sampling 

Point 
Common Name Scientific Name 

Number  of 

individuals 

Sampling 

Point 
Common Name Scientific Name 

Number  of 

individuals 

JUCAR RIVER   EBRO RIVER   

J1 Iberian Gudgeon (adult) 
Gobio lozanoi 

3 E1 Ebro Barbel (adult) 
Barbus graellsii 

3 

 Iberian Gudgeon (juvenile) 6  Ebro Barbel (juvenile) 4 

 Brown Trout (adult) 
Salmon Trutta 

3 E2 Ebro Barbel (juvenile) B. graellsii 3 

 Brown Trout (juvenile) 5  Common Carp Cyprinus carpio 1 

J2 Iberian Gudgeon (juvenile) G. lozanoi 13 E3 Ebro Barbel (adult) 
B. graellsii 

3 

 Brown Trout (adult) S. Trutta 1  Ebro Barbel (juvenile) 3 

J3 Iberian Gudgeon (adult) 
G. lozanoi 

4  Common Carp C. carpio 3 

 Iberian Gudgeon (juvenile) 10 E4 Ebro Barbel (adult) 
B. graellsii 

3 

J4 Iberian Gudgeon (adult) G. lozanoi 14  Ebro Barbel (juvenile) 3 

 Mediterranean Barbel Barbus guiraonis 1  Common Carp C. carpio 3 

J4 Iberian Gudgeon (juvenile) G. lozanoi 7  Wels Catfish Silurus glanis  2 

 Mediterranean Barbel (adult) 
B. guiraonis 

1 E5 Common Carp C. carpio 

S. glanis  

3 

 Mediterranean Barbel (juvenile) 2  Wels Catfish 2 
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 Table A: Details of pooled fish samples analyzed in each river basin. 

LLOBREGAT RIVER   GUADALQUIVIR RIVER   

L1 Ebro Barbel (adult) Barbus graellsii 3 G1 Andalusian Barbel  Luciobarbus sclateri 1 

 Brown Trout (adult) Salmon Trutta 3 G2 Andalusian Barbel  L. sclateri 1 

L2 Ebro Barbel (adult) 
B. graellsii 

3  Common Carp Cyprinus. carpio 9 

 Ebro Barbel (juvenile) 3 G3 Andalusian Barbel  L. sclateri 9 

 Common Carp Cyprinus carpio 3 G4 Andalusian Barbel  L. sclateri 9 

L3 Ebro Barbel (adult) 
B. graellsii 

2     

 Ebro Barbel (juvenile) 3     

 Common Carp C. carpio 1     

L4 Common Carp C. carpio 3     

L5 Common Carp C. carpio 3     

L6 Common Carp C. carpio 3     
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Table B: Results of quantification analyses obtained for each sample (ng g lw-1). 

SAMPLE Bifenthrin Cyhalothrin Tetramethrin Permethrin Cyflutrhin Cypermethrin Fenvalerate Deltamethrin* TOTAL 

JUCAR 
         

J1_GL_a 0.83 35.2 111 152 nd 118 8.04 nd 425 

J1_GL_j 0.88 12.1 66.5 39.2 2.06 65.3 3.96 nd 190 

J1_ST_a 2.50 9.36 14.8 69.2 nd 38.4 5.37 nd 140 

J1_ST_j 3.22 27.5 297 182 6.37 95.6 6.36 nd 618 

J2_GL_a 5.43 16.0 115 324 3.62 161 22.4 23.3 670 

J2_ST_a 37.1 23.3 165 230 nd 95.9 14.1 18.6 583 

J3_GL_a 0.65 18.4 109 nq 5.15 25.4 4.60 nd 163 

J3_GL_j 1.19 22.2 17.4 nq 6.93 32.6 3.70 nd 84 

J4_BG_a 0.42 13.1 98.2 nq nd 4.82 6.70 nd 123 

J4_GL_a 0.69 34.4 310 nq nd 66.1 8.63 nd 420 

J5_BG_a 1.68 5.75 nq nq nd 4.92 nq nd 12 

J5_GL_a 1.75 27.8 82.7 nq nd 52.3 nq nd 165 

J5_GL_j 0.59 21.6 26.9 nq nd 7.89 5.57 nd 63 

EBRO 
         

E1_BG_a 4.87 1.89 nd 59.9 1.70 84.8 7.26 nd 160 

E1_BG_j 5.37 1.58 nd 72.4 1.43 63.7 3.84 nd 148 

E2_CC 1.92 3.54 3.47 24.1 nd 13.1 nq nd 46 

E2_BG_j 0.75 2.02 32.5 nq nd 17.4 nq nd 53 

E3_BG_a 1.21 19.5 49.8 51.5 nd 43.7 2.74 nd 168 

E3_BG_j 1.04 3.04 6.08 40.7 nd 19.7 0.77 nd 71 

E3_CC 1.66 0.97 nd 32.7 nd 13.1 nq nd 48 

E4_BG_a 8.73 17.7 44.8 72.0 nd 27.8 2.07 nd 173 

E4_BG_j 6.30 14.3 4.01 25.0 nd 29.3 2.66 nd 82 

E4_CC 20.1 10.8 6.14 40.6 nd 30.7 6.33 nd 115 
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E4_SG 29.2 70.9 34.5 61.2 3.46 109 11.4 9.75 329 

E5_CC 66.5 12.0 nq 501 2.33 411 24.7 nd 1017 

E5_SG 12.0 30.4 19.2 24.7 1.09 49.6 4.46 5.23 147 

LLOBREGAT 
         

L2_CC 16.8 40.3 11.0 855 1.89 422 65.6 96.2 1508 

L2_BG_a 12.8 30.6 28.1 308 1.34 60.6 6.44 5.31 453 

L2_BG_j 13.8 17.8 39.8 368 0.18 108 6.94 nd 554 

L3_BG_a 6.28 12.0 16.6 203 0.85 31.4 4.13 3.05 278 

L3_BG_j 12.0 22.9 42.6 485 1.62 71.8 4.24 8.98 649 

L3_CC 9.18 14.8 10.1 218 1.05 35.6 4.58 7.65 301 

L4_CC 18.5 13.2 12.3 422 6.01 126 11.6 20.1 630 

L5_CC 5.13 11.9 nd 93.1 1.05 48.7 5.65 nd 166 

L6_CC 5.36 10.4 11.0 99.9 nd 17.9 6.94 nd 152 

L1_BG 6.02 9.04 22.6 0.00 41.7 13.0 10.0 nd 102 

L1_ST 72.9 67.6 169 0.00 3059 1520 49.8 nd 4938 

GUADALQUIVIR 
         

G1_LS 0.64 9.50 1.12 3.95 nq 3.82 0.79 nq 20 

G2_CC 14.5 2.11 1.79 20.1 3.80 93.8 3.00 0.92 140 

G2_LS 81.4 4.77 97.7 169 35.2 351 28.2 25.7 793 

G3_LS 31.5 2.94 nq 279 3.60 407 24.5 27.5 776 

G4_LS 68.9 8.31 4.01 142 2.78 608 3.64 5.39 843 

*These results correspond to the mixture of deltamethrin and tralomethrin. 
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4.3.2 Piretroides en biota d’ecosistemes marins   

En aquest apartat es presentaran dos treballs sobre biota en medis marins. Com s’ha 

discutit prèviament, en ambdós casos es va triar estudiar dofins ja que són considerats súper-

depredadors i podia ser més senzill trobar nivells fins i tot amb la dilució produïda pel mar. A 

més, el fet de tractar amb mamífers, implicava que el comportament esperat dels piretroides 

en aquests animals podia ser més similar al humà que no pas les altres espècies estudiades 

(aus i peixos).   

4.3.2.1 Determinació en dofins del Plata 

La publicació 4, va ser el primer treball a la bibliografia en trobar nivells de piretroides en 

dofins. Fins que vam publicar aquest treball, no hi havia cap article científic sobre nivells de 

piretroides en fauna salvatge, menys encara del medi marí. Els nivells presentats fins aleshores 

es limitaven a algun estudi en humans i en animals de granja exposats expressament. 

En aquest cas es tractava de dofins de l’espècie Pontoporia blainvillei, comunament 

coneguts com dofins del Plata o dofins franciscans. El treball va ser una col·laboració amb la 

universitat de Rio de Janeiro, els quals ens van cedir les mostres. Es tractava d’individus varats 

a les costes Brasileres o morts en xarxes de pescadors que no havien pogut ser alliberats abans 

de la seva mort. Les zones de mostreig comprenien les zones costeres de São Paolo i de l’estat 

Rio Grande do Sul.  
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4.3.2.2 Determinació en dofins comuns 

El segon treball en ecosistemes marins es va fer amb la col·laboració de l’Estació Biològica de 

Doñana i el CIRCE (Conservació, informació i recerca de cetacis). Gràcies a ells es van aconseguir les 

mostres de dofins comuns varats en les costes andaluses de la Publicació 5. Els dofins comuns 

(Delphinus delphis) són una espècie que està en perill d’extinció en el Mediterrani. Per aquest motiu 

molts autors intenten entendre els contaminants als quals aquests cetacis estan exposats i tractar 

d’aclarir els factors pels quals el nombre d’individus d’aquesta espècie en el Mediterrani està 

decreixent.  

L’objectiu d’aquest estudi era evidentment, comprovar la presència de piretroides en dofins del 

Mediterrani. Tot i així, també hi havia un objectiu més ambiciós: ser capaç d’entendre la distribució 

dels piretroides pels diferents òrgans d’aquests odontocets i, per extrapolació, dels mamífers en 

general. Amb aquesta informació, es pretenia obtenir unes directrius per tal de esbrinar el millor 

teixit per monitorejar la presència de piretroides en possibles campanyes posteriors.  
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Abstract 

Recently, pyrethroid insecticides (PYR) have been proposed to be included in environmental quality 

and monitoring studies in the Mediterranean Sea due to its occurrence in dolphin samples in similar 

concentrations than some persistent organic pollutants.  Here, eleven specimens of common dolphin 

(Delphinus delphis) were analysed for determination of pyrethroid insecticides in their tissues. All 

individuals were found stranded in the Spanish Mediterranean coast. Samples of blubber, brain, 

kidney, liver and muscle were processed to assess the PYR exposure and their distribution among 

different dolphin tissues. PYR residues were found in all samples, with permethrin being the main 

contributor to the pyrethroid burden. Levels of PYRs in liver ranged from 17.1 to 155 ng g -1 dry 

weight (68.8-2306 ng g-1 lipid weight). Total body burden was estimated between 1.25 and 6.64 mg 

of PYR, being blubber the main tissue contributor. Besides, distribution of PYR in tissues showed that 

the preferred matrix to monitor these pollutants should be liver in dead animals. However, blubber 

could be used in live specimens. The convenience of expressing results in dw basis was also 

discussed.  

Keywords: Delphinus delphis, Insecticides, Marine pollution, Pyrethroids, Permethrin, Tissue 

distribution. 

mailto:eeeqam@idaea.csic.es
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Introduction 

Pyrethroids (PYRs) are semi-synthetic insecticides derived from pyrethrins, with high lipophilic 

behaviour. They are structurally related with the chrysanthemic acid and their esters. They are 

classified as Type I and II depending on their structure. Both types have chiral centres, which makes 

them optically active. Type I usually present 2 enantiomeric pairs whereas Type II can have 4 

enantiomeric pairs, what it means 8 isomeric configurations.  

The use of PYRs is widespread around the globe. They are very common in agricultural and 

livestock sectors but also they are used for domestic purposes, as well for disease control 

programmes to ensure Public Health. In the 2011, it was estimated that 1500 tonnes were used in 

the home and garden sectors in the United States of America (U.S.  EPA, 2011).  Information on PYRs 

use in Spain highlight that 11570 tonnes were packed as retail sales products in 2007.(INE, 2015).  

Although PYRs can be mostly metabolized by mammals, birds and other species (Barr et al., 

2010; Demoute, 1989; Mir-Tutusaus et al., 2014), the huge quantities which are dumped into the 

ecosystems make them ubiquitous in the environment (M. L. Feo, Ginebreda, et al., 2010; Weston & 

Lydy, 2010; Yoshida, 2009) and even in biota (Alonso et al., 2012; Corcellas et al., 2016; Corcellas, 

Eljarrat, & Barceló, 2015b) and humans (Corcellas et al., 2012; Channa et al., 2012). However, PYRs 

are highly extended because of their low toxicity for mammals and birds. Nevertheless, recent 

studies in mammals at non-lethal doses points out to their potential carcinogenic behaviour (Bassil et 

al., 2007) as much as their endocrine disruption activity (Cinzia et al., 2013; Yuanxiang Jin et al., 

2011). Moreover, this toxicity could depend on the isomerism. Therefore, cis diastereoisomers would 

be more toxic than trans (S.-Y. Zhang et al., 2008) and possibly, one of the enantiomers more active 

than the other (Yuanxiang Jin et al., 2012).   

Recently, it was demonstrated the presence of PYRs in aquatic ecosystems, both in rivers 

(Corcellas et al., 2015b) and the seas (Alonso et al., 2012; Aznar-Alemany, Giménez, de Stephanis, 

Eljarrat, & Barceló, 2017). In top predators such as dolphins, pyrethroids were found in liver (Aznar-

Alemany et al., 2017), breast milk, placenta, muscle, blubber, cord and even foetuses (M. B. Alonso 

et al., 2015; Alonso et al., 2012). Liver median values in adults were 300 ng g-1 lw in Spanish coastal 

specimens (Aznar-Alemany et al., 2017) and 7.04 ng g-1 lw in other species of Brazilian dolphins 

(Alonso et al., 2012) with 87% and 100% of positive samples, respectively. These studies 

recommended the monitoring of these pesticides in aquatic ecosystems due to their toxicity. For 

some contaminants, such as persistent organic pollutants (POPs), the importance of monitoring 

these contaminants in marine ecosystems had been largely proved (Hall, Hugunin, et al., 2006; 

Reijnders, 1986), and even some models had been tested (Hall, McConnell, et al., 2006). In marine 

ecosystems, studies have been mainly performed in odontocetes because these species are top 
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predators (de Moura, Hauser-Davis, Lemos, Emin-Lima, & Siciliano, 2014; Kucklick et al., 2011) and 

have been proposed as sentinels of the health of marine habitats (Santos & Pierce, 2015). 

Nevertheless, other species such as whales have also been monitored (Godard-Codding et al., 2011). 

For these monitoring, biopsies of free-ranging animals are preferred but these samples are 

composed basically of skin and the outer blubber layer (Fossi, Casini, & Marsili, 2007). The 

distribution of POPs in dolphin tissues has been hardly studied in several species (Gui, Yu, He, Tu, & 

Wu, 2014; Tornero, Borrell, Forcada, & Aguilar, 2004; Yordy, Wells, et al., 2010). Firstly, it was 

assumed that these lipophilic compounds tended to accumulate in fat tissue such as the blubber 

layer due to their high lipid content (Aguilar, 1985). After that, some studies criticised this 

assumption arguing that in mammals there were some tissues that accumulated more POPs than 

others (H. Shen et al., 2012) and even the blubber was not always homogeneous (Yordy, Pabst, et al., 

2010). Because of that, and in order to clarify a good methodology for PYRs monitoring in marine 

ecosystems, determining the distribution of PYRs in cetacean tissues is necessary.  

In the present study we studied the endangered subpopulation of Mediterranean short-beaked 

common dolphins (Delphinus delphis) from the Alboran Sea. Common dolphins used to be abundant 

and widespread all over the Mediterranean but in the 1970s its numbers began to decrease rapidly. 

Its decline has been attributed to several factors such as overfishing, habitat degradation, climate 

change, bycatch and contamination (Bearzi et al.). Then, the assessment of its contaminant burden is 

important in order to properly conserve this endangered subpopulation.  

 

Our goal was to determine the PYR distribution in common dolphins tissues in order to show 

some potential differences among tissues, check the lipophilic tissue preference and elucidate which 

tissue is more suitable for monitoring and future analyses. Therefore, we determined 13 common 

PYRs (cis-bifenthrin, cyfluthrin, cypermethrin, -cyhalothrin, deltamethrin, fenvalerate, 

fenpropathrin, fluvalinate, permethrin, phenothrin, resmethrin, tetramethrin, tralomethrin) in 

blubber, brain, kidney, liver and muscle of eleven stranded common dolphins.  

Materials and methods 

Standards and Reagents 

All analytical standards were purchased to Dr. Ehrenstrofer (Augsburg, Germany). As surrogate 

standards d6-trans-permethrin and d6-trans-cypermethrin were chosen and purchased to the same 

commercial firm. Organic solvents were obtained from J.T. Baker “for use in HPLC” quality (Deventer, 

The Netherlands). Standard solutions were prepared in ethyl acetate. Calibration curves were 
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prepared at different concentrations ranging between 0.4 and 150 ng mL−1. Solid phase extraction 

(SPE) cartridges were obtained from Isolute Biotage (Uppsala, Sweden) (C18, 2 g / 15 mL) and from 

Interchim (Montluçon, France) (Basic alumina, 5g / 25 mL). 

Sampling 

Eleven individuals were analyzed in order to determine levels of PYRs in different tissues. A total of 

38 samples were analyzed including 10 samples of muscle, 10 of kidney, 7 of liver, 6 of blubber and 5 

of brain tissues (see Table 1). Samples of stranded individuals were collected from 2004 to 2009 in 

the Spanish coast of the Alboran Sea (western Mediterranean Sea). Samples were collected and kept 

frozen at -20ºC until the analyses were carried out. 

Table 1: Information about the analysed samples. 

Individual 
Tissues 

# Matrices 
Blubber Brain Kidney Liver Muscle 

A X X    2 

B X X X  X 4 

C   X  X 2 

D   X X X 3 

E   X  X 2 

F X X X X X 5 

G X  X X X 4 

J X  X X X 4 

K   X X X 3 

L  X X X X 4 

M X X X X X 5 

TOTAL 6 5 10 7 10 38 

 

Analytical methods 

Sample treatments were adapted from Feo et al. (Maria Luisa Feo et al., 2012). Briefly, different 

amounts between 0.05 to 0,3 g of sample was exactly weight depending on the fat content of the 

sample, i.e., the fattier the tissue was the less amount of sample was weight. These were spiked over 

night with 0.25 ng and 0.125 ng of d6-trans-permethrin and d6-trans-cypermethrin, respectively. 

Extraction procedure was carried out with 20 mL of hexane:dichloromethane (2:1) and assisted by 

ultrasounds during 15 minutes. This extraction was repeated twice and the solvent was dried by a N2 

stream. The solvent was cleaned-up by a tandem SPE (basic alumina and C18 cartridges, 30 mL 

acetonitrile as eluent) cleaned the dried extract up. The eluent was evaporated under N2 and the 

sample reconstituted in 100 μL of ethyl acetate. 
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Analyses were performed on an Agilent Technologies 7890A coupled to a 7000A GC-MS Triple 

Quad. The chosen column was a DB5-ms (15 m x 0.25 mm x 0.1 μm). Details of chromatographic 

condition analyses are found in Corcellas et al. (Corcellas, Eljarrat, & Barceló, 2015a). The selected 

mass spectrometry (MS) mode was the negative chemical ionization, with ammonium as reagent gas. 

All MS parameters are found in Feo et al. (M. L. Feo et al., 2011). It was remarkable that deltamethrin 

and tralomethrin were indiferenciated with these methodologies because the high temperature of 

the GC inlet convert tralomethrin in deltamethrin (Valverde et al., 2002).   

The lipid content in samples was determined gravimetrically in parallel with an equivalent 

extraction procedure of 1 g of sample. 

Quality assurance/control 

These methodologies were previously tested and details of its reproducibility and linearity can be 

found in previous studies (Corcellas et al., 2015a; M. L. Feo et al., 2011). The mean recovery with our 

matrices was 79%, being 53% the lower value, obtained for deltamethrin. Limits of detection (LOD) 

ranged from 0.02 to 0.71 ng g−1 lipid weigh (lw) and limits of quantification (LOQ) from 0.08 to 2.38 

ng g−1lw. For each batch of 11 samples, one methodological blank was carried out. Levels of blanks 

were subtracted to all corresponding samples in case blank signal was higher than 1% of the sample 

signal. 

Total Body load calculation 

In order to study the accumulation process in each tissue, an approximation of the total body (TB) 

load was calculated. As the weight of different organs was not measured in the studied specimens, 

the relationship between organs weights and individual length was used as a proxy (Ridgway & 

Brownson, 1984; Tornero et al., 2004). With these proportional parameters among tissues, the 

weight of each organ of each individual was estimated based on its length. After that, multiplying this 

estimated weight by the ∑13PYR in ww basis, the amount of PYR in each organ was obtained. All 

tissue values were summed to obtain the TB load. 

Results and discussion 

Levels of ∑13PYRs in samples 

Detection of PYRs was positive for all samples considered. General levels of ∑13PYR ranged from 20.5 

to 6730 ng g-1 lw (0.73 – 218 ng g-1 wet weight (ww), 2.92 to 360 ng g-1 dry weight (dw)). Individual 

values can be found in Supplementary Information A to C. A summary of basic statistics of these 

results can be found in Table 2, expressed in the three weight basis, i.e. dw, lw and ww.  
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Table 2: Basic statistic of results. Concentration of ∑13PYRs in dolphin tissues (ng g-1). 

 

Wet weight (ww) Dry weight (dw) Lipid weight (lw) 

Arithmet
ic mean 

(±SD) 

Geometr
ic mean 

Rang
e 

Arithmet
ic mean 

(±SD) 

Geometr
ic mean 

Rang
e 

Arithmet
ic mean 

(±SD) 

Geometr
ic mean 

Rang
e 

Blubb
er 

65.3 ± 

76.0 
42.9 11.7-

218 

121 ±   

122 
81.5 16.9-

360 

145 ±   

149 
99 20.5-

437 

Brain 
10.1 ± 

8.17 
5.69 0.73-

18.3 

40.3 ± 

32.7 
22.8 2.92-

73.1 

253 ±   

213 
160 28.0-

551 

Kidney 
17.6 ± 

14.1 
11.3 1.42-

37.2 

77.6 ± 

61.3 
49.8 6.82-

162 

822 ±   

734 
531 67.2-

2460 

Liver 
23.6 ± 

16.8 
18.3 6.39-

48.9 

76.5 ± 

51.7 
60.0 17.1-

155 

942 ±   

752 
628 68.8-

2310 

Muscl
e 

18.6 ± 

18.6 
10.1 1.49-

51.9 

68.6 ± 

71.2 
36.8 5.98-

208 

2550 ± 

2490 
1420 192-

6730 

 

In other odontocete species analyzed (Mariana B. Alonso et al., 2015; Alonso et al., 2012; Aznar-

Alemany et al., 2017) levels of PYRs in liver were found to be up to 68.4 ng g-1lw in Franciscana 

dolphin (Pontoporia blainvillei) samples and to 5210 ng g-1 lw in striped dolphin (Stenella 

coeruleoalba) ones. In blubber and muscle tissues they reach up to 101 and 860 ng g-1 lw, 

respectively, in samples of Franciscana dolphin, and to 135 and 620 ng g-1 lw, respectively, in samples 

from Guiana dolphin (Sotalia guianensis). All these values were in concordance with the range of our 

studied matrices (i.e. 68.8-2306 ng g-1 lw in liver, 20.5-437 ng g-1 lw in blubber, and 192-6725 ng g-1 lw 

in muscle). Franciscana and Guiana dolphins tends to present mean levels a little bit lower than ours, 

but several factors may explain this fact. First of all, those species were from Brazil coast and the PYR 

dumping in there could probably not be the same as Spanish. Moreover, the dilution effect in the 

Atlantic Ocean is presumably bigger than in the Mediterranean Sea. Furthermore, comparing 

different species is always difficult due to differences in diet, habitat and even some metabolic 

mechanisms.  

From the same Alboran Sea, striped dolphins presented levels of pyrethroids much similar to 

common dolphins. Mean value of PYR levels in liver for all individuals of common dolphins was 76.50 

± 51,64 ng g-1 lw, while for striped dolphins it was 300,00 ± 934,24 ng g-1 lw with and differences 

were significant (Kruskal–Wallis test, H=1.11, 1 d.f., P=0.29). However, when only adult females were 

compared, means were 84.94 ± 51.01 and 398.12 ± 525.15 for common and striped dolphins, 
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respectively, without significant differences in distribution (H=0.11, 1 d.f., P= 0.74). In Figure 1 are 

both comparisons represented.   

Figure 1: Levels of PYR in striped and common dolphin livers. a) All individuals included b) only adult 
females’ values. 

 

Regarding specific PYRs, 100% of samples presented permethrin and 61% tetramethrin, both of 

them belonging to type I PYRs. Only 63% of samples presented some of type II PYR. For instance, in 

61% of samples cypermethrin was quantified, while fenvalerate was determined in 47% of samples.  

Cyhalothrin and deltamethrin/tralomethrin were present in 13% of samples, whereas cyflutrhin only 

in 2.6%. The rest of PYRs (cis-bifenthrin, fenpropathrin, fluvalinate, phenothrin, resmethrin) were 

never detected at quantifiable amounts. In Figure 2, the content of each pyrethroid in each matrix is 

represented as a percentage. It was clear that permethrin was the main PYR in all samples with more 

than 89% of contribution in the total PYR sum in all matrices. In the same coastal area, permethrin 

and tetramethrin were the main contributors of pyrethroid pollution in liver of striped dolphins 

(Aznar-Alemany et al., 2017). This similar pattern could be due to a similar exposition to these 

insecticides through diet (Edwards, Millburn, & Hutson, 1987) because both species seems to feed on 
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similar preys due to its overlap in stable isotope signatures (Giménez et al.). However, the profile 

corresponding to Brazilian dolphins was differently dominated by permethrin and cypermethrin (M. 

B. Alonso et al., 2015), perhaps due to different pyrethroid dumping.  

Figure 2: Contribution of each PYR to the total sum in each matrix. 

 

Regarding the distribution of the rest of PYR in tissues, it seemed to respond to some physico-

chemical characteristics of these pollutants. For instance, the most hydrophilic tissues (muscle, 

kidney and liver) presented different proportions of deltamethrin/tralomethrin and fenvalerate, but 

they were not detected in brain and blubber. It would be related with the log Kow of these PYR (lower 

than 5,01). However, the lipophilic behaviour was not the only reason for these results. On the 

contrary, recent studies with human brain cells showed that deltamethrin permeation through the 

blood brain barrier is a passive transport concentration-dependent. Moreover, the binding with 

serum albumin and plasma proteins/lipoproteins could limit this transport (Amaraneni et al., 2016; 

Bruckner, 2014). Cypermethrin presented higher contributions in brain than in blubber showing more 

affinity for this tissue. This might suggest that cypermethrin is able to penetrate the 

hematoencephalic barrier more easily than other pyrethroids.  

Given the length of the animals, we could know that all males were juveniles and young adults, 

while females were young adults and adults (Borrell & Aguilar, 2005; Hall, McConnell, et al., 2006; 

Murphy, Pinn, & Jepson, 2013). Because of these differences in age, both sexes were not comparable 

in the present study. After sex classification, statistical analyses were carried out and no correlation 

was found among PYR level and length nor tissue (at 99% of confidence). Figure 3 shows the levels of 

pyrethroids in tissues versus the individual length by sex. As it is clear, in case of males the lack of 

samples didn’t let describe a trend. In the case of females, dispersion was too high to detect any 

tendency. The variability in pollutant values in females could be due to losses of body burden 

pollution through births, the consequential maternal transfer and lactation (Alonso et al., 2012; 

Borrell & Aguilar, 2005).    
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Figure 3: Distribution of PYRs in different tissues for two individuals: a) ww basis, b) dw basis, c) 
lw basis. 

 

Expression of PYRs results in ww, lw or dw 

Results expressed in different weight basis were compared for each tissue. Only two of the 

individuals were sampled for all the 5 different studied tissues. Therefore, comparison among tissue 

was done with these two dolphins. In Figure 4 the contribution (%) of ∑13PYRs in each tissue relative 

to the total amount of ∑13PYRs in the individual is represented. Dry weight and wet weight bases 

presented similar profiles except for the contribution of blubber, which was lower in dw 

normalization. With this dw basis, blubber was the tissue in which most of PYRs were found (≈40%), 

as expected given the lipophilic behaviour of PYRs. The rest of tissues presented between 12 to 17% 

of the total ∑13PYRs in each individual. On the other hand, lw normalization presented a completely 

different pattern. The blubber presented only the 5% of PYRs but the highest concentration of PYRs 

per lipid unit was in the muscle (47%). The rest of tissues presented between 10% (brain) and 24% 

(liver) of contribution to the total.  

These results mean that changing bases produce important differences in result discussion. 

Even when lipid weight normalization is valid for most of POPs, for PYRs it seemed not to be so 

suitable. One important characteristic of POPs is that they are accumulated preferably in lipid tissues 

(Gui et al., 2014; Yordy, Pabst, et al., 2010). Therefore, most of tissues presented similar POP 

amounts in lipid weight basis, even when some differences were described in some special tissues. 

For example the outer blubber layer of cetaceans presented a slow equilibrium with the inner 

blubber layer, which is more metabolically active (Herman et al., 2008). Nonetheless, PYR are more 

easily metabolized not only by the common cytochrome P450 complexes (Godard-Codding et al., 

2011; Nakamura et al., 2007) but as well by other enzymes involved in this process, i.e., the 

carboxylesterases (Crow, Borazjani, Potter, & Ross, 2007). That fact could make that in some tissues 

the metabolization of PYRs were more effective. Besides, it is known that pyrethroid distribution 

through mammalian bodies are helped by lipoproteins bindings, what could interfere in permeation 

through tissues (Amaraneni et al., 2016). For that reason, the lipophilic character is not so   
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Figure 4: Representation of levels of PYRs vs. length in each tissue, separately for males 
(green) and females (red). 

 

conclusive in the PYR distribution in tissues. Given those difficulties in the understanding of lipid-

normalized PYR levels, lw basis is not the best choice in order to compare levels among individuals or 

even species.  

Since water content is also depending on a lot of undesirable factors such as tissue 

characteristics, decomposition condition, between others, the best option to compare data about 

levels of PYRs in biota should be dw normalization.    

Total Body load  

The TB load was calculated only for the two individuals that presented all 5 matrices. In Table 3 TB 

results are presented as well as reference values used in this estimation. The TB load was of 1.25 and 

6.64 mg of PYRs. In the blubber, near the 80% of the total of PYRs would be accumulated while in the 

muscle it would be around the 18%. In both individuals the contribution of the rest of analyzed 

organs contribute in less than 5% of the total amount of PYRs. These results have to be treated 

carefully because the calculation is just an approximation due to the lack of real organ weights and it 
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was calculated only for two individuals. Even that, this is a first approach to understand PYR 

behaviour in dolphin tissues. 

When authors have evaluated total body load of POPs in cetaceans, they have estimated than 

more than 90% of this value corresponded to blubber contribution. However, since lipid is mobilized 

constantly, this tissue became the main source of these contaminants for the rest of tissues (Yordy, 

Wells, et al., 2010). This is in concordance with our results. For pyrethroids contribution of blubber 

was a little lower than for POPs but it may also be due to estimation of each tissue contribution.    

PYR levels by tissues 

As it is showed in Table 2, brain was the tissue with lower levels of PYRs, with a geometric mean of 

22.8 ng g-1 dw. This could point out that the blood-brain barrier is able to partially avoid the 

penetration of pyrethroids in brain, which would be very useful taking into account that PYR main 

effect as insecticide is to act in the nervous system and its effects in nervous system could be toxic 

for mammals (Hansen et al., 2017; Islam, Zaman, Duarah, Raju, & Chattopadhyay, 2017; Varro et al., 

2017). Following, muscle, kidney and liver presented similar ranges (5.98-208, 6.82-163 and 17.1-155 

ng g-1 dw, respectively) and geometrical means of 36.8, 49.8 and 60.0 ng g-1 dw, respectively. Thus, 

liver seemed to present less inter-individual variation in PYR levels than the other two tissues 

(standard deviations of muscle, kidney and liver were 71.1, 61.3 and 51.7 ng g-1 dw, respectively). 

Finally, the most polluted tissue was the blubber (geometrical mean = 85.1 ng g-1 dw, range from 

16.9 to 360 ng g-1 dw) which is consistent with the lipophilic behaviour of PYRs.  

Altogether, for monitoring purposes, blubber seemed to be the suitable tissue to analyse due to 

its high amount of pollutant and the possibility of obtaining this tissue in free ranging animals 

through remote biopsy (Giménez, De Stephanis, Gauffier, Esteban, & Verborgh). However, the 

extraction procedure carried out in the present study present some analytical difficulties with very 

fatty samples. Moreover, because of the small amount obtained in regular monitoring sampling 

schemes through biopsy darting, this matrix could show false negatives. Furthermore, some authors 

have discussed about differences in blubber composition and potentially different accumulation of 

organic compounds in different animal blubber layers or even the body area this blubber was taken 

(Gui et al., 2014; Tornero et al., 2004; Yordy, Pabst, et al., 2010). On the other hand, liver tissue 

seemed to give consistent information, with amounts of pollution high enough to show the exposure 

of dolphins to PYRs. Even when levels of pyrethroids in liver could represent better the recent 

exposure to this compounds, levels in liver were usually close to muscle and kidney ones, what gave 

a general idea of pollution exposure of the internal organs of the individual, regardless it was recent 

or long term exposure. To sum up, we recommend the monitoring of liver as the preferred tissue in 
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stranded animals while blubber would be the suitable tissue for the monitoring of free ranging 

individuals.      

Conclusions 

In the present study pyrethroid residues were found in tissues of all the dolphins analysed. 

Concretely, permethrin was found in 100% of samples. Levels of pyrethroids were in the range of 

previous studies. Given the ever-presence of these insecticides in dolphin samples, the main 

achievement of this study was to compare different dolphin tissues in order to clarify the best matrix 

to monitor these pollutants. Results point out that blubber could be a good tissue for these purposes, 

even though the present analytical methodology could show some false negatives. For stranded 

individuals, liver would be a better choice, given that this tissue showed representative levels of 

internal organs. However, it is important to understand that there were differences among tissues 

such as liver, blubber and brain. That meant that levels found from studies which analysed different 

tissues would be not directly compared.  

As expected because of the lipophilic behaviour of pyrethroids, the main amount of pyrethroids 

was accumulated in blubber while internal organs accumulations represented less than 5% of the 

total load.  

Finally, this study showed as well the importance of the basis in which results are provided. Lipid 

weight was not the better option for these metabolizable pollutants. Dry weight basis would be the 

selected normalization procedure due to present PYR levels results.               
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Table 3: Reference values and results of TB load calculation for the F and L individuals. 

Individual 
Length 

(cm) 
Parameter Blubber Brain Kidney Liver Muscle 

TB load 

(µg) 

Ref1(Tornero 

et al., 2004) 
187 Reference weight (kg) 22,34 - 3,4 2,2 34,87 - 

Ref2(Ridgway 

& Brownson, 

1984) 

193,1 Reference weight (kg) - 0,8356 - - - - 

F 183 

Estimated weight (kg) 21,86 0,79 3,33 2,15 34,12 

1248 ∑13PYRs  (µg) 1077 13,16 11,21 34,51 112,5 

% TB load 86,3 1,1 0,9 2,8 9,0 

L 181 

Estimated weight (kg) 21,62 0,78 3,29 2,13 33,75 

6637 ∑13PYRs  (µg) 4710 9,89 122,5 42,58 1753 

% TB load 71,0 0,1 1,8 0,6 26,4 

Mean - % TB load 79 0,6 1,4 1,7 18 - 
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Supplementary Information A.: Results of quantification analyses (ng g-1 ww) (quantified PYRs only). 

Individual Tissue 
Type I PYRs Type II PYRs 

TOTAL 
Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

A Blubber 49.8 ND ND ND NQ ND ND 49.8 

  Brain 18.3 ND ND ND NQ ND ND 18.3 

B Blubber 32.7 0.74 ND ND NQ ND ND 33.5 

  Brain 1.57 ND ND ND 0.56 ND ND 2.13 

  Kidney 3.89 ND ND 0.10 1.42 ND ND 5.31 

  Muscle 2.82 0.04 ND ND 0.47 ND 0.02 3.35 

C Kidney 1.42 ND ND 0.07 NQ ND ND 1.42 

  Muscle 4.10 ND ND ND ND ND ND 4.10 

D Kidney 32.5 1.61 ND ND 2.50 0.27 0.09 37.0 

  Liver 41.1 0.40 ND ND 1.92 0.31 0.10 43.9 

  Muscle 25.4 0.73 ND ND 2.52 4.05 0.07 32.7 

E Kidney 10.5 0.04 ND ND 0.39 ND ND 10.9 

  Muscle 13.9 ND ND ND ND ND ND 13.9 
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Supplementary Information A.: Results of quantification analyses (ng g-1 ww) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Type I PYRs Type II PYRs 

TOTAL 
Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

F Blubber 48.2 1.05 ND ND NQ ND NQ 49.2 

  Brain 16.6 NQ ND ND NQ ND ND 16.6 

  Kidney 3.36 NQ ND ND NQ ND 0.01 3.37 

  Liver 14.5 0.15 ND ND 1.11 0.19 0.08 16.0 

  Muscle 2.66 ND ND 0.13 0.63 ND ND 3.30 

G Blubber 29.2 0.62 ND ND NQ ND NQ 29.8 

  Kidney 25.6 0.95 ND ND 3.92 ND 0.12 30.6 

  Liver 20.9 NQ ND ND 1.98 0.42 0.08 23.3 

  Muscle 23.5 0.53 ND ND 3.87 ND 0.11 28.0 

J Blubber 11.3 0.34 ND ND NQ ND ND 11.7 

  Kidney 17.2 0.13 ND ND 1.19 ND NQ 18.5 

  Liver 5.13 0.11 0.21 ND 1.26 ND 0.03 6.74 

  Muscle 1.49 ND ND 0.07 ND ND ND 1.49 
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Supplementary Information A.: Results of quantification analyses (ng g-1 ww) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Type I PYRs Type II PYRs 

TOTAL 
Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

K Kidney 5.64 ND ND ND 0.48 ND 0.03 6.15 

  Liver 6.22 0.10 ND ND NQ ND 0.07 6.39 

  Muscle 5.30 ND ND 0.08 0.34 ND ND 5.64 

L Blubber 213 4.37 ND ND NQ ND NQ 218 

  Brain 11.7 0.05 ND ND 0.91 ND NQ 12.6 

  Kidney 34.8 0.29 ND ND 2.08 ND 0.08 37.2 

  Liver 15.8 1.55 ND ND 2.53 ND 0.13 20.0 

  Muscle 47.5 0.84 ND ND 3.52 ND 0.13 51.9 

M Brain 0.69 0.04 ND ND NQ ND NQ 0.73 

  Kidney 22.7 NQ ND ND 3.07 ND 0.07 25.8 

  Liver 45.4 0.88 ND ND 2.52 ND 0.09 48.9 

  Muscle 38.7 0.58 ND ND 2.48 ND 0.11 41.9 

% of positives samples 100 61 2.6 13 61 13 47 100 

a Deltamethrin label included both deltamethrin and tralomethrin.  
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Supplementary Information B.: Results of quantification analyses (ng g-1 lw) (quantified PYRs only). 

Individual Tissue 
Lipid 

% 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

A Blubber 56 88.66 ND ND ND NQ ND ND 88.66 

  Brain 3.3 550.7 ND ND ND NQ ND ND 550.7 

B Blubber 49 67.28 1.52 ND ND NQ ND ND 68.79 

  Brain 3.0 51.94 ND ND ND 18.62 ND ND 70.56 

  Kidney 1.4 277.57 ND ND 7.15 101.66 ND ND 379.22 

  Muscle 1.0 269.62 4.29 ND ND 44.86 ND 2.14 320.92 

C Kidney 2.1 67.18 ND ND 3.31 NQ ND ND 67.18 

  Muscle 0.8 538.78 ND ND ND ND ND ND 538.78 

D Kidney 2.3b 1393.92 69.14 ND ND 107.3 11.68 4.06 1586.1 

  Liver 1.9 2162.5 21.28 ND ND 101.1 16.38 5.1 2306.37 

  Muscle 0.7 3663.95 105.15 ND ND 364.42 585.33 10.82 4729.67 

E Kidney 2.3 b 450.37 1.66 ND ND 16.77 ND ND 468.8 

  Muscle 0.8 b 1803.18 ND ND ND ND ND ND 1803.18 
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Supplementary Information B.: Results of quantification analyses (ng g-1 lw) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Lipid 

% 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

F Blubber 41 116.32 2.54 ND ND NQ ND NQ 116.32 

  Brain 4.9 341.33 NQ ND ND NQ ND ND 341.33 

  Kidney 2.9 114.95 NQ ND ND NQ ND 0.45 115.4 

  Liver 2.2 659.46 6.79 ND ND 50.44 8.81 3.65 729.14 

  Muscle 0.5 491.21 ND ND 24.72 116.26 ND ND 607.47 

G Blubber 21 141.66 3.01 ND ND NQ ND NQ 144.67 

  Kidney 4.2 612.99 22.83 ND ND 93.82 ND 2.79 732.43 

  Liver 3.3 b 632.15 NQ ND ND 60.1 12.77 2.28 707.3 

  Muscle 1.1 2155.81 48.93 ND ND 355.43 ND 10.49 2570.66 

J Blubber 57 19.87 0.59 ND ND NQ ND ND 20.46 

  Kidney 2.3 b 737.12 5.63 ND ND 51.07 ND NQ 793.82 

  Liver 2.1 247.47 5.45 10.06 ND 60.63 ND 1.35 324.97 

  Muscle 0.8 b 192.34 ND ND 8.64 ND ND ND 192.34 



173 

Supplementary Information B.: Results of quantification analyses (ng g-1 lw) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Lipid 

% 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

K Kidney 1.2 469.65 ND ND ND 39.63 ND 2.29 511.57 

  Liver 9.3 66.95 1.08 ND ND NQ ND 0.8 68.83 

  Muscle 0.3 1635.47 ND ND 24.12 105.05 ND ND 1740.52 

L Blubber 50 427.75 8.76 ND ND NQ ND NQ 436.51 

  Brain 4.5 257.34 1.17 ND ND 19.98 ND NQ 278.5 

  Kidney 1.5 2298.18 19.3 ND ND 137.81 ND 5.18 2460.46 

  Liver 2.1 770.38 75.84 ND ND 123.69 ND 6.42 976.33 

  Muscle 0.8b 6144.4 108.55 ND ND 455.34 ND 16.37 6724.67 

M Brain 2.6 26.5 1.54 ND ND NQ ND NQ 28.04 

  Kidney 2.3 b 972.34 NQ ND ND 131.65 ND 2.83 1106.82 

  Liver 3.3 b 1375.68 26.52 ND ND 76.3 ND 2.66 1481.16 

  Muscle 0.7 5820.46 87.39 ND ND 372.04 ND 16.65 6296.54 

a Deltamethrin label included both deltamethrin and tralomethrin.  
b The lipid content of these samples was estimated.  
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Supplementary Information C.: Results of quantification analyses (ng g-1 dw) (quantified PYRs only). 

Individual Tissue 
Dried 

Residue % 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

A Blubber 68.1 b 73.08 ND ND ND NQ ND ND 73.08 

 Brain 25.0 b 73.06 ND ND ND NQ ND ND 73.06 

B Blubber 59.0 b 55.47 1.25 ND ND NQ ND ND 56.72 

 Brain 25.0 b 6.28 ND ND ND 2.25 ND ND 8.53 

 Kidney 25.7 15.16 ND ND 0.39 5.55 ND ND 20.71 

 Muscle 27.5 10.26 0.16 ND ND 1.71 ND 0.08 12.21 

C Kidney 20.8 6.82 ND ND 0.34 NQ ND ND 6.82 

 Muscle 29.5 13.91 ND ND ND ND ND ND 13.91 

D Kidney 22.7 143.08 7.10 ND ND 11.01 1.20 0.42 162.81 

 Liver 32.7 125.86 1.24 ND ND 5.88 0.95 0.30 134.23 

 Muscle 27.8 91.29 2.62 ND ND 9.08 14.58 0.27 117.85 

E Kidney 19.2 54.60 0.20 ND ND 2.03 ND ND 56.83 

 Muscle 25.1 55.57 ND ND ND ND ND ND 55.57 
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Supplementary Information C.: Results of quantification analyses (ng g-1 dw) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Dried 

Residue % 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

F Blubber 50.3 b 95.90 2.09 ND ND NQ ND NQ 97.99 

 Brain 25.0 b 66.46 NQ ND ND NQ ND ND 66.46 

 Kidney 22.3 15.04 NQ ND ND NQ ND 0.06 15.10 

 Liver 28.6 50.74 0.52 ND ND 3.88 0.68 0.28 56.10 

 Muscle 24.6 10.82 ND ND 0.54 2.56 ND ND 13.38 

G Blubber 25.0 b 116.78 2.48 ND ND NQ ND NQ 119.26 

 Kidney 25.1 102.14 3.80 ND ND 15.63 ND 0.46 122.04 

 Liver 30.3 68.85 NQ ND ND 6.55 1.39 0.25 77.03 

 Muscle 33.6 69.90 1.59 ND ND 11.52 ND 0.34 83.35 

J Blubber 69.1 b 16.38 0.49 ND ND NQ ND ND 16.87 

 Kidney 22.6 75.98 0.58 ND ND 5.26 ND NQ 81.83 

 Liver 26.1 19.70 0.43 0.80 ND 4.83 ND 0.11 25.87 

 Muscle 24.8 5.98 ND ND 0.27 ND ND ND 5.98 

K Kidney 26.4 21.39 ND ND ND 1.80 ND 0.10 23.30 



 

176 

Supplementary Information C.: Results of quantification analyses (ng g-1 dw) (quantified PYRs only) (continuació). 

Individual Tissue 
Dried 

Residue % 

Type I PYRs Type II PYRs 
TOTAL 

Permethrin Tetramethrin Cyfluthrin Cyhalothrin Cypermethrin Deltamethrina Fenvalerate 

K Liver 37.3 16.67 0.27 ND ND NQ ND 0.20 17.14 

 Muscle 29.7 17.86 ND ND 0.26 1.15 ND ND 19.01 

L Blubber 60.5 b 352.62 7.22 ND ND NQ ND NQ 359.84 

 Brain 25.0 b 46.67 0.21 ND ND 3.62 ND NQ 50.50 

 Kidney 23.7 146.60 1.23 ND ND 8.79 ND 0.33 156.96 

 Liver 28.4 55.52 5.47 ND ND 8.91 ND 0.46 70.36 

 Muscle 25.0 189.71 3.35 ND ND 14.06 ND 0.51 207.62 

M Brain 25.0 b 2.76 0.16 ND ND NQ ND NQ 2.92 

 Kidney 19.8 114.22 NQ ND ND 15.46 ND 0.33 130.02 

 Liver 31.6 143.77 2.77 ND ND 7.97 ND 0.28 154.79 

 Muscle 26.7 145.17 2.18 ND ND 9.28 ND 0.42 157.04 

a Deltamethrin label included both deltamethrin and tralomethrin.  
b The dried residue of these samples was estimated.  
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4.3.3. Discussió de resultats 

4.3.3.1 Exposició a piretroides 

Els resultats de tots tres estudis mostren que el 100% dels individus presentaven nivells de 

piretroides als seus teixits. Aquest resultat ens permet afirmar que els piretroides són 

bioacumulables tot i que els estudis de metabolització en mamífers feien preveure el contrari 

(R. Lavado et al., 2014; Nakamura et al., 2007; Satoh & Hosokawa, 1998). Una hipòtesi per tal 

d’explicar aquests dos fets contradictoris alhora podria ser que la sobre-exposició de 

piretroides, junt amb d’altres possibles contaminants, saturin els sistemes de metabolització 

de xenobiòtics i aquests no siguin capaços d’eliminar completament els piretroides. D’aquesta 

manera, els piretroides s’anirien metabolitzant contínuament en el cos del individu però mai 

s’arribarien a eliminar completament ja que l’exposició a ells seria superior a la seva capacitat 

metabòlica. Malgrat que, potser, semblaria que aquesta hipòtesi no seria viable en un medi 

tan diluït com un mar o oceà, la contaminació dels cetacis és un fet i la seva exposició a molts 

contaminants antropogènics també tant al Mediterrani (Borrell & Aguilar, 2005; Fossi et al., 

2007) com a oceans com l’Atlàntic (Mariana B. Alonso et al., 2015; Gui et al., 2014) o l’Indo-

Pacífic (Gui et al., 2014). Fins i tot alguns autors han proposat mètodes d’avaluació de la 

contaminació marina fent un seguiment de l’expressió de les monooxigenases en biòpsies de 

cetacis (Godard-Codding et al., 2011). Evidentment, aquest mètode de control de la salut 

ambiental és molt poc específic i només és capaç de determinar l’exposició global a 

xenobiòtics.  

Exposició dels peixos de riu 

Els nivells que es van arribar a trobar en peixos de riu (de fins a 4938 ng g-1 lw) estan en 

concordança amb altres estudis que s’han realitzat posteriorment a la publicació d’aquest 

article. Per exemple, a més dels dofins analitzats ens les Publicació 4 i 5, en dofins ratllats que 

es van trobar varats a les costes andaluses es van arribar a quantificar nivells de piretroides de 

fins a 5210 ng g-1 lw (Aznar-Alemany et al., 2017). Tot i això cal tenir en compte que aquests 

peixos es van mostrejar completament, es a dir, la mostra era representativa de tot l’individu. 

Per contra, l’anàlisi dels dofins analitzava únicament el fetge.   

Tenint en compte que les espècies de peix estudiades eren comestibles, seria pertinent 

calcular l’exposició humana a aquests insecticides per aquesta via i estimar un TDI. A més, i 

com a conseqüència, caldria regular un màxim permès, com en el cas d’altres aliments. 

Actualment la legislació de la UE al respecte no es pronuncia en el cas concret de la presència 
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de piretroides sobre els productes de la pesca (EC, 2014). Això no obstant, sí que hi ha 

legislació sobre MRL de determinats piretroides, com la cipermetrina, en animals de caça. En 

aquest cas, el màxim permès seria de 0,05 g g-1 ww. En el pitjor dels casos estudiats, en 

aquest estudi es van trobar nivells de piretroides totals de 0,03 g g-1 ww. Tot i que, 

considerant aquests valors, semblaria que no hi ha risc per als humans, la proximitat en l’ordre 

dels valors fa pensar que també en pesca lliure caldria verificar aquests nivells permesos i fer 

avaluacions i estudis per tal d’assegurar la innocuïtat per als consumidors. 

D’aquest estudi, també cal destacar la comparativa referent a d’altres contaminants. Com 

es pot comprovar a l’article, els piretroides eren els contaminants més abundants en els peixos 

de riu, tant pel que fa a la omnipresència en les mostres com pels nivells màxims assolits. 

Només alguns POPs i contaminants emergents com els PBDEs i els declorans tenien una 

ubiqüitat propera al 100%. Aquest perfil, és estrany comparat amb altres descrits. En llet 

materna, per exemple, es van descriure nivells mitjans de DDT 7,6 vegades superiors als 

mitjans per a piretroides sobre les mateixes donants de Sud-Àfrica (Bouwman et al., 2006). Val 

a dir, però, que el DDT tenia gran presència degut al control del vector portador de la malària. 

En estudis recents en dofins ratllats, els piretroides ocupaven el 3r lloc en nivells mitjans més 

elevats de contaminants, darrera dels productes naturals halogenats i dels PBDEs (Aznar-

Alemany et al., 2017).    

Cal recordar, a més, que la toxicitat dels piretroides en els peixos és superior a la d’altres 

animals i que els ecosistemes aquàtics són molt sensibles a aquests contaminants (veure 

apartat de toxicologia del capítol Introducció). En aquest sentit, trobar aquests nivells de 

piretroides en la biocenosi d’aquest medi és preocupant pel que fa a la salut d’aquest medi.  

Per últim, en aquest estudi es va comprovar que animals pescats en la mateixa àrea del riu 

presentaven perfils diferents de piretroides. Aquest fet, pot implicar que segons l’estrat dins el 

riu que el peix ocupa l’exposició a piretroides podria ser diferent. No només això, peixos del 

mateix punt de mostreig presentaven perfils isomèrics diferents, la qual cosa semblà més 

degut a una bioacumulació selectiva segons l’espècie. En qualsevol cas, d’aquests resultats se 

n’extreu la conclusió que als rius mostrejats hi arriba un còctel de piretroides al qual esta 

exposada tota la biota que hi habita.   

Exposició dels dofins 

En piretroides, a més, cal recordar que la metabolització mitjançant citocroms provoca 

l’aparició de metabòlits que han demostrat ser disruptors endocrins per a mamífers 
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(Yuanxiang Jin et al., 2011; R. Lavado et al., 2014). Així doncs, donat que els mamífers, i en 

aquest cas els dofins, acumulen els piretroides i els van metabolitzant lentament, l’exposició a 

aquests productes estrogènics serà contínua al llarg de la seva vida, tant si l’exposició a 

piretroides és continuada com si són exposicions periòdiques. A més, amb els nostres estudis 

es va demostrar la presència dels piretroides al cervell dels dofins i, donat que aquests 

insecticides interfereixen sobre el sistema nerviós, caldria avaluar millor l’efecte dels 

piretroides sobre òrgan. Per tant, els efectes toxicològics a llarg termini dels nivells de 

piretroides reportats en aquesta tesi és una línia d’investigació que requerirà molta més 

dedicació per part de la comunitat científica.  

En els nostres estudis vam comprovar que semblava haver una tendència, en mascles, en 

tenir gran quantitat de piretroides al néixer, anar-los eliminant poc a poc mentre són 

considerats cries lactants i de bioacumular major quantitat de piretroides durant el creixement 

del dofí per, un cop arribat a l’adultesa, anar disminuint els nivells. Tot això, segons el publicat 

en la publicació 4. La gran exposició al néixer només por explicar-se amb la transferència 

materna, fet estudiat en molts altres estudis de mamífers (M. B. Alonso et al., 2015; Corrion et 

al., 2005; Viel et al., 2017; M. Zhao et al., 2014). El increment de piretroides durant 

l’adolescència i decreixement a l’adultesa podria explicar-se per dues vies. La primera faria 

referència a la dependència dels enzims metabolitadors de contaminants amb l’edat. Com ja 

s’ha discutit, l’eficàcia dels enzims i, inclòs, la seva preferència isomero-selectiva, depèn de les 

isoformes que el caracteritzin, les quals, en mamífers, poden canviar amb l’edat (Hines, 

Simpson, & McCarver, 2016; Song et al., 2017). Amb aquesta hipòtesi, al arribar a l’adultesa els 

individus serien capaços de metabolitzar millor els piretroides. Aquesta explicació, no obstant, 

té la contra de què implica que fins a l’adultesa les isoformes dels enzims no són les definitives, 

mentre que els estudis citats sobre aquest tema durant diferencien les isoformes infantils amb 

les adultes, amb el que semblaria que durant la última infància i l’adolescència hi hauria una 

transició de isoformes dels enzims que no explicaria l’increment de nivells de piretroides. A 

més, durant la primera infància els nivells eren decreixents així que caldria donar alguna altra 

explicació com la dilució dels piretroides pel cos del infant gràcies al creixement ràpid del 

individu.  

La segona explicació, podria ser un balanç entre l’exposició a piretroides via dieta i 

eliminació lenta a través dels mecanismes de metabolització. Segons aquesta explicació, 

després del input inicial de piretroides via transferència materna, l’exposició a piretroides seria 

baixa, ja que només es deuria a la transferència via llet materna. A més, com en el cas de 

l’anterior hipòtesi, el ràpid creixement del individu provoca una dilució de la concentració de 
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contaminant per tot el cos. Així doncs, la diferència de pendent entre cria i adolescent es 

donaria en el moment de canvi de dieta. És sabut que els infants i adolescents tenen una 

relació de ingesta alimentària per kilogram de pes corporal superior al dels adults. Si els 

piretroides s’ingereixen via alimentària, l’exposició relativa al pes corporal durant l’adultesa 

serà inferior que en els estadis previs. Així doncs, es podria explicar que els nivells de 

piretroides augmentin fins a l’adultesa, moment en el qual lentament el metabolisme tendeix 

a buscar un equilibri entre quantitat de piretroides ingerits amb metabolitzats. Aquesta 

hipòtesi quedaria reforçada per la resta d’estudis que també fan preveure que la principal via 

d’exposició de piretroides és l’alimentària. 

Per acabar aquesta discussió, cal matisar, però, que en d’altres estudis realitzats sobre a la 

presència de piretroides en dofins, aquesta tendència descrita en aquesta publicació 4 no ha 

sigut reproduïble (M. B. Alonso et al., 2015; Aznar-Alemany et al., 2017). Tot i així, factors com 

poca la disponibilitat de mostres recollides en períodes similars de temps i que la quantitat de 

mostres sigui representativa de cada grup (cries, juvenils i adults) és un problema en tots 

aquests estudis. Per tal de poder garantir aquest fet caldria fer un estudi molt més 

representatiu.  

4.3.3.2 Preses de mostra per a la determinació de piretroides 

Referent a la publicació 5, a més dels nivells trobats, es varen estudiar una sèrie de factors 

que afectaven fins aleshores als nostres estudis. Per començar, calia saber si l’exposició 

mesurada en els diferents estudis sobre dofins es referia a una exposició pròxima al mostreig o 

una de representativa a l’exposició a llarg termini. També hi havia dubtes sobre el millor teixit 

per analitzar i, per últim, l’expressió de les dades.  

Com s’exposa en aquesta publicació, es van analitzar diferents teixits. Els resultats 

demostraren la necessitat de mostrejar òrgans amb alt contingut en greix ja que en teixits com 

ara el muscular la presència de piretroides era més escassa (de 3,30 ng g-1 a 51.9 ng g-1 ww) i 

els valors fàcilment podien ser falsos negatius. El cervell, és un tipus de mostra difícil d’obtenir 

així que ja no es plantejava com a potancial teixit per a monitorejos. A més, el cervell sovint no 

és representatiu de la contaminació acumulada ja la barrera hemo-encefàlica acostuma a 

evitar la penetració d’alguns xenobiòtics al cervell. A la bibliografia s’ha comprovat l’efecte 

filtrador d’aquesta barrera amb els piretroides (Amaraneni et al., 2016). Per tant, quedaven 

per triar el greix, els ronyons i el fetge. Entre els valors de piretroides el fetge acostumava a 

donar uns valors amb menors dispersions amb la qual cosa, per estudis a llarg termini, seria un 

òrgan més adient ja que les tendències serien molt més fàcils de comprovar i atribuir a factors 
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ambientals i d’exposició i no tant a diferències interindividuals o factors puntuals del mostreig 

que deurien afectar als nivells en ronyons però que no som capaços de controlar. Per últim, el 

greix semblava la matriu més adient per al mostreig ja que la presència de piretroides era en 

uns nivells acceptables (de 11,7 ng g-1 a 218 ng g-1 ww). Tot i així, per al seu anàlisi l’extracció 

dels piretroides era més complexa. Degut al contingut en greix, la quantitat de mostra que es 

podia analitzar era molt petita (0,05 g) ja que una major quantitat saturava els cartutxos de 

SPE. Per tant, amb la metodologia emprada aquesta matriu també podria donar falsos 

negatius degut a la poca quantitat de mostra analitzada.  

Així doncs, es determinà que la millor opció de presa de mostra per a la determinació dels 

piretroides en dofins era prendre una biòpsia del fetge. Ara bé, aquest procediment només es 

pot dur a terme en animals morts. Tenint això com a limitació, es va proposar la presa de 

biòpsies cutànies en animals vius per al mostreig d’aquests cetacis, mètode molt emprat en la 

determinació d’altres contaminants en dofins i balenes (Barón et al., 2015; Kucklick et al., 

2011). D’aquestes biòpsies caldria prendre la part greixosa per tal d’analitzar-la. El fet de 

requerir molt poca quantitat de mostra per a l’anàlisi, en aquest cas, és oportú ja que la resta 

de mostra es pot emprar per d’altres anàlisis sobre aquests individus vius.    

Finalment, pel que fa als resultats obtinguts, es va comprovar que per als piretroides no és 

representatiu triar una base lipídica per expressar-los. Donat que són metabolitzables per 

diversos teixits, que es poden unir a proteïnes amfifíliques, i que es troben en dispersió 

contínua per l’organisme, donar-los amb la referència lipídica produeix dificultat alhora 

d’entendre els resultats. Per exemple, en base lipídica el múscul semblaria ser on més 

quantitat de piretroides s’acumulen, arribant a valors de gairebé 6725 ng g-1 lw. Això, 

realment, no és així. El múscul era on es quantificaven menys piretroides però, donat que 

aquest teixit té molt poca quantitat de greix, al fer la relació de la quantitat de piretroides 

respecte del greix apareixien valors molt grans. Per tant, malgrat que fins al moment en que es 

va fer aquest estudi la base triada sempre era la lipídica, per similitud amb altres contaminants 

orgànics, no és la més adient.  

Evidentment, la base de ww és la més representativa de la quantitat de piretroides a la 

mostra. Aquesta no deixa entreveure problemes de malinterpretació de dades obtingudes ja 

que el nivell de piretroides és proporcional a la quantitat de mostra. Malgrat això, s’ha de tenir 

en compte que sovint es tracta de mostres obtingudes d’animals morts i varats a les costes, 

raó per la qual, des de que l’animal es morí fins que es va mostrejar poden haver 

deshidratacions. A més, per tal d’aturar els processos metabòlics i de degradació de les 
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mostres, aquestes es congelen i prèviament a l’anàlisi es descongelen. Aquest fet provoca 

l’efecte de l’exudació, és a dir, la pèrdua d’aigua del teixit degut a la ruptura de cèl·lules i la 

pèrdua de les estructures terciàries i quaternàries de les proteïnes que mantenen l’aigua 

lligada del teixit. Així doncs, aquests resultats en ww podrien no ser reproduïbles degut a la 

pèrdua d’aigua des de que l’animal mor fins a que la mostra s’analitza. Així doncs, la base més 

adient per expressar els resultats dels nivells de piretroides en mostres biològiques seria el dw.   

4.4. Discussió global bioacumulació a la biota salvatge. 

Com s’ha comprovat els residus de piretroides es presenten en totes les espècies no 

antàrtiques estudiades d’ambdós medis, terrestres i aquàtics. Això permet confirmar que 

encara que molts éssers vius siguin capaços de metabolitzar-los, l’exposició als piretroides per 

part de la fauna salvatge és massa gran com per a què puguin eliminar-los completament del 

seu organisme. Per tant, es pot confirmar la bioacumulació dels piretroides en aquests éssers. 

Els nivells als ecosistemes aquàtics semblen presentar nivells més elevats en la biota que no 

pas els terrestres, com senyala gràficament la Figura 7, en la qual es representen els rangs de 

piretroides obtinguts en aquests estudis. Cal tenir en compte, però, que no són valors 

comparables ja que uns fan referència a ous, els altres a fetges i els altres a individus 

homogeneïtats.  

 
Figura 7: Comparativa simple dels rangs de concentració de piretroides trobats en els estudis de biota salvatge. 

S’ha observat també que a diferents zones hi ha una exposició diferent de piretroides, com 

ara a les costes del Brasil hi ha major presència de permetrina i cipermetrina mentre que a les 

costes d’Andalusia hi havia més presència de permetrina i tetrametrina. Tot i així, també es 
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veuen diferències segons el medi estudiat. Per exemple, a l’àrea de Doñana, que, a priori 

semblaria que les exposicions en medi terrestre i aquàtic de la zona haurien de ser similars, 

mentre que en dofins es trobava la permetrina com a piretroide en major quantitat, en ous 

d’aus del Parc Nacional era la cipermetrina i la permetrina només es trobà en el 56% de les 

mostres. Pel que fa als rius ibèrics, la bifentrina, la cihalotrina i la cipermetrina es van trobar en 

totes les mostres mentre que la tetrametrina i la permetrina en el 83 i 81%, respectivament. 

Evidentment, hi ha molts factors que poden afectar a aquest fet, des de l’exposició deguda a 

diferents fonts de contaminació fins a diferències metabòliques. Per evidenciar més encara 

aquest fet, en peixos pescats en el mateix punt de mostreig la distribució de piretroides també 

era diferent.  

Referent a la diferenciació isomèrica, es va comprovar que en totes les espècies estudiades 

la permetrina i la cipermetrina s’acumulaven els isòmers cis en major proporció que els trans. 

Per contra, en el cas de la tetrametrina era just al contrari, amb una bioacumulació preferent 

del isòmer trans. En aquest piretroide, però, no necessàriament implica una bioacumulació 

selectiva ja que és precisament el isòmer trans el més actiu i el que més s’empra a nivell de 

mescles comercials.  

Enantiomèricament, és més complex trobar patrons comuns a totes les espècies. Tot i així, 

es poden assenyalar tendències generals. Els piretroides tipus I solen acumular els 

enantiòmers cis de forma racèmica, es a dir, sense cap preferència clara per cap dels dos 

enantiòmers. En piretroides tipus II el primer parell enantiomèric cis semblava tenir un 

comportament similar al cis dels piretroides tipus I. Això, no obstant, en alguns peixos 

semblava comprovar-se una tendència a acumular-se el enantiòmer (1S-3S) depenent del punt 

de mostreig. L’acumulació selectiva d’aquest enantiòmer de la cipermetrina també s’ha descrit 

a la bibliografia en musclos (Khazri et al., 2016). Del segon parell enantiomèric cis, semblaria 

que el isòmer (1S-3S-aR) seria el que més es bioacumularia tant en aus com en peixos.   

Tots els resultats semblen apuntar cap a que la principal via d’exposició a piretroides seria 

la dieta, tot i que en cap dels estudis s’ha observat biomagnificació, probablement degut a que 

la metabolització dels piretroides en els diferents organismes de tots els estrats impedeix un 

augment progressiu dels nivells dins les cadenes tròfiques.  

També s’ha vist que malgrat animals propers a les fonts de contaminació presenten nivells 

relativament elevats de piretroides, aquests contaminants no són capaços de traslladar-se 
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grans distàncies, raó per la qual, els ecosistemes més allunyats, com els antàrtics, serien lliures 

d’aquesta contaminació.  

Per aquestes raons, malgrat que els piretroides clarament no són POPs, es podrien tractar 

com a pseudo-POPs, sobretot pel que fa a potencials problemàtiques mediambientals, 

alimentàries i de toxicologia crònica, ja que semblaria que la tendència dins els organismes és 

d’anar-se metabolitzant lentament i aquests metabòlits podrien ser disruptors endocrins.   

Finalment, s’ha estudiat la millor manera de determinar els piretroides en espècies de 

mamífers (mitjançant biòpsies hepàtiques en organismes morts i cutànies en vius) i s’ha 

demostrat que per aquests contaminants la millor manera d’expressar els resultats és en base 

de dw.   
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5.1. Introducció. 

Aquest últim capítol de la tesi està dedicat a l’avaluació de l’exposició i efecte dels 

piretroides sobre els humans. Com ja s’ha introduït prèviament, al inici d’aquesta tesi hi havia 

uns pocs treballs sobre determinació de piretroides en sang humana i en llet materna (Channa 

et al., 2012) (Maria Luisa Feo et al., 2012; Sereda et al., 2009). Aquests, però, es varen realitzar 

sobre població de risc altament exposada a piretroides. També existien molts altres estudis 

d’exposició humana realitzats sobre mostres d’orina humanes analitzant la presència de 

metabòlits de piretroides (Barr et al., 2010; Olsson et al., 2004). Prèviament ja s’ha discutit les 

deficiències i limitacions que presenten aquests mètodes (veure capítol d’Introducció apartat 

Presència ambiental i comportament, Exposició humana).  

En el nostre cas, es pretenia comprovar, per una banda la presència de piretroides en llet 

materna humana en poblacions no necessàriament exposades a nivell global. D’altra banda, 

també es volia estudiar els nivells tòxics a nivell hepàtic dels piretroides. Per fer-ho calia posar-

nos en context sobre els estudis de toxicitat en humans realitzats fins aleshores.  

Diversos treballs al respecte aïllaven els enzims metabolitzadors dels piretroides i feien 

l’estudi sobre aquests per tal de descriure la metabolització i els metabòlits (Abass et al., 2012; 

Crow et al., 2007; Edward J. Scollon et al., 2009). D’altres, feien estudis sobre els microsomes 

hepàtics (Das et al., 2008; R. Lavado et al., 2014; Nakamura et al., 2007), els quals són orgànuls 

cel·lulars encarregats del tractament de xenobiòtics. Aquests estudis eren capaços, també, de 

descriure la preferència isomèrica del substrat, és a dir, si hi havia isomero-selectivitat en la 

metabolització.  

Alguns estudis, també, exposaven cultius cel·lulars a piretroides per tal de veure no tan sols 

la degradació dels piretroides sinó també l’efecte sobre les pròpies cèl·lules. Aquestes podien 

ser cèl·lules fagocítiques (Gabbianelli et al., 2009), de carcinomes cervicals (línia cel·lular HeLa), 

carcinomes de pit (línia cel·lular MCF-7) (M. R. Zhao et al., 2010) o de cèl·lules d’hepatomes 

tumorals (An et al., 2010; Van den Hof et al., 2014; Želježić et al., 2016).  

Els estudis amb cèl·lules hepàtiques, doncs, feien servir una línia cel·lular anomenada 

HepG2, molt coneguda i estudiada en estudis toxicològics, així com per aconseguir enzims o 

microsomes com els emprats en els estudis anteriorment esmentats. En els últims anys, però 

una nova línia cel·lular es presenta com una millor alternativa a la HepG2. Aquesta és una línia 

més completa anomenada HepaRG que conté més tipus de cèl·lules hepàtiques diferents 

(Andersson, Kanebratt, & Kenna, 2012), permetent fins i tot el creixement 3D de la línia 
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cel·lular sota condicions especials (Gunness et al., 2013). Aquest fet permet que errors que es 

poden produir en els estudis toxicològics en línies bidimensionals degut a la manca de 

transport o dificultat en el mateix es puguin corregir i obtenir uns resultats in vitro molt més 

representatius de la realitat dels efectes en humans (Gunness et al., 2013). Per tant, aquesta 

nova línia sembla ser molt més adient per a l’estudi de toxicologia de xenobiòtics (Antherieu, 

Chesne, Li, Guguen-Guillouzo, & Guillouzo, 2012; Le Hegarat et al., 2014).   

Ara bé, en els estudis realitzats en aquesta tesi, es va comprovar que generalment els 

organismes presentaven més d’un piretroide alhora. Alguns autors descriuen l’exposició a 

contaminants com un “còctel” de contaminants (King, Grue, Grassley, & Fisk, 2013), referint-

se, precisament, a la mescla de molts tòxics diferents. Durant les discussions dels resultats dels 

estudis d’aquesta tesi, a més, s’havia argumentat que la quantitat de contaminants era massa 

elevada com per que l’organisme fos capaç de metabolitzar-los completament, i, per tant, els 

acumulava fins ésser capaç de metabolitzar-los, si era possible. Això deixava clarament un 

dubte obert. Davant la presència de més d’un piretroide alhora, quins efectes toxicològics es 

podien descriure? Els efectes que es podien suposar eren, per exemple, la sinèrgia, la 

competència i l’antagonisme.  

Amb la realització d’una estada a l’estranger, s’obria la porta a realitzar un estudi 

completament diferent als previs realitzats durant la tesi per tal de continuar la formació en 

àmbits complementaris de la investigació que s’havia dut a terme fins aleshores. Amb aquest 

objectiu, es va realitzar una estada a la Universitat de Saarbrücken (Alemanya) en un grup 

especialitzat en estudis toxicològics amb línies cel·lulars hepàtiques HepG2 i HepaRG.  

El plantejament de l’estudi va ser comprovar la toxicologia de 4 piretroides comuns sobre 

aquestes dues línies tant i comprovar les possibles conseqüències de l’exposició conjunta a 

més d’un piretroide sobre ambdues. Aquest piretroides eren la cis-bifentrina, la cis-cihalotrina, 

la permetrina i la cipermetrina. La tria d’aquests quatre responia al fet que eren molt comuns, 

que s’havien trobat residus en quantitat en llet materna en estudis previs i que disposàvem de 

metodologia adequada per avaluar-ne l’enantio-selectivitat de la metabolització. 

En aquest capítol es presentaran els resultats del treball realitzat amb llets maternes i amb 

cèl·lules hepàtiques durant l’estada. A continuació es discutiran els resultats de tot plegat 

incloent discussions sobre enantioselectivitat dels piretroides en llet materna gràcies als 

resultats de la Publicació 1. 
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5.2. Piretroides en llet materna. 

En aquest apartat es presentarà un últim treball publicat dins el marc d’aquesta tesi sobre 

l’estudi en llet materna dels piretroides, la Publicació 6. Aquest estudi es va realitzar sobre 

població principalment no exposada de diferents països on, presumiblement l’exposició a 

piretroides podia ser diferent.  

Per dur-lo a terme es va col·laborar amb la universitat de Rio de Janeiro (Brasil) i la 

Pontificia Universidad Javeriana de Cali (Colòmbia). Ambdues ens van cedir una sèrie de 

mostres de llet materna que arribava al laboratori liofilitzada i congelada a -20oC. Un cop al 

laboratori es desaven en condicions de temperatura i humitat controlades fins a l’anàlisi per a 

la determinació de piretroides. Per tal de tenir més informació a nivell global, es va mostrejar, 

a més, mares de Barcelona per tal de completar l’estudi. En aquest cas, la liofilització i 

congelació de les mostres es duia a terme en el mateix laboratori d’anàlisi. 

Per tal de conèixer les repercussions d’aquesta exposició, es va fer una avaluació del risc 

per als lactants que prenien aquelles llets. Amb els valors estimats de llet materna ingerida 

diàriament per un lactant, es van calcular els EDI de determinats piretroides i es van avaluar 

per considerar si aquestes mostres de llet materna eren segures per a un lactant, prenent els 

valors d’ADI suggerits per la UE. 
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Publicacio  6:  

 

Pyrethroids in human breast milk: occurrence 

and nursing health risk evaluation 

Cayo Corcellas ; Maria Luisa Feo ; Joao Paulo Torres; 

Olaf Malm; William Ocampo-Duque; Ethel Eljarrat ; 

Damià Barceló 

 

Environment International (2012) 

 

IF:  5,929 
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5.3. Estudi de la toxicitat en cèl·lules hepàtiques. 

Com s’ha explicat l’estudi es realitzà en paral·lel en dues línies cel·lulars, la HepG2 i la 

HepaRG. En elles es va estudiar la toxicitat de 4 piretroides que s’havien trobat en llet 

materna: la bifentrina, la cihalotrina, la permetrina i la cipermetrina. A la Taula 5.1 es 

presenten aquests piretroides i se’n destaca l’estructura i el tipus de piretroide que és. Com es 

pot comprovar a la taula, aquests piretroides permetien fer comparatives respecte toxicologia 

de piretroides tipus I vs. tipus II, comparant permetrina vs. cipermetrina, les estructures de les 

quals són idèntiques excepte pel grup ciano característic dels piretroides tipus II; comparatives 

respecte l’efecte de la part alcohòlica del piretroide, amb l’estudi de la bifentrina vs. la 

cihalotrina;  i comparatives respecte de l’efecte de la part acídica, amb l’estudi de la 

cipermetrina vs. la cihalotrina. 

Taula 5.1: Estructures dels piretroides estudiats en l’estudi toxicològic 

Piretroide Estructura Tipus 

Bifentrina 
 

I 

Cihalotrina 

 

II 

Cipermetrina 
 

II 

Permetrina 
 

I 

. 

L’estudi per a cadascuna de les dues línies cel·lulars era idèntic, llevat de les necessitats de 

cultiu pròpies de cada línia. Per aquest estudi es realitzaren diferents proves. Primer 

s’estudiaren els efectes a diferents concentracions (des de 0,01M fins a 1mM) de piretroide. 

Això, en principi creava problemes. Els piretroides són força insolubles en medis aquosos com 

els medis cel·lulars. Per tal de solubilitzar-los s’afegia al medi un 1% de DMSO. Aquest era 

suficient per solubilitzar concentracions de fins a 0,15mM, aproximadament. En el cas de 

concentracions majors el piretroide era insoluble i començava a aparèixer com a precipitat o 

partícules en suspensió.  
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En el cas dels humans, tal com en el cas d’altres animals, aquests productes insolubles 

sovint s’uneixen a proteïnes plasmàtiques per tal de transportar-se per la sang. La proteïna per 

excel·lència encarregada d’això sol ser l’albúmina. Per tant, a més dels estudis de viabilitat 

cel·lular a diferents concentracions, es va provar de fer-ne més a altes concentracions emprant 

albúmina humana en el medi i, d’aquesta manera comprovar si els piretroides eren més 

biodisponibles, i potser més tòxics, gràcies a aquesta proteïna. 

Tots els estudis es realitzaven a 24h, 48h i 72h d’exposició al piretroide després d’haver 

adaptat les cèl·lules al medi durant el temps necessari per a cada línia cel·lular.  

5.3.1 Planificació de l’estudi 

Durant l’estada es van planificar i dur a terme diversos experiments responent als 

objectius marcats. Aquests experiment havien de ser curosament preparats amb antelació 

donat que les cèl·lules requerien uns temps concrets d’adaptació al medi previs a les 

exposicions i als anàlisis. 

Ambdues línies cel·lulars requerien tractaments previs diferents ja que les HepG2 es 

podien fer proliferar en el laboratori i, per tant, necessitaven d’una reproducció prèvia per 

tal d’assolir la quantitat de cèl·lules viables requerides. Un cop el nombre de cèl·lules era 

suficient, es duia a terme la sembra en plats amb 96 pous on a cada pou s’hi duia a terme 

una experiència concreta.  

Per contra, les HepaRG no es podien reproduir al laboratori i, per tant, era necessari 

descongelar-les dels vials a -80oC on es conservaven i sembrar-les als plats destinades a 

l’adaptació i posterior exposició a l’experiment. Aquests plats, però, requerien un 

recobriment previ amb col·lagen.  

 Tot seguit s’inclou un exemple de planificació d’un d’aquests experiments per tal de 

mostrar la previsió temporal, el cultiu cel·lular, tant per línies HepG2 com per HepaRG. 

Aquest cas concret era per comprovar l’efecte de l’albúmina sobre la toxicitat dels 

piretroides. 
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5.3.2 Mètodes d’assaig i resultats 

Els mètodes triats sobre la viabilitat cel·lular van ser dos de complementaris: per una part 

comprovar l’activitat de l’ATP i per l’altra la quantitat de cèl·lules intactes mitjançant una tinció 

cel·lular. Ambdós es podien realitzar sobre el mateix suport on es trobaven les cèl·lules de 

forma correlativa, primer el mètode de tinció i després el de l’ATP. A més, el fet d’emprar dos 

mètodes, reduïa els potencials errors dels mètodes i verificava els resultats.    

La viabilitat mitjançant tinció, tenyeix les membranes cel·lulars trencades mentre que deixa 

les cèl·lules intactes sense tenyir. Això és així perquè el reactiu anomenat AlamarBlue, 

CellTiter-Blue® conté una molècula, resazurin, que tenyeix les membranes cel·lulars. En 

cèl·lules viables, però, aquesta és reduïda pel metabolisme cel·lular a resofurin, que és un 

compost fluorescent. En canvi, les cèl·lules no viables perden aquesta capacitat metabòlica 

ràpidament. El resultat és que amb la tinció i la posterior lectura fluorimètrica obteníem un 

valor proporcional a la quantitat de cèl·lules viables.  

El mètode d’activitat d’ATP, emprava el reactiu anomenat comercialment CellTiter-Glo®. El 

reactiu conté un enzim que provoca la lisis cel·lular i un altre que, gràcies a l’acció del ATP és 

luminescent. Com més activitat d’ATP més luminiscència de forma proporcional. Donat que 

l’activitat de l’ATP també està relacionada amb la quantitat de cèl·lules viables, aquest mètode 

determina la viabilitat cel·lular a través d’una simple addició d’una mescla preparada de 

reactius i una lectura de luminiscència. Aquesta tècnica és destructiva, raó per la qual 

s’emprava en segon lloc. 

Per últim, un cop obtinguts els assajos de viabilitat, el sobrenedant es congelava a -20oC i es 

va transportat al laboratori habitual de Barcelona per a l’anàlisi de piretroides quantitativa i 

enantiòmerica de tots els sobrenadants. Així es podia determinar la quantitat no 

metabolitzada i esbrinar si hi havia hagut enantioselectivitat.  

Cap al final de l’estada, es va comprovar que hi havia una contaminació bacteriana en totes 

les línies cel·lulars del laboratori.  Aquest fet invalidava tots els resultats obtinguts i els anàlisis 

realitzats.   

5.4. Discussió de resultats. 

Com es pot comprovar a la publicació, els piretroides es varen trobar a totes les llets 

maternes analitzades, independentment del país d’origen. En estudis anteriors ja s’havien 

trobat nivells de piretroides en llet humana tot i que en quantitats molt superiors en població 
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exposada (Bouwman et al., 2006; Maria Luisa Feo et al., 2012; Sereda et al., 2009). Per primer 

cop es va realitzar un estudi internacional i es va comprovar la presència de piretroides en 

aquesta matriu humana. Els nivells de poblacions no exposades a tots tres països resultaren 

baixos (el màxim assolit van ser 24,2 ng g-1 lw). Aquest resultat, es contradiu amb un estudi 

posterior realitzat a Estats Units, en el qual es varen analitzar 10 mostres de llet materna i en 

cap es va trobar piretroides (X. Chen et al., 2014). Tot i així, els límits de detecció d’aquest 

estudi eren d’entre 0,03 ng ml-1 i 1,67 ng ml-1 en llet de vaca fresca, el què, suposant que la llet 

de vaca conté un 3% aproximadament de greix i la densitat és 1 g ml-1, seria un LOD de 0,01 ng 

g-1 i 0,55 ng g-1 lw. Per a molts piretroides aquests LODs són molt elevats així doncs, és possible 

que en part aquest resultat negatiu sigui donat per manca de sensibilitat analítica.  

Per comprovar que els nivells en població exposada eren superiors als de la població 

general, es van analitzar unes mostres de llet materna del Brasil d’anys anteriors, durant els 

quals el dengue havia brotat amb força i les autoritats havien posat en marxa plans de control 

del mosquit vector de la malaltia. Aquests plans de control incloïen l’ús dels piretroides i la 

població, doncs, es va exposar a nivells superiors dels habituals. Els resultats demostraren que 

progressivament els nivells de piretroides en llet humana decreixien al allunyar-se 

temporalment de l’època d’exposició.  

L’estudi també va voler comprovar la relació del contingut de piretroides en la llet materna 

i el nombre de fills. Donat que es disposava de mostres de mares amb gran quantitat de fills, es 

va poder descriure una tendència decreixent en el contingut de piretroides segons si les mares 

eren primípares o multípares. Tot i que aquest resultat era només una primera aproximació, 

obre la possibilitat a un estudi més a fons sobre aquest fet amb mostrejos millor enfocats a 

aquest estudi.  

Referent a l’enantioselectivitat, només les mostres de Barcelona es van analitzar amb 

aquest mètode. Comparant amb productes comercials, semblava que els piretroides tipus II 

acumulaven en major proporció l’enantiomer (1S-3S-R). Aquest comportament molt similar 

al ja descrit per a la biota salvatge, ja discutida prèviament. Respecte dels piretroides tipus I els 

comportaments enantioselectius eren diferents per a cadascun: la bifentrina no en presentava, 

la permetrina s’acumulava en major proporció l’enantiòmer (1R-3R) i la tetrametrina el 

conegut com a d-tetrametrina (el més actiu comercialment).  

Tot i això, d’aquest estudi enantiomèric, no resultava clar que es bioacumulessin els 

piretroides de forma enantioselectiva ja que no es coneixia la font real d’exposició als 
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piretroides per poder comparar els EF de la font d’exposició amb els EF trobats a la llet 

materna.  

Amb tot, es comprovà que, excepte pel cas de la tetrametrina, per la resta de piretroides 

semblaven bioacumular-se més els isòmers cis. Cal recordar que tant els estudis in vitro com in 

vivo en diferents espècies animals, assenyalen aquests isòmers com els menys metabolitzables 

i, potser per això, els més tòxics (Diao et al., 2011; Y. Jin et al., 2016; Khazri et al., 2016; R. 

Lavado et al., 2014; L. L. Li et al., 2017; Tange et al., 2014; S.-Y. Zhang et al., 2008). Com s’ha 

comprovat en el capítol anterior, en aus, peixos i fins i tot uns mamífers com els dofins es 

trobava el mateix patró de isomero-selectivitat en la bioacumulació.  

De l’estudi de toxicitat, tot i que no es van poder extreure resultats viables, romangué com 

un possible treball futur que seria molt interessant poder dur a terme.  
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6.1. General conclusions. 

After all the studies presented and discussed in this Thesis, here I expose the general 

conclusions.  

About analytical environmental chemistry: 

 A novel methodology for pyrethroid determination was successfully optimized. It 

was quick, easy, robust and reproducible for the analysis of 19 different 

pyrethroids.  

This new method was tested for different matrices such as eggs, milk and fish. It was 

increased the number of analytes from 12 to 19 and included another environmental 

pollutant, the chlorpyrifos, an organophosphorate pesticide. LODs ranged from 0.006 

to 21.4 ng g-1 ww, which were low enough to analyse environmental levels of 

pyrethroids. 

 A new enantio-selective instrumental method was developed. This GC-MS-MS 

methodology was able to discriminate all cis-enantiomers of bifenthin, cyhalothrin, 

cyfluthrin, cypermethrin, permethrin. It allowed distinguishing all cis from trans 

isomers. Finally, for the first time, an enantio-selective method was able to 

differenciate all enantiomers of one pyrethroid, it was the case of tetramethrin. 

The methodology was tested commercial insecticides, bird eggs, river fish and human 

breast milk samples. Both methodologies were adapted to each new matrix. These 

methodologies demonstrated to be very robust for all biota samples. Adjusting the 

sample amount was usually enough to use them. Recoveries were always higher than 

55% in all cases, which is accepted for isotopic dilution quantification methodologies.  

About environmental presence of pyrethroids: 

 Pyrethroids were positively determined in most of samples. They were found in 

both aquatic (100% of positives) and terrestrial samples (93% of positives). Only 

Antarctic biota was exempt of pyrethroid levels in their analysed samples.  

It was clear that all ecosystems could potentially accumulate pyrethroids insecticides if 

they were exposed to. Biocenoses of aquatic biotopes could be good indicators of 

levels of pyrethroids in these ecosystems. Other matrices, such as sediment or water, 

presented levels of pyrethroids depending on the time passed from last exposure. 

However biota seemed accumulate these contaminants for longer periods.  
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It seemed that age of individual could be related with total pyrethroid body load, at 

least in dolphins. However more studies are needed to corroborate these first results. 

These other studies, should also consider different organisms in order to explain a 

general behaviour.  

 Given that Antarctic biota did not present any pyrethroid residue at detectable 

levels, it was assumed that these animals were not exposed to pyrethroids, so 

these pollutants were not transported long distances. 

Pyrethroids are biodegradable and metabolizable compounds. This fact would explain 

that they were not found in samples from Antarctic and their inability to be 

transported long distances.  

 Wild fauna was exposed to pyrethroids, potentially by diet habits.  

Even biota from Natural Reserves was exposed to these pollutants. Proximity to 

human sources of pollution such as agrarian fields and dump sites could explain levels 

of pyrethroids in wild bird eggs up to 198 ng g-1 lw. Though, since aquatic birds egg 

such as seagulls eggs, presented even higher levels (up to 324 ng g-1 lw), other factors 

will also be considered. Besides, biota from aquatic medium was exposed to 

pyrethroids as well. Coastal dolphins presented high levels of pyrethroids, up to 2306 

ng g-1 lw. In rivers, fishes presented pyrethroids levels ranged from 12 to 4938 ng g-1 

lw.  

Maternal transfer would be the main factor to explain levels of pyrethroids in calves of 

mammals and wild bird eggs.       

 Pyrethroid accumulation was different for each species from the same sample 

area. In samples of fishes from the same sample point of the river, different 

pyrethroids were found in different proportions. These could be because of 

different diet habits or different metabolism.  

In all studies of these thesis pyrethroid accumulations seemed to be related to 

exposure through diet.   

 When pyrethroid vs. trophic levels was checked, no correlation seemed to be 

described. This fact could imply that pyrethroids are not biomagnificable 

pollutants.  

Even though main pyrethroid exposure would be diet, their metabolization make 

easier to eliminate them from organism, so no biomagnification could be described. 
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However, in our studies on this topic were too many uncertain factors that make 

impossible to describe biomagnification or assure the contrary. 

 The most present pyrethroids depended on the area sampled. However, 

permethrin and cypermethrin usually were the more common pollutants followed, 

depending on the sample, by tetramethrin, cyhalothrin or even bifenthrin. 

Some differences in pyrethroid distribution were described comparing samples from 

different geographical areas. For example, in Brazilian dolphins permethrin and 

cypermethrin were the more present pyrethroid but for Spanish dolphins they were 

permethrin and tetramethrin.     

 Bioaccumulation of pyrethroids was mainly isomer-selective. Most of pyrethroids 

were accumulated with a preference for cis isomer. Only tetramethrin was 

preferentially by trans isomer, even when it may be due to the commercial 

mixtures. 

trans-Tetramethrin is the most active isomer of this pyrethroid. Usually, commercial 

tetramethrin mixtures enhance this isomer in order to produce a more powerful 

insecticide. Despite that, other pyrethroids such as bifenthrin, cyfluthrin, 

cypermethrin, cyhalothrin and permethrin presented more toxic effect with the cis 

isomer. 

 Enantio-selective accumulation was described for second cis enantiomeric pair in 

Type II pyrethroids. (1S-3S-R) seemed to be the isomer more accumulated in 

most species.  

Type I pyrethroids were mainly accumulated in a racemic mixture. Type II pyrethroids 

accumulated in a racemic mixture the first cis enantiomeric pair, as well. These results 

were just general trend but not always followed in all samples. They could depend on 

the sampled area and the species.  

 Studies of pyrethroid in mammalian tissues were carried on tacking dolphins as 

example. Lower levels in brain showed the efficiency of blood-brain barrier. 

Blubber was the preferred tissue to pyrethroid accumulation.  
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It was estimated that near 80% of pyrethroids were accumulated in blubber and in 

muscle around the 18%. However, in lean tissues such as muscle, levels of pyrethroids 

were lower than in fatty ones. 

 For analysing purposes, liver was the better organ to sample, even though, in live 

specimens superficial blubber from biopsy could be used. 

About human exposure: 

 General population is exposed to pyrethroids. In our non-exposed human studies, 

human breast milk presented levels of pyrethroids at levels up to 24.2 ng g-1 lw.  

All breast milk samples were positive to pyrethroids. Cypermetrhin, cyhalothrin, 

fenvalerate and permethrin were always present in all samples from Brazil, Colombia 

and Barcelona (Spain). Levels were lower than those of exposed people reported by 

other authors. Breast milk from exposed mothers reached levels of pyrethroids of 128 

ng g-1 lw.  

 Similar isomer and enantiomer-selective accumulation was described for wild 

biota and humans.  

 Levels of pyrethroids seemed to be related to number of children. Another 

important factor to take into account would be how long was from exposure. 

Breast milk samples taken in periods close to big exposures to pyrethroids presented 

higher levels of these insecticides (up to 128 ng g-1 lw ) while some years after samples 

collected showed lower levels (15.2 ng g-1 lw). These could mean that pyrethroid 

metabolization is slow but constant.    

  The risk evaluation of breastfed babies who consumed the breast milk samples 

analysed demonstrated that levels consumed would be lower than ADI, even 

though, some EDI from exposed population could be very close (EDIcypermethrin = 

48.8 g (kg bw)-1 day-1, ADIcypermethrin = 50 g (kg bw)-1 day-1). 

Taking into account that ADI is a save value calculated for adults, studies about them in 

babies would be considered. Besides, these samples presented more than one 

pyrethroid but there are no studies about toxicology of exposure to more than one 

pyrethroid at a time. These results showed that children of exposed population could 

be in risk of intoxications of pyrethroids.  
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6.2. Future studies. 

The present thesis work points out that there still is a gap in pyrethroid toxicology 

knowledge. Besides, more information about exposure and bioaccumulation is needed. Finally, 

implications of all this in environment and chronical toxicology in humans requires to be 

further studied.  

Biomagnification of pyrethroids need to be confirmed or refuted by studies in a closed 

controled trophic chain. Further, this study let understand all these factors determine this 

biomagnification, in case it was, and how exposure through diet explain pyrethroid 

accumulation. 

Regarding human exposure to pyrethroids, recalculations of ADI values are essential. 

These new ADI values should take into account all wild edible fauna, such as fishes, and 

toddler adjustments given that their major risk. Our study with Brazilian dolphins 

demonstrated that levels of pyrethroids in calves could be higher than adult ones. It is easy to 

assume that in humans could be similar. In fact, in Brazilian breastfed babies, values of EDI 

were too close to ADI for adults. These exposure topics need to be further studied and solved.   

Inter-compound studies should be remake in order to describe the toxicological effect 

of this “cocktail” of pyrethroid that we found in organisms. Repeat all these test in hepatic cells 

could give a first general idea of these unknown effects. 
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