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RESUMEN

El Mar Menor es un sistema de alto valor ecoldgico que concentra numerosas actividades
humanas como el desarrollo urbano, el turismo, la agricultura intensiva, la mineria, etc.
Aunque se han realizado estudios sobre los efectos de la eutrofizacion y la entrada de
metales traza asociados a las actividades mineras, la informacion sobre la presencia y
distribucion de contaminantes organicos era muy escasa. Por ello, se propuso el
desarrollo de la presente Tesis Doctoral, cuyo objetivo principal es la caracterizacion de
las principales fuentes de entrada de contaminantes regulados y emergentes al Mar
Menor y de su posterior distribucién en los distintos compartimentos ambientales (agua,
sedimento y biota). Concretamente se han considerado los plaguicidas organoclorados,
los bifenilos policlorados (PCBSs), los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs), los
plaguicidas de uso actual y los farmacos. Se han aplicado métodos especificos de
extraccion (extraccion con barras magnéticas polimerizadas, Soxhlet, ultrasonidos o con
disolventes presurizados) segun la matriz ambiental, purificacion y andlisis para
diferentes grupos de compuestos (cromatografia liquida o de gases preferentemente con
deteccion con espectrometria de masas). Para ello se realiz6 un muestreo trimestral
durante dos afios en la rambla del Albujon y en el Mar Menor (agua), con periodicidad
semestral para los sedimentos y trimestral en aire utilizando muestreadores pasivos. En
el ultimo afio (2010) se tomaron también muestras de biota en primavera y otofio.

La entrada anual de contaminantes organicos desde la rambla del Albujon se estim6 en
27,4 kg, de los que 11,4 kg correspondieron a farmacos y el resto a PAHs y plaguicidas.
En primavera predominaron los insecticidas y los antibiéticos, en verano los herbicidas y
antihipertensivos y en otofio e invierno los herbicidas y analgésicos. Las intensas
variaciones diarias de las concentraciones en la rambla indican que un muestreo puntual
no es representativo en este tipo de sistemas, y pueden provocar episodios de mortalidad
en peces que alli habitan, ya que algunos compuestos superan puntualmente los
estandares de calidad ambiental. También se estimé en 40,9 kg la entrada de estos
contaminantes durante dos riadas (septiembre de 2009) a través de esta rambla
mostrando su gran relevancia en este tipo de sistemas.

En aire se confirm6 la presencia de PAHs, PCBs y plaguicidas de uso actual,
detectandose las mayores concentraciones de PAHs cerca del aeropuerto, especialmente
en invierno, y cerca de los campos de cultivo para los plaguicidas (herbicidas en invierno
e insecticidas en otoio).

La distribucion espacial de los contaminantes en agua y sedimento permitié identificar
otras fuentes de entrada ademdas de la propia rambla del Albujon, como las aguas

subterraneas en las principales ramblas y la deposicion atmosférica para los plaguicidas,



los nucleos urbanos y puertos para los PAHs o los vertidos residuales no controlados en
el caso de los farmacos.

Los aportes terrigenos de las riadas aumentaron significativamente la concentracion de
p,p-DDE en el sedimento superficial del centro y sur de la laguna, y redujeron la de los
PCBs. La distribucién de los PAHs y plaguicidas en sedimento fue heterogénea como
consecuencia de sus diferentes vias de entrada, la hidrodinamica de la laguna y las
propiedades fisicoquimicas del sedimento y del cada contaminante.

También se ha constatado que los PAHs se acumulan a niveles parecidos en berberecho,
ostra y nacra, mientras que ostra y nacra son capaces de acumular mas contaminantes
organoclorados. Se ha caracterizado por primera vez la bioacumulacion de farmacos en
moluscos y peces de un sistema costero espafiol, detectandose mas farmacos en el
musculo del galupe que en moluscos. Por tanto se proponen como bioindicadores en el
Mar Menor la ostra para PAHs y contaminantes organoclorados, y el musculo del galupe

para los farmacos.



Abstract

The Mar Menor lagoon is a system of high ecological value that concentrates many
human activities such as urban development, tourism, intensive agriculture, mining, etc.
Although there have been studies on the effects of eutrophication and the entry of trace
metals associated with mining activities, information on the presence and distribution of
organic contaminants was scarce. Therefore, the development of this PhD thesis was
proposed, its main objective is to characterize the main inputs of legacy and emerging
contaminants to the Mar Menor lagoon and its subsequent distribution in different
environmental compartments (water, sediment and biota). Specifically organochlorine
pesticides, polychlorinated biphenyls (PCBs), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS),
current use pesticides and pharmaceutical products were considered. Specific methods of
extraction were applied (stir bar sorption extraction, Soxhlet, ultrasonic or pressurized
liquid extraction) depending on the environmental matrix, purification and analysis for
different groups of compounds (liquid or gas chromatography preferably with
chromatography mass spectrometry detector). To do so, a quarterly sampling was
performed for two years in El Albujén watercourse and the Mar Menor lagoon (surface
and seawater), samplings for sediments were performed every six months and with a
periodicity quarterly in air using passive samplers. In the last year (2010), also samples of

biota were taken in spring and autumn.

The annual input of organic pollutants from the mouth of El Albujon watercourse was
estimated at 27.4 kg, of which 11.4 kg were pharmaceuticals products, while the rest were
PAHs and pesticides. In spring, the majority was insecticides and antibiotics, in summer,
herbicides and antihypertensives; in autumn and winter, herbicides and analgesics were
predominant. The heavy daily variations of concentrations in the watercourse indicate that
spot sampling strategy is not representative in this type of system, and can cause
episodes of mortality in fish that live there, since some compounds can exceed the
standards of environmental quality. It was also estimated at 40.9 kg the input of these
pollutants during two floods (September 2009) through this watercourse showing its great

importance in this type of system.

In air, the presence of PAHs, PCBs and current use pesticides was confirmed, detecting
the highest concentrations of PAHs near San Javier Airport, especially in winter, and near

the crop fields for pesticides (herbicides in winter and insecticides in autumn).



The spatial distribution of pollutants in seawater and sediment identified other input
sources besides the own EI Albujon watercourse, such as groundwater at the major
watercourses and atmospheric deposition for pesticides, urban nuclei and ports for PAHs

or uncontrolled discharges in the case of residual drugs.

Terrigenous contributions of floods significantly increased the concentration of p,p"-DDE
in surface sediment from the center and south of the lagoon, and reduced the PCBs
concentration. The distribution of PAHs and pesticides in sediment was heterogeneous as
a result of their different pathways, the hydrodynamics of the lagoon and the

physicochemical properties of the sediment and each pollutant.

It has also been found that the PAHs was accumulated at similar levels to cockle, oyster
and noble pen shell, while oyster and noble pen shell were able to accumulate more
organochlorine contaminants. It has been characterized for the first time drug
bioaccumulation in molluscs and fish in a Spanish coastal system, more drugs were
detected in the muscle of golden grey mullet than in molluscs. Therefore, biomarkers
proposed for the Mar Menor are: oyster for PAHs and organochlorine contaminants; and

the muscle of golden grey mullet for drugs.
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Capitulo 1

1.1. Introduccion

El medio marino alberga una gran diversidad biolégica y constituye el soporte de
importantes actividades socioecondmicas. Sin embargo se encuentra sometido a
importantes amenazas fruto de esa creciente actividad econémica que soporta, no sélo
actuales como podrian ser la sobrepesca, el trafico maritimo y los vertidos directos e
indirectos tierra-mar insuficientemente tratados, sino también futuras. Entre ellas
podemos citar la aparicion de nuevos productos quimicos y materiales, como las
nanoparticulas, que tienen un potencial impacto ambiental aun incierto, la instalacién de
plataformas de diversas actividades, el desarrollo previsible de parques edlicos mar
adentro o de centrales eléctricas mareomotrices y undimotrices y para terminar, también
y de forma muy especial, las que surgen del cambio climatico (acidificacién, incremento
de la temperatura, cambios en la salinidad, elevacion del nivel del mar, etc.).

Segun algunos autores vivimos en la era de la Quimica (Sanchez-Bayo et al., 2011),
segun otros en la era del Plastico (Cozar et al., 2014). La realidad actual es que nuestra
civilizacion depende en gran medida de la busqueda de nuevos materiales que sean
empleados para desarrollar la tecnologia, medicinas, textiles, materiales de construccion,
etc. En cualquier caso, la mayor caracteristica distintiva de nuestra sociedad actual es la
produccion y el uso de una enorme cantidad de productos quimicos, que han conducido a
que las principales fuentes de contaminacién sean de origen antropico (Guéguen et al.,
2011). Actualmente existen mas de 89 millones de compuestos quimicos registrados en
la mayor base de datos del mundo (Chemical Abstracts Service; CAS). Alla por el afio
2006 estaban registradas en la Union Europea mas de 100.000 sustancias quimicas
organicas de las cuales entre 30.000 y 70.000 eran usadas diariamente (Schwarzenbach,
2007), con una tasa de crecimiento estimada en torno a los 1.500 compuestos nuevos
por afio. Entre el afio 1930 y el 2000 la produccién global de sustancias de origen
antropogénico aument6 desde 1 millbn a 400 millones de toneladas cada afio
(www.wwi.panda.org). Segun las estadisticas publicadas por el EURO-STAT en 2013
revelaron que entre el 2002 y el 2011 mas del 50% de la produccion global de productos
quimicos estuvo compuesta por compuestos medioambientalmente peligrosos, y mas del
70% de estos compuestos con un impacto medioambiental significativo (Gavrilescu et al.,
2014). Por tanto tiene cada vez mas interés identificar aquellos que estan presentes en el
medio natural y que pueden afectar a los ecosistemas. En este sentido, el impacto de la
contaminacion puede ser particularmente relevante en sistemas costeros, donde se
concentra una parte significativa de la actividad humana, especialmente en sistemas

semiconfinados como el Mar Menor (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Posibles vias de incorporacién de contaminantes al medio ambiente. Ciclo
antropogénico del agua con reutilizacién indirecta de la misma (adaptado de Fernandez-
Alba et al., 2010).

1.1.1. Contaminantes organicos: usos y vias de entrada al medio marino

Como consecuencia de las actividades antropogénicas acceden al medio ambiente y
finalmente al medio marino: metales traza (mineria y aplicaciones diversas), plaguicidas
(agricultura, industria, aplicaciones forestales, urbanas o domésticas), aceites e
hidrocarburos (vertidos directos y/o resultado de la combustién de combustibles fésiles o
materia organica), detergentes de uso doméstico e industrial, productos farmacéuticos
(salud humana y aplicaciones veterinarias), productos de cuidado e higiene personal
(cosmética, higiene, etc.), polimeros y materiales ignifugos, etc.

La incorporacion de los contaminantes al medio marino puede producirse a través de
fuentes puntuales y difusas. Una fuente puntual es aquella en la que existe un punto
especifico de descarga de contaminantes, como los vertidos urbanos, los vertidos
industriales, la navegacion, los vertederos de residuos toxicos y peligrosos, las malas
practicas agricolas, rebosados de alcantarillas y los vertederos industriales (Mason,

2003). Este tipo de fuente ha sido la principal via de entrada de plaguicidas en rios de
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Alemania (Reichenberger, 2005). Las fuentes difusas son aquellas a las que no se les
puede derivar de una fuente en concreto, como las escorrentias superficiales, la erosion,
las aplicaciones en cultivos, las aguas subterrdneas, la deposiciébn atmosférica, etc.
(Reichenberger, 2005).

Entre los contaminantes que se vierten al medio estan los compuestos orgénicos
volétiles, que van a tener una gran capacidad para viajar grandes distancias por via
aérea, aunque tendran una menor tendencia a depositarse y acumularse que otros
compuestos menos volatiles y consecuentemente van a tener una menor relevancia en el
medio marino. De hecho en este estudio nos vamos a centrar en compuestos
semivolatiles o no volatiles, que pueden transferirse con mayor rapidez al medio marino
desde las fuentes de contaminacion. En este caso se encuentran los principales grupos
de contaminantes considerados en esta tesis: microcontaminantes organicos regulados
(contaminantes organoclorados, hidrocarburos aroméaticos policiclicos, etc.), plaguicidas

de uso actual (Current Use Pesticides, CUPs) y farmacos.

Los plaguicidas segun la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
son cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier
plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos agricolas
o alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales para combatir
ectoparasitos. Aclara que el término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como
reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir
la densidad de fruta o inhibidores de la germinacion, y las sustancias aplicadas a los
cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro
durante el almacenamiento y transporte. El término no incluye normalmente los
fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni medicamentos
para animales. Existen diferentes clasificaciones de plaguicidas; por su actividad
biolégica frente a las diferentes plagas, segln su estructura quimica, su actividad téxica o
de acuerdo con los riesgos que presentan para la salud segin la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS). Una de las clasificaciones mas comunes es relativa al grupo de
control al que estdn destinados: insecticidas, acaricidas, nematicidas, fungicidas,
herbicidas, etc. (Sanz, 2008).

En el aflo 2009 en Espafa existian 973 sustancias activas utilizadas en plaguicidas, 98
otras no consideradas fitosanitarias y 147 sustancias nuevas (MAGRAMA, 2009). El
consumo anual de productos fitosanitarios con relacion a la superficie de cultivo para la

proteccion de los cultivos ha incrementado paulatinamente desde la mitad de los afios
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noventa segun la Asociacion Empresarial para la Proteccion de las Plantas (AEPLA,
http://www.aepla.es) y el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino
(MAGRAMA, 2011). Considerando los datos de ventas de 2009, el 33% correspondio6 a
insecticidas, acaricidas y nematicidas, el 26% a herbicidas, el 24% a fungicidas y el 17%

restante a otros tipos de plaguicidas (AEPLA, 2009). (Figura 1.2).

Tipos de producto Tipos de producto
(% ventas 2009} (% toneladas 200g)

Figura 1.2. Cifras del mercado espafiol de productos fitosanitarios en el afio 2009 (AEPLA,
2010).

Estas proporciones varian segun las caracteristicas climatoldégicas y los cultivos
predominantes cada afio. Segun los datos de 2009 (época del inicio muestreos de este
estudio) se consumieron un total de 35.199 toneladas de productos fitosanitarios en
Espafia, en donde la Region de Murcia ocup6 el cuarto lugar con un consumo de 25,9 kg
ha! (Figura 1.3). Segun Sanz, (2008) en la Region de Murcia los 10 plaguicidas mas
utilizados en el afio 2006 fueron los fungicidas metalaxil, fenarimol, azoxistrobin y
cimoxanilo (fungicidas), los herbicidas paracuat, MCPA-4cido, dicuat, terbutilazina,
fluroxipir y diuron y los fumigantes del suelo, cloropicrina, metam-Na, 1,3-dicloropropeno

y bromuro de metilo.
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INDICADORES AMBIENTALES

11.2.2.1. AGRICULTURA: Serie historica del consumo de productos fitosanitarios por ingrediente activo

i Consuma (toneladas)

. s 2006 2007 2008 S008 2010
Insecticidas 13.438,0 12.740.0 13.284.0 126240 14.335 3
Fungicidas 12.957.0 12.628.0 14.068,0 111370 11.878,0
Herbicidas 10.577.0 10.873.0 10.388,0 a.781.0 10.060,2
Otros 27950 28450 2.969,0 26570 27701
TOTAL 39.767.0 39.285.0 40.013,0 35.190,0 30.043,5

GRAFICO: Evolucidn del consumo de productos fitosanitarios toneladas
@ 2006 @2007 W2008 02009 m2010
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11.2.2.2. AGRICULTURA: Analisis autonomico del consumo de productos fitosanitarios, 2009
Consurmo fosanitanos (KgJ/ha)
Comunidades Autd
S rlomes Fungickdas Herbicidas Ingecticidas Otros Total
Canaras 29.4 4.9 27,6 BS& o7
Cantabra 3.2 6,1 22 6,7 16,2
Asbunias 1.2 7.5 37 4.5 16,9
Murcia 5.7 34 7.0 K] 259
C.\Valenciana 28 4.0 T.5 4,0 16,3
Pais Vasco 25 15 1.1 14 B&
La Rioja 56 25 23 1,7 122
Balearss 1.3 1,0 27 0,4 55
Andalucia 21 1.7 32 1,3 B4
M adnid 0.4 29 0.8 0.4 4,4
Catalufia 3.0 30 1 18 0.4
Galicta ar 24 0,7 0,6 6,3
Extremadura 1.4 1.9 3.8 0.4 .5
Mavarra 0.7 22 o7 0,4 30
Aragdn 0.6 1,2 0.8 0,3 28
Castilla y Ledn 0.3 1,2 02 0,1 18
Casilla-|a Mancha 0.5 0,6 0,5 0,1 1,7

Figura 1.3. Consumo de plaguicidas en Espafia entre 2006 y 2010 (MAGRAMA, 2011).

Sin embargo es importante destacar que muchos de los plaguicidas utilizados en el siglo
pasado correspondian al grupo de contaminantes organicos persistentes (Persistent
Organic Pollutants, POPs), que son compuestos organicos que, en diversa medida,
resisten la degradaciéon fotolitica, biol6gica y quimica. Se trata con frecuencia de
productos halogenados que se caracterizan por una hidrosolubilidad baja y una
liposolubilidad elevada, que da lugar a su bioacumulacion en el tejido adiposo. Son

también semivolatiles, rasgo que les permite recorrer largas distancias en la atmdsfera

-5-



Introduccién y objetivos generales

antes de su deposicion (Sanz, 2008; Sanchez et al., 2008). En este grupo de
contaminantes se incluye la llamada “docena sucia” constituida por 9 plaguicidas
organoclorados de la primera generacion: aldrin, dieldrin, DDT, endrin, clordano, mirex,
toxafeno y heptacloro con accion insecticida y el hexaclorobenceno con accién fungicida,
y varios productos quimicos, como los bifenilos policlorados (PCBs), o productos
secundarios industriales no intencionados como las policloro-dibenzo-dioxinas (dioxinas)
y los policloro-dibenzo-furanos (furanos). En el Convenio de Estocolmo en 2001
(Stockholm Convention, 2001), estos compuestos fueron los primeros en ser sometidos a
un proceso de evaluacién donde se reunio la informacién existente sobre la quimica y la
toxicologia pertinentes, el transporte y la eliminacién, asi como la disponibilidad y los
costes de los productos sustitutivos de estas sustancias. En él se evaluaron también
estrategias para dar una respuesta realista, asi como politicas y mecanismos para reducir
o eliminar las emisiones, los vertidos y otras pérdidas de estas sustancias. Muchos de
estos compuestos se han utilizado o se siguen empleando en grandes cantidades v,
debido a su persistencia en el medio ambiente, tienen capacidad de transporte a largas
distancias, bioacumulacion y bioamplificacién/biomagnificacion (Muir y Sverko, 2006;
Odwyer, 1996; www.pops.int). Sin embargo en la Conference of the Parties (COP)
celebrada en 2009 se adoptaron enmiendas a los anexos A (elimination), B (restriction) y
C (unintentional production) de la Convencion de Estocolmo aumentando la lista de POPs
a los “veintiin sucios”. Los nueve compuestos adicionales fueron clordecona, 2a-
hexaclorociclohexano (a-HCH), B-hexaclorociclohexano (B-HCH), y-hexaclorociclohexano
(y-HCH o lindano), pentaclorobenceno, octabromodifenil éter, pentabromodifenil éter,

acido perfluorooctano sulfénico, sus sales y el fluoruro de sulfonilo perfluorooctano.

El aumento de la atencién publica y las regulaciones durante las décadas de los afios 70
y 80, como consecuencia en parte por el interés suscitado por el libro “silent spring”
(Carson 1962), dio lugar a la prohibicibn de muchos plaguicidas tradicionales (familia
DDTs) y al disefio, desarrollo y licitacion de nuevos plaguicidas menos persistentes que
los anteriores (Hoferkamp et al., 2010; Andreu y Picd, 2012) Estos nuevos plaguicidas
tienen diferentes propiedades fisico-quimicas a los organoclorados y consecuente
diferente destino ambiental. Muchos de estos plaguicidas de uso actual (Current Use
Pesticides, CUPs) poseen alta solubilidad en agua, méas especificidad en los organismos
diana y tiempos de vida mas cortos en suelo, por lo que no tienen tanta tendencia a
persistir en el medio ambiente. Sin embargo debido a su amplio uso y elevada produccion
en algunos casos en agricultura y en actividades urbanas han sido encontrados en el

medio acuatico, aire, campos de cultivo o biota (Zhong et al., 2008) a concentraciones
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capaces de ejercer efectos toxicos (Akerblom, 2007). Es mas, estos CUPs han aparecido
en zonas donde ningun pesticida ha sido usado como en alta montafia (Bradford et al.,
2011, 2010; Daly et al., 2007; Hageman et al., 2006), en el Artico (Hoferkamp et al.,
2010), en niebla en los mares de Bering (Rice y Chernyak, 1997) o en nieve recogida en
el mar helado del noroeste de Alaska o en el artico noruego (Garbarino et al., 2002;
Hermanson et al., 2005).

Otro grupo de compuestos, incluido en el grupo de contaminantes organicos persistentes,
lo constituyen los bifenilos policlorados (PCBs), que pueden persistir en el medio
ambiente durante afios y bioconcentrarse hasta 70.000 veces. Las formulaciones
comerciales de PCBs (mezclas de Aroclor® o Kanechlor®...) han sido ampliamente
usadas en el pasado en transformadores, capacitadores, fluidos hidraulicos, plastificantes
en pinturas, plasticos o adhesivos. Histéricamente las principales fuentes de PCBs hacia
el medio marino han sido la produccion de energia, los procesos de produccion y los
deshechos (incineraciones en vertederos, tratamiento de residuos y su eliminacion)
(Webster et al., 2011). Hoy en dia siguen accediendo a los mares por medio de
magquinaria y residuos de plantas industriales, procedentes de emisiones de materiales de
construccién y equipamientos eléctricos antiguos (Kohler et al., 2005). Te6ricamente
existen 209 congéneres individuales segun el nimero y la posicion de los atomos de
cloro sustituidos en el esqueleto bifenilo. La Union Europea y el Consejo Internacional
para la Exploracion del Mar (ICES) recomendd el seguimiento/vigilancia de 7 PCBs
(PCB28, PCB52, PCB101, PCB118, PCB153, PCB138, y el PCB180) como indicadores
de este grupo, debido a sus altas concentraciones en mezclas técnicas y su alta cloracion
(3-7 atomos de cloro por molécula). De hecho, los PCBs han sido encontrados en todo
tipo de matrices ambientales por todo el mundo, incluso en zonas tan remotas como el
Artico (Brieger, 2011; Eckhardt et al., 2007; Zhang et al., 2014).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) también han adquirido una notable
importancia por su amplia distribucién debido a sus continuos y mudltiples aportes, su
relativa persistencia en el medio (Dean y Scott, 2004; Hatzinger y Alexander, 1995; Nadal
et al., 2004; Teng et al., 2011) y su potencial para bioacumularse (Kwok et al., 2013; Lobo
et al., 2010). Todo ello junto con el caracter toxico, mutageno y teratogénico de algunos
de sus congéneres, especialmente el benzo (e) pireno, para los organismos acuaticos e
incluso para el hombre (International Agency for Research on Cancer IARC, 1987), los
llevé a ser considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia Americana de la
Proteccion del Medio Ambiente (EPA) y la Union Europea (Directiva 2000/60/EC). Este
grupo de compuestos organicos estan formados por carbono e hidrégeno que se

configuran en estructuras aromaticas con dos o mas anillos fusionados y que pueden
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existir en varias disposiciones isoméricas. Segun su peso molecular pueden clasificarse
en compuestos de bajo (p. ej. naftaleno, acenaftileno, fluoreno...) y alto peso molecular
(p. ej. benzo [g,h,i] perileno, indeno [1,2,3-c,d] pireno). Ademas, este grupo de
compuestos presentan habitualmente una concentracion elevada en zonas sometidas a
mayor presiéon humana por lo que son unos excelentes marcadores de contaminacion.
Aunque se sabe que existen algunas fuentes naturales de PAHs, la mayor parte deben su
origen a fuentes antropogénicas, asociadas sobre todo con la combustién de materia
organica (p.ej. petréleo y sus derivados) a alta temperatura o los vertidos incontrolados

de derivados del petroleo en el medio ambiente (Neff, 1979).

En las ultimas décadas la comunidad cientifica esta estudiando tanto los contaminantes
tradicionales como los emergentes. Los contaminantes organicos emergentes se
definen como “contaminantes sintéticos o de origen natural previamente desconocidos o
no reconocidos como tales cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente
nueva ni llevan asociado un control, pero si la preocupacion por las posibles
consecuencias de la misma” (Barcel6 et al., 2002, 2003b; Barceld, 2003a). El concepto
de “emergente” es algo difuso dependiente tanto de la perspectiva como del tiempo en el
que se hace (Field et al., 2006). La caracteristica de estos grupos de contaminantes es
gue no necesitan persistir en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus
altas tasas de transformacion/eliminacion se pueden compensar con su introduccion
continua en el medio ambiente debido a su alta produccion mundial. Para la mayoria de
estos contaminantes emergentes, la incidencia, la contribucién de riesgo y los datos
ecotoxicologicos no son conocidos por lo que es dificil predecir qué efectos sobre la salud
pueden tener en seres humanos y organismos acuaticos (Barcel6 et al., 2002, 2003b;
Barcel6, 2003a). Estos contaminantes son un grupo variado de compuestos quimicos
entre los que se encuentran productos de uso doméstico e industrial, que no estan
actualmente regulados ni estan incluidos en los programas de seguimiento y cuya
presencia en el medio ambiente viene siendo constatada desde hace afos a niveles traza
sobre todo en aguas residuales, medio ambiente acuatico y aguas de consumo. Debido a
gue muchos de estos compuestos son semivolatiles, su atenuaciéon natural se produce
fundamentalmente a través de procesos como la adsorcion, la degradacion quimica, la
biodegradacion, la fototransformaciéon y la dilucion. Conforme pasa el tiempo surgen
nuevos contaminantes emergentes, actualmente este grupo incluye compuestos
biol6gicamente activos como los farmacos, los productos de cuidado e higiene personal,
productos de consumo doméstico, otros compuestos de origen agricola e industrial,

nanomateriales, plasticos (microplasticos) y recientemente se estan incluyendo con vista
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al futuro cercano los liquidos i6nicos y priones (Richardson y Ternes, 2014), junto con los

metabolitos y productos de transformacion que de todos ellos se deriven.

Uno de los grupos de contaminantes emergentes que se ha considerado en esta tesis
son los fArmacos. La relevancia de este grupo de contaminantes se debe principalmente
a su gran volumen de producciéon e impacto econémico (el farmacéutico es el sector
industrial que mas invierte en investigacion en Espafia, Farmaindustria, 2010), su
potencial influencia sobre el metabolismo de los seres vivos (Kidd et al., 2007) y por el
creciente nimero de estudios sobre su presencia en fuentes de agua potable y el medio
acuatico (Daneshvar et al., 2010; Gomez et al., 2007; Gros et al., 2012; Gulkowska et al.,
2007; Heberer y Heberer, 2002; Hedgespeth et al., 2012; Hofman-Caris et al., 2013;
Zhang et al., 2012). Segun la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
un farmaco es toda sustancia o combinacién de sustancias que se presenta como
poseedora de propiedades para el tratamiento o prevencién de enfermedades en seres
humanos o animales o que puede usarse con el fin de restaurar, corregir o modificar las
funciones fisiologicas ejerciendo una accion farmacolégica, inmunoldgica o metabdlica, o
de establecer un diagnéstico médico. Existen alrededor de 4.000 sustancias utilizadas
como principios activos en los medicamentos, entre las que se encuentran
analgésicos/antiinflamatorios, antibiéticos, antidiabéticos, antidepresivos, ansioliticos,
antihipertensivos, etc., pero sélo unos pocos de ellos estan incluidos en estudios
medioambientales (Boxall et al., 2012; Richardson y Ternes, 2014).

Los farmacos han sido usados por los humanos desde hace siglos, siendo su
comercializacion un hecho a partir del siglo XIX. Los primeros estudios sobre ellos se
realizaron en los afios 70, pero no ha sido hasta hace relativamente poco tiempo cuando
este grupo ha suscitado numerosos estudios de contaminacién ambiental. Los productos
farmacéuticos se dispersan por el medio ambiente por multiples y complejas vias (Figura
1.4). Una parte de los farmacos suministrados a la poblacién se excretan via orina y
heces (Gobel et al., 2007; Kumar et al., 2008), y acceden a la red de alcantarillado, que
los transporta habitualmente hacia las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDARs). Desafortunadamente la mayoria de las EDARs actuales no estan disefiadas
para eliminar farmacos y por ello no los eliminan eficientemente y, por lo tanto, una alta
proporcion de los mismos y de sus metabolitos pasa al ambiente (Carballa et al., 2004;
Miao y Metcalfe, 2003). Asi pues, pequefias cantidades de estos productos utilizados de
forma habitual, son vertidos diariamente, sobrepasando los procesos de depuracion de
estas instalaciones. Asi la descarga de los efluentes de las EDARSs es la principal via de

entrada de farmacos al medio ambiente y su elevado uso en algunos casos conduce a
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gue se puedan alcanzar concentraciones altas (Baker y Kasprzyk-Hordern, 2013; Gros et
al., 2010; Larsson et al., 2007; Terzi¢ et al., 2008).

livestock, human A-
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Figura 1.4. Vias de dispersion de farmacos en el medio ambiente; fuente de farmacos
(amarillo), vias indirectas de farmacos al medio ambiente (rojo), destino en medio acuatico

y medio terrestre (azul y verde respectivamente)(Arnold et al., 2014).

La mayoria de los farmacos tienen un destino final en el medio acuético siendo
secundario su depdsito en matrices terrigenas (Beausse, 2004; Fatta-Kassinos et al.,
2011a; Laturnus et al., 2007; Xia et al., 2005). El destino medioambiental y los efectos de
los productos farmacéuticos, productos de cuidado personal y productos del hogar no han
suscitado la atencion de la comunidad cientifica hasta hace relativamente poco (Boxall et
al., 2012). Sin embargo a lo largo de los ultimos 15 afios se han realizado estudios y
escrito exhaustivas recopilaciones de los mismos sefialando su impacto ambiental
(Brausch y Rand, 2011; Daughton y Ternes, 1999; Halling-Sorensen et al., 1998;
Monterio, 2010). Este interés deriva de su uso masivo en la sociedad actual, que ha
favorecido que su presencia en diversas matrices ambientales, tales como aguas
superficiales, aguas subterraneas, aguas marinas, suelos, sedimentos o biota haya sido
confirmada.

Las ventas de medicamentos en Espafia durante el afio 2010 registraron un incremento
del 0,8%, alcanzando la cifra de 14.858 millones de euros a precio de venta de

laboratorio. El 72,5% de dichas ventas se realizaron a través de oficinas de farmacia, y el
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resto a través de hospitales (Farmaindustria, 2010). Las ventas de productos
farmacéuticos a través de oficinas de farmacias por grupos terapéuticos en el afio 2010
se muestran en la Tabla 1.1. Los medicamentos del sistema nervioso central, aparato
cardiovascular, aparato digestivo y aparato respiratorio suponen el 66% del mercado total
en valores y el 67% en unidades. En el caso de los farmacos antiinfecciosos, constituidos

en su mayor parte por los antibiéticos (90% de las unidades del grupo).

Tabla 1.1. Ventas de especialidades farmacéuticas a través de oficinas de farmacia por

grupos terapéuticos (Farmaindustria 2010).

Valores PVL Incr.
(miles) (%)

Unidodes  Cuota Incr.
(miles) (%) (%)

PVL medio
(€)

AAPARATO DIGEST.Y
METABOLICO

SANGRE Y GRGANOS
HEMATOP

204.796,6 15,9 25 1.433.979.3 13.3 55 7,00 2.9

.axe0) A9 8D M8387 A8 A ..1sBD

CAPARATO
CARDIOVASCULAR .
DDERWATOIOGICOS

G5 PROD.GENITO

URINARIOS

H HORMONAS

J ANTIINFECCIOSDS VIA
GEME.

2390838

K SOLUCIONES

HOSPITALARIAS

LANTINEOPLAS Y AGENT
MAPARATO LOCOMOTOR -
NSISTEMANERVIOSO

P ANTIPARASITARIOS
 RAPARATO RESPRATORIO

S ORGANOS DELOS

TAGENTES DE

DMBNOSTIO

VVARIOS

28268 0.2

2854480

1340687

1.6422,6 0.1

810657 AL

559361 A3
192035 15

51.575,2 40 -

52588 A3

A

na18ar BE .

0.2

3.7

4.2

22

5.6

25

29 .

436727

21780084
309ms

J305428
2211158

3.196,9

109%.6634 .
LH2MEs

BE Lo

o2 A2 .M d2

5825392 ,
beo1rsa
2376061

54

0.1

8.671.0 3

0.4

21
361.658.5 34 -

0.0

37

16,2

0.7 !

LS B
1151

7.01

i

05
14

1.2

45

s
b
LB

1.292.055.6

10.771.465.2

1.1.2. Distribucién y comportamiento de contaminantes en el medio marino

Una vez acceden al medio ambiente, los contaminantes son transportados y distribuidos
entre diferentes compartimentos ambientales, pudiendo ser transformados en otras
sustancias o bien permanecer durante cierto tiempo sin ser modificados. El transporte
puede producirse dentro de un compartimento (aire, columna de agua o sedimento) o
bien entre varios compartimentos (por ejemplo entre agua y sedimento). Los procesos de
transformacion en el medio ambiente

incluyen transformaciones quimicas vy
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biodegradacién (Figura 1.5). A continuaciéon se van a describir algunos de ellos de forma

general para contaminantes organicos.

Atmosphere
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I BIOACCUMULATION |
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organisms
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transformation | BIODEGRAD ATIO\
products
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v
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products
metabolites ]

[ suspended solids J

Figura 1.5. Destino y procesos que afectan alos compuestos quimicos en un sistema

acuatico (Holvoet, 2006)

La molécula de un compuesto quimico (potencial contaminante) no permanece intacta
por tiempo indefinido en el medio ambiente, ya que puede sufrir una degradacion
influenciada por microorganismos, actividad quimica, pH, clima, y contenido de materia
organica del suelo, entre otros. En aguas superficiales los contaminantes sufren una
degradacion natural o atenuacion que conlleva una reduccion en la carga del
contaminante en el medio, incluso mayor que aquella llevada a cabo por acciones de
remediacion antropogénicas, bien sea por transformacion quimica del contaminante o no
2014; Gurr y Reinhard, 2006; Writer et al., 2011a, 2011b, 2013). El destino

final de un contaminante organico en el medio acuatico esta determinado por su reparto

(Acufa et al.,

entre las diferentes matrices ambientales (sedimento, agua, agua intersticial, aire y biota)
y los procesos de disipacion que sufre en ellas. Estos incluyen transferencia
lixiviado, adsorcion y absorcibn) y degradacion

(volatilizacién, escorrentia,

(fotodegradacion, degradacion quimica y biodegradacion). En el medio acuatico, los
contaminantes organicos hidr6fobos tienden a asociarse a la fraccion particulada,
preferentemente en algunos casos (PAHs, PCBs, plaguicidas o dioxinas) sobre la

fraccion fina y/o la organica (Delle Site, 2001; Jensen, 2012; Karickhoff et al., 1979;
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Schorer, 1997). Para entender como se comporta un contaminante en el ambiente se
necesita conocer cierta informacién sobre las propiedades fisico-quimicas de la molécula
y su mecanismo de transporte, asi como las caracteristicas medio ambientales y la
geografia del lugar en el que se le encuentra. Entre las caracteristicas fisico-quimicas
que influyen en el destino de un contaminante estan su volatilidad (presién de vapor y
constante de Henry), sus propiedades acido/base, su persistencia/vida media, su
solubilidad en agua o su hidrofobicidad (coeficiente de particion octanol/agua Kow). Estas
caracteristicas fisico-quimicas, junto con las propias especificas del compartimento
ambiental en que se encuentre, condicionan simultdneamente el destino final de un
contaminante en el medio.

La volatilidad representa la tendencia del compuesto a pasar a la fase gaseosa. Los
compuestos volatiles tienden a transferirse a la atmésfera, mientras que los semivolatiles
se pueden encontrar tanto en fase gas como en fase condensada debido a que sus
presiones de vapor se encuentran entre 101* y 10“ atm. A pesar de esta tendencia a
repartirse en ambas fases el transporte atmosférico ha sido considerado como la principal
via de dispersion de estos compuestos detectandose a miles de kilbmetros de sus focos
de emision (Figura 1.6) (Jurado, 2006).

G
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Figura 1.6. Procesos que intervienen en la superficie del océano y la parte baja de la
atmaésfera (SOLAS, 2004).
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El caracter hidrofébico de muchos contaminantes favorece su asociacion a la fraccion
particulada del medio o su acumulacion en las interfases. La adsorcion de una molécula
en disolucion sobre el material particulado es consecuencia de interacciones entre el
adsorbente y el adsorbato que implican desde reacciones quimicas (hidrdlisis,
complejacion, intercambio de ligandos o enlaces por puentes de hidrégeno) hasta
interacciones de tipo fisico (electrostéticas o de polarizacion). Por tanto, el proceso global
de adsorciébn esta determinado por la estructura molecular del adsorbato, las
caracteristicas del adsorbente, y por las condiciones fisicoquimicas/ambientales en las
que se desarrolla el proceso (temperatura, fuerza iénica, etc.). Asi en el medio ambiente
el contenido en materia organica en fraccién fina del material particulado pueden
favorecer la transferencia de los contaminantes a la fraccibn particulada (suelo,
sedimento o material en suspension).

La persistencia de un contaminante esta relacionada con su capacidad para mantener
sus caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales en el medio. La estabilidad quimica en
el ambiente y por tanto su vida media, esta relacionada con la eficiencia de los procesos
de degradacion natural como biodegradacion, fotodegradacion e hidrélisis quimica. Sin
embargo la degradacion parcial de contaminantes organicos puede conducir a la
formacion de multiples metabolitos con posibles impactos ambientales, incluso mayores
que los de sus compuestos primigenios (Boix et al., 2014; Farré et al., 2008; Furst y
Uetrecht, 1995; Gardinali et al., 2004; Lajeunesse et al., 2011; Stiilten et al., 2008). Los
POPs son compuestos organicos que, en diversa medida, resisten la degradacion
fotolitica, biolodgica y quimica. Se trata con frecuencia de productos halogenados que se
caracterizan por una hidrosolubilidad baja y una liposolubilidad elevada, que da lugar a su
bioacumulacién en el tejido adiposo. Son también semivolatiles, rasgo que les permite
recorrer largas distancias en la atmoésfera antes de su deposicién (Sanz, 2008; Sanchez
et al., 2008).

En resumen, Los POPs presentan 4 caracteristicas principales que los definen; son
medioambientalmente persistentes, bioacumulables en mamiferos, tdxicos y de
naturaleza semivolatil, lo que les hace capaces de viajar grandes distancias (O Hara,
2009). Geyer et al, (2000) describieron con mayor detalle estas caracteristicas segun las

cuales los POPs poseen:

1. Potencial de transporte a largas distancias.
2. Suficiente volatilidad para evaporarse y condensarse en aire, agua y suelos a
temperaturas ambientales.

3. Alta persistencia en suelo, agua y biota.
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4. Alta lipofilicidad (Log Kow > 5).
5. Alto poder de bioacumulacion.
6. Potencial toxico o produccién de dafios adversos sobre la reproduccién, desarrollo y o
funciones inmunoldgicas de organismos terrestres, acuaticos y humanos. De hecho, la
mayoria son disruptores endocrinos y algunos son carcinogénicos en experimentos en

animales de laboratorio.

Sin embargo la persistencia de un compuesto en el medio ambiente, muchas veces esta
relacionada con las condiciones fisicoquimicas del compartimento en el que se
encuentra. Asi algunos compuestos como los PAHs o los tensioactivos, ven ralentizada
su degradacion en condiciones anaerébicas (Lara-Martin et al., 2006; Rothermich et al.,
2002). Por tanto estos compuestos pueden sufrir una degradacién mas rapida en la
columna de agua y sin embargo cuando se transfieren al sedimento se favorece su
permanencia en el medio durante mas tiempo. En este sentido tiene también un papel
importante la temperatura del medio, ya que la cinética de muchos procesos de
degradacién aumenta con la temperatura (Leon et al., 2004).

Estas condiciones ambientales también pueden afectar a su especiacion (forma iénica en
gue se encuentran), transporte y biodisponibilidad. Los compuestos ionizables poseen
grupos funcionales débilmente &cidos o basicos capaces de protonarse o desprotonarse
dando a la molécula cargas netas positivas 0 negativas. Este tipo de sustancias se
encuentran de forma ubicua que rodean nuestra vida diaria (farmacos, productos de
cuidado personal, plaguicidas...). La naturaleza polar e ionizabilidad de la mayoria de los
farmacos conlleva a su facil lixiviado desde zonas donde se han vertido (vertederos,

campos...) hacia aguas subterraneas o mediante escorrentia hacia aguas superficiales.

1.1.3. Impacto de contaminantes en el medio marino

La presencia de los contaminantes en el medio marino puede provocar efectos adversos
si se superan determinados niveles, tanto si se encuentran disueltos como asociados a la
fraccion particulada. El impacto sobre los organismos se ve favorecido cuando existe
bioacumulacién, es decir si la capacidad de eliminacion-excrecion en un individuo es
inferior a su tasa de incorporacién. De hecho muchos de los contaminantes organicos,
especialmente los persistentes, pueden acumularse en los tejidos (bioacumulacién) de
los organismos marinos (Huerta et al., 2013; Ledn et al., 2013; Aly Salem et al., 2014)
ejerciendo efectos perjudiciales a diferentes niveles de organizacion, desde organismos
individuales a ecosistemas enteros (Fernandez et al., 2010). La presencia combinada de

varios contaminantes puede tener diversos efectos. Por ejemplo, la exposicion
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combinada de diferentes farmacos puede aumentar los efectos citotoxicos incluso a
niveles de ng L™ (Pomati et al., 2006). Sin embargo el hecho de aumentar el nimero de
contaminantes presente no implica que la toxicidad aumente. En este sentido del trabajo
con plaguicidas (MCPA, metamitrona, quinmerac, metazacloro, isoproturén, glifosato...)
llevado a cabo por Stremstron (2013) dio como resultado que so6lo unos pocos
compuestos de mezclas de plaguicidas eran los causantes del 90% de la toxicidad en

algas.

Estos efectos observados en los organismos marinos han mostrado que se trata de un
medio vulnerable, con una capacidad limitada de amortiguacion de estos impactos. Por
ello, la proteccion del medio marino, y especialmente los sistemas costeros, es hoy dia
una prioridad social europea por la gran importancia de los recursos que alberga y de
UsSO0S que se concentran en estos espacios. Por ello la legislacion europea ha establecido
unos niveles de calidad ambiental (NCA) para aguas continentales y costeras a través de
la Directiva Marco de Agua (DMA) y sus directivas asociadas (Directive 2013/39/EU,
2013), incluyendo un listado de contaminantes que debe ser controlado en las aguas
europeas. Ademas en los ultimos afios ha entrado también en vigor la Directiva Marco de
Estrategia Marina (Troya y Cachén, 2008) que establece un marco operativo en el cual
los Estados Miembros deberan tomar todas las medidas necesarias con el fin de alcanzar
0 de mantener, para el afio 2020 como muy tarde, un buen estado medioambiental de las
aguas marinas sobre las que tienen soberania o jurisdiccién. La directiva pivota sobre
tres ideas centrales: la evaluacion del estado real de las aguas marinas con los datos
disponibles, la definicion del buen estado ambiental, es decir la situacién 6ptima que se
desea para el futuro de las aguas marinas y, la de disefiar y poner en practica todas las
medidas necesarias para alcanzar ese buen estado ecoldgico. La evaluacion del estado
inicial del medio marino espafiol se completé en 2012 para todas las demarcaciones
espafiolas (Pérez-Puyol et al., 2012) incluyendo 11 descriptores. Entre ellos se encuentra
el descriptor 8, en el que se evallan las concentraciones de contaminantes quimicos en
el medio marino, para determinar si éstas se encuentran en niveles que puedan producir
efectos bioldgicos significativos (Benedicto et al, 2012a,b). Por tanto, no se consideran
Unicamente los niveles de contaminantes en las distintas matrices ambientales, sino
también los efectos que éstos pueden ocasionar en determinadas especies indicadoras,
evaluados mediante biomarcadores y/o bioensayos de toxicidad. Una limitacién de la
evaluacion realizada en Espafia y otros paises europeos es que so6lo se estan
considerando una parte de los contaminantes que pueden tener un impacto en el medio
marino, ya que buena parte de ellos todavia no cuentan con criterios de calidad

aceptados por los organismos internacionales. Por ello son especialmente relevantes los
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estudios mas amplios que permitan identificar otros grupos de contaminantes que pueden
estar teniendo un impacto en el medio marino, como el que se aborda en esta Tesis. Esta
informacion permitird ampliar los programas de vigilancia ambiental con otros grupos de
contaminantes que pudieran tener un impacto relevante en el medio marino, por su
persistencia o efectos. De hecho la informacion disponible sobre algunos contaminantes
emergentes actuales sugiere que algunos compuestos pueden provocar efectos cronicos
cercanos a los niveles detectados en el medio ambiente (Franzellitti et al., 2013; Hughes
et al., 2013), pero para la mayoria de ellos no se cuenta todavia con estos valores de

referencia ambientales.

El impacto de la presencia de contaminantes en el medio marino es mayor en zonas
costeras que en mar abierto, ya que son las aguas sometidas a mayor presion, al recibir
directa o indirectamente (rios, deposicion atmosférica...) buena parte de los vertidos, y
especialmente durante eventos de precipitaciones torrenciales como las que se producen
en la cuenca mediterranea. Ademas el impacto puede verse agudizado en sistemas con
una capacidad de dilucién limitada como las lagunas costeras, ya que son sistemas
altamente estresados caracterizados por una gran variabilidad en factores
medioambientales tales como material particulado, produccion primaria, salinidad y
temperatura (Carrada, 1990). Este es el caso por ejemplo de la laguna costera del Mar
Menor, un sistema semiconfinado y somero expuesto a una gran concentracién de
actividades humanas susceptibles de provocar efectos adversos en el medio, y por ello
es el &rea de estudio considerada en esta Tesis.

1.2. Area de estudio: Mar Menor

1.2.1. Descripcion general de la laguna

El Mar Menor es una laguna costera hipersalina (38-51 psu) (De Pascalis et al., 2012)
con una superficie de 135 km?, una anchura maxima de 10 km y una longitud de 22 km.
La laguna estd en avanzado proceso de colmatacién cerrada por una barra detritico-
volcanica de 23 km de longitud (La Manga del Mar Menor). Se trata de un cordon litoral
gue la separa del mar Mediterraneo, aunque estan conectados mediante 3 golas (Las
Encanizadas, El Estacio y Marchamalo), lo que permite el intercambio de masas de agua
especialmente a través de las dos primeras, y la evacuacion de las aguas continentales
aportadas esporadicamente por las ramblas. El caracter semiconfinado, restringido
(Kjerfve, 1994) y somero de esta laguna (profundidad media de 3,6 metros) favorece que
presente también variaciones térmicas estacionales significativas. De hecho, la
temperatura media anual del agua varia entre 17 y 18°C pudiendo alcanzar 10°C en
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invierno y de 30°C en verano (Conesa y Jiménez-Cérceles, 2007; De Pascalis et al.,
2012). El tiempo de residencia de sus aguas es aproximadamente de un afio (Arévalo et
al., 1988; Gilabert, 2009; Pérez-Ruzafa, 1989; Umgeisser et al., 2011 a,b) y los vientos
imperantes no favorecen una buena mezcla de las mismas (Ros y Miracle, 1984; Arévalo
et al., 1988).

Desde el ensanchamiento de El Estacio, la dinamica del Mar Menor estd marcada por los
intercambios de agua a través de dicha gola estimados en 1,7 hm3d? de salida (Arévalo,
1988; Martinez-Alvarez et al., 2011) y suponiendo un flujo de intercambio medio de
entradas y salidas entorno a los 670 hm? afio! (Cabezas, 2009). Esto ha favorecido el
incremento de la tasa de renovacion, reducido la salinidad y la amplitud del intervalo de
temperaturas anual (Pérez-Ruzafa, 1989). Estas entradas se producen
fundamentalmente por la cuenca norte de la laguna. La variacion en el nivel del mar se
considera como el motor de la recirculacién del agua salada (Baudrén, 2013) que es a su
vez impulsada por los vientos predominantes en la zona (levantes y leveches) (Garcia-
Pintado et al.,, 2007; Martinez-Alvarez et al., 2011). Concretamente existe un claro
predominio de los vientos del cuarto cuadrante en invierno, mientras que en verano son
normales los del primer cuadrante, siendo variables en primavera del NE-SO y en otofio
(Mendoza et al., 2011).

El modelo circulatorio de las aguas en el interior de la laguna propuesto por Pérez-Ruzafa
en 1989 (Pérez-Ruzafa, 1989) y modificado por Diaz del Rio en 1990 (Diaz del Rio,
1990) consta de tres giros principales y corrientes dominantes de norte a sur a lo largo de
la costa interna de la laguna (Figura 1.7). Existen asi tres cubetas principales bien
diferenciadas: norte, central y sur. La cubeta norte tiene la mayor influencia del agua del
Mediterrdneo a través de los canales de entrada de la zona norte de La Manga y El
Estacio, que por ello es la que presenta los valores de salinidad mas bajos. La cubeta
central presenta valores de salinidad intermedios debido a la mezcla de las aguas del
Mediterrdneo y de la laguna. Por ultimo la cubeta sur es el &rea més confinada y es por
tanto la que tiene los valores de salinidad mas altos y las temperaturas mas extremas. El
Mar Menor recibe ademas el aporte de aguas subterrdneas en su costa occidental
provenientes del acuifero cuaternario superior debido a que los acuiferos inferiores
(Tridsico, Mioceno superior y Plioceno), estan geologicamente desconectados debido a
fallas marinas (Rodriguez-Estrella, 2009). Las descargas de aguas subterraneas a lo
largo del frente de la linea de costa (30 km de largo y 5 m de profundidad) y de vertidos
agricolas (Rodriguez-Estrella, 2009) han sido estimadas recientemente en 7,6 y 18,3 hm?

anuales respectivamente (FIEA, 2009). La descarga de agua subterrdnea dulce originada
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por el acuifero representa aproximadamente un 1% de las descargas subterraneas

submarinas totales (Baudron, 2013).
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Figura 1.7. Izquierda, patron circulatorio de la laguna del Mar Menor. Derecha, modelo

circulatorio basado en distribucion de sedimentos (Mendoza, 2011).

La entrada total anual de agua dulce por lluvias y escorrentia oscila entre 27,9 y 122
millones de m3, frente a los 155 a 205 millones de m? que se evaporan (Arévalo, 1988;
Pérez-Ruzafa, 1989; Pérez-Ruzafa et al., 1991). La elevada evapotranspiracion potencial
de la zona, préoxima a 900 mm m2, conduce a un déficit del balance hidrico que excede
los 600 mm m? (Lopez-Bermldez et al., 1981; Pérez-Ruzafa et al., 2005; Cabezas,
2009). Esta pérdida neta de agua se compensa con entradas de agua del mar
Mediterraneo (Arévalo, 1988; Pérez-Ruzafa, 1989). Las condiciones hidricas que esto
implica condicionan el funcionamiento del Mar Menor (Lépez-Bermudez et al., 1981) y
gue se comporte como una cuenca de concentracion (MMA 2007).

Algunas particularidades del Mar Menor la constituyen los sistemas de encafiizadas,
donde se llevan a cabo labores de pesca tradicional, que se encuentran en las zonas de
transicion entre el Mar Menor y el Mar Mediterrdneo; y también son caracteristicos los
sistemas de dunas periféricos a la laguna.(Perni, 2011). En la actualidad los fondos de la
laguna estan cubiertos principalmente por dos tipos de sedimentos atendiendo a su
composicion granulométrica, fangosos (87%) y arenosos, (10% arena, sobre todo en la

costa de La Manga), existiendo también algunas zonas (3%) con fondo rocoso
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(www.atlasdemurcia.com). Los fondos fangosos cubren toda el area central de la cubeta
y los fondos someros, donde el hidrodinamismo es bajo. Estos fondos estan cubiertos por
un denso césped del alga Caulerpa prolifera, introducida en la laguna después de la
ampliacion del canal de El Estacio, por escasos céspedes de Ruppia cirrhosa, y por
Zoostera noltii en zonas someras y protegidas/resguardadas (CAMP; De Pascalis et al.,
2012; Franco et al., 2012). Los fondos arenosos, con un contenido de arenas de hasta el
89%, estan localizados en los margenes de la cuenca y en las bahias que rodean las
islas, mostrando pequefias manchas de la fanergama Cymodocea nodosa (Pérez-
Ruzafa et al., 1989; 2012). El contenido de materia organica de los sedimentos del Mar
Menor es muy variable, oscilando desde menos de 0,3% en arcillas rojas compactadas
hasta mas de 8,6% en las areas de Caulerpa prolifera (Pérez-Ruzafa et al., 2005).
Estacionalmente, desde el otofio al invierno se observa un incremento en el contenido de
materia organica en los sedimentos, tanto en fondos fangosos como en arenosos, debido
por la contribucion de las frondas del alga Caulerpa prolifera y la fanerogama Cymodocea
nodosa, respectivamente (Ballester, 2003). Las actuaciones de dragado y rellenado
periodicas (Figura 1.8) para la generacion de nuevas playas, provocan una situacion de
estrés que es explotada por especies oportunistas como las masas flotantes de
Chaetomorpha linum y los céspedes de Caulerpa prolifera. Como resultado de esto, los
fondos claros arenosos caracteristicos de esta laguna hace décadas han sido sustituidos
por fondos fangosos, con un consiguiente aumento del contenido de materia organica
(Perez-Ruzafa et al.,, 1991). Asi en la actualidad, los valores de oxigeno disuelto
muestran también una alta variacion a nivel de fondo, oscilando entre las condiciones
anoxicas en areas con céspedes densos o fondos fangosos y altas concentraciones de
materia organica y bajo hidrodinamismo hasta valores del orden de 11 mg L? (Ballester,
2003). Por otro lado, las aguas subsuperficiales muestran valores homogéneos,
generalmente de saturacion. En este tipo de sistemas la variacion en el uso, aplicacion y
vertido de los contaminantes a lo largo del afio, asi como en las condiciones
fisicoguimicas del medio hacen que sea especialmente relevante el estudio de las
variaciones estacionales en la presencia y distribucion de los distintos grupos de

contaminantes.
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Figura 1.8. Acciones de dragado y de relleno de playas (Fotografia propia).

1.2.2. Cuencas que drenan hacia el Mar Menor

En el Campo de Cartagena como consecuencia de la particular disposiciéon del terreno y
del régimen climético tipicamente mediterraneo (Conesa-Garcia, 1990) se han generado
las ramblas o barrancos, dando lugar a 24 unidades de drenaje con un area total de
1.418 km? que en periodos de alta pluviosidad arrastran grandes volimenes de agua y
sedimentos hasta la laguna (Velasco et al., 2006). De las multiples ramblas o cursos de
agua que drenan al Mar Menor, la rambla del Albujén es la més extensa del campo de
Cartagena. Esta rambla nace en las sierras circundantes, Sierra de Carrascoy, Sierra del
Algarrobo, Sierra de las Victorias y Sierra de Los Gomez y esta compuesta por 17
subcuencas de entre 28 y 55 km? (Martinez-Menchén, 2007) cubriendo un area de 441,3
km?2. Se trata del principal curso de agua del Campo de Cartagena con una longitud de
(29,91 km) y es la unica con un flujo permanente de agua que fluye a la laguna del Mar
Menor en sus ultimos 5-8 km (Figura 1.9).
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Figura 1.9. A) Ramblas del Campo de Cartagena (Martinez-Menchoén, 2007); B) Cuenca de la
rambla del Albujén (Marin y Castillo, 2011).
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Figura 1.9. C) Principales ramblas que drenan al Mar Menor (adaptado de Mendoza, 2011).

El alto nivel freético del acuifero sumado a la disminucion de cota en el encauzamiento de
la rambla ha producido que en la actualidad el flujo de base comience aguas arriba de lo
gue lo hacia en el pasado, por el aumento de flujo de retorno de los excedentes de riego
(Garcia et al., 2005; Garcia-Pintado et al., 2007). El resto de cuencas fluyen también
hacia el Mar Menor a nivel subterraneo.

La rambla del Albujén se encuentra situada en la mitad occidental del Campo de
Cartagena y se prolonga hacia el Mar Menor mediante una franja estrecha que ocupa la
parte central de esta comarca. Esta rambla apenas supera un desnivel de 150 m por lo
que su régimen hidraulico es de los mas bajos de la Cuenca del Segura. No obstante las
peculiares condiciones climéticas de la zona, junto con la baja capacidad de evacuacion
de esta rambla, favorece que en las avenidas (Camero y Velasco, 2008) ordinarias se
produzcan dafios importantes.

Durante el afio 2010 se produjo la mejora del canal de drenaje D-7. Este cauce artificial
fue realizado para canalizar hasta la rambla del Albujon y al mar las aguas procedentes
de las escorrentias superficiales en épocas de lluvias en la zona de Los Alcazares y las
de retorno de riegos del campo de Cartagena (MARM, 2010). Entre este canal y la
desembocadura se encuentran varias tuberias que aportan agua adicional a la rambla ya
sean las salmueras de pequefas plantas de desalinizacion o de drenajes agricolas. Estas

aguas proceden de una captacion regulada por una compuerta en el ultimo tramo de la
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rambla de Miranda y son transportadas por tuberia enterrada, siendo descargadas en el
tramo final del cauce de la rambla del Albujon cerca de su desembocadura. De modo que
hidrolégicamente estan desconectadas de las aguas de la rambla del Albujén,
caracterizan quimicamente el agua de la rambla de Miranda, y sirven para cuantificar la
parte de los aportes de Miranda que se vierten al Mar Menor por esta via. En la zona
norte y central de la laguna las principales ramblas son ademas de la Rambla de El
Albujén, la Rambla de Los Alcazares, la de Cobatillas y la rambla del Mirador.

Debido a la existencia de un sistema montafioso en las proximidades de la orilla
meridional de la laguna, la red de drenaje resulta mas densa en la mitad sur del Mar
Menor, donde destacan tres ramblas, la de El Beal, la de Ponce y la Carrasquilla. La
rambla de El Beal, es la mas importante de las existentes pues canaliza las aguas
procedentes de El Llano y de los montes de San Ginés, presentando un cono de
deyecciéon muy amplio por lo que no sélo se acarrean sedimentos en medio hidrico, sino
que también en momentos de fuerte intensidad edlica. La rambla de Ponce, es de menor
recorrido pero de notable importancia por los aportes que canaliza de los altos de los
Blancos. Por ultimo la rambla de la Carrasquilla forma en su desembocadura un prisma
aluvial de caracter prodeltaico desembocando entre los Nietos y la Punta de las Lomas
(Diaz del Rio, 1993). En las desembocaduras de estas ramblas, en depresiones cercanas
ala lagunay en las zonas de aguas someras, se encuentran bien representados distintos
tipos de humedales, tales como los criptohumedales (p. ej. Saladar de Punta de Lomas,
Saladar de lo Poyo, Marina del Carmoli, La Hita) y los humedales con salinas costeras (p.
ej. Humedal de las Salinas de Marchamalo, Humedal de las Salinas de San Pedro del
Pinatar) (Aliaume et al., 2006; Perni, 2011) (Figura 1.10).

Estos sistemas incrementan el valor ecolégico de la laguna y su entorno. De hecho, esta
laguna junto con sus salinas esta bajo la proteccidén de diferentes leyes y convenciones.
Desde 1994 se considera un espacio internacional Ramsar incluyendo cinco lugares de
importancia comunitaria (LIC) y zona de especial proteccién para las aves (ZEPA). En la
convencién de Barcelona se le designd como zona de proteccion especial de interés

mediterraneo (SPAMI) y esta integrada dentro de la Red Natura 2000.
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Figura 1.10. Humedales asociados al Mar menor (Aliaume et al., 2006).

1.2.3. Presiones e impactos a que estd sometido el Mar Menor: caso particular
Rambla del Albujon.

En la actualidad el entorno del Mar Menor (sistema cuenca-laguna-litoral) experimenta
una fuerte competencia en los usos ambientales y socioecondmicos por los recursos
suelo, agua y energia. Concretamente las actividades que tienen un mayor impacto en la
laguna son la agricultura, la presion urbana y turistica, los residuos mineros, la actividad
nautico-pesquera, etc. Aunque se suelen identificar las tres primeras como las que
ejercen una mayor presion sobre este sistema (Conesa y Jiménez-Cérceles, 2007).

La agricultura intensiva es la actividad econdmica de mayor relevancia en el entorno de
la laguna. De hecho en el Campo de Cartagena se encuentra la Comunidad de Regantes
del Campo de Cartagena (CRCC) que comprende una superficie regable de 41.065 ha
con 9.506 comuneros, y se extiende por los términos municipales de Cartagena, Fuente
Alamo, Los Alcazares, Murcia, San Javier, San Pedro del Pinatar y Torre Pacheco en la
provincia de Murcia, incluyendo también El Pilar de la Horadada en la provincia de
Alicante (CRCC, 2013) (Figura 1.11).

-25-



Introduccién y objetivos generales

LVIF

VRLLAOUISES. i
: -~ X - i
s s U ELMENADG
s R zunnﬂsgame;ﬁﬂm
o~ < XX
Vil PI-'I!'EW'
Zn_naﬂegahln Dctldeﬁtal o &
o ELEEC i
—— . A L [ AR SN 2
' FENTERLAMG) b B, 1 _\_;m : LA BJIERA
| | l"%. LY P'ZEF'IE"MB;N A I-’ :
% | e f i bl i 6
b 4 A Lotk ST e
L it falet S i
(e % o XY S MR

2 - v &
o ARIREUIN L mearos: e

I AT ... 1 _|- Al o A
Gl L RV U cancnos ELaL iy \\_‘_\_

S pmTaaEus
WOUMDE MARFEGONES

Figura 1.11. Mapa de la Zona Regable de la Comunidad de Regantes del Campo de
Cartagena (CRCC, 2013).

Se trata de una de las Comunidades de Regantes (CCRRs) mas grandes y tecnificadas
de Europa (Alcén et al., 2006). La puesta en marcha definitiva, de las infraestructuras del
Trasvase Tajo-Segura en 1979, posibilitd la expansion de la actual horticultura intensiva
de la Regién de Murcia, que la sitia entre una de las mayores zonas de produccion fuera
de temporada de hortalizas al aire libre de Europa (Martinez-Carrasco y Martinez, 2011),
convirtiendo a esta regién en la denominada “huerta de Europa” (Pérez-Sirvent et al.,
2003). En el afio 2009 la superficie cultivada en el Campo de Cartagena fue de 36.741 ha
(cultivos lefiosos + cultivos herbaceos) (Estadistica agraria de la Regién de Murcia 2008-
2009). Los cultivos predominantes en la zona regable, por orden de importancia, fueron
los horticolas (lechuga, melén, alcachofa y broculi), citricos (limonero y naranjo) y cultivos
de invernadero (pimiento) (Soto, 2013). La puesta en regadio del Campo de Cartagena, a
raiz del trasvase Tajo-Segura, es el principal responsable de la subida del nivel freatico y
del aporte de aguas de la rambla del Albujon. Esta rambla recoge diversas descargas a lo
largo de su cauce, destacando entre ellas los vertidos urbanos y las fuentes difusas de
origen agricola. En un informe de la Consejeria de Industria y Medio Ambiente de la
Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia se identificaron 28 puntos de vertidos

oficiales (Figura 1.12).
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Coordenadas Origen probable Caudal Situacién Ohservaciones
1[x: 595067, Y: 4188152 Aglea de escomenta Puerlo deporivo de Lo Pagén Silvado debajo de un pantakin
2|X: BOS05T, ¥: 4188133 |Aguas de nivel freatica 17 Wros/segundo Puerto departiva de Lo Pagédn Situado debajo de wn pantaldn
3[x: 508186; ¥- 4187927 |Aguas de mar 3 Fros jsegunde Lonjs del Pescado de Lo Pagén
4 E__EQ‘EGE; Y- 4167650 Aguas de nivel fredtico 5 litres /sagundo Frante Lirh. La Pinada (San Javier) La tuberia estd profegida por espign de rocas
5|x: sasz7s; ¥: 4167381 |Aguas de nived fredtica 14 Ivos/ssgundo__[Ate & K escuela d8 Vela ds San Javier
Gx: 624043; Y: 4187209  |Agues de nivel fredtico 18 |itras/segundo Bajo club de oficiales de San Javier
Instalaciones restaurante Ciudad del Aira.
T|¥: 683579, Y: 4187006 |Aguas de drengje Debajo de las instalaciones del bar
B|x: su3084; ¥ 4186812 Aguas de nivel fredtico 9 litrosisegundo [Playa an Santiago de la Ribara Tuberia disimulada con seto
. § - Tuberia disimulada con espigdn en Santiago de
8|x: 633720, v: 4186284 |nguas de drenae [Espigin 50 Saxiiago da/la Riber la Ribera
. _ Presancia de 2 conduccionss &n la aena de la
10|x: 693653, Y: 4186072 |Aguas de nivel fredtico 3Wros fsaqunde |-V Naubco de Santiago de la Ribera |
Academnia General dal Aire en Santisgo
11[%: 5936000; ¥: 4185559 | Aguas de nivel fredtico 18 litrosisegundo de la Ribera
12x: 592534; Y: 4152483 |Aguas de dranaje 4 litros fsegunda Carmping Mar Mencr (San Javier)
13[X: 602138; ¥: 4181995 Playa de la Hita (Los Alcazares)
14(X: 5a2087; Y: 4181807 Aguas de drenaje 35 litrosisegundo Playa de la Hita (Los Alcazares) Formacion densa de carrizal
16|X: 68BE3Z; ¥: 4177652  |Distintes procedencias 9 litros/segunde Ramida Los Alcdzaras
16 [x: 588721; ¥: 4177027  |Aguas de drenaje 22 lirasisegundo Camping Cartaganova (Cartagena) Zona de playa
17 % 688785 ¥ 4176744 | Agua de salmuars 95 liros/segundo | Estacién de bombeo (Caragena) af N leis) Ao la i,y
18 E__E.B-ESO?; ¥ 41TBETS Distintas procedencias 184 lifros/sequndo Rambla del Albujon (Cartagena) .
- _ Los Wrmitias (Cartagena) sz?da por carretera de Los Alcdzares a Los
190X 530117; ¥: 4175037 | Distintas procedencias Urnutias:
Bajo &l puents de la cametera de Los AlcAzares
Rambla El Albujén (Cartagena) a Los Urrutias, en el margen derecho de la
20|x 538633; ¥: 4176652 |Agua de salmuera 148/ ros sequnda Rambla dal Albujén
213 591851; ¥ 4172340 Agua de salmuera A lifros/zagqunda Los Urrutiss (Cartagena)
— Rarmbla La Carrasquilla, Los Netos
22|%: 696402; Y: 4168281 |Agua de escomentia (Cartagena)
23 i'r:i'JQIJ?-i.; ¥: 4167749 (Agua de escorentla Camping La Manga (Cartagena) Zona de playa, conducciones pluviales
T Zona de playa, frente restaurante de camging,
24[%- 643108: ¥: 4187737 |Agus de eacomantia (Camping La Manga (Cartagéna) conduccienes pluviales
_ camping La Manga (Cartagena) Zona de playa, frente restaurante de camping,
250%- 6o9164; ¥- 4167719 |Agua de escomentia i conducciones pluviales
26(% 699957, v 4167604 |Agua de escomentia Playa Honda (Cartagena) Zona de playa, conduction de pluviales
27 ﬁ&'ll‘lf-lﬁﬁ; Y: 4171382 |Agua de escorentia Cala del Pino (Cartagena)
Fambla con presencia de residucs urbanos en
28|X: BE7502; Y: 4177143 |Agua de escomentia {Campeing Cartagonova (Cartagena) la conduccian

Figura 1.12. Inventario de vertidos de tierra al Mar Menor (Consejeria de Industriay Medio
Ambiente de la Region de Murcia, abril de 2007).

Tradicionalmente, las aguas del Mar Menor se habian considerado oligotroficas con
niveles de nutrientes bajos. Pero en menos de una década tras el trasvase pasaron a
presentar valores de nutrientes similares a los encontrados en otras lagunas europeas
consideradas como muy impactadas (BORM, 2001). De hecho, la principal entrada de
nitratos y fosfatos estimada entre unas 270 y 2.000 t anuales para ambos nutrientes a la
laguna, se produce a través de la Rambla del Albujon (Garcia et al., 2005; Alvarez-Rogel,
2006; Velasco et al., 2006; Garcia-Pintado et al., 2007, 2009). El caudal de esta rambla
procede del acuifero cuaternario, de los retornos de riego de la agricultura situada en la
cuenca de drenaje del Mar Menor, el efluente de la EDAR de Los Alcazares (hasta abril
de 2015) y en los ultimos afios también de los efluentes de las desaladoras utilizadas en
el Campo de Cartagena (Baudrén, 2013) para el tratamiento de aguas subterraneas para
su posterior aplicaciéon a regadio. Segun Garcia-Pintado et al. (2009) la quimica del agua

de los vertidos continuos en la desembocadura de la rambla del Albujon se compone
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aproximadamente de 2/3 de aguas urbanas y 1/3 de aguas agricolas. Los nutrientes que
recibe el Mar Menor generan problemas locales de eutrofizacion (crecimiento intenso de
algas y fitoplancton que consumen de forma excesiva oxigeno y pueden dejar sin
posibilidad de supervivencia al resto de elementos del ecosistema) y la proliferacion
anémala de dos especies de medusas (Rhizostoma pulmo y Cotylorriza tuberculata). De
hecho el Mar Menor fue declarado como zona “sensible” y a finales del 2002 la zona de
398 km? del campo de Cartagena alrededor de la laguna fue declarada "zona vulnerable*
a nitratos de origen agrario (Anexo B, 2008; Directiva 91/676/EEC; Martinez-Paz, 2007).

Los requerimientos de la agricultura de regadio, la falta de cauces superficiales y la
escasez de lluvias propician la sobreexplotacion de los acuiferos de la zona. Se ha
estimado que el acuifero del Cuaternario, conectado al Mar Menor (Rodriguez-Estrella,
1995), aporta un flujo subterraneo de aguas contaminadas de 5 hm?® afio™ (Garcia-
Pintado et al., 2007, 2009).

Ademas de los nutrientes, en la agricultura se utilizan plaguicidas para el control de
plagas de insectos, malas hierbas, hongos, etc., que afectan a los cultivos. Las
condiciones climaticas permiten la rotacién de cultivos a lo largo de todo el afio, por lo
gque la aplicacién de plaguicidas varia estacionalmente segun los cultivos y las plagas a
controlar. La presencia de plaguicidas organoclorados en agua, sedimento y biota de la
laguna ha sido solamente descrita en un estudio previo, que considerd un area limitada
(préxima a las ramblas de El Albujén y La Carrasquilla). En este estudio se constat6 tanto
la entrada de plaguicidas organoclorados (8-hexaclorociclohexano, a-endosulfan ,B-
endosulfan y endrin aldehido) como su presencia distintas matrices marinas (Pérez-
Ruzafa et al., 2000). Por tanto el conocimiento sobre el impacto de contaminantes

organicos previo a esta tesis era muy limitado.

Al sur de la laguna se encuentra el distrito minero Cartagena—La Unién que ha conocido
la mineria, como minimo, desde la presencia romana en la zona. No obstante, su mayor
actividad se produjo a mediados del siglo XX, gracias a las explotaciones a cielo abierto y
a las técnicas de procesamiento del material empleadas por la multinacional Pefiarroya
Espaiia S. A. (Conesa et al., 2008; Robles-Arenas et al., 2006). Si bien las actividades
mineras desarrolladas en las sierras del Campo de Cartagena cesaron en 1991, algunas
de ellas se realizaron a cielo abierto dando lugar a pozos, balsas y pantanos mineros
(Martinez-Menchon, 2007). Actualmente todavia existen muchos de ellos (Robles-Arenas
et al., 2006), ya que la mayoria de los cuales no se han sometido a ningun tipo de
restauracion y que, debido a la accion del viento y de las lluvias torrenciales, contindan
erosionandose, vertiendo residuos a las ramblas, a través de las cuales son
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transportados y depositados finalmente en el Mar Menor. La presencia e impacto de
estos metales pesados ha sido ampliamente estudiada tanto en la propia laguna
(Simoneau, 1973; Auernheimer et al., 1996; Conesa y Jiménez-Carceles, 2007; Maria-
Cervantes, 2009.; Marin Guirao, 2007; Tsakovski et al., 2009) como en su entorno
(Alvarez-Rogel et al., 2004; Garcia, 2004; Martinez-Pagan, 2006; Robles-Arenas et al.,
2006; Conesa y Jiménez-Carceles, 2007; Conesa et al., 2008).

Otra actividad relevante en el Mar Menor la constituye el turismo. El turismo intensivo en
esta zona comenzo6 en los afios 60, especialmente con el desarrollo urbanistico de La
Manga del Mar Menor, que la convirtid en el principal destino turistico de la Region de
Murcia (Vera y Lépez, 2001) y uno de los destinos turisticos de mayor afluencia de
visitantes del sureste espafiol. Durante el afio 2010 la estimacién total de turistas en la
Region de Murcia fue de 5.175.087 de los cuales 2.484.376 tuvieron destino en la zona
del Mar Menor y La Manga (CARM, 2010). El incremento poblacional en los meses de
verano ha provocado episodios de vertidos incontrolados, dados los deficientes sistemas
de captacion y depuracion de aguas residuales de los municipios riberefios (Perni, 2011).
Esta situacién ha mejorado en los ultimos afios y de hecho ahora se cuenta con mas
estaciones de depuracion de aguas residuales (EDARs) con capacidad suficiente para la
mayor parte de los periodos del afo (Figura 1.13).

E.DAR. LOS ALCAZARES

LOSALCAZARE S 4 MURCA Cra. Tome Pacheco, Km 12. CF 20710

ESAMUR = DEPURACION rv}" Agoabs 108 | Agowo-08 | Agoaw .10
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THANE 821250 20 r 120000 700 0848 we

PRE TRATAMEE NTOx P 830 Gromson, R o6 Fraos, Tamzaco, Desanenador, On segrssadcr.
TRATAMIENT O SE CUNDARIO: Arwaciin Proiongadatpo Camousel, Exminaciin Nirtgeno, E imna aon Fosior.
TRATAMIENT O TERCIARIO: Conguiacién, Fiocuinaén, Decantantn Lameiar, Fitrmcion Abera.
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Figura 1.13. Izquierda, EDAR de Los Alcazares (INTERSA). Derecha, canal de desagiie de
efluentes en la EDAR de Los Alcézares (Fotografia propia).
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Aun asi hasta hace pocos afios se han estado vertiendo a la laguna residuos urbanos y
agricolas sin el tratamiento adecuado, a lo que se suman las posibles descargas
incontroladas especialmente en momentos de lluvias torrenciales y durante el pico de
poblacion turistica veraniega (Lloret, 2012). Las EDARs de San Javier y Mar Menor Sur
vierten sus efluentes al Mediterrdneo, sin embargo otras situadas en el campo de
Cartagena (Cachimanes, Mar Menor, Torre-Pacheco, La Hortichuela...) (Figura 1.14)
reutilizan sus aguas y fangos para agricultura (Navarro et al, 2009) por lo que puede
transferirse parte de la carga contaminante no eliminada al suelo y subsuelo. La EDAR de
Los Alcazares ha estado vertiendo sus efluentes tratados al canal D-7 de la rambla del
Albujén hasta abril de 2015, momento en que sus aguas empezaron a reutilizarse

también para riego agricola.

=
voes {7, - BEA
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Figura 1.14. Izquierda, EDARs en la Demarcacién del Seguray volumen depurado en 2003
(hm?3 afio?). Derecha, Plantas desaladoras y capacidad teérica de desalacion (hm? afio™?)
(CHS, 2005). Abajo, detalle de las EDARs gestionadas por ESAMUR en el Campo de

Cartagena (www.esamur.com).
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Esto ha propiciado la declaracion de esta laguna como zona sensible a los vertidos de
aguas residuales urbanas de acuerdo con la Directiva 91/721/EEC. Las EDARs son
ademas la principal fuente de contaminacion del medio acuético por productos
farmacéuticos y de cuidado personal (Baker y Kasprzyk-Hordern, 2013; Gros et al., 2010;
Heberer y Heberer, 2002; Hedgespeth et al., 2012) debido a que estas instalaciones no
son capaces de eliminar con eficiencia muchos de estos contaminantes (Du et al., 2014;
Gros et al., 2010; Joss et al., 2005; Ternes et al., 2002; Zhang et al., 2008). El uso de sus
aguas sin tratamiento especifico para riego o sus lodos como abono, pueden favorecer
que los productos contaminantes contenidos puedan acceder al medio ambiente,
suponiendo también una amenaza en estos ecosistemas que debe ser también evaluada
(Beausse, 2004; Clarke y Smith, 2011; Fatta-Kassinos et al., 2011a; Laturnus et al., 2007;
Sabourin et al., 2009; Xia et al., 2005).

Otras actividades relevantes en este espacio son la actividad nautico-pesquera, el
transporte, la extraccién de arena para la regeneracién de playas y la industria, entre
otras. Un andlisis espacial de la distribucién de los vertederos pone de manifiesto la gran
concentracion de los mismos en las inmediaciones de la Rambla del Albujén en el Campo
de Cartagena (PHCS 2009-2015) (Figura 1.15).

Todas estas actividades han generado un aumento de las tasas de sedimentacién que
favorece el proceso de colmatacion de la laguna y consecuentemente la reduccién de su
superficie. De hecho su area se redujo de 185 km? a 135 km? en 100 afios (Mendoza,
2011). Ademas, la ampliacion del canal del Estacio en 1972 dio lugar a una
mediterranizacion de la laguna al disminuir su salinidad, reducir los intervalos de variacion
de la temperatura del agua y disminuir del tiempo de retencién de las aguas. Todos estos
cambios favorecieron a su vez la entrada de especies invasoras como Caulerpa prolifera,

Rhyzostoma pulmo, Cotylorhiza tuberculata y recientemente el molusco Bursatella lechii.

La evaluacién del estado ecoldgico del Mar Menor, una de las etapas iniciales de la
implementacién de la DMA y la DMEM, se ha llevado a cabo por el principal organismo
gestor de las aguas de la laguna costera, la CHS. Esto ha sido posible ya que
actualmente existe una red de control y vigilancia de las aguas litorales de la Region de
Murcia (http://www.medioacuaticomurcia.com) (Figura 1.16) que tiene como objetivo
primordial el disponer de un instrumento de intervencién que suministre informacion sobre
la evolucion de la calidad del agua y de los ecosistemas acuaticos mediante el empleo de
indicadores biolégicos, hidromorfolégicos y fisicoquimicos. Sin embargo esta red se ha

encargado de suministrar informacién durante algunos afios sobre las sustancias
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contaminantes en la fase acuosa segun establece DMA, con una cobertura limitada para
el sedimento y nula para biota, desde el punto de vista de la contaminacién organica.
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Figura 1.15. Presiones en la Demarcacién hidrogréfica del Segura (Anexo07, 2013; CAMP).
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Figura 1.16. Interfaz de consulta de lared de control y vigilancia de las aguas litorales de la

Region de Murcia.

Ademas la CHS monitorea un punto en el tramo final de la desembocadura de la rambla
del Albujén en donde se lleva a cabo un control de biol6gico de las aguas (Figura 1.17).
Segun el Plan Hidrolégico de la Cuenca del Segura 2009-2015 (PHCS 2009-2015) la
rambla del Albujon posee un estado “ecoldgico” de sus aguas como moderado y un

estado “quimico” calificado como bueno.

En dicha evaluacion, el PHCS 2009-2015 ha utilizado indicadores fisicoquimicos,
siguiendo la metodologia propuesta por Bald et al. (2005), y biolégicos (composicion,
abundancia y/o biomasa de fitoplancton, invertebrados benténicos y macroalgas), como
proponen Orfanidis et al. (2007). A partir de estos indicadores, el estado de un
ecosistema acuatico se determina en una escala cualitativa de cinco categorias: muy
bueno, bueno, moderado, deficiente y malo. Asi, la CHS ha definido el estado “ecolégico”
del Mar Menor como moderado (inferior a bueno con tendencia a empeorar), y su estado
“quimico” de entre las tres posibles calificaciones (bueno, no alcanza el bueno y sin
determinar) no alcanza el nivel de bueno, y con la propuesta para su catalogacion
ambiental de “buen estado” para el 2027 (CHS 2015-2021), Por ello han propuesto una
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serie de medidas para hacer frente al deterioro de la laguna, que estan recogidas en el
informe titulado Esquema de Temas Importantes de la CHS (Grindlay et al., 2011). Estas
medidas se centran en la reduccion de la contaminacion difusa procedente de la
agricultura del Campo de Cartagena, y en la mejora en el tratamiento de las aguas
residuales procedentes de los municipios riberefios del Mar Menor y posterior evacuacion
de las aguas depuradas al Mar Mediterraneo.

Municipio: ALCAZARES (LOS) Provincia: Murcia
s y 4 SR R y:-w v
r - " :
r—% e
PEL ALBVICN MENOR
W b:.u < o
CARTAGENA Poeage | L |
Croquis de acceso Mapa de situacion

Foto del entorno Foto del entorno

Figura 1.17. Punto de control superficial en la rambla del Albujon (CHS rambla del Albujén).

La “Estrategia de gestion integrada de zonas costeras en el Mar Menor y su entorno” es

hasta la fecha, la Gltima iniciativa de la Comunidad Auténoma de la Region de Murcia
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(CARM) para mejorar la calidad del Mar Menor y su entorno desarrollada mediante un
protocolo de colaboracion con el MAGRAMA a través de la herramienta de gestion entre
administraciones y agentes afectados y el trabajo en sentido horizontal.

1.3. Objetivos generales de la tesis

El Mar Menor y su entorno han sido objeto de diversos estudios ambientales, centrados
fundamentalmente en el estudio de la eutrofizacién asociada a los nutrientes que aporta la
zona agricola anexa asi como la entrada de metales pesados desde la sierra de
Cartagena-La Unién. Sin embargo hasta la fecha no se ha realizado una evaluacion de los
distintos grupos de contaminantes organicos que puede acceder a la laguna del Mar
Menor y como se distribuyen en los diferentes compartimentos ambientales existentes. Por
ello, para aportar un mayor conocimiento sobre la entrada de contaminantes y su posterior
distribucion en un entorno marino singular como es la laguna del Mar Menor se propuso el
desarrollo de la presente Tesis Doctoral. De todo el conjunto de contaminantes presentes
en el medio se han considerado tanto contaminantes organicos regulados por la
legislacion vigente como otros comuinmente utilizados por la sociedad actual, y

especialmente en el area de estudio considerada.

Asi, el objetivo principal de esta tesis doctoral es la caracterizacion de las principales
fuentes de entrada de contaminantes regulados y emergentes al Mar Menor y de su
posterior distribucién en las diferentes matrices ambientales existentes (agua, sedimento y
biota).

Para alcanzar este objetivo general se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

. Desarrollar y optimizar métodos de analisis de contaminantes organicos regulados
y emergentes en agua, sedimento y biota marinos.

. Estimacién de las fuentes de contaminantes organicos (hidrocarburos aromaticos
policiclicos, bifenilos policlorados, plaguicidas y farmacos) en el entorno del Mar Menor a
través de la principal escorrentia superficial (Rambla del Albujon) y por via atmosférica.

. Caracterizar la distribucién estacional de contaminantes organicos en agua y
sedimento del Mar Menor, como via para identificar otras fuentes posibles de los
contaminantes considerados en este estudio.

. Determinar la bioacumulacion de algunos de los principales contaminantes

detectados en la laguna en especies representativas de esta laguna costera.
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1.4 Estructura de la memoria

Esta tesis se ha estructurado en cinco capitulos. Este primero es una introduccion
general sobre el tema en el que se centra esta tesis doctoral y se indican los objetivos
generales que se plantean. En el capitulo segundo se incluye la estimacion de la
entrada estacional de contaminantes organicos regulados y emergentes a través de la
principal escorrentia superficial, la rambla de El Albujén, y se determina su concentracion
en aire. El capitulo tercero se centra en la caracterizacion estacional de la distribucion
de estos contaminantes en la columna de agua y el sedimento superficial de la laguna del
Mar Menor. La caracterizacion de la bioacumulacion de los contaminantes tanto
regulados como emergentes en diferentes especies marinas se desarrolla en el capitulo
cuarto. Por ultimo, las conclusiones que se derivan de esta tesis doctoral se presentan
de forma concisa y breve en el capitulo quinto. En el apartado de Anexos se incluyen
tres articulos extra, pendientes de publicacién, los cuales completan los capitulos
segundo (entrada aérea de contaminantes organicos regulados y plaguicidas de uso
actual), tercero (presencia y distribucion de plaguicidas actuales en sedimentos marinos)

y cuarto (bioacumulacion de farmacos en biota).
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2.1. Antecedentes
2.1.1. Vias de entrada de contaminantes al Mar Menor

Los ecosistemas lagunares costeros, debido tanto a su situacién geografica como a los
recursos que poseen, estan sujetos a mdltiples presiones, que presentan importantes
variaciones espaciotemporales. En primer lugar son altamente dependientes de las aguas
que los circundan, ya sean las de procedencia continental que desembocan en ellos y su
conexion con las aguas marinas. Estos ecosistemas estan sujetos a factores
meteoroldgicos como lluvias torrenciales y regimenes de viento propios de la zona, los
cuales estan implicados directa o indirectamente en el control de los procesos que tienen
lugar en ecosistemas someros y con alto grado de confinamiento como las corrientes o la
resuspension de sedimentos (Aliaume et al., 2006).

El Campo de Cartagena no es una cuenca fluvial en sentido estricto o un territorio
estructurado en torno a un curso principal, sino que esta constituido por varias ramblas no
interconectadas que desembocan directamente en el Mar Menor. Se trata de un sistema
de ramblas que funcionan por separado e integran unidades especificas de drenaje. Las
caracteristicas climéaticas del campo de Cartagena son los regimenes pluviométricos y
termomeétricos, en donde las aportaciones se concentran en un escaso nimero de dias
de lluvia y se producen de forma preferente en los meses de otofio y primavera. En otofio
se producen una serie de elementos convergentes que dan lugar a intensos aguaceros y
riadas. Durante estos fendmenos se produce un efecto de lavado general de la cuenca y
un gran arrastre de materiales terrigenos hacia la laguna. Este arrastre puede tener un
importante papel en el aporte de contaminantes, especialmente desde un area préxima
con una intensa actividad agricola como el Campo de Cartagena (Conesa-Garcia, 1990;
Martinez-Menchén, 2007).

El transporte de plaguicidas se produce principalmente a través de escorrentias
superficiales, ,descargas inducidas por la lluvia, el riego, transporte aéreo (Kreuer, 1999)
o derrames accidentales que facilitan que los plaguicidas alcancen caudales de agua
(Holvoet, 2006; Mason, 2003; Reichenberger, 2005). De hecho, hay estudios que
demuestran que cursos de agua cercanos a zonas agricolas reciben cargas de
plaguicidas que pueden ser considerablemente altas después de episodios de lluvias
torrenciales (Mason, 2003; Reichenberger, 2005). De hecho, la contaminacién de cauces
de agua con plaguicidas procedentes de su aplicacion en campos agricolas esta
ampliamente reconocida como uno de los mayores impactos antropogénicos sobre éstos

(Rasmussen, 2012; Schulz, 2001), en donde los plaguicidas suponen una amenaza hacia
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todos los organismos en esos ecosistemas (Liess et al., 2003). Por tanto la existencia de
canales de drenaje de bajo caudal (como la rambla del Albujén) pueden favorecer que las
concentraciones de plaguicidas que reciben puedan alcanzar concentraciones

extremadamente altas (Neumann et al., 2002; Fenoll y Saez 2009).

En la laguna del Mar Menor confluyen los dos tipos de fuentes de entrada de
contaminantes organicos: puntuales y difusas. Las fuentes puntuales son aquellas en las
que existen puntos especificos de descarga de contaminantes, como los vertidos
urbanos, los vertidos industriales, la navegacion, los vertederos de residuos toxicos y
peligrosos, malas practicas agricolas, rebosados de alcantarillas y los vertederos
industriales (Mason, 2003). Por otro lado las fuentes difusas son aquellas a las que no se
les puede derivar de una fuente en concreto, en estas se encuentran las escorrentias
superficiales, la erosion, las aplicaciones en cultivos, las aguas subterraneas o la
deposicion atmosférica (Reichenberger, 2005). La laguna esta amenazada por fuentes
difusas procedentes de los campos de cultivo y urbanas (Garcia-Pintado et al., 2007;
Velasco et al., 2006) y puntuales como la rambla del Albujon u otros vertidos no
controlados. La rambla del Albujén es la principal via de entrada de contaminantes en el
que concurren a lo largo de su recorrido tanto a fuentes puntuales como difusas.

Tanto las escorrentias procedentes de los campos anexos a la rambla como las aguas
subterraneas nutren a la rambla del Albujon de contaminantes que desembocan a la
laguna. En el &rea del Mar Menor se ha constatado que las cargas de nutrientes durante
las riadas no son significativas (Martinez-Mena et al., 2005) en comparacion con el flujo
regular que se produce (Garcia-Pintado et al., 2007), sin embargo su previsible influencia
en la carga de contaminacion no se ha evaluado para contaminantes organicos. Pero los
plaguicidas no son los Unicos contaminantes que entran a la laguna a través de la
escorrentia superficial de los campos agricolas. El uso de lodos de EDARs que contienen
nutrientes (Sohalili et al., 2012) y sus vertidos directos al campo son, ademas, una fuente
de contaminantes organicos como farmacos, productos de cuidado personal, PAHS,
tensioactivos, etc. (Fatta-Kassinos et al., 2011a, 2011b; Laturnus et al., 2007; Sabourin et
al., 2009).

Sin embargo los primeros datos sobre contaminacion por plaguicidas en el Mar Menor se
remontan al afio 1995, donde Pérez-Ruzafa y colaboradores estudiaron la presencia de
plaguicidas (organoclorados, organofosforados y triazinas) en la rambla de la
Carrasquilla, la rambla del Albujén y en las proximidades marinas de sus
desembocaduras (Pérez-Ruzafa et al., 2000). En dicho estudio analizaron un total de 78

muestras de agua (26 de agua superficial y marina y 1 de agua subterranea), sedimento
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(25 de sedimento fluvial y marino) y biota (27 muestras entre algas, filtradores,
herbivoros/detritivoros y carnivoros). Los niveles de concentracion de plaguicidas mas
altos se encontraron en la biota, seguida del sedimento y el agua. Encontraron un total de
13 compuestos: a-HCH, &-HCH, y-HCH (lindano), a y B-endosulfan, endosulfan sulfato,
heptacloro, epdxido heptacloro, aldrin, dieldrin, endrin, aldehido de endrin, p,p"-DDE y
p,p-DDD. El 70,5% de las muestras analizadas contenian residuos de plaguicidas
organoclorados. En cuanto a los resultados obtenidos en las ramblas se encontré que
para las muestras de agua superficiales en la rambla de la Carrasquilla se detectaron
mas plaguicidas (6-HCH, a y B-endosulfan y aldehido de endrin) que en la rambla del
Albujén (6-HCH, a y B-endosulfan). Ademas éstos se detectaron a mayor concentracion,
donde por ejemplo la concentracion varié entre el limite de deteccién y 6,8 ug L para el
B-endosulfan . En el caso de los sedimentos fluviales la rambla de la Carrasquilla también
presentd un nimero mayor de detecciones (8-HCH, a y B-endosulfan y p,p"-DDE) que en
los de la rambla del Albujon y mayores concentraciones (p.ej. variacion entre el limite de
deteccion y 410,4 ng g para el B-endosulfan). En estos sedimentos también detectaron

herbicidas triazinicos, aunque no especifican cuales, en un rango entre 0,1 — 1 ng g™.

Posteriormente Fenoll y Saez, (2009) llevaron a cabo un muestreo mensual durante tres
afos (2005-2008) de agua superficial, marina y de sedimento en la desembocadura de la
rambla del Albujén y de la rambla de Miranda asi como de zonas marinas préxima . En
dicho estudio se determinaron siete plaguicidas (terbutilazina, terbutrina, simazina,
propizamida, norflurazona, metalaxil y diazinén). La concentracion més alta correspondio
a terbutilazina (79,8 ug L) y concluyeron que los mayores aportes al Mar Menor a través
de las ramblas coinciden con episodios de precipitaciones en la zona. Ademas estimaron
los aportes anuales de estos contaminantes en donde las cantidades oscilaron en torno a
los 4,6 kg de terbutilazina, 1,2 kg de terbutrina, 0,4 kg de simazina, 0,8 kg de
propizamida, 0,2 kg de norflurazona, 0,8 kg de metalaxil y 0,5 kg de diazinén.

La atmoésfera es un compartimento relevante en la distribuciébn y en el ciclo de
contaminantes organicos ya que las emisiones atmosféricas y el subsiguiente transporte
proporcionan un mecanismo para la distribucién de contaminantes a escala global. Este
transporte puede producirse también a larga distancia y por ello, pese a la prohibicion de
su uso hace décadas los contaminantes organicos persistentes (POPs) se siguen
encontrando en toda clase de compartimentos ambientales, debido a su persistencia y a
su capacidad de desplazamiento a grandes distancias. De hecho los niveles en aire de

estos contaminantes estan sometidos a regulacion (Harner et al., 2006).
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La Red de Vigilancia Atmosférica de la Region de Murcia se encarga de evaluar de forma
sistematica la calidad del aire, en aplicacion de las directivas europeas para los distintos
contaminantes, de forma que se pueda calificar el estado de la atmésfera de las
diferentes zonas de la Unién Europea para los contaminantes sujetos a evaluacion:
dioxido de azufre (SO.), 6xidos de nitrdgeno (NOy), particulas, plomo (Pb), benceno,
monoxido de carbono (CO), ozono (Os), arsénico (As), cadmio (Cd), mercurio (Hg), niquel
(Ni) e hidrocarburos policiclicos. Este informe anual nos muestra el estado general del
aire que respiramos, con respecto a las sustancias evaluadas que actiGan como
indicadores de la contaminacion, independientemente de su origen. Estos se basan en
los valores limite y en los criterios de evaluacién establecidos en la normativa
correspondiente a cada uno de ellos

Los CUPs pueden llegar a la atmdésfera durante o después de su aplicacion en practicas
agricolas mediante tres vias: fumigacion, volatilizacién desde el suelo y plantas y por
erosién de particulas del suelo (Coscolla et al., 2013, 2009). La exposicién de las aguas
superficiales a plaguicidas depende en gran medida de las condiciones locales, ademas
de variables espaciales y temporales. Sin embargo si queremos obtener una vision total
de la contaminacién de aguas superficiales es también necesario determinar otros
contaminantes potencialmente relevantes. Ademas, la accién del viento puede favorecer
el transporte de particulas de suelo y/o fraccion disuelta con plaguicidas u otros
contaminantes hacia la costa, viéndose favorecida su deposicion al entrar en contacto
con la masa de agua. De hecho, se han encontrado niveles de plaguicidas mas altos en
zonas residenciales préximas a campos agricolas (Gunier et al., 2011).

Los CUPs pese a ser disefiados para tener menos persistencia que los organoclorados
también han sido encontrados en aire, medio acuatico, zonas rurales y urbanas (Zhong et
al., 2012). Por consiguiente la deposicién atmosférica supone uno de los principales
procesos por los que estos contaminantes alcanzan zonas remotas oceénicas y otros
ecosistemas pristinos (Jurado, 2006). Los medios de transporte urbano e interurbano
también son fuente de contaminacion por hidrocarburos en la laguna, que pueden
acceder por descargas directas o indirectamente a través de deposicion atmosférica. Por
altimo también puede ser relevante la entrada de contaminantes derivada de las
actividades nauticas y pesquera en la laguna, que se concentran en los puertos y en los

fondeaderos ilegales que existen en todo el Mar Menor.
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2.2. Objetivos especificos del capitulo

Por tanto, son muy diversas las fuentes de contaminantes organicos en el Mar Menor,
que presentan variaciones significativas espaciales y temporales. Asi se hace necesaria
una estrategia de muestreo que atienda a esta variabilidad y permita estimar la entrada
de contaminantes a la laguna. Los métodos analiticos ideales para estos estudios lo
constituyen los métodos multirresiduo, que permitan caracterizar simultdneamente
contaminantes de distintas familias, tanto en aire como en agua superficial.

Con este objetivo, previamente a esta tesis ya se contaba con un procedimiento para la
determinacion de contaminantes organicos (plaguicidas y PAHs) en muestras de agua
superficial (Ledn et al.,, 2003, 2006). Este método multirresiduo puede aplicarse para
determinar un mayor nimero de compuestos y por ello se puede mejorar incluyendo otros
compuestos semivolatiles que puedan interesar. Con respecto a las muestras de aire es
necesario utilizar muestreadores pasivos y filtros de particulas para evaluar las
concentraciones de contaminantes en la fraccién disuelta y la particulada. En este caso,
los contaminantes deben extraerse al igual que se aplica para otras matrices sélidas. Una
vez validados y optimizados estos métodos analiticos para cada una de las matrices
ambientales se podran aplicar para alcanzar los objetivos propuestos en esta tesis.

Los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:
a) Validar y poner a punto métodos para la determinacion de microcontaminantes
regulados y emergentes en aguas superficiales y en muestras de aire (fraccion
disuelta y particulada).

b) Caracterizar la variacion espacial de la carga de hidrocarburos aromaticos
policiclicos, plaguicidas, bifenilos policlorados y farmacos a lo largo del tramo final
de la rambla del Albujén y el canal de drenaje D-7, como via para identificar sus
posibles fuentes y origen.

c) Estimar la entrada estacional de hidrocarburos aromaticos policiclicos,
plaguicidas, bifenilos policlorados y farmacos al Mar Menor a través de la rambla
de El Albujon.

d) Evaluar el efecto de una riada en la entrada de contaminantes organicos,
considerando el caso particular de las riadas de septiembre de 2009.

e) Evaluar la entrada potencial de contaminantes organicos regulados y emergentes
por via aérea en el entorno del Mar Menor determinando su concentracion en las
fracciones disuelta y particulada.
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2.3. Entrada estacional de contaminantes regulados y emergentes a través de la
rambla del Albujon y durante las riadas de 2009

La distribuciéon de contaminantes se ha caracterizado en 6-7 puntos a lo largo del tramo
final de la rambla del Albujon y su tributario, el canal de drenaje D-7 (Figuras 2.1y 2.2)
trimestralmente durante 2 afios. Concretamente se seleccionaron 3 puntos en el canal de
drenaje D-7 (RA1, RA2 y RA3) y 4 en el tramo final de la rambla del Albujon (RA4, RA5,
RAG6 y RA7).

El punto RA1 se sitla aguas arriba de la EDAR de Los Alcézares, justo en el paso del
canal por la carretera RM-F35 entre Roda (San Javier) y La Puebla (Cartagena) (Figuras
2.1y 2.2). El punto RA2 se ubica 500 m aguas debajo de la EDAR y el RA3 esté situado
justo antes de su confluencia con la rambla del Albujon. Estos puntos nos permitirdn
identificar diferentes fuentes y la procedencia de los contaminantes.

El punto de muestreo RA4 se tomd aguas arriba de la confluencia del canal de drenaje D-
7, para evaluar el aporte superficial propio de la rambla del Albujén en este punto. El
punto RA5 se sitla aguas debajo de la rambla del Albujén a unos 600 m antes de la
desembocadura. El punto de muestreo RA6 se ubica justo en la desembocadura de la
rambla del Albujén en el Mar Menor, y permitira determinar la entrada de contaminantes a
la laguna por esta via. Por ultimo en el segundo afio de estudio se incluyé el punto RA7,
que es la conduccion de encauzamiento de la rambla de Miranda que descarga a unos
100 m antes de la desembocadura, justo debajo del puente de la carretera N-332 situado
sobre la propia rambla.

Ademas para tener una mejor estimacion de la entrada de contaminantes se caracterizo
con mayor frecuencia la entrada de contaminantes a la laguna tomando 3 muestreas
diarias (primera hora de la mafiana, mediodia y udltima hora de la tarde) en la
desembocadura de la rambla del Albujon (RA6) durante una semana en verano de 2009
e invierno de 2010, y 2 muestras diarias (primera hora de la mafiana y ultima de la tarde)
en primavera y otofio de 2010 (Figura 2.3). Este segundo muestreo se realizé
simultdneamente con otro realizado en 4 puntos de la laguna (capitulo 4) y fue necesario
reducir la frecuencia de muestreo para que fuera posible su realizacion.

Las muestras de agua se almacenaron en botellas de vidrio, previamente limpias con
disolventes orgéanicos y agua destilada. Se conservaron refrigeradas hasta su traslado al

laboratorio donde se congelaron hasta su analisis.
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RA7

Figura 2.1. Puntos de muestreo en el canal de drenaje D-7 (RA1, RA2, RA3) y en larambla
del Albujon (RA4, RA5, RA6y RA7).
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Figura 2.2. Vista aérea de los Puntos de muestreo en la rambla del Albujon y en el canal de
drenaje D-7.

Se determinaron una serie de parametros ‘in situ’ utilizando una sonda multiparamétrica,
concretamente la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y la salinidad. Ademas se
estimé el caudal en cada punto midiendo su seccion (anchura y profundidad media) y
determinando la velocidad de la corriente media con un minimo de tres medidas en
distintos puntos del cauce (Figura 2.3).

Ademas se tomaron 2 muestras de agua también en esta desembocadura durante 2
episodios de lluvias torrenciales que acontecieron en septiembre de 2009 (Figura 2.4).
Estas muestras permitirdn evaluar la importancia de estos fenbmenos en los aportes de
contaminantes a la laguna. La variacién espacial y estacional de la concentracion de
plaguicidas, PAHs y PCBs a lo largo de la rambla del Albujon durante el primer afio de
estudio (primavera de 2009 hasta invierno de 2010) se public6 en Chemosphere en 2013,
y un resumen global considerando todos los datos obtenidos (2 afios) se incluye en la

recapitulacion de este capitulo.
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N
Fig. 5 - Imagen radar de reflectividad, en dBZ y seglin escala adjunta, del 28 de
septiembre a las 05:10 UTC, junto con la imagen infrarroja, IR, del MSG de las 05:00
uTC.

Figura 2.4. Fotografias sobre lluvias torrenciales de septiembre de 2009. Izq,
desembocadura rambla del Albujén; Der, imagen peninsula Ibérica el 28-09-2009 (AEMET,
2009).

En el caso de los farmacos se caracterizé su entrada al Mar Menor integrando las dos
anualidades en el articulo publicado en 2014 en Science of the Total Environment en
2014 que también se incluye a continuacion.
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ARTICULO |

2.3.1. Seasonal input of regulated and emerging organic

pollutants through surface watercourses to a Mediterranean
coastal lagoon







ARTICULO |

Titulo: Seasonal input of regulated and emerging organic pollutants through surface
watercourses to a Mediterranean coastal lagoon.

Autores: Moreno-Gonzalez, R., Campillo, J.A., Garcia, V., Lebn, V.M.

Afio: 2013

Revista: Chemosphere, 92, 247-257.

Abstract

Seasonal input of organic pollutants through ElI Albujon Watercourse to the Mar Menor
lagoon was estimated from Spring 2009 to Winter 2010, including regular periods and two
flash flood events. 82 semivolatile organic pollutants (persistent organic pollutants,
different groups of pesticides and others) were determined by stir bar sorptive extraction
and thermal desorption followed by capillary gas chromatography coupled to mass
spectrometry from surface waters with quantification limits of a few ng L' Pesticide
concentrations varied significantly along the watercourse due to the presence of different
sources (groundwaters, wastewater effluent, tributary contributions, brackish waters, etc.)
and physicochemical/ biological processes that take place simultaneously. The most
commonly detected analytes were propyzamide, triazine compounds and chlorpyrifos. A
clear seasonal pattern has been detected, with a predominance of insecticides during
Summer and of herbicides during Winter. The input of pesticides through this watercourse
is particularly relevant during periods of heavy rain, representing more than 70% of total
yearly input for many of them.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653512015238
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2.3.2. Input of pharmaceuticals through coastal surface
watercourses into a Mediterranean lagoon (Mar Menor, SE
Spain): Sources and seasonal variations







ARTICULO Il

Titulo: Input of pharmaceuticals through coastal surface watercourses into a
Mediterranean lagoon (Mar Menor, SE Spain): sources and seasonal variations.

Autores: Moreno-Gonzalez, R., Rodriguez-Mozaz, S., Gros, M., Pérez-Canovas, E.,
Barceld, D., Ledn, V.M.

Afio: 2014.

Revista: The Science of the Total Environment, 490, 59-72.

Abstract

The seasonal occurrence and distribution of 69 pharmaceuticals along coastal
watercourses during 6 sampling campaigns and their input through EI Albuj6n
watercourse to the Mar Menor lagoon were determined by UPLC-MS-MS, considering a
total of 115 water samples. The major source of pharmaceuticals running into this
watercourse was an effluent from the Los Alcazares WWTP, although other sources were
also present (runoffs, excess water from irrigation, etc.). In this urban and agriculturally
influenced watercourse different pharmaceutical distribution profiles were detected
according to their attenuation, which depended on physicochemical water conditions,
pollutant input variation, biodegradation and photodegradation rates of pollutants, etc. The
less recalcitrant compounds in this study (macrolides, B-blockers, etc.) showed a relevant
seasonal variability as a consequence of dissipation processes (degradation, sorption,
etc.). Attenuation was lower, however, for diclofenac, carbamazepine, lorazepam,
valsartan, sulfamethoxazole among others, due to their known lower degradability and
sorption onto particulate matter, according to previous studies. The maximum
concentrations detected were higher than 1000 ng L™ for azithromycin, clarithromycin,
valsartan, acetaminophen and ibuprofen. These high concentration levels were favored by
the limited dilution in this low flow system, and consequently some of them could pose an
acute risk to the biota of this watercourse. Considering data from 2009 to 2010, it has
been estimated that a total of 11.3 kg of pharmaceuticals access the Mar Menor lagoon

annually through the EI Albujon.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896971400607X
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2.4. Entrada de contaminantes por via aérea en el entorno del mar menor

La determinacion de la presencia y concentracion de contaminantes organicos en aire se
realiza con diferentes tipos de muestreadores, usando materiales especificos segun las
propiedades de los grupos de contaminantes en estudio. En general, son muchos los
contaminantes que pueden ser muestreados en el aire de forma activa o pasiva. El
muestreo de forma activa utiliza un sistema de bombeo introduciendo aire hacia los
materiales donde los contaminantes quedaran atrapados. Estos dispositivos suelen ser
caros, necesitan mantenimiento, una fuente eléctrica y un operador experimentado y
debido a sus dimensiones y peso no pueden ser usados en cualquier sitio. Sin embargo
sirven para calibrar los muestreadores pasivos y proporcionan concentraciones absolutas
ya que el volumen muestreado es conocido. También se pueden obtener diferentes
fracciones de contaminantes segln su tamafio y la fase donde estan disueltos. El
procedimiento pasivo de captacion de muestras tiene su fundamento en los fenémenos
de difusién y permeacion, por los cuales las moléculas de un gas, que estan en constante
movimiento, son capaces de penetrar y difundirse espontaneamente a través de la masa
de otro gas hasta repartirse uniformemente en su seno, asi como de atravesar una
membrana sélida que le presente una determinada capacidad de permeacion (Sanchez,
2013). Los muestreadores pasivos comprenden cualquier técnica de muestreo que
permite la transferencia libre de una sustancia desde el medio de muestreo (aire, agua o
suelo) al medio colector. Con ellos se puede analizar de presencia o ausencia de
contaminantes, estudiar la variacion espaciotemporal de contaminantes en el ambiente,
evaluar el destino de contaminantes y el transporte entre compartimentos ambientales y
evaluar la toxicidad de los contaminantes biodisponibles en los extractos obtenidos de los
muestreadores pasivos.

El litoral del Mar Menor es una de las 6 zonas en las que se divide la Regién de Murcia
para el estudio de la calidad el aire segln sus caracteristicas geograficas, las actividades
humanas y ambientales que se desarrollan, y la dindmica de contaminantes que
condiciona la calidad del aire y el tipo de contaminacion predominante. La zona del Mar
Menor asociada a esta red es una gran area de aproximadamente unos 2.441 Km? que
comprende toda la franja costera desde el limite suroeste hasta el limite este con la
Comunidad Valenciana a excepcion de dos espacios que son Cartagena y Escombreras.
Sin embargo esta red de vigilancia no incluye compuestos tales como los plaguicidas que
son usados en el campo de Cartagena u otros procedentes de las emisiones industriales
del entorno, a los que por consiguiente la poblacién puede estar expuesta en esta zona.
De hecho se constatdé la presencia de 73 compuestos volatiles pertenecientes a 18

familias (&cidos carboxilicos, alcoholes, aldehidos, alquilbencenos, BTEX, cetonas,
-57-



Entrada de contaminantes organicos al Mar menor

ésteres, éteres, ftalatos, glicoles, PAHs, hidrocarburos ciclicos, hidrocarburos lineales,
nitrogenados, silanoles, siloxanos, sulfurados y terpenos) en un estudio reciente en el
entorno de San Pedro del Pinatar (PINACOV, 2009). Entre estos 73 compuestos se
hallaban compuestos inocuos, téxicos agudos, toxicos crénicos, cancerigenos probados,

cancerigenos probables y odoriferos desagradables u ofensivos.

La distribucion de contaminantes organicos en aire se ha determinado en 6 puntos
(Figuras 2.5 y 2.6) del perimetro del Mar Menor mediante muestreadores pasivos
compuestos de espumas de poliuretano. El primer punto (Al) se situ6 al norte del Mar
Menor en Lo Pagan, concretamente en la terraza del propio Centro Oceanografico de
Murcia (COMU). El segundo punto de muestreo se establecié en la playa de la Hita, junto
al aeropuerto de San Javier-Murcia. El siguiente punto se situé al oeste de la laguna, en
el centro de Los Alcazares (A3), concretamente en la terraza de un edificio situado en
primera linea de playa. El cuarto punto de muestreo se ubicé en la entrada de Los
Urrutias, en una parcela previa al entorno urbano (A4). El quinto punto de muestreo se
establecié en el sur de la laguna, concretamente a las afueras de Mar de Cristal. Por
ultimo se fij6 otro punto en el este del perimetro lagunar, en la Manga del Mar Menor, en

una zona libre del apantallamiento urbano.

Cdédigo de la muestra

.
R. De El Albujé 3 Muestreadores pasivos
2 Muestreadores pasivos

1Muestreador pasivo

EDAR

* Rambla

Parque Natural

AreaUrbana

BXA
@ Aeropuerto
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Figura 2.5. Situacion y numero de los muestreadores pasivos colocados en el perimetro del

Mar Menor.

Figura 2.6. Puntos de muestreo aéreo alrededor del Mar Menor y detalle del interior de un
muestredor pasivo.

Estos muestreos se realizaron en las cuatro estaciones del afio para evaluar las
diferencias estacionales en la presencia y distribucién de plaguicidas y PAHs. La
estimacion de las tasas de muestreo que permiten determinar la concentracion en aire se
han realizado utilizando en paralelo un muestreador activo, tipo DIGITEL-80 de la
Universidad de Alicante (Figura 2.7). Este muestreador ademas de utilizarse para calibrar
los muestreadores pasivos permitié evaluar por separado las concentraciones en la fase
particulada y disuelta del aire. Con el conjunto de resultados obtenidos se ha elaborado
un articulo (Anexo |) que esta pendiente de envio para su publicacion en una revista
sobre contaminacion atmosférica de alto indice de impacto como Atmospheric

Environment.

Figura 2.7. Fotos del muestreador activo DIGITEL-80 utilizado en este estudio. Foto
Izquierda: instalado en el Centro Oceanogréafico de Murcia (agosto 2009). Foto Derecha:
instalado en edificio de Los Alcéazares (enero 2010).
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2.5. Recapitulacién

La caracterizacion de las principales vias de entrada de contaminantes organicos (rambla
del Albujén y deposicién atmosférica) ha requerido la optimizacion y validacion de varios
procedimientos de extraccidén y andlisis. Para ello se optimizé un método analitico para la
determinacion simultdnea de un total de 82 contaminantes organicos regulados y
plaguicidas de uso actual en agua superficial mediante SBSE/GC/MS. En este
procedimiento se incorporaron nuevos plaguicidas de uso actual detectados al realizar un
barrido en las muestras de la rambla del Albujén. Ademas, se estudio el efecto de la
filtracion de las muestras y la presencia de solidos en suspension en muestras de aguas

superficiales.

Para el andlisis de farmacos en agua superficial se filtraron las muestras a través de un
fitro de nylon de 0,45 pm, y a continuacion se llevd a cabo la purificacion y
preconcentracibn de la muestra mediante extraccion en fase solida (SPE). La
determinacién simultanea de 69 compuestos farmacéuticos se llevdo a cabo mediante
cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a espectrometria de masas-

masas.

La extraccién de los contaminantes organicos regulados y plaguicidas de uso actual
adsorbidos en el poliuretano o asociados a la fraccién particulada se realiz6 con
extraccion con disolventes presurizados con hexano y los extractos obtenidos se

analizaron por cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC/MS).

Como resultado del trabajo de investigacién desarrollado en este capitulo, se han
detectado por vez primera en el tramo final de la Rambla de EI Albujén una gran cantidad
y variedad de contaminantes organicos tanto regulados como emergentes, incluyendo
plaguicidas de uso actual y farmacos. Concretamente se ha caracterizado la distribucién
de plaguicidas organoclorados, organosfosforados y de uso actual, aditivos de
plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, triazinas, y farmacos en agua
superficial, identificando en cada caso el impacto de la actividad agricola, industrial y
urbana, principalmente a través de la Estaciobn de Depuracién de Aguas Residuales
(EDAR) de Los Alcazares como principal foco de este tipo de polucion. En el articulo
publicado sobre la entrada de contaminantes organicos solo se incluyeron los datos del
primer afio de muestreo (primavera de 2009 a invierno de 2010), y por ello en este

apartado se va a describir la entrada total de contaminantes considerando también la
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segunda anualidad. En el caso del articulo de los farmacos ya se incluyeron los datos de

ambas anualidades y no es necesario por tanto afiadir informacién adicional.

El origen de los plaguicidas es eminentemente agricola habiéndose detectado diversas
fuentes a lo largo del tramo final de la rambla del Albujon, aunque también se confirmaron
para algunos de ellos aportes desde la EDAR de Los Alcdzares. Sin embargo en el caso
de los farmacos la principal fuente la constituyeron las descargas de la EDAR de Los
Alcazares, aunque también se detecto la presencia de algunos farmacos aguas arriba de
este punto de descarga. Asi el hecho de detectar plaguicidas y farmacos aguas arriba del
canal de drenaje D-7 (RA1) de los vertidos de la EDAR de Los Alcazares confirmé la
existencia de otras fuentes de contaminacion. También se evalu6 la entrada desde la
propia rambla del Albujén (RA4) al flujo principal proveniente del canal D-7 y del colector
de la rambla de Miranda (RA7). De hecho el 41,5% de los farmacos cuantificados en
otofio de 2010 (acetaminofén, ibuprofeno, propifenazona, atorvastatina, pravastatina,
alprazolam, citalopram, diazepam, lorazepam, cimetidina, famotidina, ranitidina,
metoprolol, irbesartan, clopidogrel, salbutamol y levamisol) accedieron exclusivamente a
través de RA4. Para el caso de contaminantes regulados y plaguicidas de uso actual
(Tabla 2.1) también se confirmo la entrada de contaminantes desde la rambla de Miranda
(RA7), detectandose el nUmero mas alto de compuestos en verano de 2010 (fenantreno,
antraceno, atrazina, cianofés, propizamida y miclobutanil). Sin embargo ningan farmaco
se encontrd6 exclusivamente en RA7, al contrario que los plaguicidas, ya que la
procedencia de estas aguas no parece tener un origen urbano (escorrentia de la rambla

de Miranda y rechazo de desaladoras).

La distribucion de contaminantes a lo largo del canal de drenaje D-7 y la parte final de la
rambla del Albujén dio como resultado que los compuestos detectados con mayor
frecuencia fueron propizamida (73%), pireno (75%), terbumetén (77%), desetil
terbutilazina (89,5%), flutolanil (91,5%), terbutilazina, clorpirifés y tributilfosfato (100%) por
parte de los contaminantes regulados y plaguicidas de uso actual. Para los productos
farmacéuticos los mas comiunmente detectados fueron antibiéticos (azitromicina 89,1%,
claritromicina 73,3%, sulfametoxazol 100% y trimetropina 97,6%), farmacos psiquiatricos
(carbamazepina 100%), reguladores lipidicos (bezafibrato 100%, gemfibrozil 72,2%),
antihipertensivos (valsartan 73% e hidroclorotiazida 89,7%) antiinflamatorios (diclofenaco
94,5%, ketoprofeno 100%, naproxeno 92,1%, fenazona 95,2% y acido salicilico 100%),
agente antiplaquetario (clopidogrel 74,2%), antihelmintico (tiabendazol 100%) y beta

blogueantes (metoprolol 84%, propanolol 72,3% y sotalol 84,1%). Las concentraciones
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mas altas de farmacos se encontraron en RA2 (azitromicina 16,6 pug L y desetil
terbutilazina 0,79 pg L?), aguas debajo de la descarga de la EDAR de Los Alcazares.

Tabla 2.1. Contribucion de los puntos de muestreo RA4 (rambla del Albujon) y RAY
(entubaciéon de la rambla de Miranda) al cauce principal. Contribuciones expresadas en

porcentaje frente al flujo total en cada estacion del afio.

Primavera [e]{e]q[o] Primavera Verano Otofio
2009 2009 2010 2010 2010

RA4 RA4 RA4 RA4  RA7 RA4 RA7 RA4 RA7 RA4  RA7
(%) (%) (%) ) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Organoclorados
B-Endosulfan - - - - - - - - - - -
B-HCH - - - - - - 30,6 - - - -
Aldrin - - - 100,0 - - - - - - -
Endrin - - - - 100,0 - - - - - -
Lindano - - - - - - - - - - -
p,p’-DDD - 100,0 - 100,0 - - - - - - -
p.p"-DDE - 100,0 - - - - - - - - -
PCBs
PCB 52 - 2,9 - - - - - - - - -
PCB 118 - 13,9 - - 100,0 - - - - - -
PCB 138 - 100,0 - - - - - - - - -
PCB 153 - 100,0 - - - - - - - - -
PCB 180 - 100,0 - - - - - - - - -
PAHs
Acenafteno - 100,0 53 100,0 2,1 - - 20,6 - 0,3 100,0
Acenaftileno - 29 3,9 30,6 100,0 - - - - - -
Antraceno - - - - - - - 100,0 - - -
Benzo(a)
antraceno - 100,0 - - - - - - - - -
Benzo(a)
pireno - 8,0 - - - - - - - - R
Benzo(e)
pireno - 8,5 - - - - - - - - -
Benzo(b)
fluoranteno - 11,6 - - - - - - - - -
Benzo(ghi)
perileno - 8,1 - - - - - - - - -
Benzo(k)
fluoranteno - 12,1 - - - - - - - - -
Criseno - 8,1 - - - - - - - - -
Dibenzo
antraceno - - - - - - - - - - -
Fenantreno - 0,8 - - - - 100,0 - - - 100,0
Fluoranteno - 1,9 - - 1,9 - 51,0 386 23,7 0,7 89,6
Fluoreno - 0,4 - 116 4,1 0,4 100,0 81,2 - - 94,1
Indeno
pireno - 7,9 - - - - - - - - -
Naftaleno - 6,1 - 100,0 0,8 0,7 596 29,0 48 0,7 789
Pireno - 1,8 11,9 100,0 - - 61,6 - - 1,0 -
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Tabla 2.1 (cont.). Contribucidn de los puntos de muestreo RA4 (rambla del Albujéon) y RA7
(entubacion de la rambla de Miranda) al cauce principal. Contribuciones expresadas en
porcentaje frente al flujo total en cada estacién del afio.

2009 2009 2010 2010 2010
RA4 RA4 RA4 RA4 RA7 RA4 RA7 RA4 RA7 RA4 RA7
(%) (%) ) B ) ) (B ) ) () (%)

Triazinas
Ametrina - - - - - - - - - - -
Atratéon - 1,2 100,0 - - - - - - - -

Atrazina - - - - - - 25,2 - 16,3 - -
Desetil
terbutilazina 0,2 - - 0,2 1,8 - 21,4 - 7,1 0,7 2,2

Prometén - - - - - - - - - - -
Prometrina - - - - - - - - - - -
Propazina - - - - - - 1000 - 1000 - -
Secbumeton - 19,7 - - - - - - - - -
Simazina - - 0,5 - - - - - - - -
Simetrina - 51 - - - - - - - - -
Terbumetén - - 0,2 0,2 0,4 - - - - - 25
Terbutilazina 2,3 3,2 1,4 216 05 - 18,9 43,0 3.2 1,2 7,0
Terbutrina - - - - - - 372 974 0,2 7,6 32,9
Organofosforados

Cianofos - 0,1 - - - - - - - - -
Clorfenvinfos - - - - - - - 100,0 - - -
Clorpirifos - 1,3 6,7 229 08 0,1 648 28 4,8 1,0 54,8
Diazinén - - 6,3 40,4 - - 27,8 229 - 100,0 -
Disulfotén - - - - - - - - - - -
Etoprofos - - - - - - - - - - -
Fenclorfds - - - - - - - - - - -
Fensulfotion 100,0 - - - - - - - - - -
Fention - - - - - - - - - - -
Forato - - - - - - - - - - -
Metil clorpirifés - - - - - - 1000 71 2,4 - -
Metil paration 0,2 - - - - - - - - - -
Sulprofés (Bolstar) - - - - - - - - - - -
Tetraclorvinfos - - - - - - - - - - -
Tokution (protiofds) - - - - - - - - - - -
Tricloronato - - 2,2 - - - - - - - -
Miscelanea

4-n-Nonilfenol - - - - - - - - - - -
Alacloro - - - - - - - - - - -
Benalaxil - - 100,0 - - - - - - - R
Boscalid (nicobifen) - - 28,0 - - - 100,0 - - 100,0 -
Ciprodinil - 12,3 - - - - 49,7 100,0 0,6 6,2 -
Dimetil clortal - - 18,8 43,5 0,6 - - 24,1 3,4 100,0 -
Flutolanil - - 4,0 8,7 2,8 04 257 995 02 448 721
Miclobutanil - - 100,0 - - - - 100,0 - 100,0 -
Oxifluorfen - 20,1 100,0 - - - 55,4 - 214 0,2 16,7
Pendimetalina - 1,4 4,1 - - - 24,0 7,1 0,7 0,0 2,5
Procimidona - - 100,0 - - - - - - - -
Propizamida 36,4 - 14,3 27,6 - 100,0 - 10,0 0,5 0,8 -
Tributilfosfato 0,1 - 5,0 978 14 - 100,0 100,0 - - 100,0

-64 -



Capitulo 2

Considerando Unicamente los muestreos semanales en la desembocadura de la rambla
(RABG) y por tanto con una mayor representatividad temporal, los contaminantes regulados
y plaguicidas de uso actual detectados con mayor frecuencia (> 70%) fueron flutolanil
(94,5%), desetil terbutilazina (93,7%), terbumeton (84,5%), clorpirifés (75,3%),
terbutilazina (73,7%) y dimetil clortal (73,1%). Mientras que por parte de los productos
farmacéuticos predominaron los antibiéticos (azitromicina 80%, sulfametoxazol 100% y
trimetropina 100%), los farmacos psiquiatricos (carbamazepina 98,8%), los reguladores
lipidicos (bezafibrato 90,5%, gemfibrozil 87,3%), los antihipertensivos (valsartan 95,4% e
hidroclorotiazida 100%), los diuréticos (torasemida 73,5%), antiinflamatorios (diclofenaco
100%, ketoprofeno 100%, naproxeno 98,8%, fenazona 95% Yy acido salicilico 100%), el
antihelmintico (tiabendazol 100%) y los B-bloqueantes (metoprolol 71,4%, y sotalol
85,4%). Las concentraciones mas altas correspondieron a clorpirifés (23 pg L) y
azitromicina (11,2 ug L) que se encontraron en RA6 durante los muestreos semanales

en otofio de 2010 y en primavera de 2010 respectivamente.

Las concentraciones de contaminantes organicos mostraron variaciones diarias y
estacionales significativas, evidenciando que un muestreo puntual de agua superficial no
es representativo en este tipo de sistemas, siendo para ello necesario obtener una serie
temporal suficientemente representativa como la realizada en este estudio o una muestra
integrada (muestreador pasivo, biota o sedimento). Considerando la entrada semanal de
contaminantes al Mar Menor en la desembocadura de la rambla del Albujén en cada
estacion del afio se estimé la entrada de un total de 27,4 kg afio? de contaminantes
organicos hacia el Mar Menor (Tabla 2.2), de los que 11,4 kg correspondieron a farmacos
y el resto a los demas contaminantes considerados en este estudio. Los insecticidas y
herbicidas supusieron un 26,9% y un 27% del total de contaminantes evaluados
respectivamente y los antibiéticos un 19%. Los insecticidas mas abundantes fueron
clorpirifos (5,6 kg) y metil clorpirifés (1 kg), registrandose para el primero una entrada a lo
largo de todo el afio, ya que es un insecticida de amplio espectro. Con respecto a los
herbicidas las principales entradas se observaron para la terbutilazina y su intermedio de
degradacion desetil terbutilazina (2,7 kg), pendimetalina (1,7 kg) y terbutrina (1,3 kg).
Estos resultados son consecuencia de la intensa actividad agricola que rodea al Mar
Menor, que rota cultivos a lo largo de todo el afio gracias al clima benigno de esta zona y
evidencian su potencial influencia en este ecosistema.

La mayor parte de la entrada anual de farmacos la constituyeron los antibiéticos que
representé el 45,6%, seguido de los antihipertensivos (37,9%) y antiinflamatorios y

farmacos no esteroideos (10%). En el caso de los farmacos fueron tres los que superaron
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el kilogramo en la entrada anual hacia el Mar Menor: azitromicina (4,2 Kkg),
hidroclorotiazida (1,9 kg) y valsartan (1,8 kg). Estas importantes descargas reflejan el uso
regular por parte de la poblacion de los antibidticos, que no son eliminados por los
tratamientos de aguas residuales convencionales y la patologia cardiaca como fuente
principal de enfermedad croénica de la poblacion.

La entrada de contaminantes presenté variaciones significativas segun la época del afio.
En primavera predominaron los insecticidas (40,3%) y los antibiéticos (40,5%), mientras
que en verano los herbicidas supusieron un 25,8%, los diuréticos un 19,8% vy los
antihipertensivos un 28,1%. En el caso de las estaciones mas frias (otofio e invierno)
predominaron los herbicidas (76,1%) y los analgésicos/antiinflamatorios (10,7%) en
otofio, y en invierno predominaron los herbicidas (36,8%) seguidos de insecticidas
(28,6%). Las maximas concentraciones en primavera se observaron para la azitromicina
(11.204,7 ng L) y desetil terbutilazina (386,86 ng L), en verano para la azitromicina
(1.272 ng L) y el metil clorpirifés (1.561 ng L?), en otofio también para la azitromicina
(162,9 ng L) y clorpirifés (23.017,1 ng L) y finalmente en invierno claritromicina (710,5
ng L) y terbutrina (4.968,3 ng L1).

En cuanto a su persistencia (resistencia a la atenuacién) a lo largo del cauce estudiado
(canal de drenaje D-7 y tramo final de la rambla del Albujon), en los farmacos se encontré
que los antibiéticos (sulfametoxazol y trimetropina), farmacos psiquiatricos
(carbamazepina y lorazepam), reguladores lipidicos (gemfibrozil y bezafibrato), diuréticos
(torasemida e hidroclorotiazida), antiinflamatorios (fenazona y diclofenaco) y los
antihipertensivos (irbesartan y valsartan) fueron los mas persistentes (< 30% de
atenuacion entre RA2 y RAB6). Asi los farmacos menos persistentes (macrélidos y
especialmente B-bloqueantes) mostraron una marcada estacionalidad en su entrada a la
laguna en primavera. Sin embargo en verano como consecuencia del turismo la
poblacion aumenta por mas de 10 veces en el Mar Menor, fue cuando se constatd la
mayor entrada en los farmacos mas persistentes como las drogas psiquiatricas,
antihipertensivos o diuréticos. Por ultimo, los farmacos antiinflamatorios prevalecieron en
otofio, mientras que en invierno hubo mas grupos de farmacos que entraron a la laguna
como, antihipertensivos, antibidticos y antiinflamatorios y farmacos no esteroideos. En
cuanto a los contaminantes organicos regulados y plaguicidas de uso actual las menores
atenuaciones (mayor persistencia) se encontraron en herbicidas (terbutrina, terbutilazina,
propizamida, flutolanil y dimetil clortal), insecticidas (clorpirifés y diazinén) y en el

plastificante y aditivo tributilfosfato (Figura 2.9).
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Figura 2.8. Atenuacion de contaminantes (A = Clorpirifos; B = Terbutilazina; C =

Tributilfosfato) a través del canal de drenaje D-7 y rambla del Albujon
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Tabla 2.2. Tabla de entrada estacional y anual de contaminantes organicos regulados y

CUPs. Los calculos estan hechos en base a entradas semanales (1 semana de muestreo

con 3tomas de muestras diarias).

APORTE TRIMESTRAL (g) (con datos semanales)

Invierno Primavera Otofio
ANALITO 2010 2010 010 OTA
Herbicidas
Atrazina 0,0 7.4 14,7 4.8 26,9
Desetil terbutilaz. 936,3 705,6 418,6 184,9 2245,4
Dimetil clortal 0,0 6,0 5,2 0,9 12,0
Oxifluorfen 0,0 162,9 0,0 2,1 165,0
Pendimetalin 0,0 2,9 119,2 1635,3 1757,3
Prometrina 0,0 0,7 0,0 0,0 0,7
Propazina 0,0 0,0 0,9 2,9 3,8
Propizamida 0,0 241,0 60,0 29,8 330,8
Simazina 0,0 740,9 15,4 0,0 756,2
Simetrina 0,0 2,6 0,0 0,0 2,6
Terbumetén 189,7 14,4 38,0 10,8 253,0
Terbutilazina 32,5 305,5 140,8 34,3 513,1
Terbutrina 0,0 1316,9 13,1 3,8 1333,9
Subtotal 1158,4 3506,8 825,9 1909,7 7400,7
Insecticidas
Cianofos 0,0 574,3 0,0 0,0 574,3
Clorfenvinfés 0,0 150,9 0,0 0,0 150,9
Clorpirifés 161,5 1133,6 4309,3 11,6 5616,0
Metil clorpirifés 78,2 858,9 97,5 0,0 1034,7
Tokution 50,2 0,0 0,0 0,0 50,2
Tricloronato 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0
Subtotal 289,9 2718,8 4406,8 11,6 7427,1
Fungicidas
Benalaxil 0,0 175,9 0,0 0,0 175,9
Boscalid (nicobifen) 25,5 187,2 2,0 9,4 224,1
Ciprodinil 0,0 0,0 0,5 3,3 3,8
Flutolanil 443 8,6 49,2 47,2 149,3
Miclobutanil 0,0 0,0 0,0 9,4 9,4
Procimidona 0,0 177,7 0,0 0,0 177,7
Subtotal 69,8 549,4 51,6 69,3 740,1
Aditivo pesticidas
Tributilfosfato 25,5 243,0 54,1 12,1 334,7
PAHs
Acenafteno 0,0 6,6 0,0 0,0 6,6
Acenaftileno 0,0 1,8 0,0 0,0 1,8
Naftaleno 0,0 13,1 0,0 0,0 13,1
Pireno 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9
Subtotal 0,0 22,5 0,0 0,0 225
B-HCH 0,0 0,0 10,8 0,0 10,8
TOTAL (Q) 1543,6 7040,4 5349,3 2002,6 15936,0
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En todos los casos hay una clara influencia de las condiciones fisicoquimicas del medio
en la persistencia de los contaminantes, favorecida por las singularidades de este entorno
como la alta irradiacion solar, la temperatura (proxima a 30°C en algunos puntos en
verano), la reducciébn de la concentracion de los contaminantes susceptibles de
volatilizacién, la sorcion, la fotodegradacién y/o degradacion bioldgica. Estas condiciones
han podido reducir la entrada de contaminantes al Mar Menor especialmente en verano

que es la época en la que hay una mayor poblacién en el entorno lagunar.

El efecto de las riadas en la entrada de plaguicidas se evalud, obteniéndose que
aportaron un 68% de los contaminantes en forma disuelta durante ambos episodios
torrenciales, y constituyeron mas del 90% de la entrada total anual de contaminantes
hacia el Mar Menor. Estos resultados evidencian la gran importancia que tienen los
episodios de lluvias torrenciales en el aporte de contaminantes, especialmente en areas
semiaridas con baja pluviosidad como el &rea de estudio. Los contaminantes mayoritarios
encontrados en las riadas fueron los plaguicidas de uso actual, como el clorpirifés y el
naftaleno por parte de los contaminantes regulados. En el siguiente capitulo se
describiran los datos del balance completo de la entrada de contaminantes procedentes
de estas riadas, considerando tanto los aportes en fase disuelta como asociados a los
sélidos en suspension.

Las concentraciones observadas en la rambla se han comparado con los criterios de
calidad ambiental disponibles (Environmental Quality Criteria, EQS) establecidos por la
Union Europea y por el gobierno de Espafia para los sistemas hidricos (Real Decreto
60/2011). El 29% de las muestras analizadas en verano de 2009 presentaron unos
valores de concentracion para clorpirifés mayores que los EQS (concentracibn maxima
admisible). En el caso de los productos farmacéuticos no existe una legislacion sobre sus
riesgos ambientales, por lo que en su caso se calcularon los cocientes de riesgo (HQSs).
Atendiendo a estos criterios cuatro farmacos (acetaminofén, gemfibrozil, bezafibrato y
claritromicina) presentaron valores mayores de 1, o que puede llevar asociado un riesgo
ecoldgico, y consecuentemente futuros estudios de los potenciales riesgos que
representan deberian llevarse a cabo. Sin embargo estos riesgos deben ser inferiores en
la actualidad, al menos para los farmacos, ya que desde abril de 2015 se esta

reutilizando el efluente de la EDAR de Los Alcazares para riego agricola.

Por primera vez se ha caracterizado la distribucién y variacion estacional de la
concentracion de PAHs, OCPs, PCBs y plaguicidas de uso actual en aire utilizando tanto
muestreadotes pasivos como activos (Anexo 1). Las tasas de muestreo de los
muestreadotes pasivos se calibraron con el muestreador activo en verano e invierno, que
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ademas permitié analizar separadamente en aire la fraccion disuelta y la particulada. En
la fraccion particulada y sobre todo en la fase disuelta se encontraron 32 contaminantes
pertenecientes a PAHs, PCBs y plaguicidas de uso actual. Del estudio llevado a cabo en
aire se ha caracterizado la presencia y distribucién de PAHs, OCPs, PCBs y plaguicidas
de uso actual en 6 puntos alrededor del Mar Menor mediante el uso de muestradores
activos a lo largo del afio 2010. En el caso de los muestreadores pasivos se detectaron
28 compuestos, en su mayoria coincidentes con los encontrados con el activo. Los
contaminantes mas abundantes fueron el clorpirifés, el metil clorpirifés y el fenantreno
con un porcentaje de deteccidbn superior al 95%. Las concentraciones mas altas
encontradas correspondieron al fenantreno (6000 pg m3) y al clorpirifés (4900 pg m3).
Las concentraciones mas altas de PAHs se localizaron cerca del aeropuerto de San
Javier mientras que las concentraciones mas altas de herbicidas se localizaron en las
zonas anexas a campos de cultivo. Ademas se constaté una clara estacionalidad en la
deteccidn de los contaminantes, detectdndose las mayores concentraciones de PAHs y
herbicidas en invierno mientras que los insecticidas, como el clorpirifés, prevalecieron en

otofio.

En este capitulo se ha caracterizado la entrada de contaminantes regulados y
emergentes a través de la rambla del Albujon y se han identificado sus principales
fuentes. El gran esfuerzo de muestreo y analitico ha permitido aportar estimaciones
representativas de la entrada anual de pesticidas, PAHs, PCBs y farmacos a la laguna.
También se ha confirmado la presencia de pesticidas y PAHs en aire, susceptibles por

tanto de ser transferidos al Mar Menor por deposicion seca y/o hUmeda.
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3.1. Antecedentes

3.1.1 Estudios previos de contaminacién en el Mar Menor

El interés por la calidad ambiental del Mar Menor ha movido a la comunidad cientifica y a
los organismos competentes a realizar estudios de su estado, aunque centrados
fundamentalmente en los efectos de la eutrofizacién y de los metales traza. De hecho los
estudios sobre aportes de nutrientes a la laguna muestran las importantes cargas de
estos y la relacién directa entre aportes antropogénicos y eutrofizacién (Pérez-Ruzafa et
al., 2002; (Garcia et al., 2005; Alvarez-Rogel, 2006; Velasco et al., 2006; Garcia-Pintado
et al., 2007, 2009). Los metales traza se llevan estudiando desde los afios setenta y aln
hoy en dia se detectan en el agua, los sedimentos, productores primarios, invertebrados y
peces. Durante los episodios de lluvias torrenciales las concentraciones aumentan de
forma brusca y donde las aguas son toxicas durante varios dias (Marin Guirao, 2007,
Benedicto et al., 2009).

Como ya se avanzo previamente, se producen entradas de plaguicidas al Mar Menor a
través de la rambla de la Carrasquilla y la rambla del Albujon (Pérez-Ruzafa et al., 2000)
en donde ademas también analizaron aguas y sedimento marinos. En agua de mar sélo
se detectaron 8-HCH y a y B-endosulfan. En la zona correspondiente al entorno marino
en las proximidades de las ramblas, la rambla del Albujon presenté las mayor de
concentracion de d-HCH (1,2 yg L?). En el caso de los sedimentos de la zona de la
rambla del Albujén se encontraron tres compuestos mas (aldrin, aldehido de aldriny p,p’-
DDE) ademas de 0-HCH y a y B-endosulfan, que en la zona de la Carrasquilla. La
concentracion mas alta en sedimentos marinos se encontré en la zona del Albujén para el

a-endosulfan (420 ng gb).

En cuanto al estudio de Fenoll y Saez, (2009) s6lo encontraron en ocasiones esporadicas
y después de eventos de tormentas importantes el herbicida terbutilazina en muestras de
agua de mar y no encontraron ningun compuesto de los que ellos analizaron en muestras

de sedimento marino.

De los estudios anteriores se constata la poca cobertura espacial en la laguna del Mar
Menor, que limita su representatividad. Esto es especialmente relevante en un sistema
semiconfinado como el Mar Menor que esta sometido a una alta variabilidad espacio-
temporal, por lo que para un mejor conocimiento se hace necesaria una mayor cobertura
espacial del agua y sedimento en diferentes épocas del afio. Este estudio debe incluir

agua y sedimento cubriendo la laguna en su totalidad y s6lo en las zonas cercanas las
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desembocaduras como se ha hecho hasta ahora, para realizar una evaluacion integral de

la contaminacion.

3.1.2. Métodos analiticos para determinacion de contaminantes

Como consecuencia de todos los procesos que actian de forma simultanea sobre los
contaminantes organicos, estos suelen estar presentes en el medio a bajas
concentraciones (microcontaminantes), por lo que es necesario disponer de métodos
analiticos precisos y sensibles para su determinacion en diversas matrices ambientales.
Sin embargo, la complejidad y diversidad de las matrices ambientales y la baja
concentracion en la que generalmente se encuentran estos compuestos dificulta la
consecucion de este objetivo. Las interferencias se suelen minimizar mediante etapas
previas de purificacion y separacién de los analitos de interés. Estas etapas se utilizan
también para mejorar la sensibilidad concentrando en un extracto final de menor masa o
volumen la cantidad de analito presente inicialmente en la muestra. La identificacion y
cuantificacibn de los contaminantes se realiza habitualmente por métodos
cromatogréficos. En general la metodologia analitica optimizada y desarrollada en esta
Tesis consta de una etapa de extraccion, la purificacion del extracto obtenido, la
preconcentraciéon de los analitos y finalmente su determinacién mediante la técnica
cromatogréfica mas adecuada (liqguida o de gases) con el sistema de deteccion mas
sensible disponible. A continuacién se van a describir de forma general las distintas
técnicas de extraccion, purificacion y andlisis que han sido aplicadas en esta Tesis para
muestras de agua y sedimento, y en cada linea de trabajo especifica se detallara el

procedimiento completo aplicado.

Extraccion y purificacion de contaminantes en agua. Los contaminantes organicos
presentes en las muestras de agua (superficial y marina) de esta tesis se han analizado
mediante la extraccion con barras magnéticas polimerizadas (SBSE, Stir Bar Sorptive
Extraction). Esta técnica desarrollada por (Baltussen et al., 1999) consiste en introducir
en una muestra 0 extracto acuoso una barra magnética recubierta de polidimetilsiloxano
(PDMS) (Figura 3.1), por el que tienen gran afinidad los compuestos organicos con log

Kow SUperior a 2.
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Foto 3.1. Detalle de barra agitadora magnética o Twister®, y agitacién durante la extraccién.

Esta barra se mantiene agitando en la muestra (Figura 3.1 centro y derecha) en las
condiciones idéneas para los analitos considerados, preferiblemente hasta que se
alcanza el equilibrio entre la fase acuosa y el PDMS.

A continuacion la barra magnética polimerizada se retira de la muestra, se enjuaga con
agua bidestilada para eliminar restos de sales y se seca cuidadosamente con un pafio
suave de papel. Los analitos pueden ser desorbidos mediante desorcién térmica de la
barra en la unidad de desorcion (TDU, Thermal Desorption Unit) o desorcion liquida
(TBE, Twister Back Extraction), y posteriormente son introducidos en linea en el inyector
del cromatégrafo de gases o0 analizados mediante cromatografia liquida,
respectivamente. La sencillez de la preparacion de la muestra es otra caracteristica
fundamental de esta técnica, que ademas es potencialmente automatizable. Estas
excelentes propiedades hacen de la extraccion con barras magnéticas polimerizadas una
técnica competitiva, sensible, rapida y sencilla para el analisis de compuestos organicos
volatiles o semivolatiles. Durante los Ultimos afios son muchas mas las aplicaciones de
extraccion por inmersiéon con SBSE en matrices ambientales (Kawaguchi et al., 2006;
Ledn et al., 2003; Ledn et al., 2006; Ochiai et al., 2006) de muy distinta naturaleza (agua,
suero humano, sangre, liquidos alimentarios, extractos de muestras sélidas...). También
se han desarrollado en los ultimos afios procedimientos especificos para agua de mar
(Pérez-Carrera 2009; Martinez et al., 2013; Masia et al., 2014), incluyendo el analisis
simultaneo de PAHs, PCBs, plaguicidas, etc. Estos métodos multirresiduo no son
especificos y son por tanto potencialmente aplicables a otros contaminantes organicos

con log Kow>2.
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Extraccion y purificacién de contaminantes en matrices sélidas. En el analisis de los
contaminantes organicos en matrices solidas ambientales, la preparacion de la muestra
contindia siendo una etapa larga y critica. En pocas ocasiones, las muestras ambientales
pueden ser analizadas directamente, ya que su naturaleza ha de ser compatible con la
técnica de deteccion. Antes de la extraccion la muestra se suele liofilizar, aunque algunos
autores han encontrado pérdidas de contaminantes (PAHs y PCBs) asociadas a este
proceso (Muir y Sverko, 2006). A continuacién la muestra se homogeiniza mediante
molturacién ya sea en molino de bolas o en molinillo eléctrico, para permitir una toma de
muestra representativa y para aumentar el area superficial, lo que facilita la extraccion de

los analitos.

El analisis de los contaminantes requiere de un tratamiento de la muestra cuya etapa
principal es la extraccibn de analitos a partir de la matriz. En esta etapa previa es
fundamental la eleccion de la técnica de extraccion que debe resultar de un compromiso
entre la eficacia y la reproducibilidad de la misma, la facilidad del procedimiento
(considerando coste y tiempo), el grado de automatizacién, las medidas de seguridad y el
namero de muestras que se pueden extraer simultaneamente. La extraccién puede
realizarse mediante distintas técnicas (extraccion Soxhlet, ultrasonidos, extraccion con
disolventes presurizados, microondas, fluidos supercriticos...) y diversas condiciones
extractivas (disolventes, tiempo de extraccion, temperatura, presion...) que permiten
extraer compuestos de muy distinta volatilidad y polaridad. La relaciéon de polaridad entre
el analito y disolvente constituye un parametro clave en las condiciones de extracciéon
(“Semejante disuelve a semejante”). Asi determinados compuestos volatiles se podran
extraer en su mayoria usando disolventes organicos polares, mientras que para

compuestos mas hidrofébos se emplearan disolventes mas apolares.
La extraccidon Soxhlet (Figura 3.1 A), consiste en una serie sucesiva de extracciones

liguido-sélido en un sistema cerrado, en el que se produce un ligero calentamiento de los

analitos, por tanto no puede ser empleada para compuestos termolabiles.
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Figura 3.1. Sistema de extraccidon Soxhlet (COMU) (A); Sistema PLE (Institut Catal4d de
Recerca de L'Aigua) (B); Sonda de ultrasonidos (COMU) y detalle columnas de alimina (D)

empleados en esta tesis.

Ademas no es un procedimiento rapido ya que requiere horas de extraccion ni facilmente
automatizable, y requiere el uso de grandes volimenes de disolventes organicos. Esta
extraccion suele ser la técnica estandar a comparar por el resto de técnicas. La tendencia
hacia la que se dirigen los métodos de preparacion de muestras actualmente implica: el
uso de pequefias cantidades de disolventes con el consecuente menor volumen de
residuos, menor tiempo posible a que se vea sometido el analista expuesto a disolventes

peligrosos y menores costes operacionales.

La extraccion por ultrasonidos consiste en el uso de ondas de sonido con frecuencias
superiores a 16 KHz para facilitar la extracciéon de los analitos por el disolvente adecuado,
debido a la energia suministrada y a la gran area de superficie de contacto entre la
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muestra solida y el liquido (Figura 3.1 C). El tiempo requerido para el procesamiento de

una muestra es inferior al del la extraccién Soxhlet.

Por su eficiencia, rapidez y posibilidad de automatizacién en los dltimos afios se esta
consolidando el empleo de la técnica de extraccion con disolventes presurizados
(Pressurized Liquid Extraction, PLE) (Figura 3.1 B). La aplicacién de elevada presion y
temperatura, permite mantener el disolvente en estado liquido por encima de su punto de
ebullicion con un menor volumen de disolventes usados comunmente en el Soxhlet. Esta
extraccion permite obtener extracciones cuantitativas, en algunos casos, en menos de 15
minutos. La elevada temperatura a la que se somete la muestra durante la extraccion,
cuando la comparamos con la extraccién convencional Soxhlet, incrementa la capacidad
del disolvente para solubilizar el analito, y la elevada presién incrementa la velocidad de
difusién en los poros de la matriz, facilitando la transferencia de masa del analito en el
disolvente extractante. Al incrementar la temperatura se facilita la ruptura de los enlaces
entre el analito y la matriz, y se disminuye la viscosidad del disolvente con la consiguiente
mejor penetracion en la matriz y por tanto aumento del rendimiento de extraccion. El
rendimiento de la extraccion es superior frente a las realizadas a presion atmosférica y
temperatura ambiente ya que: (a) se incrementa la solubilidad y se mejora la
transferencia de masa y (b) se facilita la ruptura del equilibrio superficial analito-matriz
(Pérez-Carrera, 2009).

La purificacion consiste en la eliminacion de los constituyentes de la muestra que
interfieren en el andlisis de los analitos de interés. El analisis directo después de la
extraccion no es siempre posible sin una limpieza de los extractos ya que pueden llevar
impurezas y coeluyentes de la matriz que pueden ocultar o impedir una adecuada
deteccién sumado a las bajas concentraciones a las que estos analitos se espera que
estén. Para la eliminacion de estas sustancias interferentes existen fundamentalmente la
extraccion liquido-liquido en matrices simples y la extraccion en fase sélida que es la que
permite una mayor selectividad, y por ello, es la de mas extendido uso en muestras
ambientales.

La extracciéon en fase sélida se basa en la interaccién de una sustancia quimica disuelta
en un disolvente y una superficie con propiedades adsorbentes (Figura 3.1 D). La fase
sdlida la constituye un material adsorbente (florisil, alumina, gel de silice...) mientras que

la fase liquida mavil es un disolvente o mezcla de disolventes.
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La separacion de los distintos compuestos de la muestra se basa en su diferente
adsorcion sobre la superficie de un adsorbente, y ello depende, fundamentalmente, de la
polaridad de dichos compuestos. Seguidamente se realiza una etapa de lavado con la
que se pretende desorber las interferencias que hayan podido quedar retenidas.
Finalmente, los compuestos de interés se eluyen mediante el paso del volumen necesario
de una disolucién adecuada. Es por ello que el proceso de extraccién en fase sélida se
puede considerar como una cromatografia de baja resolucién llevada a cabo en dos
situaciones extremas: retencion maxima de los analitos durante el paso de la muestra y
retencién minima durante la elucion. La tecnologia de adsorbentes esta especificamente
y especialmente desarrollada con vistas a conseguir ampliar el rango de polaridades
(Hennion, 1999; Toribio, 2003).

Podemos encontrar una gran variedad de adsorbentes seglin sea la naturaleza de los
analitos a retener. Para los productos farmacéuticos y algunos metabolitos estudiados en
esta tesis se han empleado los polimeros de balance hidrofilicos-lipofilicos en fase
reversa (HLB Oasis® compuesto de un copolimero de divinilbenceno y N-vinilpirrolidona),
gue son humectables en agua, adecuados para la extraccion en fase sélida de todo tipo
de compuestos. Ademas, poseen resistencia a pHs extremos, extraordinaria retencion de
compuestos polares y una capacidad relativa tres veces mayor que la de los rellenos
tradicionales de base silice, como el C18. Este tipo de sorbentes se han usado
satisfactoriamente tanto en analisis de aguas superficiales (Gros et al., 2012) como en
peces (Huerta et al., 2013). Sin embargo en la purificacién de PAHs y organoclorados se
ha utilizado alimina, incluyendo una segunda etapa con gel de silice en el caso de los

organoclorados.

Anadlisis cromatografico de contaminantes organicos. El analisis de los extractos
obtenidos en los distintos procedimientos de extraccién y purificacion se realiza por
cromatografia liquida o de gases con distintos sistemas de deteccion, segun su idoneidad

y selectividad para los contaminantes a determinar (Figura 3.2).

3

) 4

Figura 3.2. Diferentes cromatdgrafos empleados en esta tesis, ubicados en el COMU. A) GC-
MS, B) HPLC-Fluorescencia, C) GC-ECD.
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La cromatografia de gases es una técnica que separa mezclas en componentes
individuales en donde los compuestos a separar se distribuyen entre dos fases: una
estacionaria y otra movil. La separacion depende de los equilibrios de adsorcion-
desorcion de los componentes de la mezcla, entre la fase estacionaria sélida y la fase
movil gaseosa. La fuerza con que un compuesto es adsorbido dependera de la polaridad
de este, de la actividad del adsorbente y de la polaridad de la fase moévil. Es una
separacion en el tiempo y en el espacio en donde la muestra en fase gas pasa a través
de una columna que tiene afinidad por unos compuestos mas que por otros, y el tiempo
de separacion es caracteristico de cada compuesto. Los requerimientos para que una
muestra sea adecuada para su analisis por cromatografia gaseosa son: poseer suficiente
volatilidad, estar libre de residuos y estabilidad térmica.

En esta tesis se han empleado dos tipos de detectores, los detectores de captura de
electrones (ECD) y los de espectrometria de masas (MSD). La cromatografia de gases
acoplada a ECD se empez6 a utilizar en los afios 60 para la deteccion de compuestos
organoclorados mediante el uso de columnas empacadas, posteriormente en la década
de los 80 se empez6 a utilizar las columnas capilares de forma rutinaria (Bassey, 2011).
En un detector ECD se emplea una fuente de de radiacién - que bombardea el gas
portador pasando a través de una camara de ionizacion generandose un plasma de iones
positivos, radicales libres y electrones térmicos. La fuente méas utilizada en este detector
es el 5Ni y como gases (ultrapuros) portadores se pueden emplear el nitrégeno (N2),
hidrogeno (H2) o gases nobles. Es un detector muy sensible capaz de detectar
plaguicidas en matrices ambientales a muy bajas concentraciones (pg-ppm) debido a su
alta afinidad electronica por los halégenos y los grupos nitro.

El uso de un espectrometro de masas como detector en cromatografia de gases data de
los afios 50 a raiz de los trabajos de Roland Gohlke y Fred McLafferty (Muir y Sverko,
2006). El principio basico de funcionamiento se basa en la ruptura molecular de los
analitos en fragmentos ionizados y detectandolos mediante su relacién masa/carga (m/z).
Se compone de una fuente de ionizacién, un analizador (filtro de masas) y un detector
todos ellos situados en un sistema de alto vacio. Es una técnica analitica muy potente
utilizada para identificar compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos y
permite elucidar la estructura quimica de las moléculas. Es un detector universal
(trabajando con barridos completos -modo SCAN) o bien especifico y muy sensible
(trabajando con iones selectivos -modo SIM) aunque presenta una sensibilidad algo

menor que el ECD.
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La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es la técnica de separacibn mas
ampliamente utilizada para compuestos no volatiles. Las razones de su popularidad las
encontramos en su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas,
su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, su
gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria y en muchos
campos de la ciencia. En general es una técnica de separacion para los materiales
menos volatiles e idnicos (aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, drogas, terpenoides, plaguicidas, antibiéticos esteroides...).Esta técnica se
encuadra dentro de la cromatografia de elucién, en donde un liquido (fase mévil) circula
en contacto intimo con un sélido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria). Atendiendo
a la polaridad de la fase estacionaria encontramos dos tipos de cromatografia:
-Cromatografia en fase normal, en donde la fase estacionaria presenta puntos activos de
alta polaridad en donde las interacciones con el analito son especificas.

-Cromatografia en fase reversa en donde la fase estacionaria tiene una naturaleza apolar

y las interacciones con el analito son inespecificas.

Los componentes se separan debido a la diferencia de migracién entre la fase
estacionaria y la fase movil. Hay dos formas de proceder para realizar la separacion,
trabajar en elucién isocratica (un disolvente con composicién constante) o en elucion en
gradiente (se utilizan dos, y a veces mas disolventes con una polaridad significativamente
distinta). La fase movil introduce los analitos en la columna y a través de todo el sistema.
En esta tesis se han empleado dos tipos de detectores con la cromatografia liquida: de
fluorescencia y de masas.

La fluorescencia se basa en la emisién de radiacién de longitud de onda mayor que la
incidente debido a la presencia de determinadas estructuras y grupos funcionales en los
analitos. La fluorescencia mas intensa y la mas (til es la que presentan los compuestos
que contienen grupos funcionales aromaticos. Los compuestos que contienen estructuras
alifaticas y aliciclicas de carbonilo o estructuras con dobles enlaces muy conjugados
pueden presentar también fluorescencia. Una de la caracteristicas mas atractivas de los
métodos de

fluorescencia es su sensibilidad siendo de uno a tres 6rdenes de magnitud mejor que la
de la espectroscopia de absorcion. Sin embargo, la fluorescencia es aplicable s6lo a un
namero limitado de contaminantes como los PAHs que tienen anillos aromaticos, y por
ello la espectrometria de masas se utiliza cada vez mas por su especificidad y validez

para la mayoria de las sustancias.
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Antes de la realizacién de esta Tesis también se contaba con una serie de métodos
validados para matrices sélidas marinas. Concretamente se disponia de un método para
analisis de PAHs en sedimento por HPLC con deteccion de fluorescencia (Ledn et al.,
2014) y otro para organoclorados por GC/MS o GC/ECD (Fernandez et al., 2010). Ambos
métodos son validados regularmente participando en ejercicios internacionales de
intercomparacion como QUASIMEME (Quality Assurance of Information for Marine
Environmental Monitoring in Europe) o IAEA (International Atomic Energy Agency). Otros
grupos de investigaciéon también habian desarrollado procedimientos para analisis de
plaguicidas en sedimentos marinos (Camino-Sanchez et al.,, 2011) y de farmacos en
lodos de EDARs y sedimentos continentales (Jeli¢ et al., 2009). En el primer caso
consistia en una extraccion con ultrasonidos y analisis del extracto obtenido por
SBSE/GC/MS, aunque fue sélo aplicado para sedimentos arenosos. El analisis de
farmacos propuesto fue validado para sedimentos continentales. Por tanto esta pendiente
la validacibn de ambos procedimientos para sedimentos marinos con diferentes

contenidos en materia organica y granulometria como los del Mar Menor.

3.2. Objetivos especificos del capitulo

Una vez optimizados y validados los métodos de analisis para cada grupo de
contaminantes y matrices, se han aplicado a las muestras ambientales para caracterizar
su distribucion espacial y temporal en agua y sedimento del Mar Menor. Concretamente
los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:

a) Validar y poner a punto métodos para la determinacion de microcontaminantes
regulados y emergentes en agua y sedimentos marinos.

b) Determinar la presencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
plaguicidas, bifenilos policlorados y farmacos en agua del Mar Menor y
caracterizar su distribucion estacional.

c) Determinar la presencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
plaguicidas, bifenilos policlorados y farmacos en sedimento del Mar Menor y

caracterizar su distribucion semestral.

d) Identificar las posibles fuentes de los distintos grupos de contaminantes segun
sus perfiles de distribucion.
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3.3. Presencia y distribucién estacional de contaminantes organicos regulados y
emergentes en aguay sedimento

Para conseguir estos objetivos se realizé un muestreo trimestral durante 2 afios de agua
superficial 1-15 cm) en 31 puntos del Mar Menor y un muestreo semestral de sedimento
superficial (0-1,5 cm) (Figura 3.3) durante un afio en 18 puntos (Figura 3.4 puntos
marcados con asterisco). El objetivo fue contar con una red suficiente de datos que
permitiera evaluar con precision la variabilidad espacial y temporal e identificar las
principales fuentes de contaminacion de los diferentes grupos de contaminantes
considerados. Ademas se establecié otro punto de muestreo en el Mediterraneo para

utilizarlo como area de referencia.

Figura 3.3. Botella Niskin utilizada para muestreo de agua (A), botella de vidrio ambar para

conservar muestras de agua (B), draga van Veen (C) y detalle sedimento superficial (D).

La distribucién de los puntos de muestreo incluyd puntos proximos a las desembocaduras

de las principales ramblas y sus areas de influencia como El Mirador (MM2), Cobatillas

(MM5), Los Alcazares (MM15), El Albujon y Miranda (MM11, MM12, MM13 y MM18),

Ponce (MM25) y La Carrasquilla (MM29). Otros puntos se ubican proximos al resto de

nucleos urbanos relevantes como Lo Pagan-Santiago de la Ribera (MM1 y MM2) y Los
-83-



Distribucion de contaminantes organicos en el Mar Menor

Urrutias (MM21). También se establecieron puntos de muestreo proximos a los
principales canales de conexion de la laguna con el Mediterraneo, como Las Encafiizadas
(MM7) o el Estacio (MM9 y MM10). El resto se distribuyé para cubrir las zonas mas

profundas de la laguna y el resto de &areas de interés (Tabla 3.1).
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Figura 3.4. Ubicacién de los puntos de muestreo de agua y sedimento (con asterisco) en el
Mar Menor seleccionados en este estudio, mostrando los principales ndcleos urbanos y
ramblas del perimetro lagunar.

-84-



Capitulo 3

Tabla 3.1. Situacién y descripcion de los puntos de muestreo para agua 'y sedimento en el

Mar menor.
ESTACION Situacion (coordenadas) Descripcion
LATITUD LONGITUD
MM1* N37.81679 WO0.77848 Muelle Club Piragtismo
MM2 N37.79490 WO0.79771 Academia General del aire
MM3 N37.80282 WO0.77071 Molino de la Calcetera
MM4* N37.79434 WO0.78094 Zona centro de la zona norte
MM5* N37.77275 W0.80317 Aeropuerto de San Javier
MM6 N37.76941 WO0.79304 Transepto aeropuerto canal del Estacio
MM7* N37.78275 WO0.76031 Encafiizadas
MM8 N37.76186 WO0.77719 Transepto aeropuerto canal del Estacio
MMO* N37.75337 WO0.75878 Entrada y salida de trafico maritimo, influencia mediterranea
MM10 N37.75076 WO0.74899 Entrada y salida de trafico maritimo, influencia mediterranea
MM11* N37.71683 WO0.85699 Desembocadura rambla El Albujon
MM12* N37.71365 W0.85370 Pluma de rambla EI Albujon
MM13* N37.71268 WO0.84752 Pluma de rambla EI Albujon
MM14 N37.73047 W0.83825 Base militar de Los Alcazares
MM15* N37.74295 W0.84458 Desembocadura rambla de Los Alcazares
MM16* N37.74946 W0.81705 Norte de Los Alcazares
MM17 N37.73963 WO0.79865 Zona centro de la laguna
MM18* N37.70190 W0.83382 EI Carmoli
MM19 N37.71497 WO0.81314 Zona centro de la laguna
MM20 N37.71618 W0.80009 Zona centro de la laguna
MM21* N37.67382 WO0.81416 Urb. Estrella de mar
MM22* N37.68492 W0.80023 Sur isla Perdiguera
MM23* N37.72386 WO0.77054  Zona centro de la laguna
MM24 N37.71942 WO0.75061 Urb. El Pedruchillo
MM25* N37.65878 WO0.79364 Desembocadura rambla de Ponce
MM26 N37.67145 WO0.78297 Pluma rambla de Ponce
MM27* N37.68303 WO0.76357  Sur isla Mayor
MM28 N37.68887 WO0.74632 Punta del Galan
MM29* N37.65102 WO0.77156 Los Nietos
MM30 N37.66138 WO0.74791 Isla Redondella
MM31* N37.64018 WO0.73599 Playa Honda
Referencia* N37.72617 W0.71513 Isla Grosa

* Muestreo de Aguay sedimento

El andlisis de contaminantes organicos de propiedades fisicoquimicas muy diversas
requiere de una validacion previa de dichos procedimientos, intentando que permitan la
determinacion simultadnea del mayor nimero de analitos posible. Por ello se han aplicado
2 métodos diferentes para andlisis de farmacos y el resto de contaminantes en agua, 2
procedimientos para la determinacion de PAHs y plaguicidas organoclorados en
sedimento y biota y 2 procedimientos para la determinacion de plaguicidas de uso actual
y farmacos en sedimentos y biota. Por tanto considerando las 368 muestras de agua y las
76 de sedimento obtenidas en este estudio se han realizado mas de 500 andlisis de agua
y mas de 300 andlisis de sedimento. Esto ha sido posible también gracias a la
colaboracion del personal técnico del laboratorio en los andlisis de PAHs vy

organoclorados en sedimento.
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Este gran volumen de resultados generado se ha estructurado en cuatro articulos (tres de
los cuales ya han sido publicados). El primero muestra la variabilidad estacional en agua
durante el primer afio (Marine Pollution Bulletin). El segundo caracteriza la distribucion de
PAHs y contaminantes organoclorados semestral en sedimento, y evallGa la incidencia
que tuvieron dos riadas en dicha distribucion (Environmental Science and Pollution
Research). El tercero describe la presencia y el destino de farmacos en agua y
sedimento, considerando su distribucion estacional en ambas fases (Environmental
Research). Posteriormente se incluyen también los resultados de la distribucion
estacional de plaguicidas de uso actual en sedimentos, cuyo articulo (Anexo Il) esta en

fase de preparacion para su envio a publicar.
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ARTICULO 1lI

3.3.1. Influence of an intensive agricultural drainage basin on
seasonal distribution of organic pollutants in seawater from a
Mediterranean coastal lagoon (Mar Menor, SE Spain)







ARTICULO llI

Titulo: Influence of an intensive agricultural drainage basin on seasonal distribution of
organic pollutants in seawater from a Mediterranean coastal lagoon (Mar Menor, SE
Spain).

Autores: Moreno-Gonzélez, R., Campillo, J.A., Ledn, V.M.

Afio: 2013

Revista: Marine Pollution Bulletin, 77, 400-411.

Abstract

The seasonal distribution of polycyclic aromatic hydrocarbons, polychlorinated biphenyls,
organochlorine pesticides, organophosphorus pesticides, triazines and other organic
pollutants in surface seawater from the Mar Menor lagoon (SE Spain) was characterized
from spring 2009 to winter 2010 by stir bar sorptive extraction and thermal desorption
followed by capillary gas chromatography coupled to mass spectrometry (SBSE-GC-
MS). The most ubiquitous pollutants were chlorpyrifos, chlortal-dimethyl, terbuthylazine,
naphthalene and propyzamide throughout the year. Insecticides and herbicides were
predominant in summer and spring, and fungicides were more abundant in autumn and
winter. Chlorpyrifos was predominant in autumn and spring; herbicides (propyzamide,
terbuthylazine and terbuthylazine desethyl) in autumn and fungicides (flutolanil, boscalid,
cyprodinil) in autumn and winter. The highest concentrations for the majority of pollutants
were detected in autumn as consequence of air and surface/ ground water inputs, and
above all of desorption from terrigenous materials deposited in sediments by two intense
flash flood events (September 2009).

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X13005912
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ARTICULO IV

3.3.2. Impact of flash flood events on the distribution of organic
pollutants in surface sediments from a Mediterranean coastal
lagoon (Mar Menor, SE Spain).







ARTICULO IV

Titulo: Impact of flash flood events on the distribution of organic pollutants in surface
sediments from a Mediterranean coastal lagoon (Mar Menor, SE Spain).

Autores: Leon, V.M., Moreno-Gonzalez, R., Garcia, V., Campillo, J.A.

Afo: 2015.

Revista: Environmental Science and Pollution Research (en prensa 15 mayo de 2015).
DOI 10.1007/s11356-015-4628-y.

Abstract

The influence of flash flood events on the input and distribution of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs), polychlorinated biphenyls (PCBs), and organochlorinated
pesticides (OCPs) in surface sediments from the Mar Menor lagoon were characterized in
this study. These contaminants were analyzed in surface water samples collected during
two flash flood events in the main surface watercourse which flow into the Mar Menor
lagoon. Surface sediments were sampled semiannually before and after flash flood
events. The total input of PAHs, OCPs, and PCBs (sorbed + dissolved) during two flash
flood events was estimated at 0.98, 1.32, and 0.34 kg, respectively, the main input
corresponding to p,p’- DDE (1.00 kg). The distribution of organic contaminants in surface
sediments was not homogeneous as a consequence of the presence of many
simultaneous sources and different meteorological, hydrodynamic, and physicochemical
conditions. As a consequence of flash flood events, p,p'-DDE concentrations in surface
sediments increased significantly in the central and south zones of the lagoon. However,
in the case of PCBs, a dilution effect was observed in the south zone after such events,
reducing the environmental risk. These changes in the pollutant distribution persisted at
least 1 year later (autumn 2010), showing that the impact of flood events in the distribution
of persistent organic contaminants in Mediterranean coastal lagoons is of relevance
according to the ecological risk assessment carried out. The impact of these events
should be also considered in other coastal systems, especially in semiarid and

semiconfined areas.

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-015-4628-y
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ARTICULO V

3.3.3. Seasonal distribution of pharmaceuticals in marine water
and sediment from a Mediterranean coastal lagoon (SE Spain)







ARTICULO V

Titulo: Seasonal distribution of pharmaceuticals in marine water and sediment from a
Mediterranean coastal lagoon (SE Spain).

Autores: Moreno-Gonzélez, R., Rodriguez-Mozaz, S., Gros, M., Barcelo, D., Ledn, V.M.
Afo: 2015.

Revista: Environmental Research, 138, 326-344.

Abstract

The seasonal variations in the occurrence and distribution of pharmaceuticals were
evaluated in seawater and sediment of Mar Menor lagoon from spring 2010 to winter
2011. A total of 20 pharmaceuticals in seawater and 14 in sediments were found at
concentrations from low ng L up to 168 ng L (azithromycin) in seawater and from low ng
g! up to 50.3 ng g* (xylazine) in sediments. Azithromycin, xylazine and metoprolol were
the most ubiquitous compounds in seawater since they were found in all seawater
samples collected. 7 compounds were quantified in both matrices: clarithromycin,
erythromycin, hydrochlorothiazide, irbesartan, losartan, salicylic acid and valsartan.
Seasonal distribution profiles revealed different sources of pollutants associated to both,
El Albujon watercourse (which receives the input of a WWTP) and other non-controlled
discharges, into the lagoon. In summer the highest concentrations in seawater for most of
the pharmaceuticals were detected close to main touristic nuclei, probably as
consequence of sources such as the excretion from bathers and/or other non-controlled
discharges, these being significantly higher than in autumn and winter for antibiotics. On
the contrary, the mean concentration of lorazepam was significantly higher in colder
seasons than in warmer ones. Sulfamethoxazole, erythromycin and especially
clarithromycin showed hazard quotients higher than 1 in seawater at some areas of this

lagoon indicating a potential risk to aquatic organisms in such specific areas.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935115000444
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3.4. Recapitulacién

Antes de su aplicacion a las muestras del Mar Menor fue necesario optimizar y/o validar
los métodos para analizar plaguicidas de uso actual y farmacos en agua y sedimentos
marinos. Para el caso de contaminantes regulados (PCBs, PAHs y plaguicidas
organoclorados) y plaguicidas de uso actual en agua de mar se empled la extraccion
mediante barras magnéticas polimerizadas (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) y su
analisis por cromatografia de gases mediante desorcién térmica (Pérez-Carrera, 2009).
Este método se mejoré incluyendo mas plaguicidas de uso actual detectados en la
rambla del Albujén, hasta un total de 82 analitos con limites de cuantificacién de pocos
ng-L1. La extraccion de contaminantes regulados en sedimento se llevé a cabo mediante
extraccion Soxhlet y el andlisis se llevd a cabo mediante HPLC con deteccién de
fluorescencia para los 14 PAHs y mediante cromatografia de gases con detector de
captura de electrones para 13 plaguicidas organoclorados y 9 PCBs. Los plaguicidas de
uso actual en sedimento y solidos en suspensién se determinaron con extraccion de
ultrasonidos o de disolventes presurizados y analizando posteriormente el extracto por
SBSE-GC-MS. Para el analisis de farmacos en dos matrices marinas (agua y sedimento)
se aplicaron dos metodologias analiticas desarrolladas para el andlisis de aguas
superficiales (Gros et al., 2012), sedimentos fluviales y lodos de plantas depuradoras
(Jelic et al., 2009). Concretamente la extraccion de compuestos farmacéuticos en
sedimentos marinos se llevé a cabo mediante extraccion con disolventes presurizados,
donde los extractos obtenidos se diluyeron y se sometieron a extraccion en fase soélida.
Por otra parte la aplicacién de la cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia y
deteccién con espectrometria de masas con la tecnologia de triple cuadrupolo ha
permitido una inequivoca identificacion y cuantificacién de estos compuestos en matrices

complejas como las muestras marinas.

Como consecuencia de las lluvias torrenciales registradas a principios de otofio de 2009
se produjeron dos grandes avenidas a través de la rambla del Albujén hacia el Mar Menor
en las que se pudieron recoger muestras para su analisis. La cantidad total (disueltos +
sorbidos) de PAHs, OCPs, PCBs, plaguicidas triazinicos, plaguicidas organofosforados y
otros aportada por el segundo evento torrencial fue de 0,97; 1,32; 0,34; 1,4; 8,7 y 5,9 kg
respectivamente, y fue aproximadamente unas 100 veces menor en el primero (0,009;
0,017; 0,002; 0,14; 0,54 y 0,85 kg, respectivamente). El mayor aporte individual
correspondi6 al p,p-DDE en la segunda avenida con un total de 1 kg. La segunda riada
aporté un total del 84,3% del total de contaminantes de ambos eventos en donde un

46,7% correspondié a la fraccidn sorbida.
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Respecto a la entrada total de contaminantes, estos dos eventos aportaron un total de
40,9 kg de contaminantes (22,4 kg en fase disuelta + 18,5 kg en fase sorbida) frente a los
27,4 kg de contaminantes (fase disuelta) de entrada anual a través de la desembocadura
de la rambla del Albujon. La entrada de contaminantes en fase disuelta a través de riadas
hacia el Mar Menor a través de la rambla del Albujén supuso el 81,7% de la entrada anual
de contaminantes a través de esta rambla en un afio hidrolégico normal. Los datos de
entrada de contaminantes son meramente estimativos y corresponden Unicamente a la
rambla del Albujon. Por tanto la entrada total a la laguna del Mar Menor durante ambos
episodios torrenciales debe ser muy superior a esta estimacion ya que existen unas 20
ramblas que desembocan a él que también canalizaron las escorrentias asociadas a

estos fendmenos meteoroldgicos.

Las muestras de agua de mar analizadas han aportado una valiosa vision puntual de la
distribucion de los contaminantes en la capa superficial. Considerando todas las muestras
de este estudio se han detectado en esta matriz 18 pesticidas de uso actual, 16 PAHs y 3
plaguicidas organoclorados. En el caso del sedimento se detectaron 8 compuestos en
2009 y 11 en 2010. En el caso de los farmacos, tanto para el caso de agua de mar y
sedimento marino se analizaron un total de 50 compuestos a lo largo del periodo de
muestreo (primavera y otofio de 2010) de los cuales 42 fueron detectados en agua de

mar y 36 en el sedimento.

Considerando las series anuales de muestras los plaguicidas y PAHs mas ubicuos en
agua de mar fueron el clorpirifés (77%), dimetil clortal (68%), terbutilazina (68%),
naftaleno (63%) propizamida (56%) y fluoreno (50%). Los farmacos detectados con
mayor frecuencia a lo largo del afio en agua de mar fueron trimetoprim, Xxilacina,
azitromicina (100%), metoprolol (98,4%), acido salicilico (97%), claritromicina (96,9%) y

eritromicina (71,1%).

Las concentraciones mas altas y el mayor porcentaje de pesticidas de uso actual en agua
de mar se detectaron en otofio de 2009, debido probablemente a su desorcién desde la
gran cantidad de materiales terrigenos que entraron a laguna como consecuencia de las
lluvias torrenciales del mes de septiembre. La concentracibn mas alta encontrada

correspondi6 a desetil terbutilazina (84,2 ng L) en este periodo de otofio de 2009.

La distribucién de contaminantes en agua superficial de la laguna es heterogénea para la

gran mayoria de los contaminantes estudiados. Este hecho ha evidenciado que la

entrada de plaguicidas no se produce so6lo por la rambla del Albujon sino también a través

de las aguas subterraneas y por deposicion atmosférica. De forma similar para los
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farmacos se constataron otras vias de entrada de contaminantes distintas a la EDAR de
Los Alcazares, probablemente asociados a como vertidos residuales no controlados y al
impacto directo de los bafiistas durante los meses calidos.

Figura 3.5. Izquierda, masificacidén de bafistas en Lo Pagan en verano en contraste con

otofio, derecha.

Los compuestos encontrados en el Mar Menor fueron encontrados en su mayoria en
aguas superficiales de la rambla del Albujon, por tanto su origen corresponde
preferentemente al exceso de agua de riego agricola (plaguicidas) y a los efluentes de la
EDAR de Los Alcazares (farmacos) ademas de otras descargas incontroladas en la
laguna del Mar Menor.

Al igual que en la rambla del Albujon se ha constatado en distintos puntos del Mar Menor
gque existen variaciones diarias y estacionales significativas en las concentraciones de los
contaminantes organicos en la columna de agua. Este hecho confirma la necesidad de
utilizar muestras integradas (muestreadores pasivos, sedimento u organismos) para
obtener datos ambientalmente representativos en sistemas costeros, especialmente si se
trata de sistemas semiconfinados como el Mar Menor. La presencia de todos los
contaminantes organicos estudiados presenté variaciones estacionales significativas,
relacionadas con los usos preferentes de cada compuesto, sus particularidades
fisicoquimicas y las condiciones ambientales.

En cuanto a la variacion estacional en agua, el insecticida clorpirifés y los herbicidas
propizamida, terbutilazina y desetil terbutilazina en agua fueron predominantes en verano
y primavera, y sin embargo los fungicidas (flutolanil, boscalid y ciprodinil) lo hicieron en

otofio e invierno. Por tanto hay una clara relacion entre los compuestos que se detectan y
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la época de aplicaciobn agricola preferente de cada plaguicida, siendo también
fundamental la influencia de las lluvias torrenciales en la zona del campo de Cartagena

sobre el destino de estos contaminantes en la laguna.

La concentraciones mas altas de farmacos en agua se registraron en verano cerca de los
principales nucleos urbanos y turisticos, correspondiendo la mayor a la azitromicina
(163,8 ng LY), que es una de las mas altas encontradas en medio marino. Este
compuesto presenté concentraciones maximas superiores a los 100 ng L* a lo largo de
todo el afio. Los farmacos eritromicina, sulfametoxazol y losartan presentaron
concentraciones maximas en alguna época del afio superior a los 50 ng L. Ademas es
necesario resefiar que las concentraciones fueron significativamente mayores para
antibiéticos en verano y para lorazepam en meses mas frios. En cuanto al sedimento la
concentracion mas alta se encontré en otofio para xilacina (50,3 ng g™'), y en general las
distribuciones de los contaminantes en sedimento estuvieron asociados a la zona este de
la laguna rambla del Albujén y nicleos urbanos. Un total de 7 farmacos obtuvieron unos
valores por encima del limite de cuantificacion en ambas matrices claritromicina,
eritromicina, hidroclorotiazida, irbesartan, losartan, acido salicilico y valsartdn. En
sedimento en primavera los compuestos detectados con mayor frecuencia fueron
irbesartan (100%), hidroclorotiazida (78,5%), valsartan y acido salicilico (71,4%), mientras
gue en otofio fueron hidroclorotiazida, nadolol y &cido salicilico (81,2%). Alli donde fue
posible se estimaron los coeficientes de reparto sedimento/agua (valores entre 1,3 L kg*-
4280,5 L kg?), encontr4ndose una tendencia baja-media para la acumulaciéon de
farmacos en sedimentos. En el Mediterraneo se encontraron también productos
farmacéuticos tanto en agua de mar como en sedimentos. Las concentraciones en agua
fueron mayores en verano y correspondieron a sulfametoxazol (64,8 ng L) y eritromicina
(40,7 ng L1). En sedimento el Unico farmaco detectado fue xilacina y presenté una

concentracion mayor que la registrada en la laguna (54,2 ng g™%).

En el caso de los contaminantes regulados se analizaron un total de 36 en sedimento y
se detectaron 33. Los mas abundantes en todas las muestras analizadas fueron PAHs
(100%), p,p'-DDE (96%), PCB180 (95%), PCB153 (86%) y PCB10l1 (82%). La
concentracion media para la suma de PAHSs fue de 163 ng g™t (p.s.) y 242 ng g™* (p.s.)
para primavera y otofio respectivamente. Los homologos més abundantes fueron
fluoranteno, benzo (e) pireno, y pireno (>10% de la suma total de PAHS) en donde
fluoranteno present6 la mayor concentracion con 45 ng g (p.s.). Las relaciones

fenantreno/antraceno (<10) y fluoranteno/pireno (<1) indican un origen eminentemente
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pirogénico de los PAHs, excepto en zonas urbanas y puertos donde el origen fue

petrogénico.

En el caso de los CUPs, se estimé una entrada de 38,9 kg entre las dos riadas, siendo
por tanto mayor que la previamente estimada para hidrocarburos arométicos policiclicos y
contaminantes organoclorados. La presencia de secbumetdon, ametrina, prometrina

(herbicidas) y miclobutanil (fungicida) se detectd exclusivamente durante las riadas.

La distribucién de los CUPs fue heterogénea en los sedimentos del Mar Menor como
consecuencia de sus diferentes vias de entrada (escorrentia superficial, aguas
subterraneas, deposicién atmosférica, etc.), la hidrodindmica de la laguna (corrientes
predominantes, areas de deposicion sedimentaria, etc.) asi como las propiedades
fisicoquimicas de los sedimentos y de cada plaguicida. Las concentraciones medias de
CUPs fueron en general inferiores a 20 ng g, excepto para el clorpirifés y el tributilfosfato
en sedimentos del 2010. Las concentraciones mas altas para los diferentes plaguicidas
se han encontrado en las areas de influencia de las principales ramblas como la del
Albujén y Los Alcazares al este, la del Mirador al norte y La Carrasquilla al sur de la
laguna, y también en zonas mas alejadas como el area préxima al canal del Estacio. A
pesar de la importante entrada de plaguicidas observada a través de la rambla del
Albujon durante las riadas, la enorme resuspension en gran parte de la laguna, la dilucion
con los sedimentos del medio, y la menor eficiencia de extraccion en sedimentos de
granulometria fina y alto TOC puede haber dificultado la extraccion de gran parte de los
contaminantes que entraron a la laguna. Las variaciones temporales parecen tener mas
peso que las espaciales en los niveles de concentracion encontrados. Se ha constatado
también que la influencia del area agricola del Campo de Cartagena no se restringe al
Mar Menor, sino que se extiende también al Mar Mediterraneo, bien sea por deposicién

atmosférica o por exportacion desde el Mar Menor a través del canal del Estacio.

Ademas se realiz6 una evaluacién de riesgo medioambiental basada en la comparacion
de las concentraciones encontradas con los valores de referencia effect range low (ERL)
aceptados por los programas CEMP (Convenio OSPAR) y MEDPOL (Convenio de
Barcelona) como criterios ambientales. Se encontr6 que para el p,p'-DDE se
sobrepasaron los valores maximos, entre el 28% (primavera 2010) — 44% (otofio 2009)
de las muestras, los cuales suponen un riesgo medioambiental para la zona del suroeste
de la laguna.

En el caso de los farmacos aunque todavia no estan regulados, han cobrado gran

importancia en las Ultimas décadas por su inclusién dentro de los denominados

-103 -



Distribucion de contaminantes organicos en el Mar Menor

contaminantes emergentes y por tanto su seguimiento en el medio ambiente es
necesario, ya que su amplia presencia en el medio puede llevar asociado un riesgo
ecologico. Por ello se realizO una evaluacion del riesgo ambiental a partir de las
concentraciones encontradas utilizando los HQs, en donde tres antibiéticos (azitromicina,
eritromicina y claritromicina), presentaron valores de riesgo ecologico mayores de 1. En
concreto claritromicina presentdé los mayores valores, por lo que se requeririan nuevos
estudios para dimensionar los efectos de estos compuestos en los sistemas costeros.
Ademas la distribucion del riesgo ecoldgico presentd estacionalidad estando asociado en

primavera a la zona central y norte de la laguna y en verano a la zona este.
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Capitulo 4

4.1. Antecedentes

El alcance de la contaminacion marina puede evaluarse mediante medidas de la
concentracion de los contaminantes en agua, sedimento y biota. EI muestreo y analisis de
compuestos organicos en agua, aunque es facil de procesar, representa un reto tanto
analitico, debido a la baja concentracion a la que estos compuestos se encuentran, como
econdémico debido a la gran cantidad de muestras de agua necesarias para obtener
valores ambientalmente representativos. Esto es fundamental ante la dificultad de
interpretacion de los datos obtenidos de muestras puntuales de agua, tal y como se ha
evidenciado en los capitulos anteriores, ya que suelen presentar una vision sesgada de
las variaciones temporales y espaciales de los contaminantes organicos hidrofébicos en
agua que tienen lugar en zonas costeras, debido al constante movimiento de las masas

de agua vy a la discontinuidad de sus multiples fuentes.

Los sedimentos marinos también pueden usarse para vigilar la contaminacién orgénica
presente en el medio, ya que actlan como sumideros de compuestos quimicos mediante
procesos de adsorcion, absorcion, precipitacion, deposicion, etc. (Sahuquillo et al., 2002),
integrando la contaminacion antropogénica a través del tiempo y de la columna de agua
(Feldstein et al., 2003). No obstante, los datos de contenidos totales en los sedimentos
tienen el inconveniente de que no nos aportan informacién sobre la biodisponibilidad de
los contaminantes, que sin embargo si se conocerd analizando directamente los
organismos que puedan vivir en el medio en estudio.

Los organismos pueden acumular determinados compuestos en su cuerpo por distintas
vias como la dieta o por entrar sus tejidos en contacto con el medio que los alberga. En
relacion con este tema se van a describir a continuacién tres conceptos relacionados con
la acumulacioén de contaminantes en los organismos: bioacumulacién, bioconcentracion y
biomagnificacion. La bioacumulacion es un proceso por el cual una sustancia quimica es
absorbida por un organismo a través de cualquier via de exposicion en el medio
ambiente. Es el resultado del balance neto de todos los procesos metabdlicos tanto de
absorcion como de eliminacion del organismo al alimentarse de otros (Sijm, 1992). El
grado en el cual ocurre dicho proceso se determina calculando el Factor de
Bioacumulacion (BioAccumulation Factor, BAF) que es la razén de la concentracién en el
organismo con respecto a la del medio con el que est4 en contacto. Este factor se mide
en condiciones ambientales o en ensayos de laboratorio, y viene dado segun el medio de
exposicion principal al contaminante; si se produce a través del agua seria el cociente
entre la concentracion de analito en el organismo y en el agua. Si la exposicion se
produce en mayor medida a través del material particulado o del sedimento se denomina
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llamado factor de bioacumulacion desde el sedimento (BioAccumulation Sediment Factor,
BASF); calculado como el cociente entre la concentracion en el organismo o tejido
analizado y en el sedimento (Arnot y Gobas, 2006; Katagi, 2010).

La bioconcentracién es el resultado del balance neto de los procesos de absorcion
respiratorios y los de eliminacion tanto de intercambio de aire, defecacion, transformacion
metabdlica y la dilucion en el sistema. El grado en el cual ocurre dicho proceso se llama
factor de bioconcentracion (BCF) y s6lo puede ser obtenido mediante condiciones de
laboratorio controladas. Este factor es el resultante del ratio entre la concentracion en el
organismo y la concentracion del analito en el agua bajo la suposiciobn de estado
estacionario. El contenido lipidico en un organismo marino es un factor muy importante
para el BCF, seguido por importancia el metabolismo y excrecion y el estado de
desarrollo del organismo, ya que los contaminantes organicos tienden a acumularse en el
tejido lipidico de los animales acuaticos (Arnot y Gobas, 2006; Katagi, 2010; Tierney et
al., 2014).

La biomagnificacién es un proceso en el que la actividad termodindmica de un organismo
excede a la de su dieta, es decir cuando los niveles de un contaminante acumulados por
un organismo son el resultado de la concentracion de este contaminante a través de dos
0 mas niveles troficos en una cadena alimentaria (Arnot y Gobas, 2006; Katagi, 2010)
(Figura 4.1). Se puede determinar tanto bajo condiciones de laboratorio como en campo.
La biomagnificacion se puede expresar como la relacion entre la concentracion de una
sustancia quimica en un organismo y la concentracion de este analito en su dieta
(organismos de los que se alimenta). Este comportamiento se produce como
consecuencia de la persistencia de determinados contaminantes y de que su retirada del
organismo sea inferior a su incorporacién (limitada capacidad excretora y metabdlica).
Como ejemplos de biomagnificacibn en el medio marino se han observado en
determinadas especies para metales traza, contaminantes organoclorados o retardantes
de llama (Arnot y Gobas, 2006; Katagi, 2010; Tierney et al., 2014).
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Figura 4.1. Diferencia entre bioacumulacion y biomagnificacién (www.sustainable-

nano.com).

Las propiedades quimico-fisicas de los contaminantes van a ejercer un papel clave en su
acceso a un organismo acuatico. El caracter hidrofébico de un contaminante favorece su
acumulacién en la biota acuatica, ya que el propio organismo es una matriz mas
hidréfoba que el agua circundante. Aun asi, tal y como se ha expuesto previamente la
hidrofobicidad no es el Unico factor que afecta a la bioacumulacion de un contaminante.
Por ejemplo los macroinvertebrados bentdnicos pueden absorber contaminantes de su
entorno mediante diferentes rutas como el agua circundante, el agua intersticial y a través
de particulas de sedimento (Conrad et al. 1999; Leppanen, 1995). Los organismos
bentbénicos tienen un mayor riesgo de acumular sustancias toxicas que los animales
pelagicos debido a que los primeros estan expuestos a todas las posibles rutas de
absorcion (Leppanen, 1995). De hecho, Sharpe y Mackay (2000) estimaron que el 95%
de la cantidad de contaminantes acumulados en organismos benténicos provienen del
sedimento. Sin embargo, algunos investigadores discrepan acerca de la importancia
relativa de las posibles rutas de absorcion a través de las branquias, epidermis desde el
agua intersticial o via ingesta de comida contaminada (Widenfalk, 2002). En cualquier
caso su evaluacién es importante ya que los invertebrados son la base de la alimentacion
de organismos de niveles troficos superiores (peces, aves acuaticas, etc.), jugando un
papel clave en la transferencia de energia entre los flujos de nutrientes, sedimentos y

contaminantes. La biota acuatica esta constantemente expuesta a los contaminantes
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orgéanicos, incluso para farmacos con tiempos de vida media cortos, debido a las

continuas descargas procedentes de las EDARs (Vera-Candioti et al., 2008).

Existen mudltiples factores que afectan a la bioacumulacion de contaminantes en
organismos, incluyendo no sélo las caracteristicas intrinsecas del contaminante sino
también las del habitat y las propias condiciones biol6gicas del organismo (Van der Oost
et al., 2003; Baird y Van Der Brink, 2007; Rubach et al., 2011; Meredith-Williams et al.,
2012; Huerta et al.,, 2012). En el caso de los contaminantes organicos existen dos
propiedades esenciales que determinan su acumulacién en la biota; su hidrofobicidad y
su persistencia. Si la solubilidad en agua del compuesto es menor de 1 mg L™ o posee un
Kow mayor de 1.000 y un tiempo de vida media mayor de 30 dias, tendr& el potencial de
acumularse (Andreu y Pico, 2012; van der Oost et al., 2003). Otro factor que puede
afectar a la biodisponibilidad de los contaminantes organicos en el medio acuético es la
cantidad de materia organica presente (Kukkonen y Oiraki, 1991; Haitzer et al., 1999) y
su calidad (Lundquist, 2011). La presencia de organismos vivos en el sedimento
(microbios y biofilm) contribuye a la creacién de una fuente de comida digerida facilmente
disponible. Estas fuentes de comida digerida aumentan la biodisponibilidad de los
contaminantes asociados al sedimento hacia los organismos benténicos (Lundquist,
2011). Segun Laudrum et al. (1996) el asunto no es sélo si un compuesto esta
biodisponible sino en qué escala de tiempo lo estara.

En otros casos como los farmacos, la bioacumulacion en el medio acuatico es
consecuencia fundamentalmente por su continua presencia en el medio debido a los
vertidos de las EDARs més que a su caracter hidrofobo. Asi determinados farmacos
parecen tener tendencia a acumularse en tejidos de peces cercanos a efluentes de
depuradoras. (Ramirez et al., 2005, 2007; Brooks et al., 2005).

4.1.1 Bioacumulacién de contaminantes organicos en distintas especies marinas

Tal y como se ha apuntado anteriormente, la bioacumulacion de un contaminante
depende de factores ambientales, de las condiciones fisicoquimicas del compuesto y de
las particularidades de la especie en cuestiébn (a nivel fisiolégico, metabdlico, de
comportamiento, etc.). La incorporacion se puede producir por respiracion, a través de la
dieta, por adsorcién a los tejidos externos, etc. De este modo dependiendo del habitat
variara también su exposicion a contaminantes. Por ejemplo las especies pelagicas van a
estar fundamentalmente expuestas a los contaminantes presentes en la columna de
agua, mientras que las especies bentdnicas tendran ademas un contacto mas estrecho

con los sedimentos, y consecuentemente con la carga contaminante asociada.
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Los organismos costeros son de gran importancia a la hora de evaluar los riesgos y los
efectos de los niveles de contaminacién en el medio marino, por su mayor proximidad y
exposicion a los focos de contaminacion. De hecho, los bivalvos, en especial las especies
de mejillon (Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis) estan ampliamente aceptados como
organismos centinela de la contaminacion quimica debido a que son abundantes,
sedentarios, faciles de recoger, tienen vidas largas y estan ampliamente distribuidos
geograficamente. Ademas son buenos integradores de la contaminaciéon quimica en un
area dada debido a que son capaces de filtrar grandes cantidades de agua incorporando
contaminantes disueltos y aquellos asociados a material particulado en sus tejidos.
(Widows y Donkin 1992; Edgar et al., 2006). Estos bivalvos pueden
bioconcentrar/bioacumular contaminantes lipofilicos de la fase acuosa en factores desde
10? a 10°, dando como resultado una mejora en los limites de deteccién comparado con
el muestreo de agua (Farrington et al., 1987; Peven et al, 1996; Neef, 2002).
Desafortunadamente en el Mar Menor no se dispone de una poblacién de mejillon apta
para su uso en los programas de seguimiento, ya que se trata de especies de muy
pequefio tamafio (p. ej. Modiolus adriaticus o Mytilaster minimus) y con una distribucion
restringida a determinadas zonas. Por ello es necesario evaluar la idoneidad de otras
especies alternativas presentes en este tipo de sistemas usando poblaciones salvajes o
el fondeo de organismos durante un periodo de tiempo (biomonitoring activo).

En el caso de los vertebrados, como los peces, tienen mayor capacidad metabdlica de
algunos contaminantes que los moluscos, y de hecho poseen el citocromo P450 capaz de
biotransformar los PAHs (Van der Oost et al., 2003). Sin embargo, son utilizados como
indicadores de contaminantes organoclorados y metales, por ejemplo el salmonete de
fango es utilizado en el programa de seguimiento del Mediterraneo (Benedicto et al., 2012
a,h).

La acumulaciéon de contaminantes por organismos usados en los experimentos de
biomonitoring activo puede depender de factores medioambientales tales como
temperatura, salinidad, material en suspension, biodisponibilidad de alimentos, niveles de
oxigeno y toxinas asi como parametros fisioldgicos del organismo tales como tasa de
alimentaciéon, madurez sexual y estrés (O'Hara, 2009). Cada especie acumula
contaminantes a una velocidad dada bajo diferentes condiciones anatomicas, fisioloégicas
y etolégicas (lipidos, habitos de alimentacion, tasa de respiracion...) (Hofelt y Shea,
1997).

Como consecuencia de la gran variedad de contaminantes y comportamientos para el

estudio de su impacto es necesario considerar especies de distintos niveles troficos con
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diferentes habitos alimenticios y de comportamiento. En un espacio como el Mar Menor,
donde no se dispone de una poblacién vélida de mejillébn para el seguimiento ambiental
es necesario evaluar otras especies. De hecho en esta laguna existen diferentes
especies de bivalvos y peces, que deberian evaluarse como alternativa al mejillén, para
identificar el mejor bioindicador para los contaminantes organicos regulados y
emergentes. Por ello es necesario hacer una caracterizacion previa de su capacidad de

bioacumulacién en muestras reales de la laguna.

4.1.2. Métodos analiticos para la determinacion de contaminantes en biota

El analisis de contaminantes organicos, y especialmente de aquellos denominados
emergentes en biota, es mas exigente y desafiante que el analisis de aguas o suelos
debido a la complejidad de las matrices biolégicas (ricas en compuestos organicos
naturales) y las bajas concentraciones a las que suelen encontrarse. Por tanto, han de
desarrollarse métodos especificos que aseguren medidas exactas y precisas de los
analitos. En muestras de peces se suele utilizar tanto el individuo entero como porciones
concretas de musculo u otras partes en las que se puede producir la acumulacién
preferencial de algunos contaminantes como el higado, la bilis, el cerebro o el plasma. En
el caso de los bivalvos es necesario antes de su procesado escurrir el agua que puedan
tener y se les rocia con agua libre de impurezas para evitar cualquier particula ajena al
animal (posible contaminacién) y a continuacién se separa el tejido de las valvas. La
etapa determinante a la hora de analizar contaminantes orgénicos en biota es la
preparacion de la muestra ya que va a determinar la velocidad de todo el proceso. En
concreto para el andlisis de contaminantes organicos es fundamental la eliminacién de la
fraccion lipidica de la muestra, bien a través de extraccion en fase sélida con resinas
especificas (por ejemplo alimina) o mediante la cromatografia de permeacién en gel
(GPC) (Figura 4.2).

La cromatografia de permeacién en gel es una técnica alternativa al uso de columnas
rellenas de gel de silice o alimina, en donde se pretende eliminar las interferencias
debidas a la matriz como lipidos, pigmentos, resinas o proteinas los cuales estan
presentes en los extractos. En GPC los compuestos se separan en base a sus
diferencias de tamafio molecular. Esta técnica tiene la ventaja que la columna puede ser
usada durante meses sin que pierda su capacidad de purificacion y es acoplable en linea

junto al equipo de separacion (HPLC) (Carabias-Martinez et al., 2006).
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Figura 4.2. Equipos utilizados para la determinacion de farmacos en el Institut Catala de

Recerca de L'Aigua. Izquierda, sistema HPLC acoplado a GPC. Derecha sistema UHPLC
acoplado a MS/MS.

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis dispone de métodos
validados para la determinacion de PAHs y para contaminantes organoclorados
(plaguicidas y bifenilos policlorados) en sedimento y biota. Estos métodos consisten en
una extraccion Soxhlet de las muestras previamente liofilizadas (Figura 4.3), seguida de
una purificacion alimina y para el caso de los plaguicidas organoclorados y PCBs se
emplea un paso mas utilizando gel de silice (Fernandez et al., 2010; Leon et al., 2013).
Posteriormente los extractos se analizan por HPLC con detector de fluorescencia para los
PAHs y mediante GC-MS para los organoclorados y PCBs. Ademas semestralmente
ambos procedimientos son validados para el analisis de muestras marinas participando
en los ejercicios de intercomparacion QUASIMEME. Por tanto estos fueron los
procedimientos utilizados en esta tesis para estos contaminantes. Sin embargo se
pretende también determinar la presencia de contaminantes emergentes y por ello era

necesario evaluar/validar otros procedimientos para ello.
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Figura 4.3. Sistema de liofilizacion (A), molino de bolas (B) y bolas y recipiente de agata (C)

empleados en esta tesis.

Un método ideal para el andlisis de contaminantes emergentes debe ser sensible,
selectivo, preciso, automatizado, barato, aplicable a un amplio rango de analitos y capaz
de proveer informacion estructural inequivoca (Andreu y Pico, 2012; Picé y Barcelo,
2012). A través del examen de los resultados obtenidos en biota se puede dilucidar su
movimiento en un organismo y a través de las cadenas troficas, proveyendo el contexto
para entender y cuantificar los dafios en organismos y ecosistemas. La tendencia actual

en el andlisis de contaminantes organicos es la siguiente:

1. Miniaturizacion de los sistemas de extraccion capaces de extraer eficazmente tantos
compuestos como sea posible (analisis multirresiduo) de una manera sencilla, rapida y
ecoldgica.

2. Desarrollo de las cromatografias de gases y liquidos acopladas a espectrometria de
masas (GC-MS y LC-MS) en todas sus formas.

3. Desarrollo de técnicas biolégicas de deteccion, y su integracion y combinacion con
técnicas quimicas.

Debido a las complejidades antes sefialadas, el reto en el caso de los farmacos consiste
en obtener extracciones eficaces para todos los analitos objeto de estudio en donde los
porcentajes de recuperacién no suelen ser tan estrictos en el caso de otros grupos de
contaminantes homogéneos. Esto se debe a las grandes diferencias en las propiedades
fisicoquimicas que tienen entre si las diferentes familias de farmacos y a que en un
método multirresiduo no se tienen las mejores condiciones para todos los analitos. En el
caso de los farmacos esta es la razén por la cual no existen muchos métodos

multirresiduo (Huerta et al., 2012; Huerta et al., 2013 a,b). Pese al auge de estos métodos
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no todos los analitos pueden ser incluidos en estas técnicas y requieren el desarrollo de
técnicas especificas como son los ditiocarbamatos (mancozeb, maneb, zinem) o el
glifosato (Andreu y Pic6, 2012). A veces el estado de agregacion de la muestra marca la

técnica de extraccion a seguir.

En el caso de los farmacos si la matriz no es sélida (bilis o sangre) se realiza una dilucion
previa, evitando las interferencias asociadas a la matriz, seguido de una etapa de
preconcentracibn mediante cartuchos de extraccion en fase solida o de una
centrifugacion (Mehinto et al., 2010; Nallani et al., 2011; Owen et al., 2009; Togunde et
al., 2012). En cambio en matrices sdlidas (musculo, higado o cerebro) se utilizan técnicas
mas agresivas como los ultrasonidos y mas recientemente el uso de extraccién con
liguidos presurizados (Huerta et al., 2012; Huerta et al.,, 2013 a,b) (Figura 4.4). Este
procedimiento ha sido validado para 20 compuestos en higado y masculo de peces, pero
no se ha aplicado ni validado para otras matrices marinas (peces, bivalvos, gasterépodos,
etc.). Recientemente Jakimska et al. (2013) han empleado el método QUEChERS para el

analisis de disruptores endocrinos en peces.

Extraccion
(PLE, SPME, SE, USE)

Purificacion
(SPE, GPC, centrifugation)

Identificaciony
cuantificacion

Derivatizacion

Biosensores LC (tAndem UV, FL,

Y bioensayos TOF, MS/MS)

Figura 4.4. Etapas basicas para la determinacion de farmacos en biota (adaptada de Huerta
et al., 2013b)

La técnica mayoritariamente utilizada en la extraccion de plaguicidas de uso actual en
biota es la extraccion sdlido-liquido, y recientemente aumenta el uso de QUEChERS

(Quick Easy Cheap Rugged Effective and Safe; rapido, facil, barato, eficaz, robusto y
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seguro) (Andreu y Pic0, 2012). Este método desarrollado por Anastassiades et al., (2003)
se basa en la extraccion de una muestra previamente homogeneizada con acetonitrilo y
se crea una particion liquido-liquido agregando un exceso de sales y tampones, por
altimo se centrifuga en presencia de sulfato de magnesio (elimina el agua remanete) y
una amina primaria y secundaria (PSA) y el sobrenadante est4 listo para su analisis bien
por GC-MS o LC-MS.

4.1.3. Bioacumulacién de contaminantes organicos en el Mar Menor

Antes del trabajo realizado en esta tesis solo se habia estudiado la bioacumulacién de
metales traza y plaguicidas organoclorados en algunas zonas del Mar Menor (Marin-
Guirao et al., 2008; Pérez-Ruzafa et al., 2000). En el caso de contaminantes organicos
como son los plaguicidas el unico estudio realizado fue llevado a cabo en dos ramblas
que fluyen hacia la laguna y en algunos puntos cercanos a sus desembocaduras en 1995
(Pérez-Ruzafa et al., 2000). Se analizaron 8 especimenes vegetales (Rupia cirrhosa,
Cymodocea nodosa, Caulerpa prolifera, Enteromorpha fexuosa, Chaetomorpha linum,
Laurencia obtusa, Hypnea cervicornis y Acetabularia calyculus), 4 organismos filtradores
(Venerupis aurea, Cerastoderma glaucum, Mytilaster minimus y Scrupocellaria
bertholleti), 4 especies de herbivoros/detritivoros (ldotea basteri, Sphaeroma serratum,
Cymodoce truncata y Gammmaridae) y 3 de carnivoros (Anemonia sulcata, Blennius
pavo y Pomatoschistus marmoratus). El 8-HCH estuvo presente en el 80% de las
muestras (100% de ejemplares en la Carrasquilla). El aldehido de endrin, a- y B-
endosulfan lo hicieron en un 40% y el resto de productos aparecen en un 20% 0 menos.
El aldehido de endrin alcanz6 la mayor concentracién en la rambla del Albujén con (1.470
ng g*) en C. linum. En cuanto a los factores de bioacumulacion, fue el heptacloro el que
alcanz6 el mayor valor en Gammmaridae (30.980 L kg?). Los niveles de biocumulacién
en la rambla de EI Albujon fueron mayores que en la Carrasquilla. Por tanto se trata de un
estudio local, no representativo del conjunto del Mar Menor y que sélo se realizé en una
época del afio (verano de 1995), por lo que no pudieron encontrarse posibles diferencias
estacionales en la bioacumulacién de estos contaminantes.

Por tanto no se dispone de datos previos sobre la variabilidad espacial y estacional de la
bioacumulaciéon de contaminantes organicos en el Mar Menor. Por ello tiene especial
interés la caracterizacion espacial y estacional de los niveles de los principales grupos de

contaminantes en organismos representativos de la laguna.
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4.2. Objetivos especificos del capitulo

De modo que no se dispone de una caracterizacion espaciotemporal adecuada de la
concentracion de contaminantes organicos en distintas especies del Mar Menor y por ello
es también un objetivo relevante de esta Tesis. Asi este estudio permitira identificar las
especies que pueden utilizarse como indicadores de contaminacién para cada uno de los
grupos de contaminantes considerados, como alternativa al mejillon, ya que no se
dispone de una especie con tamafio y poblacién suficiente para su uso en un programa
de seguimiento. Esto cobra especial importancia ante los retos que supone la evaluacion
de la calidad ambiental que requieren las directivas europeas en aguas costeras
(Directiva Marco de Agua y Directiva Marco de Estrategia Marina). Tampoco se habia
evaluado previamente la bioacumulacién utilizando organismos transplantados en esta

laguna. Por tanto los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:

a) Caracterizar la variacion espacial y estacional de la bioacumulacién de PAHs y
contaminantes organoclorados en bivalvos nativos del Mar Menor, como via
para identificar el bivalvo mejor bioindicador en el Mar Menor para estos
contaminantes.

b) Validar y poner a punto métodos para la determinacion de farmacos en
moluscos y peces representativos del Mar Menor.

c) Determinar los niveles de bioacumulacién de farmacos en moluscos y peces
representativos del Mar Menor.

d) Estimar la bioacumulacion de contaminantes regulados y emergentes en

almejas fondeadas en distintos puntos de la laguna sometidos a diferentes
grados de contaminacion.
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4.3. Estrategia de muestreo

Para conseguir los objetivos propuestos se han desarrollado dos estrategias de
muestreo, una muestreando organismos de diferentes especies que habitan en la laguna
y otra fondeando almejas procedentes de un area poco expuesta a la contaminacion en 4
puntos del Mar Menor. Para abordar la primera linea de trabajo se realizaron 2 muestreos
de biota en el afio 2010 coincidiendo temporalmente con los de agua y sedimento de
primavera y otofio. Se muestrearon organismos de distintos niveles tréficos, habiendo
solicitado la correspondiente autorizacion cuando fue necesario. Concretamente se
muestrearon bivalvos (berberecho, ostra y nacra), un gasterépodo (caracola) y dos

especies de peces (galupe y gobio) (Figura 4.5).

Figura 4.5. Biota muestreada en esta tesis (A =berberecho, B =ostra, C =nacra, D = caracola,
E = gobio, F = galupe).

Todas las especies se recolectaron manualmente mediante buceo, excepto el berberecho
gue se muestreo a pie con rastrillo y el galupe, que se pesco6 usando una red de arrastre
tal y como se muestra en las fotos incluidas en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Fotografias mostrando la red empleada para la captura de galupes y diferentes
escenas de pesca artesanal.

Se seleccionaron 9 puntos de muestreo en la laguna y uno en el Mar Mediterrdneo
(Figura 4.7). El objetivo era disponer de datos de 3 puntos en cada una de las grandes
areas en que se puede subdividir el Mar Menor: la norte con una mayor influencia del
Mediterraneo (MM1, MM10 y MM23), la sur que es la mas confinada (MM25 y MM31) y la
intermedia que recibe la descarga de la rambla del Albujon en su lado oeste (MM11,
MM18 y MM21).
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Figura 4.7. Mapa mostrando las diferentes zonas de muestreo de biotay la situacién de las
almejas fondeadas para el estudio de bioacumulacién a lo largo del tiempo.
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En el caso del experimento de biomonitoring activo se transplantaron almejas de la zona
previsiblemente menos impactada del Mar Menor (préxima a Las Encafiizadas) a 4
puntos de la laguna (Figuras 4.7, 4.8 y 4.9). Los puntos de fondeo de las almejas estaban
situados en una zona préxima al puerto de Lo Pagan (S1), junto a la base militar de Los
Alcézares (S2) y a distancia creciente de la desembocadura de la rambla del Albujén (S3
a 500 my S4 a 1,5 km) (Figura 4.8). Este experimento se realizd utilizando jaulas de

acero inoxidable tanto en primavera como en otofio (Figura 4.7).

Figura 4.8. Fotografias de las jaulas de acero inoxidable utilizadas en el fondeo de almejas
(A), las almejas durante su periodo de aclimatacion y mostrando varias escenas de su
fondeo y recuperacion.

El objetivo de este estudio era evaluar el impacto del vertido de la rambla en estos
organismos, caracterizando los niveles de contaminantes a que han estado expuestos. La
exposicién se mantuvo durante 40 dias tomando muestras a los 7 dias y al final del
experimento en primavera, y durante 21 dias, muestreando a los 7 dias y al final del
experimento en otofio debido a la proliferacion de organismos (biofouling) observado
sobre las jaulas en primavera (Figura 4.10). Simultaneamente se caracterizé la
concentracion de contaminantes en agua durante la primera semana de experimento,
tomando 2 muestras diarias, con el fin de obtener una serie de datos representativa de
las concentraciones a que han estado expuestos los organismos y para caracterizar con
mayor detalle la variabilidad temporal (circadiana y diaria) de las concentraciones en
agua de mar.
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Figura 4.9. Puntos de muestreo de agua superficial en las zonas de fondeo de las jaulas, en

una zona proxima al puerto de Lo Pagéan (S1), junto ala base aérea de Los Alcazares (S2) y

a distancia creciente de la desembocadura de la rambla del Albujén (S3a500my S4a 1,5
km).

4.4. Bioacumulacion de PAHs y contaminantes organoclorados en bivalvos

Los analisis de contaminantes organicos desarrollados en esta tesis se han estructurado
en 3 articulos cientificos, que han sido ya publicados en revistas con alto indice de
impacto. El primero de ellos compara la bioacumulacién de PAHs, PCBs y pesticidas
organoclorados en 3 especies de bivalvos del Mar Menor, atendiendo a su variabilidad
espacial y temporal, que ha sido publicado en Science of The Total Environment. El
segundo articulo corresponde a los resultados de la bioacumulaciéon de contaminantes en
fondeadas en otofio, asi como la caracterizacion de su exposicion a pesticidas de uso
actual en el agua circundante (Campillo et al., 2013). Este articulo se hizo en
colaboracién con otros investigadores que evaluaron los efectos biol6gicos asociados a
dicha exposicién y fue publicado en Aquatic Toxicology. Los datos propios de esta tesis
en este articulo incluyen los niveles en agua y en almeja. El tercer articulo evalla la
bioacumulacién de farmacos en moluscos y peces del Mar Menor, incluyendo el estudio
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de su distribucion espacial y estacional. Este ultimo articulo ha sido enviado para su

publicacion en y esta en proceso de revision.

Figura 4.10. Imégenes de biofouling en estaciones S3y S4 encontrado al final del muestreo
de primavera.

-124 -



ARTICULO VI

4.4.1. Interspecific comparison of polycyclic aromatic
hydrocarbons and persistent organochlorines bioaccumulation
in bivalves from a Mediterranean coastal lagoon







ARTICULO VI

Titulo: Interspecific comparison of polycyclic aromatic hydrocarbons and persistent
organochlorines bioaccumulation in bivalves from a Mediterranean coastal lagoon.
Autores: Lebn, V.M., Moreno-Gonzalez, R., Gonzalez, E., Martinez, F., Garcia, V.,
Campillo, J.A.

Afio: 2013

Revista: The Science of the Total Environment, 463-464, 975-987.

Abstract

The bioaccumulation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), organochlorine
pesticides (OCPs) and polychlorinated biphenyls (PCBs) was characterized in cockle,
oyster and noble pen shell from nine areas in the Mar Menor lagoon with different
hydrodynamic and pollutant sources. Biota, sediment and water samples were
simultaneously collected in the spring and autumn of 2010. Considering all bivalve
samples, PAH concentrations ranged from 8.98 to 370 pg-kg™ d.w., those of PCBs from
0.15 to 42.36 ug-kg™ d.w. and those of DDXs from below detection limit to 240.6 ug-kg™
d.w., where p,p’-DDE was the main fraction. The bioaccumulation of PAHs was similar for
cockle, oyster and noble pen shell, being higher close to ports and wastewater effluents.
However, DDX and PCB bioaccumulations in oyster and noble pen shell were significantly
higher than in cockle in spring (p = 0.02). The first organic pollutant bioaccumulation data
for noble pen shell were obtained in this study, showing a preferential accumulation of
pyrene. The increase of PAH bioaccumulation in autumn, as compared to spring, was low,
due to high water temperatures during the summer, which favoured PAH dissipation
processes. No significant seasonal variations were detected for OCPs and PCBs, except
in some specific areas. The PAH, PCB and OCP levels detected in these bivalves were
lower than OSPAR/MED POL environmental assessment criteria, except for p,p’-DDE in

bivalves sited close to El Albujén watercourse mouth.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969713007274
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ARTICULO VI

Titulo: Impact assessment of agricultural inputs into a Mediterranean coastal lagoon (Mar
Menor, SE Spain) on transplanted clams (Ruditapes decussatus) by biochemical and
physiological responses.

Autores: Campillo, J.A., Albentosa, M., Valdés, N.J., Moreno-Gonzalez, R., Le6n, V.M.
Afo: 2013

Revista: Aquatic Toxicology, 142-143: 365-379.

Abstract

The Mar Menor is a coastal lagoon threatened by the development of intensive agriculture
in the surrounding areas. Large amounts of pesticides from these areas are discharged
into El Albujén, a permanent watercourse flowing into the lagoon. We have used a multi-
biomarker approach to assess the biological effects of agricultural pollution on a bivalve
species. Biomarkers indicative of neurotoxicity (acetylcholinesterase, AChE), oxidative
stress (catalase, CAT; glutathione reductase, GR and lipid peroxidation, LPO), phase I
biotransformation of xenobiotics (glutathione S-transferase, GST) and physiological stress
(scope for growth, SFG) were measured in clams transplanted to four sites of the lagoon
(two reference sites and two sites affected by the dispersion of the effluent of the El
Albujén), for exposure periods of 7 and 22 days. The hazards of this effluent were also
examined by simultaneously measuring up to 83 contaminants (pesticides, PCBs, PAHs
and others) in samples of fresh water from the watercourse mouth and seawater from the
deployed sites, as well as the bioaccumulation of organochlorinated compounds and
PAHs in the transplanted animals. Biomarker responses showed marked differences
between reference and affected sites after 7 and22 days. However it was only after 22
days that principal component analysis (PCA) of the biomarker responses distinguished
between clams deployed in sites affected by the dispersion of the effluent of the
watercourse and those from the reference sites. The chemical analysis of water showed
high concentrations of pesticides close to El Albujén watercourse mouth, with the greatest
input flux corresponding to the organophosphate chlorpyrifos, followed by pendimethalin
and naphthalene, and at lower levels acenaphthene, terbuthylazine-desethyl and
chlorpyrifos-methyl. In this regard, PCA analysis showed that the biological effects of the
mixture of pesticides in caged clams after 22 days were reduced levels of AchE and SFG
and increased levels of GR and phase Il GST activity. An integrated biomarker response
index was calculated from the combination of these biomarkers, proving useful for the

assessment of the impact of agricultural pollution in caged clams.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X13002397
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4.5. Recapitulaciéon

En esta tesis se han determinado la distribucion espacial y estacional de PAHS,
contaminantes organoclorados y farmacos en bivalvos, y en el caso de los farmacos se
han analizado también en caracola, galupe y gobio. Los contaminantes regulados (PCBs,
PAHs vy plaguicidas organoclorados) en bivalvos se determinaron aplicando los
procedimientos ya validados por el grupo de Contaminacion Marina y Efectos Bioldgicos
del Centro Oceanografico de Murcia. En todos los casos se realizé mediante extraccion
Soxhlet y el analisis se llevé a cabo mediante HPLC con deteccién de fluorescencia para
los PAHs y con cromatografia de gases con detector de captura de electrones para los
plaguicidas organoclorados y PCBs. Para el andlisis de farmacos en biota marina
(moluscos y peces) se aplicé y adaptdé un método de andlisis de farmacos en peces
(musculo e higado) de agua dulce. Concretamente este método se validd para el andlisis
de moluscos (3 especies de bivalvos y una de gasteropodo). La extraccion se llevo a
cabo usando disolventes presurizados y posterior purificacion mediante cromatografia de
permeacion en gel. La aplicacion de la cromatografia de liquidos y deteccion con
espectrometria de masas con la tecnologia de triple cuadrupolo permitio la identificacion y

cuantificacion de estos compuestos en matrices complejas como las muestras marinas.

Las concentraciones de PAHs, PCBs y pesticidas organoclorados fueron heterogéneas
en los bivalvos del Mar Menor como consecuencia de las particularidades del area de
estudio (hidrodinamica y fuentes de contaminacion) y la biologia de las especies
consideradas. Se detectaron un total de 27 contaminantes regulados en bivalvos del Mar
Menor. Entre los PAHSs, los congéneres mas abundantes en berberecho y ostra fueron
fenantreno (20% y 24% respectivamente), fluoranteno (17% y 18% respectivamente) y
pireno (15% y 13% respectivamente). Sin embargo en nacra el pireno fue el congénere
de mayor abundancia con un porcentaje mayor del 25% en todos los ejemplares
muestreados, consecuencia probablemente de su acumulacién preferente por parte de
esta especie. Atendiendo a diferentes indices se constatd que el origen (pirogénico o
pirolitico) de los PAHs para mas del 50% de las muestras analizadas el origen era
pirolitico, excepto cerca de los puertos y de la desembocadura de la rambla del Albujén
donde era eminentemente petrogénico, mostrando su influencia en la descarga de

combustibles y otros derivados del petrdleo.

La suma de las concentraciones totales de los diferentes grupos de contaminantes
oscilaron entre 8,98 — 370 ng g~* (peso seco; p.s.) para PAHs, entre 0,15 — 42,36 ng g*
para los PCBs y entre n.d. — 240,6 ng g para los DDXs (suma de p,p’-DDT e

intermedios de degradacién). En el caso de los DDXs mas del 90% de la concentraciéon
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corresponde al p,p-DDE. Algunos plaguicidas organoclorados (p,p-DDT, o,p-DDT y
dieldrin) sélo se encontraron en ostra y nacra. Las mayores concentraciones de p,p’-DDE,
intermedio de degradacién del p,p’-DDT, se encontraron en nacra (235,6 ng g™!) y ostra
(219 ng g™!) cerca de la desembocadura de la rambla del Albujén, superando en estos
casos los criterios ambientales de calidad propuestos para mejillon por OSPAR. De
nuevo se evidencia la influencia de la descarga de la rambla del Albujén, tal y como se ha
mostrado en los capitulos 2 y 3, ya que es una fuente de entrada de este contaminante,
sobre todo asociado a la fraccion particulada durante las riadas. El p,p’-DDT, ya en
desuso, se detectd cerca de las fuentes, concretamente en ostras y nacra muestreadas
cerca de la desembocadura de la rambla del Albujén y en el canal de El Estacio,
consecuencia probablemente en este Ultimo caso de la remocion de sedimentos
profundos en este canal de navegacion. No se encontré una relacion entre el contenido

lipidico y la concentracion de contaminantes organicos regulados.

Las concentraciones de PAHs fueron similares en las tres especies de bivalvos, sin
embargo fueron mayores en ostra y nacra para los contaminantes organoclorados. Asi la
ostra parece ser la mejor alternativa al mejillén como indicador de la contaminacién de
PAHs, PCBs y pesticidas organoclorados en la columna de agua del Mar Menor, ya que

la nacra es una especie protegida.

Este estudio es de los pioneros en analizar productos farmacéuticos en la costa espafiola
y el primero de la Region de Murcia. De los 20 compuestos validados en el procedimiento
analitico se detect6 un mayor numero de farmacos en peces que en moluscos,
particularmente en musculo de galupe en el que se detectaron 18 farmacos. Sin
embargo, sélo se detectaron 7 farmacos en higado de galupe y en caracola, y 6 en el
resto de bivalvos. La carbamazepina y la hidroclorotiazida se detectaron en todas las
especies y matrices consideradas, mostrando su relevancia en este sistema. Este Ultimo
es el que ha presentado la concentracion mas alta entre los farmacos en higado (18,7 ng
g™Y). La distribuciéon de los farmacos en la laguna fue heterogénea, y atendiendo a las
mayores concentraciones encontradas se observé una cierta tendencia a encontrarlas en
la zona de influencia de la rambla del Albujon o bien cerca de los principales nucleos
turisticos y urbanos. En general, al igual que para el resto de contaminantes organicos
analizados, no se encontré una relacién entre el contenido lipidico y las concentraciones
encontradas en las diferentes especies analizadas, consecuencia de la influencia
predominante de su proximidad a los focos de contaminacién. En algunos casos fue
posible determinar los factores de bioacumulacién considerando las concentraciones en
agua, como para la hidroclorotiazida (109,7 — 656,8 L kg?') en nacra, berberecho y
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galupe, y en otros sin embargo sélo se obtuvo un valor para lorazepam (43 L kg?) en
caracola. Estos son los primeros factores de bioacumulacion estimados para estos
compuestos en el medio marino. El factor de biomagnificacién en caracola a partir del
berberecho encontrado para el citalopram fue de 4,1 en un solo caso y vario entre 0,6 y
1,2 para la hidroclototiazida considerando tres puntos de muestreo diferentes. Estos
resultados muestran una escasa tendencia a la biomagnificacion entre el berberecho y la

caracola de los farmacos considerados en este estudio.

La mayor frecuencia de deteccion en galupe hace que esta especie pueda ser propuesta
como posible indicador de la presencia de productos farmacéuticos en zonas costeras,
aungque seradn necesarios mas estudios que confirmen nuestros resultados. Para
aumentar la representatividad del andlisis realizado y reducir costes se podrian realizar
pooles de un numero determinado de individuos, aunque se perderia informacién

relevante sobre la variabilidad individual.

En el experimento de fondeo de almejas en 4 puntos del Mar Menor en primavera y
verano, ademas de determinar la bioacumulacion de PAHs vy contaminantes
organoclorados, se caracterizd en cada punto la variacion diaria de la concentracién en
agua de PAHSs, contaminantes organoclorados y plaguicidas de uso actual. El nimero de
contaminantes organicos regulados y plaguicidas de uso actual detectados en otofio (37)
fue superior al de primavera (11). Los niveles de concentracién media fueron superiores
también en otofio, alcanzando naftaleno y clorpirifés 110,7 ng L' y 199,3 ng L*
respectivamente. Los analisis de las almejas revelaron la presencia de fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, PCB 28, PCB 153, p-p’-DDE, hidroclotoriazida
y carbamazepina en primavera y de fluoreno, fenantreno, fluoranteno, pireno, benzo (b)
fluoranteno, PCB 52, PCB 153, p-p’-DDE hidroclotoriazida, carbamazepina y citalopram
en otofio antes del fondeo (tiempo cero). A lo largo de ambos periodos de exposicion se
encontraron ademas benzo (a) antraceno, criseno, benzo (e) pireno, benzo (k)
fluoranteno, benzo (g,h,i) perileno, p-p’-DDD, PCB 101, PCB 118, PCB 138, PCB 180,
atenolol, propanolol y venlafaxina. En general los OCPs, PAHs y los PCBs mostraron
tendencia a la bioacumulacién en primavera y en otofio en todas las jaulas, siendo ésta
mas acentuada en las jaulas proximas a la desembocadura de la rambla del Albujéon (S3
y S4) (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Bioacumulacion de PCBs, OCPs y PAHs en almeja en primavera (verde) y otofio

(naranja). (PS1 = primavera jaula 1; OS1 = otofio jaula 1).

Las concentraciones alcanzadas para los OCPs y PCBs fueron mayores en primavera
gque en otofio ya que las almejas estuvieron fondeadas un periodo de tiempo mayor. En
cuanto a los farmacos, tres de ellos (hidroclotoriazida, carbamazepina y citalopram)
mostraron “cierta” tendencia a la bioacumulacién durante la exposicion, aunque menos
clara que la de OCPs y PCBs. La hidroclorotiazida se detect6 en todas las muestras
evidenciando de nuevo su amplia distribucién en la laguna, y present6 también la maxima
concentracion de los farmacos analizados (1,8 ng g™) en almeja. La carbamazepina
también estuvo presente en la mayor parte de las almejas analizadas (78% de las
muestras). De forma complementaria a este trabajo se realiz6 un estudio de los posibles
efectos toxicolégicos de los contaminantes sobre las almejas fondeadas en otofio con el
fin de poder relacionar la calidad del agua con el estado fisiolégico de las almejas. Para
ello se llevd a cabo una evaluacibn con multimarcadores (neurotoxicidad, estrés
oxidativo, transformaciones de fase Il y estrés fisiol6gico) realizada por otros miembros
del equipo de investigacion. Los resultados mostraron que tras el periodo de 22 dias de
exposicion de las almejas en el area de influencia de la rambla del Albujon conllevé a una
alteracion de su fisiologia en un periodo de tiempo relativamente corto bajo condiciones

medioambientales reales.

Durante la primera semana de fondeo de las almejas en la rambla del Albujon se
detectaron episodios de mortalidad de peces (galupe, mujol y chirrete) tanto en primavera
como en otofio. En primavera se detectaron un total de 8 farmacos en los ejemplares
muestreados, siendo la hidroclorotiazida la que present6 la mayor concentracion (12,7 ng
g en galupe). En otofio se detectaron 3 farmacos, carbamazepina, diazepam y 2-
hidroxicarbamazepina a menores concentraciones que en primavera. Por tanto estos
episodios de mortalidad deben ser consecuencia de un aumento muy significativo de la
concentracion de alguno de los muchos contaminantes que acceden al Mar Menor a
través de esta rambla, ya que a pesar del gran esfuerzo analitico realizado en este
estudio s6lo hemos evaluado algunos de los mas representativos. Por ejemplo en otofio
de 2010 se detectaron concentraciones puntuales muy altas en agua de la
desembocadura de la rambla del Albujén para el naftaleno (2.633,8 ng L) y el clorpirifés
(23.017,1 ng L), pero con los datos disponibles no se puede concluir que sean estos y

no otros los contaminantes responsables de estas muertes.
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CONCLUSIONES

Se han optimizado y adaptado varias metodologias que permiten el andlisis de
microcontaminantes organicos regulados y emergentes en diferentes matrices
ambientales (agua superficial, agua de mar, sedimentos marinos y biota marina). Para las
muestras de agua superficial y marina se ha optimizado un procedimiento para el andlisis
simultaneo de 82 PAHSs, PCBs y plaguicidas mediante extraccion con barras magnéticas
polimerizadas (SBSE) y posterior analisis mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). También se ha adaptado un procedimiento para la
determinacion de plaguicidas de uso actual en sedimentos marinos mediante extraccion
con ultrasonidos, y analisis del extracto con SBSE acoplada a GC-MS, aunque presenta
limitaciones en sedimentos finos con alto contenido en materia organica. En el caso de
los farmacos se adaptaron tres metodologias desarrolladas inicialmente para agua,
sedimento y organismos continentales. En agua de mar se adaptd un procedimiento para
el andlisis de 50 farmacos que consistié en la extraccion en fase sélida (SPE) seguida por
el analisis por cromatografia liquida de ultra alta eficacia acoplada a espectrometria de
masas en tandem (UHPLC-MS/MS). Para el caso de farmacos en sedimentos y biota
marinos se han adaptado dos procedimientos aplicando la extraccion con disolventes
presurizados (PLE), la purificacion mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC)
para biota (20 analitos) y extraccion en fase sélida (SPE) para sedimentos (50 analitos), y
el analisis por cromatografia liquida de ultra alta eficacia acoplada a espectrometria de
masas en tandem (UHPLC-MS/MS).

La distribucién de hidrocarburos aromaticos policiclicos, contaminantes organoclorados,
plaguicidas de uso actual y farmacos presenta importantes variaciones a lo largo de la
rambla del Albujon y ha evidenciado que el origen de los plaguicidas es
fundamentalmente agricola y en el caso de los farmacos esta asociado a las descargas
de la EDAR de Los Alcazares. Se ha estimado la entrada total anual al Mar Menor a
través la desembocadura de la rambla del Albujon en 27,4 kg para el conjunto de
contaminantes organicos analizados, de los cuales 11,4 kg correspondieron a los
farmacos. Esta entrada presenté importantes variaciones estacionales, ya que en
primavera predominaron los insecticidas y los antibiéticos, en verano los herbicidas,
diuréticos y antihipertensivos y en las estaciones mas frias (otofilo e invierno)
predominaron los herbicidas y analgésicos. Para todos los compuestos estudiados la
descarga al Mar Menor presentd también variaciones diarias significativas, lo que

evidencié que un muestreo puntual no es representativo en este tipo de sistemas.
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Las lluvias torrenciales actian como vectores de contaminacion hacia el Mar Menor en
donde la masa de PAHSs y sobre todo plaguicidas de uso actual que entra debido a estos
fendmenos se ha estimado en 40,9 kg (22,4 kg en fase disuelta y 18,5 kg en fase
sorbida). Esto supone el 81,6% de la entrada total anual de contaminantes a través de
esta rambla, constituyendo sélo una parte de la descarga que se realiz6 al Mar Menor ya
gue existen unas 20 ramblas que también canalizaron escorrentias asociadas a estos
fendmenos meteoroldgicos. Estos aportes de materiales terrigenos favorecieron el
aumento de la concentracion del p,p’-DDE en los sedimentos del centro y sur de la

laguna, y sin embargo disminuyeran las de PCBs en los del sur.

Se ha confirmado la presencia de una treintena de PAHs y plaguicidas de uso actual en
aire del entorno del Mar Menor utilizando muestreadores activos y pasivos, que por tanto
son susceptibles de transferirse al Mar Menor por deposicién. Los compuestos mas
comunmente detectados fueron el clorpirifés, el metil clorpirifés y el fenantreno. Las
mayores concentraciones de PAHs se obtuvieron cerca del aeropuerto de San Javier,
especialmente en invierno y las de plaguicidas cerca de los campos agricolas,

predominando los herbicidas en invierno y los insecticidas en otofio.

La distribucién de plaguicidas y farmacos en agua superficial de la laguna es heterogénea
espacial y temporalmente, y ha evidenciado que su entrada no se produce soélo por la
rambla del Albujon, sino también a través de las aguas subterrdneas y por deposicion
atmosférica en el caso de los plaguicidas y por otras vias como los vertidos no
controlados durante la época estival para los farmacos. En primavera y verano
predominaron insecticidas y herbicidas, sin embargo, los fungicidas lo hicieron en otofio e
invierno. Las mayores concentraciones de farmacos en agua de mar se encontraron en
verano cerca de los principales nicleos urbanos y turisticos. Ademas existe una clara
relacién entre los compuestos que se detectan, su consumo por parte de la poblacién, la
época de aplicacion agricola preferente de cada plaguicida y la influencia de las lluvias
torrenciales en la zona del campo de Cartagena sobre el destino de estos contaminantes

en la laguna.

La distribucion de PAHs, contaminantes organoclorados, plaguicidas de uso actual y

farmacos en sedimento del Mar Menor también presentd variaciones espaciales y
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estacionales significativas. Esto es consecuencia de la presencia de fuentes simultdneas
de contaminacion y las diferentes condiciones fisicoquimicas, hidrodindmicas y
meteorologicas a lo largo del afio. Las mayores concentraciones de farmacos en
sedimento se detectaron en el &rea de influencia de la rambla del Albujon y de los

principales nucleos turisticos y urbanos.

La bioacumulacion de PAHSs fue similar en berberecho, ostra y nacra. Sin embargo, ostra
y nacra han presentado concentraciones de plaguicidas organoclorados (OCPs) y de
bifenilos policlorados (PCBs) superiores a las encontradas en berberecho. Por tanto la
ostra parece ser el mejor bioindicador de los organismos estudiados para estos grupos de
contaminantes. Las mayores concentraciones de p,p’-DDE se encontraron cerca de la
rambla del Albujon, donde también se aprecié una mayor bioacumulacion en almejas
fondeadas de OCPs, PAHs, PCBs que en otras zonas de la laguna. En el caso de los
farmacos, la mayor frecuencia de deteccion en muasculo del galupe que en caracola,
berberecho, ostra, nacra y zorro hace que esta especie pueda ser empleada como
indicador de la presencia de productos farmacéuticos en zonas costeras. Entre los
farmacos detectados cabe destacar la carbamazepina y la hydroclorotiazida se
encontraron en todas las especies y matrices consideradas, lo que evidencia su

relevancia en este sistema.

Las concentraciones encontradas en las distintas matrices se han comparado con los
estandares de calidad ambiental disponibles. Asi la concentracion de clorpirifés en agua
de la rambla del Albujén super6 en el criterio de calidad ambiental (EQS) de la DMA en el
29% de las muestras en verano de 2009. En el caso del agua de mar no se han superado
estos criterios pero han estado proximos para algunos plaguicidas cerca de la
desembocadura de la rambla del Albujon, aunque los efectos adversos del vertido se han
evidenciado en los estudios de efectos bioldgicos realizados en las almejas fondeadas en
esta zona. Las concentraciones de p,p’-DDE en sedimento sobrepasaron los criterios
aceptados por los programas CEMP y MEDPOL entre el 28 y 44% de las muestras tras
las riadas. Los valores alcanzados para p,p’-DDE en ostra y nacra también fueron
mayores que el criterio de calidad ambiental propuesto por OSPAR en ostra y mejillon.
Ademas se encontraron concentraciones de fa&rmacos en agua que podrian provocar
efectos adversos en algunos organismos marinos. Por tanto los organismos del Mar

Menor estan expuestos a una gran diversidad de contaminantes que pueden estar
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afectandoles, particularmente junto a los principales focos de contaminacion como la

rambla del Albujon.
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Occurrence and seasonal distribution of polycyclic aromatic hydrocarbons,
legacy and current-use pesticides in air from a Mediterranean coastal
lagoon (Mar Menor, SE Spain)

Carratald, A.}, Moreno-Gonzalez?, R., Ledn, V.M.2
! Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Alicante

2 |nstituto Espafiol de Oceanografia, Centro Oceanografico de Murcia, Apdo. 22, C/ Varadero 1,
30740 San Pedro del Pinatar, Murcia (Spain). E-mail: victor.leon@mu.ieo.es

Abstract

The occurrence and seasonal distribution of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), legacy and
current-use pesticides (CUPs) in air were characterized around Mar Menor lagoon using both
active and passive sampling devices. The seasonal distribution of these pollutants was determined
in 6 points using passive samplers. Sampling rates of passive samplers were determined for all
detected analytes, considering preferentially winter data, due to probably losses in active
sampling during summer (high temperatures and sun irradiation). The presence of 32 PAH:s,
polychlorinated biphenyls (PCBs) and pesticides were confirmed in particulate phase (active
sampling), but were predominant in dissolved phase. However, other compounds such as some
herbicides, the heaviest PAHs and others were most commonly found using passive samplers. The
most commonly detected contaminants (>95% of samples) in air were chlorpyrifos, chlorpyrifos-
methyl and phenanthrene. The maximum concentrations corresponded to phenanthrene (6000
pg m3) and chlorpyrifos (4900 pg m?3). The distribution of contaminants was spatially and
seasonally heterogeneous. The highest concentrations of PAHs were found close to the airport,
while the highest concentrations of pesticides where found in the influence area of agriculture
fields (western stations) The concentrations of PAHs and herbicides were higher in winter than in
the rest of seasons; however, some insecticides such as chlorpyrifos were more abundant in
autumn.
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Anexo I

Presencia y distribucion de plaguicidas de uso actual en
sedimentos marinos superficiales en una laguna costera
mediterranea (Mar Menor SE Espafia)

Moreno-Gonzalez, R.; Lebén, V.M.

Instituto Espafiol de Oceanografia, Centro Oceanografico de Murcia, Apdo. 22, C/
Varadero 1, 30740 San Pedro del Pinatar, Murcia (Spain).

Resumen

Se ha llevado a cabo un estudio semestral de la contaminacion por plaguicidas de uso
actual (CUPs), en sedimentos superficiales del Mar Menor incluyendo triazinas,
organofosforados y otros pesticidas. Para ello se han evaluado dos procedimientos de
extraccion de estos compuestos del sedimento aplicando ultrasonidos y extraccion con
disolventes presurizados, mostrando una menor eficiencia conforme aumenta el
contenido en fraccién inferior a 63 um y carbono organico. Esto ha permitido caracterizar
su distribucion espacial y estacional durante los afios 2009 y 2010. También se ha
evaluado el impacto que ejercen las riadas tanto sobre la entrada de CUPs como su
posterior distribucién en la laguna. Asi, la cantidad total (fase disuelta + sorbida) de CUPs
descargada en la laguna a través de la rambla del Albujon durante las dos riadas
acaecidas en septiembre de 2009 fue de 38,9 kg, correspondiendo 9,9 kg a
organosfosforados, 5,5 kg a triazinas y el resto a otros CUPs. La distribucién de los CUPs
no fue homogénea en la laguna debido tanto a las diferentes vias de entrada de
contaminantes, los diferentes tipos de sedimentos y condiciones fisioquimicas e
hidrodinamicas del Mar Menor. Las mayores concentraciones se han detectado en areas
de deposicion de la laguna, en el area de influencia de la rambla del Albujén u otras
ramblas con aportes subterraneos como El Mirador (al norte) o Los Alcazares (al este) y
del canal del Estacio. De hecho las concentracion maxima se detect6 en este Ultimo
punto para la desetil terbutilazina (281,9 ng g* peso seco). Este trabajo supone una
primera aproximacién pero desafortunadamente los métodos de extraccion aplicados no
han sido suficientemente eficientes para buena parte de los CUPs evaluados y
particularmente cuando se trata de sedimentos con altos porcentajes de fraccion inferior a

63 um y carbono organico.
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Anexo Il

Do pharmaceuticals bioaccumulate in marine molluscs and fishes

from a coastal lagoon?

Rubén Moreno-Gonzalez;, Sara Rodriguez-Mozaz, PhD; Meritxell Gros, PhD; Damia
Barceld, PhD; Victor M. Leén, PhD

Abstract

The bioaccumulation of 20 pharmaceuticals in cockle (Cerastodema glaucum), noble pen
shell (Pinna nobilis), sea snail (Murex trunculus), golden grey mullet (Liza aurata) and
black goby (Gobius niger) was evaluated, considering their distribution throughout the Mar
Menor lagoon and their variations in spring and autumn 2010. The analytical procedure
was adapted for the different matrices as being sensitive and reproducible. 18 out of the
20 compounds analyzed were found at low ng g? in these species throughout the lagoon.
Hydrochlorothiazide and carbamazepine were detected in all species considered. The
bioaccumulation of pharmaceuticals was heterogeneous in the lagoon, with a higher
number of pharmaceuticals being detected in fish (19) than in molluscs (10), particularly in
golden grey mullet muscle (16). Beta-blockers and psychiatric drugs preferentially
bioccumulated in fish with the exception of citalopram, which did so in molluscs.
Bioaccumulation of hydrochlorothiazide was also confirmed in caged clams and a slight
biomagnification of citalopram in sea snail from cockle was observed. The higher
detection frequency and concentrations found in golden grey mullet suggested that
mugilids could be used as an indicator of contamination by pharmaceuticals in coastal
areas. To the best of our knowledge, this is the first study that shows data about
hydrochlorothiazide, levamisole and codeine in wild marine biota.
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