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1. INTRODUCCION

El proyecto titulado “Aplicacion de dispositivos de muestreo pasivo como herramientas de mejora
frente a las utilizadas tradicionalmente para la evaluacion del estado quimico de las aguas
sometidas al impacto de vertidos continentales” (Ref. interna de AZTI IM11UraDGTs) sobre el cual
se redacta este informe final, se integra en la segunda prérroga del Convenio de Colaboracion
entre la Agencia Vasca del Agua y la Fundacion AZTI Fundazioa suscrito con fecha 7 de octubre
de 2008.

El proyecto que aqui se presenta se plantea como la segunda parte del proyecto denominado
“Aplicacion de dispositivos de muestreo pasivo como herramientas de mejora frente a las
utilizadas tradicionalmente para la evaluacién del estado quimico de las aguas de transicion y
costeras” que se integrd en la primera prérroga del Convenio de Colaboracién entre la Agencia
Vasca del Agua y la Fundacion AZTI Fundazioa suscrito con fecha 7 de octubre de 2008. Este
estudio previo surgioé por la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias que permitieran evaluar
la presencia de contaminantes en el agua y la calidad de la misma, de acuerdo con las demandas
de las nuevas directivas europeas. Por otra parte, conocemos las limitaciones a la hora de
determinar la contaminacién en medios caracterizados por una gran variabilidad, como son los
medios estuaricos o costeros (cambios de salinidad, de pH, cambios redox, flujos de
contaminantes,...). El grado de influencia de un vertido en estos medios también es muy variable y
no es facil, ni rentable de medir, por los métodos tradicionales.

Los muestreadores pasivos se constituyen en herramientas que mejoran las posibilidades
analiticas y que permiten integrar en el tiempo la variabilidad de los contaminantes en el medio
natural. Son cientificamente reconocidas algunas de las ventajas que los muestreadores pasivos
presentan frente al muestreo convencional del agua, como la posibilidad de analizar metales traza
que se encuentran en bajas concentraciones, o la cuantificacion de la fraccion labil de los
contaminantes que es la fraccion potencialmente biodisponible y de gran importancia
ecotoxicoldgica, en la que centran su interés las nuevas directivas europeas.

En este sentido, se estudié la aplicabilidad de los muestreadores pasivos, en concreto de los
Diffusive Gradient in Thin-Films, o DGTs, como herramientas de monitoreo para la evaluacion del
estado quimico en las aguas de transicion y costeras. Para ello se dispusieron DGTs en la zona
externa e interna de los 12 estuarios principales de la Comunidad Autdbnoma del Pais Vasco y en
un estuario de la costa vasco-francesa (estuario del Adour). De esta manera, se estudio el
funcionamiento de los DGTs bajo un amplio rango de condiciones de salinidad y temperatura. Los
resultados de este estudio, recogidos en el Informe 2009-2010 (Belzunce Segarra et al., 2011)
mostraron las ventajas de estas nuevas técnicas frente a las tradicionales.

El objetivo del proyecto que aqui se presenta es estudiar la aplicabilidad de los muestreadores
pasivos como herramientas de mejora frente a las utilizadas tradicionalmente para la evaluacién
del estado quimico en las aguas de transicion y costeras; y validar los dispositivos de muestreo
pasivo para la evaluacion de la contaminacion por metales traza provenientes de vertidos en el
medio marino. Ademas, se pretende estudiar el funcionamiento de los DGTs frente a otros
factores de variabilidad, como los cambios estacionales (época de lluvias frente a época seca) o la
influencia de las mareas, y su aplicabilidad para evaluar la extensién de una pluma de vertido en
las aguas de transicion y costeras.

Por otro lado, es conocida la limitada aplicabilidad de los DGTs para el analisis de mercurio en el
agua. Algunos estudios han mostrado que el gel (0 membrana) de difusion que se utiliza
normalmente en los DGTs (gel de poliacrilamida) puede fijar una parte mas o menos importante
del mercurio presente en el agua en forma Hg Il (Bicak y Sherrington, 1995; Docekalova y Divis,
2005), por lo que los resultados obtenidos estarian subestimando la contaminacion real en el
medio. Hay pocos trabajos que hagan referencia a la utilizacién de los DGTs para medir mercurio
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y son poco comparables entre ellos (DGTs constituidos de diferentes tipos de geles y de resinas,
diferentes métodos de elucién y de analisis). Ademas, todavia no existe un consenso sobre la
metodologia mas adecuada para la medicidon de mercurio mediante DGTs.

Sin embargo, el mercurio es uno de los metales que, junto al cadmio, niquel y plomo, conforma las
substancias prioritarias que deben medirse dentro de los requerimientos de la Directiva Marco del
Agua (DMA). Se hace, por tanto, necesario realizar estudios que permitan optimizar nuevas
técnicas para las medidas de mercurio. Como la mayor parte de los metales presentes en el
medio marino, el mercurio se encuentra en concentraciones muy bajas (traza). Medir la
concentracion del mercurio en la columna de agua requiere que las técnicas de muestreo sean
‘ultra limpias’, un proceso de filtrado y un analisis complejo, todo lo cual implica un verdadero reto.

Por todo lo mencionado anteriormente, en el estudio que aqui se presenta se propusieron dos
objetivos principales:

- Estudiar la utilidad de los muestreadores pasivos para la evaluacion del impacto producido por
vertidos en el medio marino y

- Optimizar los muestreadores pasivos para el analisis de mercurio en el medio marino.

En este informe se describen las tareas realizadas y se muestran los resultados obtenidos durante
los dos afios de desarrollo del proyecto, 2011 y 2012.

La coordinacion de este trabajo ha sido llevada a cabo por Maria Jesus Belzunce Segarra. En el
desarrollo del mismo han colaborado Natalia Montero Ruiz, Iratxe Menchaca y Joxe Mikel
Garmendia, de la Unidad de Investigacion Marina de AZTI-TECNALIA, en Pasaia.

Nuestro agradecimiento se extiende a todos aquellos que han participado en las labores de
muestreo y de andlisis, sin los cuales no hubiera sido posible llevar a su término este trabajo:
Carlos Erauskin, Miguel Angel Santesteban, Ekaitz Erauskin, Iker Urtizberea, Inmaculada Martin,
Joana Larreta, Marivi Lucero, Deniz Kukul y Naiara Serrano.

Expresamos también nuestra gratitud al apoyo técnico y humano de los laboratorios
SGIKER_Geocronologia (UPV/EHU, MICINN, GV/EJ, FEDER y FSE), donde se han llevado a
cabo los anadlisis de metales en las resinas, con especial mencién a José Ignacio Ibarguchi y
Sonia Garcia.
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OBJETIVOS

Tal y como se ha indicado en el apartado introductorio en este estudio se propusieron dos
objetivos generales:

(1) Validar los dispositivos de muestreo pasivo para la evaluacion de la contaminacion por metales
traza en las aguas afectadas por un vertido y sometidas a variabilidad estacional y marina.

(2) Puesta a punto de la técnica DGTs para las medidas de contaminacién por mercurio.

Para el cumplimiento del primero se propusieron los siguientes objetivos especificos:

Estudio del funcionamiento de los DGTs en aguas afectadas por vertidos de aguas residuales
durante la época seca y durante la época de lluvias.

Determinar la dilucion y especiacion de los metales traza a distancias crecientes del punto de
vertido.

Establecer correlaciones entre la concentracion labil de metales traza determinada en los
dispositivos de muestreo pasivo y los efectos tdxicos observados, con la finalidad de evaluar el
riesgo ambiental asociado a los vertidos.

Para el cumplimiento del objetivo 1, a lo largo de 2011 se realizaron las siguientes tareas:

Instalacion de dispositivos de muestreo pasivo en el estuario del Oiartzun, en la época estival
(junio 2011), en la zona de influencia del vertido y en una zona de no influencia.

Analisis de las concentraciones de metales retenidos en las resinas de los DGTs.

Toma de muestras de agua compuesta (recogidas durante un ciclo mareal) y desarrollo de
bioensayos de erizo y aplicacion de técnicas TIEs en el laboratorio.

Realizacién de bioensayos in situ con erizos de mar.

Estudio de las relaciones entre la contaminacion detectada por DGTs y los efectos toxicos
observados en erizos de mar.

A lo largo de 2012 las tareas realizadas han sido las siguientes:

Instalacion de dispositivos de muestreo pasivo en el estuario del Oiartzun, en época de lluvias
en la zona de no influencia y en la zona de influencia del vertido. Este muestreo se llevo a
cabo en febrero y, posteriormente, en noviembre de 2012. Los resultados obtenidos del
muestreo de noviembre no se presentan en este informe sino que se recogeran como anexo
para presentar en 2013.

Analisis de las concentraciones de metales retenidos en las resinas de los DGTs.

Toma de muestras de agua compuesta (recogidas durante un ciclo mareal) y desarrollo de
bioensayos de erizo y aplicacion de técnicas TIEs en el laboratorio.

Realizacién de bioensayos in situ con erizos de mar.

Estudio de las relaciones entre la contaminacion detectada por DGTs y los efectos toxicos
observados en erizos de mar.

Puesta a punto de la técnica DGTs para las medidas de contaminaciéon por mercurio (uno de
los elementos prioritarios en la Directiva Marco y no contemplados en el proyecto anterior).

Para el cumplimiento del objetivo 2, se realizé una estancia de investigacién en el laboratorio de
Biogeoquimica y Ecotoxicologia, del centro francés IFREMER, situado en La Seyne.
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3. MATERIAL Y METODOS

A continuacion se describe la estrategia de muestreo y la metodologia aplicada para el
cumplimiento de los objetivos planteados.

3.1 ESTRATEGIA DE MUESTREO

Para este estudio se eligi6 como zona taller el estuario del Oiartzun, por ser éste un medio
altamente alterado debido a la alta actividad industrial y urbana en la zona. En la actualidad los
vertidos en el estuario estan canalizados, por lo que se decidid tratar el rio Oiartzun como un
vertido per se, ya que en estudios previos se ha observado la gran carga metalica que presenta.

Se disend un plan de muestreo basado en una malla de puntos en la zona de influencia del vertido
y aguas arriba de la misma (Figura 1).
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Figura1. Mapa del estuario del Oiartzun donde se han sefializado las estaciones de muestreo,
comenzando por la mas interior (1) hasta la mas exterior del estuario (12).

Las primeras campafias de muestreo se llevaron a cabo en verano de 2011. La intencion era
repetir este mismo muestreo en otofo/invierno de 2011 para coincidir con la época de lluvias y con
el objetivo de estudiar la influencia de los parametros ambientales en la disponibilidad de los
metales traza. Sin embargo, las condiciones meteorologicas de 2011 obligaron a retrasar el
muestreo a febrero de 2012. Posteriormente, en noviembre de 2012, se realizé un tercer muestreo
con el animo de encontrar condiciones ambientales mas éptimas que las dadas en febrero (mayor
pluviosidad, mayor temperatura en la columna de agua) para el cumplimiento de los objetivos
inicialmente planteados en el estudio. En todos los muestreos se tuvieron en cuenta las
variaciones mareales.

En las estaciones seleccionadas (12 estaciones), segun se muestra en la Figura 1, se instalaron
los muestreadores pasivos y se realizaron de manera rutinaria mediciones in situ de los
parametros oceanograficos: temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto. También se utilizé la
profundidad de vision del disco de Secchi como medida indicativa de la transparencia de las
aguas e, indirectamente, de la turbidez.

Al cabo de aproximadamente 10 dias se retiraron los dispositivos de muestreo pasivo para
proceder al analisis de la concentracion de metales en el laboratorio. Se analizaron cinco de los
metales de mayor relevancia ecotoxicolégica; cobre, cadmio, niquel, plomo y zinc.
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Paralelamente, en 5 estaciones situadas dentro del puerto de Pasaia (estaciones 8 a 12, Figura
1), donde la salinidad registrada es la adecuada para llevar a cabo los bioensayos de erizo, se
tomaron muestras de agua compuesta (esto es, mezclando agua recogida cada 3 horas, en la
misma estacion, durante un ciclo mareal). Estas muestras se utilizaron para la realizacién de
bioensayos en el laboratorio y técnicas TIE (ver apartado 3.3), con el fin de correlacionar la
fraccion labil de los metales con los efectos téxicos observados. Para los bioensayos se utilizaron
larvas de erizo de mar de la especie Paracentrotus lividus.

En las 5 estaciones situadas dentro del puerto de Pasaia (estaciones 8 a 12), se realizaron
pruebas de bioensayos in situ con larvas de erizo de mar. En este caso la fecundacion se realizé
en el laboratorio y los huevos fecundados se introdujeron en botes que se sumergieron en las
estaciones (Figura 2). Se dejaron en el medio durante 48 horas y posteriormente se recogieron y
se fijaron con formol.

Figura2. Bioensayo in situ de erizos. A) Recipiente donde se trasladan los vasos con huevos
fecundados de erizo para que se mantengan hidratados de forma continua. B) Estructura que
se sumerge en el agua durante 48 horas para llevar a cabo el bioensayo in situ.

3.2 DISPOSITIVOS DE MUESTREO PASIVO — DGTS. ANALISIS DE METALES

Los DGTs, del inglés Diffusive Gradient in Thin-Film, son pequenos dispositivos de teflén que
tienen una ventana de contacto con la solucion de 2 cm de diametro (Figura 3A) y constan de tres
membranas (Figura 3B): la membrana exterior es un filtro de diametro de poro de 0,45 um que
evita la abrasion de las particulas; la membrana de difusién es de poliacrilamida (0,8 mm de
grosor) y su funcién es limitar la difusion de los metales dependiendo de su capacidad de
disociacién de los complejos organicos e inorganicos; la membrana inferior estd compuesta de
poliacrilamida y en ella se encuentra inmersa la resina Chelex-100 en la que se retienen los
metales.

Una vez que el dispositivo se sumerge en el agua, los metales difunden a través de la membrana
de difusion. Los metales libres se acumularan en la resina Chelex directamente, mientras que
aquellos metales asociados a complejos organicos e inorganicos solo se acumularan si son
capaces de disociarse del complejo durante su difusion. Es decir, solo se acumularan aquellos
metales que sean facilmente disociables y que, por tanto, serian mas accesibles para los
organismos.

Debido a la gran afinidad del Chelex-100 por los metales, se consigue una concentracion del
metal cercana a cero entre la membrana de difusién y la resina Chelex, lo que favorece que los
metales se acumulen constantemente en el dispositivo, aun cuando las concentraciones en el
agua sean traza. Por lo tanto, el dispositivo acumula de una manera constante y permite integrar
la concentracion de metales a lo largo del tiempo de estancia en el medio (Figura 4).
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Figura 3. A) Muestreador pasivo (Diffusive Gradient in Thin-Film; DGT), B) estructura interna del DGT
con sus tres membranas: filtro, membrana de difusion y resina de Chelex-100.
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Figura4. Diferencias del tipo de informacién logrado mediante el muestreo convencional (datos
puntuales) y los muestreadores pasivos (TWA: promedio de la concentracion durante el tiempo
de estancia en el medio).

Tras la exposicion en el agua, los DGTs se recogen y se conservan a 4°C hasta procesarse para
su analisis. Previamente al analisis, se retira la membrana Chelex y se sumerge en 1M HNO;
durante al menos 24 horas para garantizar la correcta extraccion de los metales acumulados en la
resina. Posteriormente se analiza la concentracion de metales en la solucién acida mediante ICP-
MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry).

Una vez que se ha medido la concentracién de metales en la solucion acida (C,), se calcula la
masa de metal acumulada (M) en la resina Chelex-100 (Eq. 1).

M= Ce (Vg+Vinos)/fe

Donde C. es la concentracion de metal medido en la disolucion de acido nitrico, Vg y Vinos son el
volumen del gel y del acido nitrico, respectivamente, y f. es el factor de elucién (el ratio de metal
que es extraido de la resina).

Posteriormente, mediante una sencilla ecuacion (Eq. 2), se puede calcular la concentracién de
metal labil (Cy,) en la columna de agua durante el tiempo de exposicion de los DGTs.

Cp= (MAg/DtA)
Donde M es la masa de metal acumulada en la resina, Ag es el grosor de la membrana de

difusién, D es el coeficiente de difusién del metal, t el tiempo de estancia del dispositivo DGT en el
medio y A es el area de exposicion del dispositivo.
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Como ya se ha dicho anteriormente, se analizaron cinco de los metales de mayor relevancia
ecotoxicoldgica; cobre, cadmio, niquel, plomo y zinc. El analisis de metales se llevé a cabo
mediante ICP-MS. La calibracion del mismo se realizé a partir de soluciones monoelementales de
1000 ppm diluidas al entorno esperado para la muestra. Para el control de la calidad de los
resultados se emplearon soluciones multielementales (QC), preparadas de manera analoga a las
de la calibracién.

33 TECNICAS TIE

Las técnicas TIE, del inglés Toxicity Identification Evaluation, son una serie de métodos de
fraccionamiento disefiados para caracterizar, de una manera precisa, los compuesto(s) quimicos
responsable(s) de la toxicidad de una muestra. Para ello, se reduce o se elimina la
biodisponibilidad de los contaminantes mediante manipulaciones fisicas y quimicas (USEPA
1991).

Los tres grupos de contaminantes mas caracteristicos son los compuestos organicos, los metales
y el amonio, por lo que se utilizaron manipulaciones dirigidas a reducir estos compuestos en las
muestras de agua.

Los tratamientos que se han aplicado a las muestras estan descritos en USEPA (2007). Por lo
tanto, para cada muestra partimos inicialmente de dos submuestras, la muestra original (sin
manipular) y la muestra tratada para los diferentes contaminantes (Figura 5).

Test inicial

l l

Muestra sin Tratamientos
manipular

! ! }

EDTA (elutriado) Amberlita
SIR-300 (sedimento XAD-2
Amonio Metales Compuestos
organicos

Figura5. Esquema de las técnicas TIE, describiendo los diferentes tratamientos aplicados para cada
grupo de contaminantes.

Finalmente, cada muestra es testada mediante el correspondiente bioensayo (en este caso,
mediante el desarrollo larvario del erizo), con el fin de observar la reduccién en la toxicidad. La
comparacion con la muestra original permite determinar que tratamiento ha sido efectivo (si se ha
reducido de manera significativa la toxicidad), y por tanto identifica el grupo de contaminantes
responsable de la toxicidad.
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34 BIOENSAYOS /N SITU

En 5 estaciones seleccionadas, con la salinidad adecuada para el desarrollo de larvas de erizo de
mar, se llevaron a cabo test de toxicidad en condiciones naturales (estaciones 8 a 12, véase
Figura 1).

Se utilizé la especie Paracentrotus lividus. Se realizé la fecundacion in vitro en el laboratorio e
inmediatamente los huevos recién fecundados se traspasaron a pequefios viales en los que uno
de los extremos se cierra con un tamiz de tamafio 0,22 um que permite el paso del agua pero no
de los huevos (Figura 2). A los pocos minutos los viales conteniendo los huevos fecundados se
sumergieron en las estaciones de estudio y se dejaron en el medio durante 48 horas. Pasadas las
48 horas se recogieron y se fijaron con formol. Posteriormente, se contaron las larvas bien
desarrolladas mediante un microscopio invertido y se calculd el porcentaje de éxito embrionario.

3.5 EsTuDIOS DE DGTS PARA ANALISIS DE MERCURIO

Debido a que existen pocos trabajos que hayan probado los DGT para mercurio en el campo y
que no hay un consenso sobre el tipo de DGT (diferentes tipos de gel y resina), ni sobre las
técnicas de elucién y su posterior analisis, se llevo a cabo este estudio con el fin de responder a
estas cuestiones fundamentales para el uso operacional de la técnica.

Por lo tanto, el objetivo principal fue testar y validar los DGTs especificos para mercurio, con el fin
de incluir el mercurio en la lista de metales que pueden medirse mediante la técnica DGT.

Se realizd un esfuerzo especial en la eleccién del método de analisis del mercurio (medida directa
por via ‘seca’ o por via ‘hiumeda’ tras una fase de extraccion) (Clarisse y Hintelmann, 2006; Best et
al, 2009; Clarisse et al, 2009; 2011; 2012; Fernandez-Gémez et al, 2011; Gao et al, 2011).

Se fabricaron DGTs con 3 diferentes combinaciones de geles de difusion y resinas quelantes
(Agarosa-Spheron-thiol; Agarosa-Chelex y Poliacrilamida-Spheron-thiol) (Tabla 1), que se testaron
en agua de mar con concentraciones previamente conocidas de mercurio. Asi mismo, se testaron
diferentes técnicas de extraccion por via ‘humeda’ (agua regia y tiourea) y diferentes técnicas
analiticas, por via ‘humeda’ (ICP-MS) y por via ‘seca’ (CV-AAS).

Tabla 1. Relacion de los tipos de DGTs fabricados segun la composicion de gel y resinas

utilizadas.
Gel Resina Acrénimo
DGT Hg "normal” Agarosa Spheron-thiol AS
DGT combinacion 1 | Poliacrilamida = Spheron-thiol PS
DGT combinacion 2 Agarosa Chelex 100 AC

El funcionamiento de los 3 tipos de DGTs obtenidos se estudié en un experimento piloto en el
laboratorio segun se describe a continuacion:

Se utilizé agua de mar que se recogio6 frente a las instalaciones de Ifremer y, sin filtrar, se verti6 en
tres reactores de plastico (previamente lavados con &cido para evitar cualquier tipo de
contaminacién adicional). Cada una de las cubetas se rellené con 10 litros de agua de mar y se
agité en continuo (agitador orbital) (Figura 6).

En dos de las cubetas se afiadié un patréon de mercurio para obtener concentraciones en el orden
de 1y 2 pg/L. Tras un tiempo de equilibrio (24 h), los tres tipos de DGTs (9 dispositivos por cada
tipo de DGT) se sumergieron en las cubetas. Se cogié una muestra de agua en cada cubeta al
inicio y al final de la experimentacion para medir la evolucion en la concentracion del mercurio
mediante CV-AFS (Cold Vapour Atomic Fluorescence Spectroscopy) (Cossa et al. 2003).
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En cada lote de DGT utilizado se realizaron “blancos de laboratorio”. Estos blancos (en triplicado)
correspondieron a DGTs de cada tipo utilizado y que siguieron el mismo tratamiento (recuperacion
de la resina, elucion, andlisis) que los DGTs sumergidos. En la Figura 7 se ha representado de
manera esquematica el protocolo de experimentacion seguido, donde los botes azules
representan los reactores con los DGTSs, y en el cuadro inferior se resume los tipos de extraccién
utilizados (filas) y la técnica de analisis empleada (columnas).

Figura 6. Disefio experimental de los reactores y los agitadores orbitales (izquierda). DGTs sumergidos
en uno de los reactores (derecha).

) % l‘

Blancos | ~ 3 dias
AS, PSy AC

ICP-MS CV-AAS

Sin elucion (analisis direc-
to de la resina)

Agua regia

Solucion de thiourea/HCl
(0.005% en 0.1M HCl)

Figura 7. Protocolo experimental representando los reactores con los DGTs (AS: DGT gel agarosa-
resina Sphéron-thiol; PS: DGT gel poliacrilamida-resina Sphéron-thiol; AC: DGT gel agarosa-
resina Chelex 100) y esquema que resume los tipos de extraccion aplicados y las técnicas de
analisis utilizadas. ICP-MS: Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry; CV-AAS: Cold
Vapour Atomic Absorption Spectrometry.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se discuten conjuntamente los resultados obtenidos en las campafias de verano
2011 y de febrero 2012.

4.1 MUESTREADORES PASIVOS: DGTs

4.1.1 CADMIO

Los resultados de cadmio medidos en el estuario del Oiartzun en condiciones secas se han
representado en la Figura 8. Aunque también se realizé el muestreo en condiciones de lluvia,
debido a problemas analiticos en la medicion de las muestras, esos resultados no se han
representado graficamente.

0.6 ==Cd (seca) ——Lineal (Cd (seca)) y =-0.0309x + 0.4707
R*=0.8012

0.5 £
0.4
0.3

EQS
0.2 cd

Concentracion (pgL™)

0.1

Estaciones

Figura 8. Concentracién de la fraccion labil de cadmio en la columna de agua, medida mediante los
DGTs. Los datos estan representados como promedio * error estandar. La linea negra
representa el estandar de calidad (EQS). También (en color naranja) se muestra la tendencia
lineal en la concentraciéon de cadmio con respecto a las estaciones (1 representa el rioy 12 la
zona de mayor influencia marina).

En el caso del cadmio, la mayor parte del metal que esta disuelto se encuentra en forma labil
(Munksgaard y Parry, 2003), por lo que las concentraciones medidas mediante DGTs podrian ser
similares a las que se medirian mediante las técnicas convencionales (i.e. filtrado por 0,45 pm,
preconcentrado).

La concentracion de cadmio medida en las estaciones mas interiores y de influencia fluvial
(estaciones 1 a 7, rango de las concentraciones 0,32-0,50 ugL™) fue superior al estandar de
calidad (EQS; acronimo en inglés de Environmental Quality Standards) establecido por las
directivas europeas para dicho metal (EQS Cd, 0,2 ugL”). Algunas estaciones del estuario
presentaron concentraciones ligeramente por debajo del estandar de calidad: estaciones 8 (0,18
ugl™), 9 (0,19 pgL™") y 11 (0,19 pgL™) (Figura 8).

Ademas, gracias a la capacidad de preconcentracién de los DGTs, fue posible medir este metal
incluso a concentraciones muy bajas, que se encuentran por debajo del limite de deteccion de las
técnicas analiticas convencionales (estacién 12; 0,03 pgL™). Esto supone una ventaja adicional,
ya que los metales, incluso en concentraciones muy bajas, tienen una gran importancia
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ecotoxicoldgica debido a la interaccion con los diferentes contaminantes presentes en el medio
(sinergismos, adicion, antagonismo).

En términos generales, el cadmio (Cd) presentd una dilucidn en su concentracion desde las
estaciones interiores hacia la bocana del estuario en las condiciones meteoroldgicas secas (Figura
8, obsérvese la linea de tendencia). Sin embargo, en la zona intermedia (estaciones 6 y 7) se
observé un ligero aumento en la concentracion. Diferentes autores se han referido a este
comportamiento como tipico del cadmio en medios en los que se produce un aumento en la
salinidad, causando la desorcién del Cd de las particulas para formar complejos de cloro que se
encuentran en forma disuelta y Iabil (Turner, 1996; Gonzélez et al., 2006). Es en estas estaciones,
6 y 7, en donde se produce un incremento notable de la salinidad, pasando de valores de
salinidad media de 1,6 ups en las estaciones anteriores (1 a 5) a salinidades de 24,7 usp en la
estacion 7. Por tanto, en estas estaciones se situa la zona de mezcla, caracterizada por cambios
bruscos en los parametros fisico-quimicos que afectan a la especiacion de los metales.

4.1.2 NIQUEL

Los resultados de niquel medidos en el estuario del Oiartzun en condiciones secas y de lluvia se
han representado en la Figura 9.

E==Ni (seca) =N (lluvia) ——2 per. media mévil (Ni (seca)) Lineal (Ni {lluvia))
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Figura9. Concentracion de la fraccion labil de niquel en la columna de agua, medida mediante los
DGTs. Los datos estan representados como promedio + error estandar. Se han representado
también las lineas de tendencia de la concentracion de niquel con respecto a las estaciones (1
representa el rio y 12 la zona de mayor influencia marina) en la época seca (naranja) y de
lluvia (verde).

En condiciones secas (Figura 9), se observo un patron de dilucion desde las estaciones fluviales a
la zona marina y se pudieron distinguir dos zonas con diferente rango de concentracion de niquel:
una zona que agrupa las estaciones mas fluviales (estaciones 1 a 7; concentracion en el rango
0,52-0,60 pgL™) y otra zona estuarica (estaciones 8 a 12; concentracién en el rango 0,18-0,29
ugL™).

Tueros et al. (2009) también observo la dilucidn del niquel disuelto (muestras de agua filtradas por
0,45 um), con el aumento de la salinidad.

En cambio, en la época de lluvias se observé una distribucién bastante homogénea del niquel a lo
largo del estuario (rango 0,24-0,33 pgL™"). Esta distribucién podria deberse al aumento del caudal
en las condiciones de lluvia, lo que supondria una dilucion del Ni presente en la zona fluvial y su
arrastre a la zona estuarica y costera. Esto explicaria que en las estaciones fluviales (estaciones 1
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a 4) la concentracion de niquel en la época seca fuese el doble que en la época de lluvias (Figura
9).

Con respecto a la anterior afirmacion, Martino et al. (2004) también observé que la concentracion
total de niquel en el rio era inversa al caudal fluvial, sugiriendo que esto se debia a la dilucién de
las fuentes naturales y antrdpicas presentes en la cuenca. Ademas un mayor caudal del rio,
supondria una mayor propagacion del mismo en el estuario, disminuyendo asi la influencia de la
marea, lo que explicaria la distribucidon homogénea del niquel en todo el estuario.

4.1.3 COBRE

Los resultados referentes al cobre medido en condiciones secas y de lluvia se muestran en la
Figura 10.

E==Cu (seca) mmCu (lluvia) —2 per. media movil (Cu (seca)) 2 per, media mavil (Cu (lluvia))
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Figura 10. Concentracién de la fraccién labil de cobre en la columna de agua, medida mediante los DGTs.
Los datos estan representados como promedio + error estandar. Se han representado también
las lineas de tendencia de la concentracion de cobre con respecto a las estaciones (1
representa el rio y 12 la zona de mayor influencia marina) en la época seca (naranja) y de
lluvia (verde).

En condiciones secas, el cobre proveniente del rio (estacién 1) supuso 0,27 pgL™”, disminuyendo
hasta 0,16 ugL™ en la estacién 4. Sin embargo, hubo un aporte importante de cobre en la estacion
6, donde se observé una concentracién de 0,64 uglL™".

El cobre presenta una gran afinidad por la materia organica, con la que forma complejos organicos
estables (Munksgaard y Parry, 2003). Por ello, el aumento repentino de la concentracion en la
estacion 6 podria deberse a la disociacion del cobre en esta zona de mezcla, debido a los bruscos
cambios fisico-quimicos que tienen lugar alli. Esto supondria un cambio en la especiacién del
cobre, pasando de estar acomplejado a una forma mas labil y por tanto, acumulable en los DGTs.
Sin embargo, también hay que tener en cuenta que las estaciones 6 y 7 se encuentran cercanas a
diferentes presiones, que posiblemente impliquen un aporte adicional de cobre (vias del tren,
autopista, carga y descarga de vehiculos en la zona portuaria, etc.).

Ademas, en condiciones secas la concentracion de cobre en la zona estuarica (estaciones 9 a 12)
fue mayor que en las estaciones fluviales (estaciones 1 a 4). Esto también se habia observado en
el ejercicio anterior (descrito en el informe de 2009-2010, tareas 2010), donde los estuarios que
presentaban un aumento en la concentracion de cobre en la zona exterior (Butron, Oka, Artibai,
Deba, Oiartzun y Adour) eran aquellos que tenian puertos comerciales o recreativos en su parte
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exterior. Por lo tanto, este cobre podria provenir de las pinturas antifouling que se utilizan en los
cascos de los barcos (Warnken et al. 2004; Dunn et al. 2007; Montero et al., 2012).

En condiciones de lluvia (Figura 10) se observé que el cobre presente en la zona fluvial no
provenia del rio, ya que en la estacién 1 se midi6 la concentracién mas baja (0,20 pgL™). Sin
embargo, se observaron dos aportes importantes de cobre, uno en el nucleo urbano de Renteria
(estaciones 2 a 4; concentraciones en el rango 0,54-0,60 pgL™") y otro en el nicleo urbano de San
Juan (estaciones 10 y 11; en el rango 0,59-0,62 ugL™).

Lo anterior estd en concordancia con las observaciones de Mosley y Peake (2001), que sugirieron
que las escorrentias urbanas son la fuente mas importante de cobre en las cuencas. Ademas, la
estacion 10 se encuentra préxima al astillero Zamakona, lo que también podria generar un aporte
adicional de cobre al sistema.

Los DGTs de las estaciones 6 y 7 desaparecieron en el experimento llevado a cabo en la época
de lluvias. No obstante, observando el aumento en la concentracion de cobre entre las estaciones
4 (0,54 ugL ™)y 8 (0,61 ugL™), podriamos esperar un comportamiento similar en las estaciones 6 y
7 al observado en la campafa de muestreo llevada acabo en condiciones secas (Figura 10).

La concentracion de cobre fue mayor en condiciones de lluvia que durante condiciones secas
(Figura 10). Como ya hemos mencionado, esto seguramente se deba a los aportes provenientes
de las escorrentias urbanas y pluviales. Ademas, hay que matizar que la cuenca del Oiartzun es
rica en cobre (Belzunce et al. 2004) y que el aumento del caudal fluvial podria suponer la
resuspension del cobre presente en los sedimentos, lo que también favoreceria el aumento de la
concentracién de este metal en el agua.

4.1.4 PLoOMO

Los resultados de plomo obtenidos mediante los DGTs en condiciones secas y de lluvia se ilustran
en la Figura 11.

Se observé un comportamiento opuesto del plomo en ambas camparias. En condiciones secas se
midié una concentracion mayor en las estaciones fluviales (estaciones 1 a 4; en el rango 0,20-0,27
ugL™") que en las estudricas (estaciones 8 a 12; en el rango 0,02-0,13 pgL™"). Opuestamente, en
condiciones de lluvia, se midié una concentracion mayor en las estaciones estuaricas (estaciones
8 a 11; en el rango 0,20-0,25 ugL™) que en las fluviales (estaciones 1 a 4; en el rango 0,08-0,13
ugL™).

El plomo es un metal altamente reactivo con las particulas, o que supone que la concentracion
disuelta del mismo esté controlada en gran medida por la presencia del material en suspensién
(Tueros et al. 2009). En condiciones de lluvia aumenta el flujo del rio, lo que supone mayor aporte
de particulas y resuspension del sedimento, que puede reaccionar con el plomo disuelto presente
en la columna de agua. El plomo adsorbido en las particulas no seria medido mediante los DGTs,
lo que explicaria la baja concentracion de plomo obtenida en condiciones de lluvia en la zona
fluvial.

Sin embargo, en las estaciones 6 y 7, donde parece que esta situada la zona de mezcla, podria
darse la desorcion del plomo de las particulas pasando a una forma labil y medible por los DGTs.
Esto explicaria el aumento del plomo en las estaciones estuaricas.

En condiciones secas, al igual que pasé con el cobre, hay un aumento substancial de la
concentracién de plomo en la zona de mezcla, esto es, en las estaciones 6 (0,28 ugL™) y 7 (0,32
ugL™") pero sin embargo, decae drasticamente en la estacion 8 (0,02 pgL™).

Teniendo en cuenta el menor flujo del rio en verano, la disminucion de la velocidad del mismo al
internarse en la zona portuaria (con mayor volumen de agua de mar) podria suponer la
precipitacién del plomo, lo que explicaria la baja concentracion medida en la estacion 8.
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Figura 11. Concentracién de la fraccion labil de plomo en la columna de agua, medida mediante los
DGTs. Los datos estan representados como promedio  error estandar. Se han representado
también las lineas de tendencia de la concentracion de plomo con respecto a las estaciones (1
representa el rio y 12 la zona de mayor influencia marina) en la época seca (naranja) y de
lluvia (verde).

4.1.5 ZINC

Los resultados de zinc obtenidos mediante los DGTs en las condiciones secas y de lluvia se
muestran en la Figura 12.

E37n (seca) mmmZn (lluvia) ——Exponencial (Zn (seca)) Exponencial (Zn (lluvia))
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Figura 12. Concentracion de la fraccion labil de zinc en la columna de agua, medida mediante los DGTs.
Los datos estan representados como promedio * error estandar. La linea negra representa el
estandar de calidad (EQS). Se han representado también las lineas de tendencia de la
concentracion de plomo con respecto a las estaciones (1 representa el rio y 12 la zona de
mayor influencia marina) en la época seca (naranja) y de lluvia (verde).

Se pudo observar claramente una reduccion exponencial en la concentracion de zinc, tanto en
condiciones secas como de lluvia (lineas de tendencia en la Figura 12). En ambas condiciones
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hidrolégicas, el comportamiento del zinc fue muy similar, siguiendo un patrén de dilucién desde el
interior hacia la bocana del estuario.

Hay que destacar que el estandar de calidad (EQS) del zinc se superé en las estaciones fluviales
en varias ocasiones: estaciones 1 (110 ugL™) y 2 (75 pgL™") en condiciones secas, y estaciones 1
(101 ugL™") y 3 (70 ugL™") en condiciones de lluvia (Figura 12).

4.2 MUESTRAS DE AGUA COMPUESTA: TECNICAS TIE

En las muestras de agua compuesta recogidas en condiciones secas (Figura 13), se observé un
incremento en la supervivencia de las larvas de erizo desde la estacibn mas interior, situada
dentro del puerto (estacidn 8), hacia la exterior, situada en la bocana (estacién 12). No obstante,
en ningun caso la supervivencia llego a los niveles del control (89% de larvas bien desarrolladas) y
ademas, present6 diferencias superiores al 20% y estadisticamente significativas, lo cual indico
que todas ellas podian ser clasificadas como téxicas.

Para explicar este hecho, una de las hipdtesis que se baraja es el aumento, en condiciones secas,
de la importancia relativa de la marea con respecto a la influencia del rio y las escorrentias. En
verano, con bajo caudal fluvial, la marea es la que determina la hidrodindmica del estuario. Por lo
tanto, cabe esperar que la estacion mas exterior y mas influida por la marea (y por tanto con
mayor aporte de agua limpia) presente los niveles mas bajos de toxicidad.

dseca ®lluvia
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Figura 13. Porcentaje de éxito de desarrollo de las larvas de erizo expuestas a muestras de agua
compuestas (en condiciones secas y de lluvia). Las columnas de color gris representan las
condiciones secas y las negras las condiciones de lluvia. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al control del mismo color (p <0,05). Las lineas representan el 20%
de diferencia con respecto al control (linea continua=condiciones secas; linea discontinua=
condiciones de lluvia). Los datos estan representados como promedio + error estandar.

En las muestras recolectadas en condiciones de lluvia se observd un patrén distinto (Figura 13).
Aunque el menor desarrollo larvario también tuvo lugar en la estacion mas interior (estacion 8), en
la estacion 9 se observé un fuerte incremento. La estacion 9, aun presentando diferencias
estadisticamente significativas respecto al control, no se consideraria téxica, porque la diferencia
con éste no fue mayor del 20% (Figura 13, linea discontinua).

Hay que sefialar que durante el muestreo de agua compuesta en condiciones de lluvia, se observé
que la estacion térmica de Lezo estaba vertiendo agua, lo que podria haber diluido la carga
contaminante en la estacion 9, ocasionando un aumento en el éxito embrionario. Ademas, en esta
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ocasion, el desarrollo larvario fue mayor en la estacién 11 (situada en San Juan) que en la
estacion 12 (situada en San Pedro).

En época de lluvias los diferentes aliviaderos situados en la zona de Herrera (que en condiciones
de caudal normal presenta un tiempo de residencia de 73 dias) vierten mas agua proveniente de
las escorrentias urbanas y pluviales, lo que arrastraria el agua de esta zona hacia la bocana del
estuario (estacion 12). La zona de Herrera, presenta niveles altos de metales y compuestos
organicos, asociados con una alta toxicidad (Montero et al. 2011), lo que podria explicar el
aumento en la toxicidad observada en la estacién 12. Sin embargo, esta influencia no llegaria a la
estacién 11, que esta situada en San Juan (pantalanes que se encuentran en la entrada del
pueblo).

En la Figura 14 y Figura 15 estan representados los diferentes tratamientos a los que se
sometieron las muestras compuestas de agua en condiciones secas y de lluvia, respectivamente.
Se llevaron a cabo tratamientos individuales (i.e. para eliminar el efecto del amonio, de los metales
y de los compuestos organicos) y combinados (i.e. para eliminar el efecto del amonio y los
metales, del amonio y los compuestos organicos, y de los metales y los compuestos organicos).
Tras observar en la campana de condiciones secas que no habia amonio en las muestras de
agua, en la campafa de las lluvias se elimind el tratamiento del amonio y se incluyé uno
combinado para metales y organicos.

Los Unicos tratamientos que favorecieron un buen desarrollo larvario fueron aquellos que
eliminaron los metales (ANOVA; p<0,05). Como puede observarse en la Figura 14, el tratamiento
combinado para eliminar el efecto del amonio y de los metales no incrementé el éxito embrionario
en mayor medida que el tratamiento para los metales.

Igualmente, la combinacion del tratamiento para metales y organicos no aumentd el éxito
embrionario en mayor medida que el tratamiento dirigido Unicamente a los metales (Figura 15).
Por ello, puede concluirse que tanto en condiciones secas como de lluvia, los responsables de la
toxicidad fueron los metales.
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Figura 14. Porcentaje de éxito de desarrollo de las larvas de erizo expuestas a las muestras de agua
compuestas (obtenidas en condiciones secas), sin manipular, y a las mismas muestras
sometidas a los diferentes tratamientos TIEs. Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto a la muestra sin manipular (representada con el mismo color) (p <0,05). La linea
representa el éxito de desarrollo larvario en el control. Los datos estan representados como
promedio * error estandar.
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Figura 15. Porcentaje de éxito de desarrollo de las larvas de erizo expuestas a las muestras de agua
compuestas (obtenidas en las condiciones de lluvia), sin manipular, y a las mismas muestras
sometidas a los diferentes tratamientos TIEs. Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto a la muestra sin manipular (representada con el mismo color) (p <0,05). La linea
representa el éxito de desarrollo larvario en el control. Los datos estan representados como
promedio * error estandar.

4.3 BIOENSAYO IN SITU DE ERIZOS

En la Figura 16 se representa el porcentaje de éxito del desarrollo larvario de erizos a partir de los
resultados obtenidos en el test realizado in situ en las estaciones 8 a 12.

Los resultados son coherentes con los obtenidos en el laboratorio a partir de las muestras de agua
compuestas. Al igual que en aquel caso, se obtuvo un incremento en el éxito larvario de los erizos
desde la estacion interior (estacidén 8) hacia la bocana (estacion 12). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las estaciones 9, 11 y 12, con respecto a la estacién 8.

100 - y= 31 .05280 1519x

R? = 0.6443
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80
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40 | =]
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—
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Figura 16. Bioensayo in situ: porcentaje de éxito de desarrollo de las larvas de erizo sumergidas en el
medio durante 48 horas. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a la
estacion 8. En color naranja se muestra la tendencia exponencial del éxito embrionario con
respecto a las estaciones (la influencia marina aumenta de la estacion 8 a la 12).
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4.4 MERCURIO MEDIDO MEDIANTE DIFERENTES TIPOS DE DGTSs

Los resultados de los analisis de la concentracion de mercurio en las muestras de agua de los
reactores que se recogieron al inicio y al final de la experimentacion, medida por CV-AFS, se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Evolucién de la concentracion del Hg total en las cubetas durante el tiempo de la
experimentacion (alrededor de tres dias de inmersion), desde el inicio (T,) hasta el

final (TFinaI)-
Nombre de la cubeta W W1 W2
Hg afiadido en las cubetas (ug/L) -1 2
Hg medido T, (ng/L) 1 340630
Proporcién de Hg "adsorbido/volatilizado" 24 h tras la adiccion (%) - 66 68
Hg medido Tina (Ng/L) LD 210 240
Proporcién de Hg "adsorbido/volatilizado" del inicio al fin del experimento (%) - 79 88

En la Figura 17 se han representado (a) la masa de mercurio retenida en los 3 tipos de DGTs y
medida por AMA vy (b) la concentracion de mercurio en el agua de las cubetas obtenida mediante
los 3 tipos de DGTs.

Los resultados de la Figura 17a indican claramente un aumento de la masa de mercurio en las
resinas de los DGTs de tipo AS y PS en proporcion directa a la concentracion de mercurio en las
cubetas. En todas las cubetas, la masa de mercurio acumulada por los dos tipos de DGTs (AS y
PS) es del mismo orden, salvo en el caso de la cubeta SW1, donde la concentracién media de los
DGTs PS es claramente mas elevada (hay que sefialar que la desviacion estandar es mayor). Los
DGTs de tipo AC se caracterizan por tener valores mucho mas bajos, lo que responde a que los
grupos iminodiacetato del Chelex 100 concentren, sobre todo, los compuestos de mercurio en
forma ionica o en forma de complejos débiles, mientras que el Spheron-thiol permite fijar también
el mercurio presente en complejos estables. La diferencia entre las masas acumuladas por estas
dos resinas podria representar el mercurio en forma de MeHg o asociado a complejos organicos
estables (Docekalova y Divis, 2005; Divis et al, 2005).

A partir de las masas de Hg medidas mediante la técnica AMA, se han calculado las
concentraciones correspondientes en el agua (Figura 17b): CDGT = MAg / tADm

Donde:
- M (ng): masa de Hg analizado tras la elucion de la resina;

- Ag (cm): grosor del gel de difusién = 0.063 cm para los geles de agarosa y 0.093 cm para los
geles de poliacrilamida;

- t (s): tiempo de inmersién del DGT (aproximadamente 3 meses);
- A (cm2): superficie del gel expuesta= 3.14 cm2;

- Dm (cm2/s): coeficiente de difusion del metal en el gel, en el orden de coeficiente de difusion del
Hg en el agua= 9.13*10-6 cm2/s (a 25°C) para los geles de poliacrilamida y 8.97*10-6 cm2/s
(25°C) para los geles de agarosa (Divis et al. 2009).

Si comparamos estas concentraciones con las medidas en las cubetas al final de la
experimentacion (Tabla 2) puede constatarse una subestimaciéon de los valores de Hg
determinados mediante los DGTs. Esta diferencia puede estar explicada en gran parte por el
hecho de que las medidas mediante CV-AFS se realizaron en el agua de mar sin filtrar que,
ademas de las especies de Hg mas ‘labiles,” recuperadas por la técnica DGT, comprende una
fraccion mas o menos importante constituida de complejos organicos estables asi como de formas
coloidales y parte del Hg asociado a las particulas.
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Estos primeros resultados tenian como objetivo contribuir a la eleccién del tipo de DGT mas
adecuado para medir mercurio, y de los métodos mas apropiados de elucién y de analisis de los
DGTs Hg.

Debido a que el objetivo principal es su aplicacion para la medicion del mercurio dentro de los
requerimientos de las directivas europeas, uno de los criterios fundamentales deberia ser la
eleccion de los métodos mas facilmente transferibles, que sean operacionalmente simples y que
sean economicos.

En este sentido, la técnica analitica para el analisis de las resinas de DGT mediante CV-AAS
(AMA 254) es la mas ventajosa, ya que evita el proceso de elucion, es facilmente transferible y es
la técnica menos costosa. Esta técnica que se basa en la combustion total de la muestra, permite
medir concentraciones muy bajas y no requiere calcular factores de elucion, con lo que disminuye
la incertidumbre del proceso.

La utilizaciéon de los DGTs de tipo Agarosa/Chelex y Agarosa/Spheron-thiol permite evaluar la
especiacion del mercurio, ya que los grupos iminodiacetatos de la resina Chelex 100 concentran,
sobre todo, los compuestos de mercurio que se encuentran en forma iénica o en complejos
labiles, mientras que los grupos tiol de la resina Spheron-thiol permiten fijar también el mercurio
que se encuentra en complejos estables La diferencia entre las masas acumuladas por estas dos
resinas podria representar el mercurio en forma de MeHg o asociado a complejos organicos
estables (Docekalova et Divis, 2005; Divis et al, 2005).
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Figura 17. (a) Masa acumulada en los DGTs, medida mediante AMA. (b) Concentraciones "DGT" de Hg
en el agua de las tres cubetas. [Tipo de DGT: AS= Agarosa/Sphéron-thiol; PS=
Poliacrilamida/Sphéron-thiol; AC= Agarosa/Chelex 100; medio de inmersién: SW= cubeta agua
de mar; SW1= cubeta agua de mar + adicion Hg 1 pg/L; SW2= cubeta agua de mar + adicién
Hg 2 pg/L].
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5. CONCLUSIONES

Los estudios desarrollados en este proyecto ponen de manifiesto que los muestreadores pasivos
de tipo DGTs ofrecen una alternativa mas ventajosa para la evaluacion de la contaminacion por
metales en aguas de transicion y costeras que los métodos tradicionales basados en el muestreo
puntual con botellas Niskin, posterior filtracion y analisis.

El primer estudio realizado en los 13 estuarios de la costa vasco-francesa mostré la funcionalidad
de los DGTs y su aplicabilidad en medios altamente variables como son los estuarios. La
reproducibilidad de los resultados obtenidos, la facilidad de manejo, la capacidad de dar medidas
integradas en un tiempo de exposicibn mas o menos largo y la posibilidad de obtener
concentraciones por debajo del limite de deteccién de las técnicas analiticas, todo ello hace
considerar esta técnica como herramienta valida para el control y seguimiento de la
contaminacion.

Estas ventajas también se han constatado en este segundo estudio, centrado en evaluar la
extensién del impacto de los vertidos en el estuario del Oiartzun. Gracias a las ventajas ofrecidas
por los DGTs, como la capacidad de pre-concentracion y la integraciéon en el tiempo, se han
podido analizar diferencias en el patrén de distribucion de los metales en las dos épocas de
estudio consideradas (época seca y de lluvia), que no podrian haberse detectado por los métodos
tradicionales, dado el caracter puntual de estas medidas. Por lo mismo, a pesar de la dilucion de
las concentraciones de contaminantes durante episodios de lluvia, mediante los DGTs es posible
analizar concentraciones muy bajas de metales que también pueden relacionarse con la toxicidad
observada en algunas de las estaciones de estudio.

Otro punto de interés en el uso de los muetreadores pasivos es que estos miden la fraccién mas
labil del contaminante, identificada como la fraccion de mayor riesgo ecotoxicolégico por ser la
mas disponible a la biota; siendo también ésta fraccion la de mayor interés en las nuevas
directivas europeas.

Sin embargo, para el cumplimiento de la Directiva Marco del Agua es necesario desarrollar indices
de calidad ambiental que puedan equipararse a los EQS actuales basados en la concentracion de
metales disueltos en el agua (fraccion menor de 0,45 um).

En este proyecto se han realizado las primeras pruebas en el laboratorio para el analisis de
mercurio, elemento prioritario en la Directiva Marco, mediante DGTs. Los resultados obtenidos
apuestan por una composicién de gel de difusiéon y resina quelante de tipo Agarosa/Chelex y
Agarosa/Spheron-thiol, que permiten analizar los compuestos de mercurio que se encuentran en
forma idnica y los compuestos estables, respectivamente. Estos resultados, sin embargo, han de
validarse con estudios en el campo. En este sentido, en noviembre de 2012 se realizaron las
primeras medidas de mercurio en el estuario del Oiartzun con los DGTs disefiados para ello. Los
resultados obtenidos no se incluyen en este informe.
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7. ANEXO

En relacién con este proyecto se han dado las siguientes actividades de difusién:

Conferencias y Grupos de Trabajo

Presentacion oral de resultados en el 4th International Passive Sampling Workshop and
Symposium, en Cracovia (Polonia), mayo de 2011:

- Application of DGTs for labile metal fraction evaluation in 13 estuarine waters: An example
from the Southeastern Bay of Biscay.

- Evaluation of DGTs suitability as a monitoring tool for the assessment of the chemical status of
transitional waters within the Water Framework Directive.

Participacién en el Passive Sampling Workshop, celebrado en el Instituto Deltares, en Utrecht
(Holanda), noviembre de 2011.

Participacion en el Passive Sampling Intercalibration Workshop, celebrado en el Instituto Ifremer,
en Nantes (Francia), noviembre de 2011.

Presentacion oral de resultados en la conferencia internacional del proyecto Portonovo (Interreg
Espacio Atlantico), en Santander, Febrero de 2012:

- Application of passive samplers and bioassays to characterize the impact of an effluent plume:
an example in the port area of the Oiartzun estuary (Southeastern Bay of Biscay).

Presentacion en pdster de los resultados en el XIII International Symposium on Oceanography of
the Bay of Biscay, en Santander, Abril de 2012:

- Application of DGTs and bioassays to characterize the impact of an effluent plume in an
estuarine system

Participacién en grupos de expertos del ICES: Grupo de Trabajo en Sedimentos Contaminados:
- Marine Laboratory, Aberdeen, marzo 211
- Instituto Hidrografico, Lisboa, marzo 2012

Publicaciones

- Montero N., M.J. Belzunce-Segarra, A. Del Campo, J.M. Garmendia, L. Ferrer, J. Larreta, M.
Gonzalez, A. Maidana, M. Espino, 2011. Integrative environmental assessment of the impact of
Pasaia harbour activities on the Oiartzun estuary (southeastern Bay of Biscay): application of
passive samplers, bioassays and numerical modelling. Journal of Marine Systems (in press).

- Montero N., M.J. Belzunce-Segarra, J.L. Gonzalez, J. Larreta, J. Franco, 2012. Evaluation of
Diffusive Gradients in Thin-Films (DGTs) as a monitoring tool for the assessment of the
chemical status of transitional waters within the Water Framework Directive. Marine Pollution
Bulletin 64, 31-39.

- Belzunce-Segarra M.J., N. Montero, J.L. Gonzélez, J. Larreta, J. Franco. Application of DGTs
for labile metal fraction evaluation in 13 estuarine waters: An example from the Southeastern
Bay of Biscay. Book Series Maralte Books. Risk Assessment and Environmental Management.
373 pp. ISBN: 978-94-90970-07-9 (ebook).
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