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La forma mas eficaz para comprender la relacion causa-efecto de los contaminantes
quimicos en los ecosistemas fluviales europeos pasa por la identificacion de los agentes toxicos
clave y su biodisponibilidad, destino, transporte y efectos bioldgicos. En KEYBIOEFFECTS
se han establecido varios enfoques con el objetivo de identificar los contaminantes
ambientales clave, aunque la complejidad de la contaminacidn ambiental a menudo dificulta
la identificacion de agentes toxicos desconocidos. Por consiguiente, relacionar la presencia
de un compuesto o una mezcla compleja de compuestos con el impacto biolégico o con
los efectos observados en el medio natural constituye un auténtico desafio. Para realizar la
identificacion de los compuestos toxicos en mezclas ambientales complejas, se optd por el
analisis EDA (Effect-Directed Analysis) y la combinacion de bioensayos, fraccionamiento y
analisis quimicos.

El objetivo del estudio de EDA que aqui presentamos era la identificacion de los mutagenos,
principalmente compuestos poliaromaticos con un minimo de tres anillos fusionados. El
método del EDA se basa en el uso de un muestreador pasivo especifico, un sistema Blue
Rayon (BR) capaz de absorber los compuestos quimicos aromaticos planares, un método de
fraccionamiento de tres pasos y un método de LC/MS/MS de alta resolucion. Los métodos
de fraccionamiento y analisis se desarrollaron con 50 estandares seleccionados en funcion
de la planaridad, la mutagenicidad, la lipofilicidad, la polaridad, etc. El primer paso, la
separacion de los compuestos de la muestra, se bas6 en su comportamiento en el agua (neutro,
basico o acido). El extracto de BR se fracciond en compuestos acidos, basicos y neutros
mediante bombas de intercambio de iones. Los dos siguientes pasos del fraccionamiento se
realizaron mediante la separacion con HPLC, en dos fases estaticas diferentes (fenil-hexil
y C18 polimérico). Para el andlisis de las fracciones mutagénicas se utilizo una Orbitrap
LC/MS/MS de alta resolucion (Thermofisher), equipada con una fuente de ionizacion por
electroespray para los compuestos mas polares y una fuente de ionizacion quimica a presion
para los compuestos menos polares. Para determinar la mutagenicidad se aplicé una prueba
de fluctuacion AMES con la Sa/monella TA9S.

Aunque el EDA se ha aplicado con buenos resultados en la identificacion de los
agentes toxicos, la prueba del procedimiento de mutagenicidad puede desembocar en
una interpretacion erronea de los resultados. Se considera que los compuestos organicos
hidrofobicos se pierden por sorcion en las placas de plastico que se utilizan para el cultivo de
células y en las bacterias, lo que provoca una sobreestimacion de la concentracion real que
ejerce mutagenicidad. Para abordar este problema, en este caso aplicamos una dosificacion
pasiva basada en el fraccionamiento de los mutagenos en juntas toricas de silicona, lo
que nos permitié disponer de una concentracion definida y en disolucion libre constante.
Experimentos previos utilizando una nueva configuracion de SPME en placas de 24 pozos
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combinadas con GC-MS revelaron una difusion del compuesto similar con y sin bacterias.
Por tanto, se realizaron pruebas paralelas en las que el primer lote de experimentos permitiria
determinar la mutagenicidad a partir de agentes toxicos cargados en juntas toricas de silicona
y el segundo lote serviria para cuantificar la concentracion en disolucion libre disponible en
la prueba mutagénica, inyectando en la LC/MS el pozo con las juntas toricas de silicona y el
agua bidestilada.
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1. Introduccién
Para mantener y restablecer la calidad ecoldgica en un sistema fluvial, hay que entender
su funcionamiento. Si se pueden relacionar los efectos adversos observados sobre el terreno
con los factores de estrés del ecosistema que los provocan podran tomarse medidas efectivas.
Establecer este tipo de relaciones causa-efecto sobre el terreno resulta realmente complicado
a causa de la complejidad del ecosistema, que puede verse influido por una gran variedad
de factores (por ejemplo, los parametros fisicos y quimicos, los cambios en el habitat y la
presencia de contaminantes). En el marco del proyecto Keybioeffects se estan realizando
varios tipos de investigacion para descubrir las relaciones causa-efecto de los contaminantes
en varios niveles. En esta presentacion queremos centrarnos en los peces y los invertebrados
acuaticos como bioindicadores del estrés toxico. En los subproyectos de Keybioeffects se
estudiaron los efectos sobre los peces y los invertebrados acuaticos en varios niveles:
- Poblacion: a través de un control de investigacion sobre el terreno y la observacion de
varias caracteristicas de los peces.
- Individual:
- Estudiando la bioacumulacion y los efectos de las sustancias orgénicas sobre los
invertebrados acuaticos en relacion con las condiciones abioticas.
- Estudiando la biodisponibilidad y los efectos (relacionados con contaminantes
especificos) sobre los peces en sistemas de laboratorio.
- Molecular: estudiando el mecanismo inmunotoxico de los contaminantes en los peces.

La investigacion mecanicista de los efectos de los contaminantes sobre los peces es
importante porque nos permite conocer mejor de qué modo interactiian los contaminantes
con los peces del entorno y como es posible que actiien. Gracias a esta informacion podemos
empezar a establecer una relacion causa-efecto y determinar qué medidas podemos adoptar
para minimizar los efectos sobre el terreno.

Nuestros objetivos son, en primer lugar, mostrar la contribucion de este tipo de estudios
y, en segundo lugar, explicar por qué combinar los resultados de los estudios aporta valor
afiadido en la gestion de la calidad ecoldgica de los sistemas fluviales.

2. Vinculacion de varios niveles
La figura 1 consiste en un esquema que muestra los vinculos existentes entre los distintos
niveles.
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Figura 1. Relacion entre los niveles de la investigacion en peces

Dado que resulta imposible comprobar qué efectos especificos tiene cada sustancia
quimica, es posible seguir la secuencia descendiente representada en la figura 2, que empieza
con el control del estado quimico y biologico de un sistema fluvial. Si se observan efectos
adversos en las poblaciones de peces, hay que pasar al nivel individual e investigar la
biodisponibilidad de sustancias quimicas concretas y sus efectos sobre los invertebrados y
los peces. Para descubrir como actlia concretamente la sustancia quimica correspondiente,
el estudio pasa al nivel molecular y examina el mecanismo de toxicidad de dicha sustancia.
Esta secuencia descendiente desde los efectos sobre la poblacion hasta los efectos a nivel
molecular permite relacionar de un modo mas concreto los efectos con las causas especificas.
La informacion obtenida de este modo nos permitira tomar decisiones adecuadas sobre las
medidas que hay que tomar respecto al sistema fluvial.

A modo de ejemplo de secuencia descendiente, supongamos que durante el seguimiento
sobre el terreno se observa que los peces presentan parasitos, lo cual puede indicar que han
dejado de ser inmunes. A nivel molecular se investiga el mecanismo de toxicidad de las
sustancias quimicas detectadas en el rio para establecer una correlacion entre sus efectos
sobre la inmunidad y los efectos adversos sobre la poblacion. En este caso, se utilizan células
de peces para investigar como responden los tejidos a la toxina.
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Figura 2. Diagrama de decisiones sobre la gestion del agua.
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Otro ejemplo es la vinculacion de los efectos toxicos sobre los peces con la bioacumulacion
de agentes toxicos en invertebrados acuaticos. Teniendo en cuenta la abundancia, el patron
de alimentacion y el potencial de bioacumulacion de los invertebrados acuaticos, su posicion
en la cadena alimentaria predispone a los peces y otras especies a los riesgos quimicos
derivados de la alimentacion que pueden desembocar en la acumulacion de sustancias
quimicas potencialmente dafiinas en los tejidos de los peces.

Conclusion

- La investigacion en varios niveles permite descubrir las relaciones causa-efecto de las
sustancias quimicas presentes en el medio ambiente.

- Para evaluar, mejorar y gestionar el estado ecologico de un sistema fluvial se puede
utilizar una secuencia descendiente de analisis que va de la observacion de efectos en los
peces o en la poblacion a la escala molecular, en la que se investiga de qué modo actia una
sustancia quimica determinada.

- A la hora de determinar los riesgos potenciales de las sustancias quimicas puede
aprovecharse la sensibilidad de las especies de invertebrados acuaticos de menor tamaiio.

Agradecimiento: estos estudios fueron realizados en el marco del proyecto KEYBIOEFFECTS (MRTN-CT 2006-035695),
financiado por las Acciones Marie Curie del 6° Programa Marco.
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La investigacion de la presencia de contaminantes prioritarios y emergentes en el medio
ambiente es de obligado cumplimiento en el primer caso (en algunos compartimentos
ambientales), y necesario en el segundo, para poder prevenir y controlar la contaminacion
y proteger la salud human y medioambiental de posibles efectos adversos ocasionados por
la exposicion a estos compuestos. Su analisis requiere, en general, el empleo de métodos
muy sensibles y selectivos que permitan la determinacion de los mismos a las muy bajas
concentraciones a las que se encuentran en el medio ambiente, y/o a los niveles fijados como
estandares de calidad.

En las tltimas décadas la instrumentacion analitica ha experimentado un gran desarrollo
que se ha traducido en métodos mas eficaces y fiables con mejores parametros de calidad.
Esta presentacion aborda con ejemplos las ultimas tendencias en la aplicacion de esta
instrumentacion a la toma de muestra, extraccion y analisis de contaminantes prioritarios y
emergentes en el medio ambiente.

La toma de muestra es el primer y, a menudo, el mas importante paso en el analisis de
contaminantes ambientales, al que, no obstante, en ocasiones, no se le presta la atencion
debida. La mayor parte de los estudios ambientales se basan en el andlisis de muestras
discretas, y en menor medida, muestras integradas. En las tltimas décadas, otras estrategias
de toma de muestra mas avanzadas, como, por ejemplo, los sistemas de muestreo pasivo,
que combinan en un solo paso toma de muestra, y separacion y preconcentracion del analito,
estan siendo desarrolladas e implementadas con el doble objetivo de, por un lado, ahorrar
tiempo y, por otro, ganar en informacion.

Las técnicas de extraccion también han mejorado considerablemente a lo largo de los
afios. Ejemplos de técnicas de extraccion avanzadas aplicadas al analisis ambiental de
contaminantes prioritarios y emergentes son la extraccion con liquidos presurizados (PLE),
aplicada a matrices sélidas, y la extraccion en fase s6lida on-line para muestras de agua. Estas
técnicas ofrecen importantes ventajas con respecto a las técnicas tradicionales, sobre todo, en
términos de tiempo y coste del andlisis, y también de consumo de disolventes y reactivos.

Para el analisis, la cromatografia de gases (GC) y la de liquidos (LC), ambas acopladas a
espectrometria de masas (MS) o espectrometria de masas en tandem (M/MS), son las técnicas
mas utilizadas. GC-MS es la técnica de eleccion para el analisis de compuestos volatiles
apolares y termolabiles, y la mas usada en el analisis de contaminantes prioritarios, tales
como hidrocarburos aromadticos policiclicos (PAHs), difenil éteres polibromados (PBDEs),
bifenilos policlorados (PCBs), o dioxinas.

La mayoria de los contaminantes emergentes, no obstante, son compuestos polares cuyo
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analisis requiere el empleo de LC-MS. Hoy en dia, las diversas técnicas de LC-MS/MS
disponibles, con analizadores de tipo triple cuadrupolo (QqQ), cuadrupolo-trampa idnica
lineal (Q-LIT), y cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF), permiten medir niveles muy bajos
de los contaminantes, en el rango incluso de pg/L o pg/g, en matrices complejas, como aguas
residuales, con gran selectividad. No obstante, la principal limitacion de estas técnicas es
la posible existencia de efectos de matriz que interfieran la sefial del analito y conduzcan a
resultados inexactos. Hay varias estrategias para tratar de solucionar este problema, de las
cuales una de las mas convenientes es el uso de compuestos marcados isotopicamente como
estandares internos para la cuantificacion. Estas técnicas de LC-MS/MS, las posibilidades que
ofrecen en la identificacion de contaminantes desconocidos, recomendaciones de operacion
para asegurar una identificacion inequivoca de los analitos, el uso de dilucion isotopica para
compensar posibles efectos de matriz, etc., se ilustran con ejemplos de la investigacion de
contaminantes emergentes, tales como farmacos, drogas, etc., en muestras ambientales.
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La evaluacion de las masas de agua europeas de conformidad con la Directiva Marco del
Agua de la UE analiza su estado ecoldgico a la luz de los elementos de la calidad biologica
(BQE) de los peces, macroinvertebrados, fitoplancton y macrofitos, mientras que el estado
quimico se centra en la concentracion de los 33(+8) contaminantes prioritarios actuales del
agua y los sedimentos. El proyecto MODELKEY demuestra con pruebas solidas que estos
contaminantes prioritarios permiten explicar solo una minima parte de los efectos medibles
en las masas de agua europeas. Sin embargo, hay muchos otros agentes toxicos con capacidad
para influir en el estado ecologico de rios y lagos.

Dado que la Comision Europea es muy consciente de este problema, se ha fijado el cometido
derevisar la lista de sustancias prioritarias atendiendo a dos enfoques: un enfoque basado en el
control y otro basado en la modelizacion de la exposicion, utilizando volimenes de produccion
y patrones de uso. Aunque esta revision implicard un importante avance, requerird también
afrontar posibles obstaculos, como por ejemplo los compuestos no sujetos a control, la escasez
de datos disponibles y el gran nimero de productos derivados y de transformacion. Por tanto,
a los efectos de cumplir con los requisitos de la Directiva Marco del Agua y salvaguardar
los recursos hidricos europeos, planteamos la posibilidad de incorporar otro enfoque, basado
en pruebas de campo recogidas agua abajo de puntos de origen importantes para el conjunto
de una cuenca (grandes ciudades, complejos industriales, zonas de agricultura intensiva,
etc.) en depositos integradores (embalses, estuarios, puertos, etc.) y en puntos de interés
especial (abstraccion de agua potable, ecosistemas con valor especifico, zonas de drenaje,
etc.). El enfoque mas interesante para detectar los agentes toxicos clave especificos de las
masas de agua mediante pruebas de campo es el analisis EDA (Effect-Directed Analysis).
Este sistema utiliza muestras de agua, sedimentos o biota recogidas en puntos de interés
especifico y evalta sus efectos, en la medida de lo posible aplicando un amplio abanico
de identificadores toxicologicos importantes para los ecosistemas y para la salud humana.
Acto seguido, las muestras toxicas se fraccionan para reducir la complejidad de las mezclas
ambientales y se realizan bioensayos con las fracciones obtenidas para identificar las que
acumulan un mayor potencial de riesgo y, por tanto, tienen mas prioridad. Las fracciones
de riesgo se someten a un analisis quimico de objetivos y no objetivos. La dilucidacion
de la estructura de los elementos desconocidos aplicando técnicas de GC-MS y LC-MS,
ademas de las herramientas informaticas mas modernas, constituye uno de los puntos mas
complejos. Por ultimo, solo queda confirmar que los compuestos identificados tentativamente
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tienen una contribucion significativa sobre el efecto medido. Con MODELKEY, el enfoque
EDA ha experimentado un notable avance y se ha aplicado a varios puntos de interés de tres
cuencas fluviales. Ademas de los ensayos clasicos in vivo correspondientes a los BQE de la
Directiva Marco del Agua, se aplicaron diferentes sistemas de ensayos in vitro a un amplio
abanico de indicadores endocrinos, como la estrogenicidad, la androgenicidad, los efectos
mediados por el receptor Ah, la alteracion de las hormonas tiroideas, la mutagenicidad y la
actividad antibidtica. E1 EDA hizo especial énfasis en los sedimentos, a causa de su potencial
de acumulacion de diferentes agentes toxicos. Aunque los contaminantes organicos clasicos
persistentes no polares poseen todavia su importancia en las masas de agua evaluadas por
MODELKEY, el EDA puso de relieve de una forma clara el elevado potencial dafiino de las
fracciones polares en la mayor parte de los indicadores. Dicha tendencia quedo todavia mas
demostrada al valorar la biodisponibilidad en los estudios de EDA. Los compuestos derivados
de productos cosméticos y de higiene personal, como el triclosan biocida y varios compuestos
de almizcle, fueron los principales agentes toxicos identificados en los sedimentos. Otros
ejemplos serian los compuestos de esteroides, el tris(2-cloroisopropilico)fosfato retardante de
llama y diferentes nitro-HAP. Una primera comparacion de los agentes toxicos identificados
mediante el enfoque basado en EDA, con intentos de priorizacién basados en el control
y la modelizacion, indica que el enfoque basado en pruebas de campo permite incorporar
nuevos agentes toxicos potenciales, lo que deberia tenerse en cuenta al realizar el control y
la priorizacion. Ademas de su valor para la priorizacion, el EDA constituye una herramienta
muy potente para el control de investigacion en el contexto de la Directiva Marco del Agua en
puntos en los que los indicadores deje entrever (si el indice de especies en riesgo SPEAR es
bajo) que los agentes toxicos son los causantes del mal estado ecologico, aunque los analisis
de objetivos no permitan justificar los efectos medidos.
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Contaminantes emergentes y prioritarios: el papel de
las WWTP para el saneamiento y la significaciéon de los
productos de transformacion
Kormos J. L., Schulz M., Wick A. y Ternes T. A.

Federal Institute of Hydrology (BfG), Koblenz, Germany

Contacto: Ternes@bafg.de

La presencia de contaminantes emergentes (esto es, compuestos farmacéuticos, productos
de higiene personal y cosmética, compuestos de perfluorados o retardantes de llama bromados)
en el medio ambiente estd ampliamente documentada en la bibliografia especializada. Dichos
contaminantes se han detectado en varias matrices ambientales de la parte baja de pg/l, tanto
en Europa como en América del Norte y Asia. La conclusion alcanzada es que el origen
principal de dichos contaminantes emergentes que penetran en el medio acuatico son los
vertidos de las plantas de tratamiento de aguas residuales (WWTP). Sin embargo, pueden ser
también consecuencia de los vertidos industriales, los vertidos ilegales, las filtraciones de los
vertederos y los vertidos de aguas residuales hospitalarias.

A lo largo de los ultimos afios, los estudios han tratado basicamente de optimizar y
desarrollar tecnologias de tratamiento de aguas residuales capaces de eliminar de forma
satisfactoria dichos compuestos emergentes y evitar la proliferacion de la contaminacion en
el medio acudtico.

Para limitar o impedir que dichos compuestos penetren en las aguas superficiales y en
los acuiferos, se ha estudiado la aplicacion de tecnologias de membrana (membranas de
nanofiltracion), filtros de sorcion (GAC, PAC), oxidacion quimica (ozono, UV/H202),
parametros operativos (edad de los lodos, tiempo de retencion hidraulica), asi como los
tratamientos bioldgicos (biorreactores, bacterias nitrificantes). No obstante, hasta la fecha
han sido pocos los estudios que han analizado los efectos de dichos tratamientos sobre la
composicion de los efluentes vertidos en los ecosistemas acuaticos.

La formacion y la identificacion de los productos de transformacion (TP) de los
contaminantes emergentes es un campo de investigacion relativamente nuevo, que trata de
arrojar un poco de luz sobre las implicaciones de los procesos de tratamiento aplicados. En
la mayoria de los casos, la eliminaciéon de un compuesto no indica necesariamente que se
haya producido mineralizacion, sino que, muy probablemente, el compuesto original se haya
transformado de algun modo, con posibles cambios en la funcionalidad y la toxicidad. Los
estudios han analizado la biotransformacion de una seleccion de compuestos farmacéuticos
(medios de contraste yodados por rayos X y opidceos), asi como la oxidacion quimica de
determinados microcontaminantes. Los resultados ilustran claramente que los productos de
transformacion de los compuestos farmacéuticos seleccionados se forman en sistemas de
lotes a escala de banco y que se detectan los mismos TP en las plantas de tratamiento de aguas
residuales y en los medios acudticos.

Esta presentacion versara sobre la aplicacion de distintos tratamientos de aguas residuales,
de la eficiencia de eliminacion de determinados microcontaminantes polares (compuestos
farmacéuticos) y también de la formacion de TP tras la aplicacion de ciertos procesos de
tratamiento.
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Aplicabilidad y limitaciones en el uso de los biomarcadores

Segner H. y Mdller A.M.
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Un biomarcador puede definirse como un cambio bioldgico en respuesta a la exposicion a
compuestos quimicos ambientales y/o sus posibles efectos. En teoria, cualquier respuesta que
vaya desde los cambios moleculares hasta los ecoldgicos puede servir como biomarcador.
Sin embargo, en la practica el término “biomarcador” se limita a las respuestas moleculares,
bioquimicas, celulares y fisiologicas de los organismos, mientras que las respuestas de un nivel
superior se designan con el término “bioindicadores” o “indicadores ecoldgicos”. Algunos
ejemplos de biomarcadores empleados en el control de los organismos acuaticos son las
enzimas y los productos de biotransformacion, las proteinas del estrés, las metalotioneinas,
los parametros inmunoldgicos, los parametros endocrinos, los parametros genotoxicos y las
alteraciones histopatologicas. Debe tenerse en cuenta que, con el desarrollo de las tecnologias
toxicogendmicas, es probable que aparezcan nuevos biomarcadores.

Dado que los biomarcadores indican si un organismo esta expuesto a compuestos quimicos
toxicos y si ello puede tener relacion con efectos adversos para la salud, estos biomarcadores
permiten relacionar el estado quimico y ecoldgico de los habitats acuaticos, tal como establece,
por ejemplo, la Directiva Marco del Agua. La gran ventaja de los biomarcadores reside en su
utilidad como herramienta de diagndstico para establecer relaciones causa-efecto. En cambio
es objeto de debate, su capacidad predictiva, esto es, su capacidad de pronosticar cambios
ecologicos.

Los biomarcadores constituyen respuestas integradas de los organismos bioldgicos.
Una de sus ventajas, por tanto, es que pueden mostrar el impacto acumulado de todos los
compuestos quimicos a los que esta expuesto el organismo. En cambio, un inconveniente es
que la respuesta del biomarcador no solo recibe la influencia de la exposiciéon quimica, sino
también de diferentes factores quimicos, bioldgicos y fisicos, como el estado reproductivo
del organismo o la temperatura ambiental. Esta regulacion multiple de las respuestas de los
biomarcadores debe valorarse con suma atencion al disefiar los programas de control, con
el objeto de poder distinguir entre la influencia de los factores de estrés y la del resto de
factores.

La presentacion girara en torno al alcance y las limitaciones del uso de biomarcadores
para el control y la evaluacion del estado de los habitats acuaticos.
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Contacto: chloe.bonnineau@udg.edu

De conformidad con la Directiva Marco del Agua, en 2015 todas las masas de agua
deben haber alcanzado un buen estado ecoldgico. Segun la directiva citada, el biofilm es
un instrumento que debe someterse a seguimiento para evaluar la calidad de las aguas
superficiales. Los biofilms son comunidades vivas que crecen en sedimentos (fitobentos) o
en otras superficies (perifiton). Estas comunidades, formadas por algas, bacterias, protozoos
y hongos, se encuentran incrustadas en una matriz extracelular de polimeros segregados por
microbios. Las pautas para el control de los biofilms se centran en los elementos estructurales
de la comunidad autotrdfica, utilizando herramientas contrastadas: determinacioén de los
taxones, abundancia e indices relacionados. Sin embargo, también hay que tener en cuenta
la respuesta funcional de las comunidades, puesto que llevan a cabo funciones cruciales
para los ecosistemas. Por ello, el proyecto Keybioeffects ha desarrollado varias herramientas
concebidas para evaluar las respuestas funcionales de las comunidades de los biofilms.

1. ;Cémo investigar la complejidad de los biofilms?

Las comunidades de los biofilms, que pueden encontrarse en varios niveles del ecosistema
acuatico, constituyen una interfaz entre el agua que fluye y el cauce o los sedimentos del
curso. A causa de su omnipresencia y su importancia como productores principales en los
fluyjos de nutrientes y las cascadas
troficas, los biofilms constituyen unos
indicadores fiables de la salud de un
ecosistema integrado. Es mas, los
biofilms presentan una gran riqueza
de especies, entre las que figura una
cantidad fiable de especies sensibles
y con capacidad de discriminacion, lo
cual, combinado con el poco tiempo
que tardan en generarse, los convierte
en un eficaz sistema de alerta rapida
de las alteraciones del ecosistema [1,
2]. Nuestros grupos han estudiado
los distintos niveles de complejidad

en la,s f"?ﬁes corres.pondlentes de la Figura 1: niveles de organizacion bioldgica integrados
colonizacion del biofilm, desde los g el desarrolio de las herramientas. En cada nivel se
monocultivos y los monocultivos mixtos  indica un ejemplo de criterio de valoracion.

Genética:
genes funcionales

Bioguimica:
enzimas, metabolitos.

Funciones fisiologicas:
otosintesis

Funciones comunitarias:
estabilidad de los sedimentos

Niveles de organitzacion bioldgica
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hasta los biofilms naturales en microcosmos, mesocosmos y canales artificiales, o bien en
arroyos y rios. Para investigar la complejidad biologica de los biofilms, hemos desarrollado
herramientas que analizan varios niveles de organizacion biolégica, desde las respuestas
genéticas hasta las funciones del ecosistema (Fig. 1). Lo que buscamos no son respuestas
estructurales, sino mas bien respuestas funcionales e integradas.

2. Ejemplos de investigaciones concretas:

Nuestros grupos estan trabajando para desarrollar, optimizar y validar estas herramientas
(Fig. 1). Actualmente se estan comprobando las respuestas a los cambios abioticos y la presion
toxica a fin de investigar el potencial de las herramientas a la hora de evaluar el riesgo de los
compuestos quimicos presentes en el entorno.

2.1 Interacciones entre los factores ambientales y los contaminantes

Se desarrollaron biofilms en mesocosmos bajo luces de distinta intensidad y posteriormente
se expusieron durante seis horas a varios herbicidas. En general, se observé que la luz bajo la
que se habian desarrollado los biofilms influia en sus respuestas a los herbicidas. Los analisis
de las respuestas de las enzimas antioxidantes mostraron que, segun la luz bajo la cual se
habian desarrollado, los biofilms utilizaban enzimas distintas para combatir el estrés oxidante
provocado por los herbicidas.

2.2 Contaminantes emergentes. evaluacion de la toxicidad de los betabloqueantes en biofilms
fluviales [3]

Utilizando un biomarcador que comprendia varios niveles de organizacion bioldgica, se
evalu¢ la toxicidad de tres betabloqueantes detectados en el intervalo ng/L en el rio Llobregat
(Espana). Tras 24 horas de exposicion en microcosmos, se comprobo la respuesta de los
marcadores. Segun los resultados, el betabloqueante mas toxico era el propranolol, que
afectaba considerablemente a la eficiencia fotosintética de los biofilms. Aunque cabia esperar
que los betabloqueantes actuasen de modo parecido en los organismos objetivo, el enfoque
que adoptamos demostré que cada uno afectaba de un modo distinto a los niveles de los
biofilms y que podian tener efectos adversos una vez mezclados.

2.3 Pulsos de contaminacion del triclosan y el diurén

Se utilizaron biofilms fluviales para evaluar los riesgos ecoldgicos asociados a la entrada
de pulsos del bactericida triclosan (TCS) y el herbicida diuréon (DIU). El TCS inhibi
directamente la penetracion de fosfatos, aumento la mortalidad de las bacterias y afectd de
modo indirecto a las diatomeas. Es posible que la inhibicioén de la penetracion de fosfatos
reduzca la capacidad de autodepuracion del ecosistema fluvial. EI DIU afect6 sobre todo al
nivel algal del biofilm: su eficiencia fotosintética disminuyd y la mortalidad de las diatomeas
aumento tras la exposicion al herbicida. Estos resultados confirman que cada uno de estos
productos actia de modo distinto en el nivel de la comunidad del biofilm y ponen de manifiesto
el riesgo que suponen para el rio en el plano ecosistémico.

2.4 Metabolomica para comprender la toxicidad de la prometrina sobre los biofilms

Se realizé una investigacion para evaluar hasta qué punto la tecnologia metabolémica
es adecuada para estudiar el perifiton incubado en microcosmos. Durante la incubacion
se expusieron algunos microcosmos al herbicida prometrina y se extrajeron los perfiles
metabolicos del perifiton utilizando un “protocolo metabolomico” optimizado. Aunque se
observo que tras la exposicion a la prometrina se habian producido cambios en los perfiles
metabolicos de la comunidad, atn no se ha conseguido reducir la variabilidad no deseada.
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2.5 Componentes clave para la bioestabilizacion de los sedimentos

El triclosan, un contaminante antropogénico habitual y persistente en los habitats
acuaticos, afectd considerablemente al ensamblaje bacteriano expuesto directamente a
¢l en una concentracion de 2-100 pg/l. El TCS inhibi6é considerablemente el potencial de
estabilizacion de las bacterias, una funcidn ecosistémica importante en el habitat acuatico
[4,5]. Ambas variables presentaron una correlacion negativa. La exposicion al TCS tuvo un
impacto considerable en la cantidad de células bacterianas y el crecimiento bacteriano, lo
cual afecto a la secrecion de EPS vy, con ello, a la estabilidad de los sedimentos.

3. Perspectivas del uso de biofilms para evaluar la toxicidad y realizar controles de
investigacion
3.1 Evaluacion de la toxicidad

Los biofilms son comunidades complejas que integran, a lo largo de periodos prolongados,
efectos directos e indirectos de las sustancias toxicas, por lo cual resultan sumamente
interesantes a la hora de evaluar la toxicidad. Para desarrollar bioensayos de laboratorio es
necesaria cierta estandarizacion de los procedimientos de colonizacion y evaluacion de la
toxicidad. El tipo de sustratos, la colonizacion y el tiempo de exposicion y los biomarcadores
fiables y adecuados pueden variar segun el habitat y la comunidad estudiada (arroyos, lagos,
sedimentos, etc.). Esta uniformizacion podria resultar 1util para comparar los parametros
ecotoxicoldogicos obtenidos para las distintas comunidades en distintos laboratorios.

3.2 Control de investigacion. el biofilm como indicador centinela de la salud del habitat

El control de investigacion puede centrarse en el desarrollo de sistemas de alerta rapida.
Teniendo en cuenta que es posible que se produzcan respuestas funcionales antes de que el
efecto estructural se haga visible, las herramientas desarrolladas en el marco de Keybioeffects
pueden resultar utiles a la hora de realizar controles de investigacion. Antes de utilizar estas
herramientas de modo rutinario, hay que adaptarlas y optimizarlas para los contextos in situ,
para lo cual se recomienda un enfoque que combine el trabajo de campo y el de laboratorio.

Las herramientas desarrolladas en el laboratorio para determinar nuevos parametros
(por ejemplo genes, enzimas o metabolitos) y funciones de la comunidad (por ejemplo,
productores principales a través de la fotosintesis o estabilidad de los sedimentos) pueden
aplicarse a situaciones concretas de trabajo de campo. Posteriormente, las muestras tomadas
in situ pueden seguir optimizandose y validarse en el laboratorio. Por ultimo, la combinacion
de las herramientas adecuadas podria generar un conjunto de herramientas de biomarcadores
valido para el control de investigacion, por ejemplo cuando se desconocen las fuentes de la
contaminacion.
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Eluso del suelo, la contaminacion y el cambio climatico tienen un impacto profundo sobre
los ecosistemas de agua dulce. En virtud de la Directiva Marco del Agua (DMA) de la UE,
todos los Estados Miembros se han comprometido a conseguir que las aguas superficiales se
encuentren en buen estado ecologico en el afio 2015. La DMA pretende fomentar el desarrollo
de herramientas para evaluar de modo fiable el estado quimico y ecoldgico de las masas de
agua y crear estandares comunes para la gestion de las aguas superficiales y subterraneas. El
objetivo es frenar la contaminacion y mejorar el estado de los ecosistemas para garantizar
la proteccion a largo plazo de los recursos hidricos. Pese a los esfuerzos realizados por la
comunidad cientifica, sigue resultando dificil definir con precision qué debemos entender por
“mala calidad del agua” e identificar de modo fiable las causas de su deterioro. En la mayoria
de casos, la mala calidad del agua no se debe a un solo factor de estrés, sino que suele
ser consecuencia de varios factores que conforman sinergias o se entorpecen mutuamente
(por ejemplo la contaminacion quimica, la alteracion del habitat o los cambios climaticos).
Ademas, estos factores suelen formar parte de procesos espaciales y temporales que se
producen en distintos niveles en el territorio. Para cumplir e incluso superar los objetivos
de la DMA, obtener evaluaciones geograficas de los impactos bioldgicos e identificar los
factores de estrés de un modo fiable es necesario contar con informacion explicita desde el
punto de vista espacial y temporal.

Las agencias nacionales del agua europeas —los organismos encargados de aplicar la
DMA— han propuesto varios programas de control, en la mayoria de casos basados en
inventarios biologicos o en procesos de medicion de la contaminacion quimica, como por
ejemplo la deteccion de pesticidas y sustancias prioritarias en los ecosistemas de agua dulce.
Sin embargo, dichas agencias no acordaron entre si los puntos de muestreo, por lo cual las
actividades de control se realizan en ubicaciones distintas. A modo de ejemplo, en la cuenca
del Adur-Garona (suroeste de Francia) la informacion sobre pesticidas (recogida por la
agencia del agua francesa en 130 puntos de muestreo) y la informacion sobre peces (recogida
por la agencia de pesca francesa en 140 puntos de muestreo) estaban demasiado alejadas
geograficamente (10,5 kilometros de media) para establecer correspondencias efectivas. El
resultado de este tipo de situaciones es que solo una pequena parte de la informacion obtenida
tras la fusion de datos procedentes de distintas agencias puede utilizarse para investigar
posibles relaciones causa-efecto entre los factores quimicos y las respuestas de la comunidad
biotica.

Las evaluaciones de bases de datos espaciales, que forman parte de las evaluaciones
diagnosticas de cribado, tienen como objetivo desarrollar una comprension cientifica de
las relaciones espaciales cuantitativas existentes entre las variables medioambientales
(explicativas) y biologicas (respuestas). Este tipo de actividades cada vez esta mas solicitado,
puesto que sus resultados pueden utilizarse como orientacion para la realizacion de estudios
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de control especificos y el establecimiento de prioridades en los objetivos de gestion de
divisorias de aguas regionales y locales [1]. Relacionar el estado biologico, las caracteristicas
del habitat (incluidos los riesgos de mezclas) y la abundancia de especies nos permite
distinguir entre causas naturales y causas antropogénicas en el deterioro de los ecosistemas.

Rank Stressor
Urban run-off
Hardness
Riparian
Metals/ammonia
Dissolved oxygen
Ag. run-off

TSSR“”’""" Channel

NOOAWN =

Stressor

Influence Probability of A
robability o

[] Unexplained S species loss > 50%

["] water chemistry [ Below to mean

[ Habitat [0 - 1 Std. dev.

I Metals/ammonia [ 1 - 3 Std. dev.

I Effluent I > 3 Std. dev. 0 50 100 km

IS T |
I urban run-off
[ Ag. run-off a.) EPC method b.) WOE/WLR method

Figura 1. Resultados del mapeado SIG de Ohio: (a) Grafico circular y mapa del modelo de efectos y
causas probables. (b) Mapa rasterizado interactivo basado en el modelo de ponderacion de evidencia
segun SlIG/regresion logistica ponderada. En cada uno de los mapas se muestra un ejemplo de consulta
sobre la influencia de un factor de estrés en una ubicacion del rio Mahoning (Kapo et al., 2008).

Los métodos utilizados pueden ir de analisis de correlacion sencillos a complejas técnicas
de analisis multivariante [2-5]. A modo de ejemplo, la metodologia denominada “grafico
circular de efecto y causa probable” (EPC, por sus siglas en inglés) permite asociar las
contribuciones probables de varios factores de estrés a la pérdida de especies. El tamafo de
los graficos representa la magnitud del deterioro local (véase figura 1a de Kapo et al., 2008).
Otra metodologia es la ponderacion de pruebas segiun SIG/regresion logistica ponderada
[6-7], en la que se utilizan las relaciones entre varios puntos de formacion conocidos y los
patrones geograficos de dos o mas variables para predecir la presencia de puntos de interés
desconocidos y determinar la influencia relativa de variables concretas (véase figura 1b de
Kapo et al., 2008) .

Hasta la fecha, en Europa existen pocas bases de datos que permitan realizar este tipo de
analisis (incluidas las variables quimicas, biologicas y relacionadas con el habitat). A fin de
mejorar el diagndstico de los ecosistemas y cumplir con la DMA, las partes implicadas deben
buscar soluciones para mejorar la comunicacion entre agencias. En este sentido, una solucion
podria ser la creacion de comités interagencias, como por ejemplo un comité geologistico que
incluya a las agencias responsables de los inventarios bioldgicos y el control quimico que
se encargue de que ambas actividades se realicen utilizando un conjunto de puntos estandar.
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Este tipo de colaboracion ya se ha iniciado en la cuenca del Adur-Garona y se espera una gran
mejora de cara a los proximos afos.
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El control bioldgico de las comunidades acuaticas se emplea rutinariamente para evaluar
el impacto de los factores de estrés fisicos y quimicos en la integridad ecologica. Uno de los
puntos de partida basicos de este tipo de evaluaciones es que los patrones de composicion
de la comunidad observados en los puntos contaminados reflejan la presencia de factores
de estrés concretos. Sin embargo, las diferencias entre los puntos de referencia y los puntos
contaminados se deben a numerosos factores, que van mas alla de los factores de estrés
fisicos y quimicos, por lo que demostrar la existencia de una relacion de causalidad en
un estudio descriptivo constituye una tarea sumamente compleja. A modo de ejemplo, los
estudios descriptivos pueden mostrar que la composicion de la comunidad de dos puntos es
distinta, pero con frecuencia no son capaces de sefialar la causa concreta de las diferencias.
Aunque se han propuesto enfoques desarrollados en el ambito de la epidemiologia humana
(Hill, 1965) para trazar relaciones causales mas solidas en las bioevaluaciones de cursos de
agua (Suter, 1993), segin algunos investigadores ninguna técnica resulta tan efectiva como
la manipulacion experimental (Lubchenco y Real, 1991).

La relacion entre el enfoque descriptivo y el enfoque experimental en el ambito de la
ecotoxicologia puede describirse como un continuo a lo largo de dos ejes, de los cuales uno
refleja el grado de control y reproduccion experimental y el otro, la relevancia ecoldgica del
sistema de ensayo correspondiente. Los enfoques experimentales tradicionales utilizados en
toxicologia acuatica, como por ejemplo los bioensayos de laboratorio con una sola especie, son
la base en la que suelen sustentarse los responsables de la regulacion medioambiental (Cairns,
1986). Estos experimentos, que se utilizan de modo rutinario para detectar los efectos de las
sustancias quimicas y establecer criterios quimicos, permiten controlar de un modo estricto
las variables de confusion y son féciles de reproducir. Sin embargo, las pruebas de toxicidad
realizadas en el laboratorio no son realistas desde el punto de vista ecologico y no explican
los efectos indirectos que se producen en las comunidades naturales. Por su parte, los estudios
puramente descriptivos (por ejemplo, el biocontrol rutinario) no se pueden reproducir en sentido
estricto y en ellos no se asignan aleatoriamente los tratamientos a las unidades experimentales.
El resultado es que las diferencias entre los puntos de referencia y los puntos contaminados no
pueden atribuirse directamente a ningtin factor de estrés concreto.

Se han desarrollado enfoques mas sofisticados —como experimentos con microcosmos y
mesocosmos— para evaluar las respuestas en niveles superiores de la organizacion bioldgica
(por ejemplo, las comunidades y los ecosistemas), pero dichos enfoques no se suelen utilizar
en un contexto normativo. Mi opinion es que tradicionalmente ha existido una preferencia por
los enfoques reduccionistas (como por ejemplo las pruebas de toxicidad a una sola especie)
que ha impedido la aplicacion de estos enfoques experimentales, mas realistas desde el punto



ISBN 978-84-8458-311-0

25-26 Marzo 2010, Girona

Resumenes Presentaciones orales indice | 4

de vista ecologico. Realizar experimentos a una escala espacio-temporal relevante desde el
punto de vista ecologico en los niveles superiores de la organizacion biologica (poblaciones,
comunidades, ecosistemas) es una tarea compleja, por lo que algunos investigadores han
puesto en tela de juicio la validez de los estudios a pequeiia escala (Carpenter, 1996). Para
que los enfoques experimentales desempefien un papel mas importante en la ecotoxicologia,
los investigadores deben despejar las dudas existentes en torno a la escala espacio-temporal
y disefiar estudios mas realistas desde el punto de vista ecoldgico.

Ademas de evaluar los efectos en la escala espacio-temporal adecuada, los ecotoxicologos
son cada vez mas conscientes de la necesidad de utilizar una amplia variedad de criterios
de valoracion significativos desde el punto de vista ecologico. En los niveles inferiores
de organizacion suelen producirse respuestas a un contaminante concreto (por ejemplo, la
induccion de metalotioneina y la exposicion a metales pesados) que, en general, tienen una
base mecanicista conocida, pero todavia no se ha conseguido describir las consecuencias
ecologicas de la mayoria de respuestas bioquimicas, fisiologicas e individuales para las
poblaciones y las comunidades. Aunque las respuestas en los niveles mas elevados de la
organizacion bioldgica son mas relevantes desde el punto de vista ecologico, también resultan
menos especificas y carecen de una base mecanicista. Por este motivo, algunos investigadores
son partidarios de integrar las mediciones en todos los niveles de la organizacion biologica
al evaluar los efectos de los factores de estrés (Clements, 2000). Los experimentos en
microcosmos y mesocosmos suelen comprender la exposicion de sistemas complejos, por lo
cual proporcionan interesantes oportunidades para investigar las respuestas a los factores de
estrés en los distintos niveles de la organizacion bioldgica.

La transicion desde enfoques puramente descriptivos hasta otros experimentales y
la capacidad de poner a prueba hipétesis a través de experimentos controlados suele
considerarse una sefial de madurez cientifica (Popper, 1972). Aunque en el ambito de la
ecotoxicologia se esta produciendo la transicion indicada, existen dudas considerables en
torno a las escalas espacio-temporales y los niveles de la organizacion biologica adecuados.
En esta presentacion describiré los puntos fuertes y débiles de los enfoques experimentales
en distintas escalas espaciales y temporales en el ambito de la ecotoxicologia. Utilizando
datos recabados durante un experimento natural realizado a lo largo de 20 afios en un arroyo
contaminado con metales, explicaré de qué modo los resultados de los enfoques descriptivos
y experimentales pueden integrarse para mostrar las relaciones causa-efecto existentes entre
los factores de estrés y las respuestas ecologicas. Asimismo, utilizaré los resultados de una
manipulacion in situ realizada a gran escala en 12 arroyos distintos a fin de demostrar que los
efectos de los factores de estrés deben investigarse en el marco del cambio global. El objetivo
de la presentacion es mostrar de qué modo pueden utilizarse los resultados de los estudios
descriptivos y experimentales para establecer relaciones causales e identificar concentraciones
seguras de contaminantes prioritarios y emergentes en ecosistemas acuaticos.
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Para cumplir la Directiva Marco del Agua (DMA), los estados miembros y la comunidad
cientifica deben reflexionar sobre la proteccion y la gestion de los sistemas de agua dulce. De
conformidad con la Directiva, para determinar el estado ecologico de las masas de agua hay
que tener en cuenta no solo las presiones a las que se encuentran sometidos los distintos grupos
bidticos sino también la desviacion de la comunidad respecto a sus condiciones inalteradas.

Con frecuencia resulta dificil establecer relaciones causa-efecto entre las caracteristicas
quimicas del agua de los rios y las comunidades biologicas. Ademas, es posible que
la degradacion del estado ecologico se deba a otros factores de estrés. Las métricas mas
habituales—basadas en las estructuras de las comunidades, como, por ejemplo, los indices
bidticos— no reflejan los efectos combinados de los factores de estrés y, ademas, debe tenerse
en cuenta que dichos efectos varian de un nivel biologico a otro. Para evaluar la relevancia
de varios factores de estrés el analisis debe incluir diferentes parametros y utilizar analisis
estadisticos multivariantes a fin de confirmar tanto el papel que desempefia cada factor de
estrés como las interacciones entre ellos.

En el marco del proyecto MODELKEY se han desplegado varios enfoques de
experimentacion, observacion y modelizacion destinados a valorar el potencial y las
limitaciones de la evaluacion conjunta de multiples factores de estrés. Utilizando las
herramientas disponibles, se han podido analizar los datos a varios niveles (incluidos la
comunidad, los compuestos quimicos y los descriptores de toxicidad) a fin de evaluar el
impacto de los contaminantes clave en la estructura y la biodiversidad de la comunidad.
El Llobregat es uno de los rios examinados por el proyecto. Su cuenca se caracteriza por
la existencia de grandes fluctuaciones en el caudal, consecuencia de la influencia del clima
mediterraneo. La cabecera del rio se caracteriza por el desarrollo de actividades agricolas,
mientras que en el curso intermedio e inferior se observa el impacto de la industria y de
las aglomeraciones urbanas. En la cuenca del rio Llobregat viven mas de cinco millones
de persones, y la contaminacion quimica va acompaiiada de salinidad, enriquecimiento de
nutrientes, deterioro del habitat y abstraccion de agua. En varios puntos del curso inferior del
rio los analisis quimicos han revelado la presencia de contaminantes prioritarios y emergentes,
como, por ejemplo, pesticidas (Ricart et al. 2009), compuestos farmacéuticos (Muioz et al.
2009) y compuestos alquilfenoles (Petrovic et al., 2002).

En primavera y otono de 2005 y 2006 se tomaron simultancamente varias muestras
quimicas y bioldgicas en el curso inferior del rio Llobregat. Posteriormente se utilizaron
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técnicas estadisticas de analisis multivariante para determinar la mejor correspondencia
entre los patrones entre muestras de una comunidad y los patrones de variables ambientales
asociadas a dichas muestras. Los resultados mostraron que las comunidades estudiadas se
ven afectadas por factores diferentes:
* Las variables fisicas y quimicas (principalmente la temperatura y la concentracion de
sulfatos) explican el alto porcentaje de variabilidad de las actividades exoenzimaticas
del nivel bacteriano del biofilm.
 La presencia y la concentracion de los pesticidas, asi como la disponibilidad de los
nutrientes, estaban relacionados con los cambios en la biomasa, la composicion de la
comunidad y la eficiencia fotosintética de las algas del biofilm.
* La abundancia de biomasa en la comunidad macroinvertebrada estaba relacionada
con la concentracion de determinados agentes farmacéuticos (principalmente
antiinflamatorios).

Aunque estos resultados no permitieron hallar pruebas de relaciones causa-efecto, los
experimentos ecotoxicologicos realizados en el laboratorio confirman parcialmente los
resultados obtenidos en el trabajo de campo. La combinacién de ambos enfoques puede
ser determinante para descubrir cuales son los factores responsables de los cambios en las
comunidades bioldgicas. Los estudios de campo pueden resultar utiles para encontrar la
correlacion espacial y temporal del factor de estrés y sus efectos en los gradientes, mientras
que los experimentos con las comunidades realizados en el laboratorio son necesarios
para examinar las hipdtesis derivadas de los estudios de campo. La combinacion entre el
conocimiento de los patrones del estudio de campo y las actividades de laboratorio puede
resultar Util para orientar las posteriores actividades de control, asi como para identificar los
taxones clave y utilizarlos como indicadores ecologicos de factores de estrés especificos (o
predominantes) en caso de que haya multiples factores de estrés. Puede que esta via también
resulte util para tomar decisiones de gestion de riesgos en el futuro.

Recomendaciones
Proponemos varias medidas y recomendaciones para mejorar la evaluacion y la gestion

de las cuencas fluviales:
- Toma de muestras simultanea en el tiempo y el espacio que comprenda parametros
fisicos, quimicos y bioldgicos.
- Realizacion de cribados generales en las cuencas de los rios a fin de detectar nuevos
componentes y determinar su posible toxicidad para la comunidad con vistas a la
seleccion de los componentes que se incluiran en el control rutinario.
- Modelizacion para realizar estimaciones de los impactos de los distintos factores de
estrés en las comunidades bioldgicas, tanto localmente como a nivel de la cuenca.
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Introducciéon

De conformidad con los principios de la Directiva Marco del Agua de la Uniéon Europea,
los aspectos mas importantes al evaluar el estado quimico de las masas de agua europeas son:
la identificacion de los principales agentes toxicos, la cuantificacion de la influencia de las
condiciones medioambientales sobre la disponibilidad de dichos agentes y el analisis de sus
efectos en mezclas de diferentes niveles del ecosistema.

Los organismos regionales con competencias en la materia deben complementar los
sistemas habituales de control con herramientas mas sostenibles, tanto en lo que respecta al
recorte de los costes y del impacto ambiental como al aumento de la fiabilidad y la eficiencia
en la identificacion de las fuentes de contaminacion. Dichas herramientas incipientes de
control (como el biocontrol o los biomarcadores, etc.) ofrecen una imagen mas completa
del estado general del ecosistema, pues permiten relacionar el estado quimico con el estado
ecologico.

La integracion del control de la exposicion y de los efectos abrira la puerta al disefio de
programas de control mas rentables, ademas de sentar las bases para elaborar una estrategia
de control de la contaminacion basada en riesgos.

El presente estudio forma parte del proyecto europeo Keybioeffects, incluido en la red
de formacion Marie Curie, que pretende mejorar nuestro conocimiento de los problemas
relacionados con la preservacion de la biodiversidad y la contaminacion del agua de los
rios europeos, para luego transmitirlo a los distintos agentes implicados. Actualmente, se
encuentra en fase de desarrollo un documento de orientacion basado en casos concretos,
concebido como herramienta de apoyo para las agencias del agua al evaluar el estado quimico
y ecologico en relacion con los contaminantes prioritarios y emergentes.

Herramientas de apoyo a la toma de decisiones y priorizacién

La reduccion de la frecuencia de muestreo puede justificarse utilizando sensores como
herramientas de cribado (por ejemplo, sistemas de deteccion precoz). El uso del muestreo
en los analisis quimicos puede subordinarse a la respuesta de un sensor, cuando supera un
determinado umbral.

Un buen ejemplo de dicho funcionamiento es el uso de biofilms fluviales o biomarcadores
de peces como bioindicadores de alteraciones medioambientales en el ecosistema acudtico.
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Dichos sistemas continuos en tiempo real proporcionan una evaluacion y deteccion rapida de
la variacion temporal en la calidad del agua. Estos métodos permiten detectar el desequilibrio
biologico y la toxicidad potencial en una fase inicial, ademas de evaluar la accion conjunta de
varios factores de estrés (como factores ambientales y la concentracion de agentes toxicos),
lo que da pie a reconocer interacciones y efectos imprevistos.

La identificacion de zonas problematicas, asi como también de espacios sin problemas,
es posible mediante el uso de técnicas avanzadas de modelizacion, por ejemplo al agrupar
masas de agua para realizar un control.

Los modelos predictivos y de diagnoéstico aplicados a los datos de control y de emision
existentes pueden utilizarse para predecir el impacto de los principales contaminantes
emergentes en la biodiversidad de los ecosistemas de agua dulce.

Dichos modelos pueden predecir los factores de estrés que han contribuido al deterioro de
las comunidades bidticas, asi como ofrecer un analisis predictivo de los efectos mas probables
de agentes toxicos concretos o combinados sobre la biodiversidad.

En concreto, proponemos una evaluacion de los riesgos basada en la distribucion de
las sensibilidades de las especies (SSD) y varias redes neuronales artificiales (ANN) para
analizar grandes conjuntos de datos e identificar patrones de diversidad espacial de toxicidad
quimica.

Herramientas de control

Con respecto a los programas de control de la calidad del agua, es necesario un gran
esfuerzo de armonizacion de los métodos a escala europea, sobre todo en el caso de las
cuencas fluviales internacionales. Una completa cobertura espacial y la regularidad en los
muestreos son factores cruciales para elaborar un mapa de la evolucioén de contaminacion a lo
largo del tiempo y del espacio. De este modo, podran aplicarse herramientas de modelizacion
y, por consiguiente, identificar mejor los espacios criticos que necesitan mas atencion para
reducir la contaminacion.

Los instrumentos de muestreo pasivos ofrecen una evaluacion representativa de la
calidad del agua en una cuenca fluvial con fluctuaciones rapidas en las concentraciones de
contaminantes y permiten integrar la concentracion de contaminantes durante todo el periodo
de muestreo. Ademas, resultan ttiles para concentrar compuestos que presentan niveles
ambientales bajos y pueden emplearse cuando el periodo de muestreo es corto (unas horas)
o simplemente para muestreos de agua puntuales. Las técnicas de muestreo, extraccion y
limpieza son sencillas, al igual que el transporte y el almacenamiento de las muestras.

En la Directiva, la Comision Europea subraya la importancia de los sedimentos y la biota
en el proceso de distribucion y bioacumulacion de compuestos toxicos, razéon por la que
obliga los estados miembros a elaborar un programa de control de la calidad que tenga en
cuenta ambos factores.

Se proponen nuevos métodos para la limpieza y la extraccion de agentes toxicos de los
sedimentos y los peces.

Parece también importante tener en cuenta la biodisponibilidad y unas concentraciones de
agentes toxicos de exposicion en agua fiables: los sistemas de extraccion con separacion (por
ejemplo, SPME) o los modelos de biodisponibilidad pueden ayudar a realizar estimaciones de
la separacion de los agentes toxicos en el agua y también de los riesgos toxicos asociados.

Un uso continuado de dichas técnicas permite determinar las tendencias a largo plazo en
las cargas de agentes toxicos.
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Herramientas de investigaciéon

En caso de deterioro de la biota, y cuando la causa del deterioro sea desconocida (buen
estado quimico segun las sustancias prioritarias), pueden combinarse los métodos de control
con bioensayos in vitro y métodos de fraccionamiento y aislamiento quimico. Actualmente, se
encuentran en proceso de desarrollo nuevos métodos de muestreo, fraccionamiento y analisis
para cribar e identificar contaminantes emergentes desconocidos en una mezcla compleja de
muestras ambientales complejas y también para identificar los contaminantes con efectos
perjudiciales sobre la biota, como mutagenicidad, carcinogenicidad, alteracion endocrina y
trastornos en el desarrollo (por ejemplo, Brack, 2003).

Otro recurso para identificar el estrés toxico cuando la respuesta de los bioensayos es
ambigua o poco concluyente son las técnicas del campo de la metabolomica, concebidas para
entender y comparar los procesos fisioldgicos en condiciones naturales o de estrés.

Se recomiendan herramientas de investigacion especificas para solucionar problemas
relacionados con la bioacumulacion, las vias de degradacion y las propiedades de capacidad
de enlace y estabilidad de los sedimentos.

Referencias
Brack, W., 2003. Effect-directed analysis: a promising tool for the identification of organic toxicants in complex mixtures? Anal
Bioanal Chem 377:397-407.
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En Francia, los organismos encargados del control del estado quimico del agua son las
agencias del agua.

Con el objeto de evaluar el estado quimico de las masas de agua se realiza un control de
41 sustancias prioritarias o prioritarias peligrosas (véase el apéndice X de la Directiva Marco
del Agua).

Una directiva europea denominada “de sustancias prioritarias” define las Normas de
Calidad Ambiental (NCA) para dichas moléculas (concentracion maxima aceptable y
concentracion media anual).

El objetivo es comparar dichas normas con las medias y maximas observadas.

En 2007 se tomaron muestras de estas 41 sustancias con dos periodicidades distintas:

- Una vez al mes en los rios.

- Cuatro veces al afio en los lagos.

Se han extraido muestras de todas las estaciones de agua de la red de control.

Sin embargo, en total solo disponemos de datos de mediciones correspondientes a una
cuarta parte del territorio francés (aproximadamente 2.400 estaciones para unas 9.300 masas
de agua).

De conformidad con el decreto de 17 de marzo de 2006, que explica el contenido del plan
director SDAGE (herramienta de planificacion de la gestion hidrica), en estos 2.400 puntos
se ha determinado el estado quimico de las masas de agua dulce superficiales. El Ministerio
de Medio Ambiente, Energia, Desarrollo Sostenible y el Mar (MEDDM, por sus siglas en
francés) decidio limitar el nimero de masas de agua sin estado quimico, por lo cual cada
agencia del agua asigna un estado quimico utilizando sus propios métodos. Dichos métodos
pueden resumirse en dos: I) evaluacion de las presiones e impactos, y 11) idéntica calidad para
la masa de agua principal y sus afluentes.
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Implantacién del buen estado ecoldgico del agua en Espana.
Aplicacion de la directiva 2008/105/CE.

Puig A.

Direccion General del Agua. Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino.
Plaza San Juan de la Cruz, s/n. 28071-MADRID, Espanya

Contacto: apinfante@mma.es

La aprobacioén en el afo 2000 de la Directiva Marco de Aguas, supuso un hito en el
desarrollo de la politica de aguas y en particular de su proteccion frente a sustancias peligrosas.
La nueva directiva incorpora las obligaciones previstas en la legislacion anterior, anadiendo
nuevas exigencias. La estrategia para combatir la contaminacion de las aguas por sustancias
peligrosas se desarrolla fundamentalmente en el articulo 16. Estrategias para combatir la
contaminacion de las aguas, y debe implantarse conforme a los requisitos previstos en el
articulo 10. Planteamiento combinado respecto de las fuentes puntuales y difusas de la
misma.

El articulo 16 establece que la proteccion de las aguas frente a las sustancias prioritarias
debe desarrollarse atendiendo a dos grandes frentes. Por un lado, se debe actuar sobre las
fuentes de emision, estableciendo medidas encaminadas bien a reducir, bien a eliminar el
vertido de estas las sustancias en el medio acuatico. Por el otro lado, es preciso actuar en el
medio receptor, de modo que siempre se cumpla la norma de calidad ambiental. Esta norma
es un umbral de concentracion en el medio por debajo del cual la presencia de una sustancia
no genera efectos negativos para el medio acuatico.

Los principales cometidos sobre los que se que se desarrolla la estrategia son tres.
Inicialmente deben seleccionarse las sustancias relevantes, es decir, las sustancias peligrosas
cuya presencia supone un riesgo para el medioambiente o, a través de él, para la salud humana.
Seguidamente deberan implantarse las medidas de reduccion de la contaminacion para cada
sustancia seleccionada y, finalmente, calcularse la norma de calidad ambiental en el medio
acuatico.

El desarrollo de la estrategia prevista en el articulo 16 se concreta en la aprobacion de dos
actos legislativos derivados. El primero es la Decision N° 2455/2001/CE de 20 de noviembre
de 2001 por la que se aprueba la lista de sustancias prioritarias en el ambito de la politica de
aguas, y que constituye el Anexo X de la Directiva Marco del Agua. A continuacion, y tras
varios afios de intensa negociacion, la Directiva 2008/105/CE de 16 de diciembre de 2008
relativa a las normas de calidad ambiental (en adelante NCA) en el ambito de la politica de
aguas, por la que se modifican y derogan las Directivas 82/176/CEE, 83/513/CEE, 84/156/
CEE, 84/491/CEE y 86/280/CEE del Consejo.

Esta tltima Directiva fija una NCA para cada sustancia en aguas continentales, costeras
y de transicion. Ademas existe una NCA en biota para el mercurio, hexaclorobenceno y
hexaclorobutadieno. La NCA se expresa como media anual y concentracion maxima admisible.
En compuestos organicos, los valores de NCA oscilan desde 0,2 ng/L para el tributilestafio
6 0,5 ng/L en difeniléteres bromados hasta 2,5 pg/L para el triclorometano. En metales los
valores son de 0,05 pg/L para el mercurio a 20 pg/L para el niquel. Se deja a juicio de los
Estado Miembros la definicion de NCAs en sedimento y biota para determinadas categorias
de masas de aguas. Los valores aprobados en estas matrices deberan tener el mismo grado
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de proteccion que los definidos para aguas. Esta posibilidad es importante para sustancias
fuertemente hidréfugas como son los cloroalcanos o los pentabromodifeniléteres. También
es interesante para el control de aguas costeras, donde las matrices que suelen capturarse para
medir los efectos de contaminacion son los mejillones o el sedimento.

Paralelamente, la directiva obliga a vigilar la tendencia en el contenido de los contaminantes
en sedimento o biota. En concreto, se deben controlar las sustancias que tienden a acumularse
en estas matrices, como son los metales, los hidrocarburos aromaticos policiclicos o las
sustancias organocloradas. En este caso se trata de vigilar que la concentracion de estas
sustancias no aumente con el tiempo.

Es importante sefialar que la Comision esta trabajando en la modificacion de la relacion
de sustancias prioritarias con la intencién de afiadir mas. Por el momento esta manejando
una lista tentativa de 42 sustancias obtenidas tras un nuevo proceso de priorizacion, entre las
que se encuentran los contaminantes incluidos en Anexo III de la Directiva de NCAs, tanto
los histéricos como PCBs o Dioxinas u otros menos habituales en las redes de control, como
EDTA, PFOs, Glifosato, AMPA, Bisfenol A. Se han afiadido algunos nuevos, y en algunos
casos emergentes como Trichlorfon, Dichlorvos, Ibuprofeno, Irgarol o Carbamazepin entre
otros.

Los controles analiticos deberan cumplir los requisitos previstos en la Directiva 2009/90/
CE de la Comision de 31 de julio de 2009 que establece las especificaciones técnicas del
analisis quimico y del seguimiento del estado de las aguas, sedimentos y seres vivos, asi
como normas dirigidas a demostrar la calidad de los resultados analiticos.

Todo este marco legislativo complejo y extenso, sefiala las directrices sobre las que se
esta desarrollando la estrategia sobre sustancias prioritarias en Espafia. Ademas, se aplican
los mismos principios para proteger a las aguas frente a otro tipo de sustancias, es decir,
sobre sustancias preferentes priorizados a nivel estatal y contaminantes relevantes de cada
Demarcacion Hidrografica. Asi, si por ejemplo existe buen estado quimico de las aguas
superficiales cuando se cumplen las NCA de la Directiva 2008/105/CE. Analogamente,
existe buen estado ecoldgico —en relacion a los contaminantes- si se cumplen las NCA de
las sustancias preferentes establecidas en el Real Decreto 995/2000 de 2 de junio para aguas
continentales y en las Secciones B y C del Anexo I, y Anexo II del Real Decreto 258/1989,
de 10 de marzo, sobre vertidos de sustancias peligrosas desde tierra al mar. Asi mismo, para
otros contaminantes hay que cumplir con las NCA calculadas con arreglo a las disposiciones
del Anexo V de la Directiva Marco del Agua y aprobadas en cada Plan Hidrolédgico.

Desde el Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, la Direcciéon General
del Agua conjuntamente con la Direccion General de Sostenibilidad de la Costa y el Mar
estan trabajando en la elaboracion del texto de transposicion de la Directiva. Asi mismo tiene
previsto estudiar la posibilidad de fijar NCAs de referencia en sedimento y biota.
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Métodos de analisis de contaminantes emergentes y
prioritarios: problemas en el establecimiento de estandares
de calidad

Caixach J.
Mass Spectrometry Laboratory & Organic Pollutants in Aquatic Environment.
Institute of Environment Assessment & Water Research .
IDAEA- CSIC

Contacto: Josep.Caixach@cid.csic.es

La Directiva Marco del Agua (DMA) (2000/60/CE) regula la contaminacion quimica de
las masas de agua europeas a través de la Decision 2455/2001/CE, por la que se aprueba la
lista de sustancias prioritarias y el establecimiento de Normas de Calidad Ambiental a escala
europea a través de la Directiva de desarrollo 2008/105/CE. En lo relativo a los contaminantes
especificos de las cuencas fluviales, la DMA obliga a identificar los contaminantes relevantes
a escalas espaciales mas reducidas, asi como a adaptar los valores limite adecuados en el
ambito estatal. La Directiva de Aguas Subterraneas (2006/118/CE) garantiza la proteccion de
las aguas subterraneas contra la contaminacion y el deterioro. Para ello, los estados miembros
deben crear programas de control de la calidad del agua que incluyan una amplia seleccion
de contaminantes para identificar los posibles riesgos, los temas prioritarios y los aspectos
sobre los que hay que actuar.

La Directiva de desarrollo de la DMA 2008/105/CE, relativa a las Normas de Calidad
Ambiental en las politicas hidricas, regula la contaminacién por sustancias quimicas en las
aguas europeas. En un borrador de Directiva de la Comision relativa al control analitico de la
calidad se proponen indicadores de efectividad.

El centro de investigacion JRC IES ha ido acompafiando la elaboracion de la proxima
Directiva de desarrollo de la DMA COM(2006)398, relativa a las Normas de Calidad
Ambiental, primero desde la presidencia del grupo de trabajo de Analisis y Control de
Sustancias Prioritarias (2003-2004), luego desde la copresidencia de la elaboracion del
borrador del Documento guia sobre aguas superficiales en el marco de la Actividad de Control
Quimico (2005-2006) y, actualmente, desde la copresidencia de la Actividad de Control
Quimico para el periodo 2007-2009.

Uno de los principales objetivos de la actividad de control quimico es evaluar los
métodos disponibles para comprobar el cumplimiento de la DMA. Es importante que todas
las metodologias satisfagan los requisitos de control quimico establecidos en la DMA, por
ejemplo a la hora de proporcionar datos de concentracion con una calidad suficiente para
evaluar si se cumple la Directiva. Una buena orientacion sobre las disposiciones generales
de control de la DMA es el Documento guia n.° 7 “Control de conformidad con la Directiva
Marco del Agua”, mientras que para cuestiones relacionadas con la regulacion de las aguas
subterraneas se aplica el Documento Guia n.° 15 de la Estrategia Comtn de Implementacion
de la DMA, “Seguimiento de las aguas subterraneas”, asi como al Documento Guia n.° 19 de
la estrategia citada, “Control quimico de las aguas superficiales”.

En el borrador de Directiva de la Comision, por la que se adoptan especificaciones
técnicas para el control quimico y la calidad de los resultados analiticos de conformidad con
la Directiva 2000/60/CE, del Parlamento Europeo y el Consejo, se formula una propuesta de
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indicadores de efectividad de las mediciones analiticas de los métodos de control quimico.
En dicho borrador se establece que, para cumplir con la DMA, el limite de cuantificacion
debe ser <30 % al estipulado en las Normas de Calidad Ambiental (Directiva 2009/90/CE).

En general, las metodologias que se utilizan para analizar los contaminantes organicos
presentes en el agua estan consolidadas y se basan en GC/MS (o en GC/HRMS) y en LC-MS
(0 en LC-MS/MS). Sin embargo, los valores de algunas de las Normas de Calidad Ambiental
propuestas son muy bajos (por ejemplo, el del endosulfan [>: 5-0,5 ng/l], el de PBDE [}_:
0,5-0,2 ng/1] y el de algunos HAP [>: 2 ng/1]). Los limites de cuantificacion de estos valores
deben situarse en niveles de ng/l (ppt) o inferiores.

Para detectar las concentraciones reducidas de contaminantes incluidas en los ejercicios
interlaboratorios en el marco del Analisis del Control Quimico es necesario utilizar un tipo
de instrumental sofisticado (GC-HRMS, GC-MS/MS o LC-MS/MS) que actualmente se
encuentra fuera del alcance de los laboratorios convencionales.

Por otra parte, para analizar los contaminantes organicos denominados “emergentes” (por
ejemplo, los PFOS, los farmacos, los productos farmacéuticos, la NDMA, etc.) también se
necesita un tipo de instrumental sofisticado (MS/MS y HRMS). En suma, pues, los métodos
no se han comprobado por completo, no existen materiales de referencia y hay pocos
ejercicios interlaboratorios disponibles, por lo que, a dia de hoy, resulta imposible realizar
comparaciones rigurosas.

En este contexto, es imprescindible desarrollar metodologias fiables y solidas que cumplan
los estandares de QA/QC.

Referencias

Comparison of Monitoring Approaches for Selected Prioritary Pollutants in Surface Water, CMA on-site 2 ; G Hanke et al ;
JRC-IES, 2009.

Focal Point: Emerging Contaminants and Water Analysis (W.Giger) , Anal Chem 2008.

Environmental Mass Spectrometry: Emerging Contaminants and Current Issues. S. Richardson; ES&T, 40 (33), 2008.
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Seguimiento de sustancias prioritarias y relacionadas en
los rios catalanes, en el marco de aplicacion de la WFD:
presentacion de resultados y evaluacion de riesgos
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1. Department of Environmental Chemistry, IDAA-CSIC, C/ Jordi Girona, 18-26, 08034 Barcelona, Spain
2. Agencia Catalana de I'Aigua, c/ Provenga, 204-208, 08036 Barcelona, Spain
3. URSCorp, C/ Urgell 143, 42 planta , 08036 Barcelona, Spain

Contacto: agmgam@cid.csic.es or anmunne@gencat.cat

Resumen

Los datos recabados en las campafias de control de sustancias prioritarias, sustancias
prioritarias peligrosas y otras sustancias relacionadas en los rios catalanes, organizadas por la
Agencia Catalana del Agua entre los afios 2008 y 2009 en el contexto de la Directiva Marco
del Agua, pueden presentarse e interpretarse con una doble perspectiva:

a) Componente normativo

Los resultados del estudio de las sustancias prioritarias y las sustancias prioritarias
peligrosas se han evaluado seglin los criterios de la Directiva 2008/105/CE. En el caso de
los compuestos fuera del alcance de dicha normativa, se han analizado, siempre que ha sido
posible, de conformidad con otras legislaciones locales aplicables, como el RD 995/2000 y
el RD 140/2003.

Ademas, se han revisado los datos disponibles sobre inventarios de emisiones, obtenidos
en aplicacion de la normativa E-PRTR en plantas de tratamiento de aguas residuales de mas
de 100.000 hab/eq. Asimismo, los datos se han relacionado de forma tentativa con los valores
de los rios.

b) Evaluacién de riesgos

Se ha planteado una posible evaluacion de los riesgos ecotoxicologicos utilizando técnicas
avanzadas de modelizacion secuencial con un subjconjunto del conjunto integro de controles
de calidad quimicos (232 puntos de muestreo y 60 contaminantes).

Los datos sobre la concentracion de contaminantes en el agua se trataron previamente
para calcular la fraccion biodisponible, en funcion de las propiedades de la sustancia y
las condiciones ambientales locales. Los valores recabados se utilizaron para predecir el
impacto potencial de las sustancias toxicas sobre la biota acuatica en mezclas complejas y
también para identificar puntos problematicos. Se utiliz6 la evaluacion de la exposicion con
la distribucion de sensibilidades de las especies (SSD) y las normas de toxicidad de la mezcla
para determinar la fraccion afectada potencialmente por distintas sustancias (msPAF).

Para entender y visualizar la distribucion espacial del riesgo tdxico, se han probado
distintas técnicas de representacion, como los mapas autoorganizados (SOM), derivados de
las redes neuronales artificiales, el analisis de conglomerados y el analisis de componentes
principales (ACP).

En este proceso, se han identificado los puntos problematicos y los patrones de
contaminacion, una informacion que sera de gran utilidad a los gestores de recursos hidricos
al evaluar los riesgos quimicos de las cuencas fluviales.
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Control de sustancias peligrosas en la cuenca del Ebro

Cortés S.

Area de Calidad de Aguas
Confederacion Hidrogréafica del Ebro, Spain

Contacto: scortes@chebro.es

La Directiva Marco de Aguas 2000/60/CE (DMA) y las directivas contempladas en su
anexo [X, asi como la Directiva 2006/11/CE (version codificada de la Directiva 76/464/
CEE) obligan a los Estados Miembros a establecer estaciones de vigilancia para el control
de la contaminacion causada en el medio acuatico (agua, sedimentos y biota) por sustancias
peligrosas aguas abajo de sus puntos de emision.

Dado que las sustancias denominadas peligrosas pueden ser de origen industrial (puntual)
y/o agricola (difuso) no es posible aplicar los mismos criterios en el disefio de la red de
vigilancia para todas las sustancias, sino que se debe diferenciar a los plaguicidas del resto.
Por ello, la Confederacion Hidrografica del Ebro ha definido dos redes con distintos puntos
de control, frecuencia de muestreo, parametros de medida y matrices de analisis:

- Red de Control de Plaguicidas (RCP) destinada a controlar la contaminacion de
origen agricola/difuso

- Red de Control de Sustancias Peligrosas (RCSP) para el control de la contaminacion
de origen fundamentalmente industrial/puntual.

El objetivo de la Red de Control de Plaguicidas es vigilar la contaminacion causada por
los plaguicidas de Lista I, Lista II Preferentes y Lista de Sustancias Prioritarias, aguas abajo
de zonas principalmente agricolas, y en particular comprobar el cumplimiento de las Normas
de Calidad (NCAs) establecidas en la legislacion vigente..

La Red de Control de Sustancias Peligrosas estda implantada en la Confederacion
Hidrografica del Ebro (CHE) desde el afio 1992. El objetivo de esta red es controlar la
concentracion de las sustancias peligrosas (Sustancias Prioritarias, sustancias de Lista I y
sustancias de Lista II Preferentes) aguas abajo de los principales focos de emision. El control
exige la toma de muestras de agua, de sedimentos y de peces. En agua se han fijado Normas
de Calidad Ambiental (Directiva 2008/105/CEE y Real Decreto 995/2000), y en sedimentos y
peces el objetivo es que las concentraciones en estas matrices no aumenten significativamente
con el tiempo (principio basico de mejora continua o standstill).

En la tabla 1 se indica el nimero de estaciones que integran actualmente estas redes de
control, asi como las matrices analizadas y la frecuencia de muestreo.

Tabla 1: Caracteristicas de la RCSP y de la RCP.

N° Estaciones Matrices analizadas Frecuencia de muestreo
Agua 12/ano
XCSP 18 Sedimentos 1/afio
Peces 1/afo
XCP 22 Agua S/afio

En la Red de Plaguicidas se controlan 37 sustancias distintas y en la Red de Peligrosas un
total de 47 contaminantes.
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Los resultados obtenidos en la Red de Control de Sustancias Peligrosas en la campaiia del
2008 indican que los puntos que presentan una mayor contaminacion de origen industrial son
las estaciones de Gallego en Jabarrella, Ebro en Asc6, Cinca en Monzon, Zadorra en Vitoria-
Trespuentes, Ebro en Tortosa y Huerva en Zaragoza-Fuente de la Junquera.

Los contaminantes que se han encontrado en concentraciones importantes en algunos de
los analisis realizados en el afio 2008 en cada una de las matrices analizadas en la Red de
Peligrosas son los siguientes:

- Agua: selenio, niquel, mercurio y diclorometano.

- Sedimento: niquel, cromo, zinc, cadmio, DDT's, benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno,

benzo(g,h,i)perileno y benzo(k)fluoranteno.

- Peces: DDT's, zinc, hexaclorobenceno y mercurio.

En los analisis realizados en el afio 2008 en la Red de Control de Plaguicidas se ha
visto que de los 37 plaguicidas analizados s6lo nueve (atrazina, desetilatrazina, clorpirifos,
isoproturdn, metolacloro, molinato, simazina, terbutilazina y 3,4-dicloroanilina) han superado
alguna vez los 0.1 pg/L. Ademas, en el afio 2008 sélo la terbutilazina y la 3,4-dicloranilina
han presentado una concentracion superior a 1 pg/L.

Las estaciones que presentan un mayor nivel de plaguicidas son las de Flumen en Sarifiena,
Alcanadre en Ontifiena, Arba de Luesia en Tauste y Clamor Amarga en Zaidin.
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Relacion entre las variaciones espaciotemporales en
la contaminacion por diurdén y la tolerancia inducida en
biofilms en rios
Pesce S., Margoum C. y Montuelle B.

Cemagref, UR MAEP, 3 bis quai Chauveau, CP220, 69336 Lyon Cedex 09, France

Contacto: bernard.montuelle@cemagref.fr

Los biofilms presentan un gran potencial como indicadores precoces de situaciones de
riesgo en el control de los rios. Al evaluar los efectos de los agentes toxicos en las comunidades
microbianas naturales, resulta especialmente importante realizar una distincion entre dichos
efectos y aquellos derivados de otros pardmetros ambientales. Los enfoques basados en la
tolerancia inducida por la contaminacion en comunidades (PICT) ofrecen la posibilidad de
aislar parcialmente los efectos de agentes toxicos individuales de un ecosistema complejo
estudiando los cambios en la sensibilidad de las comunidades. Para comprobar la validez
de la metodologia PICT en la evaluacion de riesgos, el proposito del estudio fue analizar si
los niveles de tolerancia al diur6én inducida en comunidades de biofilm fotoautotrofas eran
proporcionales a su nivel previo de exposicion in situ a este herbicida. El proyecto llevo
a cabo un estudio de campo durante 9 meses en dos puntos de un mismo rio afectado por
una contaminacion cronica de diurén. El estudio realizd estimaciones mensuales, a partir
de bioensayos por fotosintesis de corto alcance, de las variaciones espaciotemporales de la
capacidad de tolerancia al diuron en las comunidades fotoautdtrofas. Aunque observamos
una posible influencia de tres variables ambientales covariantes (nitratos, conductividad
y temperatura) en los procesos inducidos de tolerancia al diurdn, los analisis estadisticos
demostraron sin lugar a dudas que el principal factor que explica la variacion en la sensibilidad
al diurdn era el nivel de exposicion al diuron durante los periodos de colonizacion de los
biofilms. En este sentido, se constatdé una correlacion exponencial importante entre los
valores de EC50 y las concentraciones de diurdn in situ, lo que confirmaria que el método
PICT puede revelarse como una herramienta importante para controlar la situacion de los
rios, actuando como complemento de otros métodos actuales basados en bioindicadores.
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Las respuestas de los biomarcadores multiples de
macroinvertebrados benténicos como herramienta de
diagnosis del estado ecoldgico de los rios contaminados
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Los indices biologicos de las especies de macroinvertebrados bentonicos se emplean
actualmente en todo el mundo para medir la calidad de las aguas fluviales a partir de criterios
ecologicos. Dichos indices determinan el estado ecoldgico global de la comunidad biotica,
pero no detectan los efectos especificos de los contaminantes del agua en concentraciones
relevantes desde un punto de vista ambiental. En este estudio, presentamos los datos
experimentales sobre las respuestas bioquimicas de especimenes transplantados y otros
recogidos en el campo de dos taxones (Echinogammarus sp. € Hydropsyche exocellata) en
localidades con distintos niveles de contaminacion. El estudio se desarrolld en las cuencas
fluviales de los rios Llobregat, Besos y Ebro. Para evaluar los efectos de un amplio abanico
de fuentes de contaminacion, como glisofatos, productos farmacéuticos, compuestos
organoclorados y mercurio, se utilizdo un enfoque basado en biomarcadores multiples, que
implico el uso de hasta diez marcadores distintos. Las respuestas biologicas oscilaron desde
la biotransformacion hasta las enzimas antioxidantes y los marcadores de dafios en tejidos.
Los resultados recabados permitieron constatar: (1) una buena repetibilidad de las respuestas
de los marcadores en diferentes localidades a lo largo del tiempo, (2) una actividad superior
de biotransformacion y de las enzimas antioxidantes en las localidades contaminadas y en
las especies tolerantes, (3) respuestas mas elevadas de los organismos recogidos en el campo
en comparacion con los especimenes transplantados y (4) la viabilidad de los biomarcadores
para diferenciar y, por consiguiente, identificar las principales fuentes de contaminacion que
afectan la biota fluvial. Ademas, como sucede con los indices bioldgicos, las respuestas de los
biomarcadores registradas en poblaciones situadas en localidades de referencia y localidades
contaminadas permitieron también discriminar distintos grados de contaminacion. Asi, pues,
los resultados ponen de manifiesto que las respuestas de los biomarcadores multiples de las
especies bentdnicas de macroinvertebrados aportan mas informacion 1til y complementaria
que las respuestas obtenidas con indices bidticos y que, ademas, son necesarias para
caracterizar el estado ecoldgico de los ecosistemas fluviales mediterraneos. Esta constatacion
resulta especialmente interesante en localidades con una contaminacién moderada, donde los
factores de estrés afectan ya las comunidades, aunque no con una intensidad suficiente que
permita su deteccion con indices bioticos. En resumen, las respuestas de los biomarcadores
multiples actuan como senales de advertencia que nos indican que, si no se producen cambios
en la tendencia actual de aumento de los contaminantes, el estado ecoldgico de las localidades
con una contaminacion moderada puede empeorar en un futuro. Este estudio fue financiado
por los proyectos espafioles CGL2008-01898 y CGL2007-64551/HID y por el programa
ECOSTRIMED de la Diputacion de Barcelona (www.ecostrimed.net).
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A partir de estudios de campo desarrollados en distintos paises (Francia, Espafia, Suiza,
Canadé y Vietnam), se cred una gran base de datos de diatomeas de rio (con mas de 450
taxones) correspondientes a rios expuestos a diferentes cargas de metales pesados en sus
aguas. Tras armonizar la taxonomia, se analizaron los patrones de la estructura de las
diatomeas a partir de 163 muestras, todas ellas recogidas en sustratos duros.

La biotipologia (esto es, la estructuracion de los conjuntos de datos de diatomeas) pone de
manifiesto que los factores que influyen en las especies son dos: el contexto hidroecorregional
y las cargas de los metales. El proyecto estudia los parametros ambientales mas importantes
estructuralmente y emplea los analisis diferenciales para determinar la relevancia de algunas
especies concretas (como, por ejemplo, la Eolimna minima o la Achnanthidium minutissimum),
asi como las formas teratoldgicas para el control de la contaminacion por metales pesados.
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Gradientes de pesticidas en los rios: estudio de campo
basado en peces
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Para el afio 2015, las aguas superficiales de todos los estados miembros de la Union
Europea deben presentar un estado quimico y ecolégico bueno o muy bueno, segin estipula
la actual Directiva Marco del Agua. Por consiguiente, el alcance actual de la contaminacion
de los entornos acuaticos causada por actividades antropogénicas exige una evaluacion activa
del impacto en los organismos expuestos.

Con el objetivo de comprobar si los distintos niveles de pesticidas (basicamente herbicidas)
presentes en los rios del suroeste de Francia afectan a las poblaciones de peces, nos propusimos
analizar su estado de salud y sus rasgos. La clasificacion de los puntos de muestreo segun las
concentraciones de pesticidas se basa en los datos de los estudios anuales realizados por la
agencia del agua local. Dicho procedimiento da como resultado distintas clasificaciones de
las localidades muestreadas en funcion de los diversos indices de toxicidad empleados, como
por ejemplo, msPAF total (fraccion [de las especies] afectadas potencialmente por varias
sustancias), el indice msPAF por modo de accion tdxico y las unidades toxicas (TU).

Tras la eleccion a priori de las localidades, durante los meses de otofio de 2008 y
mediante pesca eléctrica, se recogieron ejemplares de leuciscos cabezudos (Leuciscus
cephalus) y gobios (Gobio gobio). El objetivo era comprobar si los peces de localidades
contaminadas, comparados con los de zonas mas limpias, presentaban: un estado nutricional
mas bajo (factor de condicion), indicios de deterioro de la salud (indices organosomaticos),
limitaciones de crecimiento, sintomas de estrés quimico toxico (cambios morfométricos y
asimetria fluctuante) y concentraciones mas elevadas de pesticidas en el organismo.

Los leuciscos cabezudos de los espacios mas contaminados (con niveles del indice msPAF
y TU mas elevados) presentaban unos indices gonadosomaticos mas altos y unos factores de
condicion mas bajos, mientras el indice hepatosomatico no mostraba una tendencia especifica
a lo largo de dicho gradiente. En los leuciscos cabezudos de los rios mas contaminados se
detectaron unos niveles mas altos de pesticidas y numerosos cambios histologicos hepaticos.
Los gobios de las localidades mas contaminadas presentaban una concentracion mas baja
de parasitos externos, asi como una altura significativamente superior y unos 0jos y una
aleta dorsal significativamente mas pequefos. Dichos resultados deben terminar atin de
desarrollarse y corregirse teniendo en cuenta la diversidad genética de las poblaciones de
gobios.

Los resultados y las conclusiones de nuestro estudio formaran parte de un proceso general
de toma de decisiones relacionadas con la gestion de los recursos hidricos.
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Segun revelan numerosos estudios, las aguas superficiales europeas presentan
contaminacion por compuestos quimicos mutagenos de accion directa e indirecta (Vahl et al.
1997, Keiter et al. 2006, Barcelo et al. 2007, Higley et al. 2009, etc.). Para identificar de una
forma eficaz dichos mutagenos y evaluar su presencia en nuestros sistemas de agua dulce, el
EDA (Effect Directed Analysis) constituye una herramienta de control de gran interés en el
contexto de los programas de control de calidad de la Directiva Marco del Agua.

El EDA se utiliz6 para detectar la actividad genotdxica en muestras bidticas y abidticas
pertenecientes a una cadena alimentaria bentonica de un medio acuatico.

Las muestras, extraidas de la zona del delta del Scheldt occidental (Holanda), se
sometieron a ensayos de genotoxicidad. Las pruebas abarcaron desde los sedimentos, las
particulas en suspension (SPM), lombrices, gambas, berberechos y solletas. Las muestras
abioticas (sedimentos, SPM) y el conjunto homogeneizado de las muestras bioticas se
extrajeron y limpiaron utilizando una combinacion de didlisis, cromatografia de permeacion
por gel (GPC) y cromatografia liquida de alta precision de fase normal (NP-HPLC). Este
método, dividido en varias etapas de tratamiento de las muestras para eliminar los lipidos y
demas interferencias, ya se habia desarrollado y validado con anterioridad. Los extractos se
sometieron a la prueba de fluctuacion AMES, para detectar mutaciones puntuales, asi como
al ensayo de Comet, para hallar dafios en el ADN inducidos por los compuestos quimicos de
los extractos.

El primer cribado de genotoxicidad de los extractos revel6 una elevada citotoxicidad en
los bioensayos, pese al complejo procedimiento de tratamiento de las muestras. Para evitar
el posible efecto de enmascaramiento de citotoxicidad sobre los indicadores genotoxicos,
las muestras se fraccionaron todavia mas mediante una columna de silice para eliminar
sus constituyentes citotoxicos y para facilitar asi el cribado de la genotoxicidad. Gracias
al nuevo fraccionamiento se pusieron de manifiesto efectos genotdxicos débiles en algunas
fracciones de las muestras, una reaccion previsible habida cuenta de la elevada reactividad de
las sustancias genotoxicas en general.

Palabras clave: cadena alimentaria, Effect Directed Analysis (EDA), genotoxicitat, bioassajos suborganismics
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En la mayoria de zonas sometidas a la influencia de la actividad antropogénica, las
muestras pueden contener una mezcla compleja de sustancias con potencial para mostrar
efectos toxicologicos en los organismos, como por ejemplo efectos endocrinos. Los estudios
basados en el andlisis EDA (Effect Directed Analysis) utilizan técnicas de fraccionamiento
capaces de identificar las fracciones que contienen compuestos toxicos para, a continuacion,
realizar la caracterizacion toxica de la muestra. El estudio que presentamos se centra en una
muestra seleccionada tras realizar un cribado de toxicidad de diferentes sedimentos fluviales
en el marco del proyecto Modelkey de la UE (SSPI-CT-2003-511237-2).

La muestra activa seleccionada tiene su origen en el rio Schijn, afluente del Scheldt
(Bélgica). El bioensayo utilizado para realizar el andlisis es el ensayo de deteccion de
androgenos AR-CALUX® (Chemically Activated Luciferase gene eXpression), que permite
buscar tanto respuestas agonistas como antagonistas.

El objetivo del estudio de EDA es identificar los compuestos alteradores de androgenos
responsables de las respuestas detectadas en el bioensayo. El proceso consta de varios pasos:
bioensayos del extracto completo, primera fraccion (LC de fase inversa) y segunda fraccion
(LC de fase normal), analisis quimico, identificacion de los compuestos, confirmacion
analitica y, por ultimo, confirmacién de toxicidad. En este contexto, se expone la aplicacion
de estrategias de limpieza y fraccionamiento, el uso de diferentes técnicas de identificacion
quimica analitica, asi como las posibilidades de interpretacion de los efectos agonistas y
antagonistas en los EDA. Una de las conclusiones obtenidas fue que el cribado del extracto
completo no basta para revelar los efectos androgénicos, como consecuencia de la supresion
del efecto agonista por la presencia de compuestos antagonistas.
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En las ultimas décadas se ha prestado mucha atencién a la presencia de compuestos
alteradores endocrinos en el medio ambiente. Dichos compuestos van desde las hormonas
naturales y sintéticas hasta los compuestos quimicos industriales. En zonas sometidas al
influjo de la actividad antropogénica, las muestras pueden presentar una mezcla compleja
de estos compuestos. Los estudios con EDA (Effect Directed Analysis) aplican técnicas
de fraccionamiento basadas en bioensayos para identificar las fracciones que contienen
compuestos activos y, de este modo, reducir la complejidad de la matriz de la muestra antes
de proceder al analisis quimico de la fraccion. La identificacion de los agentes toxicos clave
y la confirmacion definitiva de su toxicidad e identidad son piezas clave para que los estudios
con EDA lleguen a buen puerto.

En este estudio, se realizo un EDA en una muestra de sedimentos del rio Schijn (Bélgica),
cuya actividad antropogénica se determind a través del bioensayo AR-CALUX®. El cometido
era identificar los compuestos androgénicos, tanto agonistas como antagonistas, responsables
de los efectos sobre las fracciones activas del EDA. El analisis quimico se realizd en un
espectrometro de masa LTQ-Orbitrap. En cuanto al cribado de las fracciones activas y no
activas, se utiliz6 software de libre difusion, que permitié diferenciar los picos de interés. Los
criterios aplicados fueron: (1) relacion de > 100 entre la intensidad maxima en las fracciones
no activas y activas, (2) presencia obligatoria de las formulas quimicas sugeridas extraidas de
la masa concreta en la base de datos espectral NIST y (3) un nimero CAS para poder adquirir
los compuestos y utilizarlos para efectuar los estudios de confirmacion.

Alrededor de una cuarta parte de los picos discriminados se identificaron tentativamente
(por ejemplo esteroides anabdlicos, antidepresivos, fragancias de almizcle y agentes
aromatizantes). Los resultados indican que la aplicacion de un instrumento de masa de
precision puede ser de gran utilidad para identificar los compuestos desconocidos de un
complejo.
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En los ultimos tiempos ha aumentado la preocupacion en torno a la presencia de
compuestos farmacéuticos en las aguas residuales domésticas, lo que, combinado con
los riesgos potenciales derivados de su posible transferencia al medio ambiente, pone de
manifiesto la urgente necesidad de conocer su destino en el proceso de tratamiento de las
aguas residuales. Gracias a la mejora de las herramientas analiticas se ha detectado un amplio
abanico de compuestos farmacéuticos en aguas residuales domésticas sin tratar, asi como
en los ecosistemas receptores. Aunque es mucha la incertidumbre que rodea los efectos
potenciales de dichos compuestos en los ecosistemas acuaticos, el principio de precaucion
conducira, en un futuro, a la probable aprobacion de legislaciones mas estrictas en materia de
tratamiento de aguas residuales.

Numerosos estudios han revelado unas eficiencias de eliminacion con grandes fluctuaciones
en un amplio abanico de compuestos farmacéuticos, fendémeno que a menudo se ha vinculado
a la biodegradacion. Sin embargo, hasta la fecha solo se han dilucidado los mecanismos
de eliminacion de unos pocos compuestos, y en ocasiones en experimentos de laboratorio
y en compuestos con elevadas concentraciones relativas. El estudio de los mecanismos
de biodegradacion de los compuestos farmacéuticos en concentraciones ambientalmente
significativas plantea importantes dificultades en lo tocante a su analisis. Para conocer el
destino de los compuestos farmacéuticos en las plantas de tratamiento de aguas residuales
debemos conocer mejor los mecanismos de biodegradacion y las limitaciones de las tasas de
conversion en las vias de biodegradacion, lo que nos permitira realizar una estimacion del
potencial de acumulacion de los compuestos intermedios.

En este proyecto nos centramos en la implicacion de grupos troficos de microorganismos
especificos y en la dilucidacion de los mecanismos de biodegradacion. EI comportamiento de
los compuestos farmacéuticos (carbamazepina, acido clofibrico, diclofenaco, ibuprofeno y
naproxeno) se estudid en un reactor SBR de laboratorio. Las tasas de eliminacion en diferentes
condiciones operativas de un compuesto farmacéutico nos aporta informacion acerca de la
intervencion de grupos troficos de microorganismos especificos en su degradacion. Estos
datos pueden resultar de gran utilidad para la optimizacion del tratamiento biologico de
las aguas residuales y la eliminacion simultinea de los contaminantes principales y los
microcontaminantes especificos, como los compuestos farmacéuticos, que obligan a adoptar
nuevos enfoques en materia de tratamiento de aguas residuales. Aunque son muchos los
informes publicados en torno a la biodegradacion de los compuestos farmacéuticos, falta
todavia mucha informacion acerca de los mecanismos utilizados o las vias de biodegradacion.
Teniendo en cuenta que estos contaminantes se detectan en niveles de trazas, no disponemos
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de una informacion completa en lo relativo a su degradacion bioldgica. Por consiguiente, el
uso de técnicas microbioldgicas convencionales probablemente resulte ineficaz para dilucidar
los mecanismos de biodegradacion. En este estudio evaluamos el uso de la identificacion de
proteinas para observar la expresion diferencial de las proteinas en diferentes condiciones
de crecimiento, por ejemplo ante la presencia o en ausencia de un compuesto farmacéutico
concreto. La protedmica, un planteamiento relativamente reciente de la microbiologia
ambiental, estudia las propiedades de las proteinas y nos permite identificar las proteinas
clave y los cambios asociados en determinadas condiciones especificas. Dado que la practica
totalidad de las enzimas que intervienen en la biodegradacion son proteinas, los cambios en
la identificacion de las proteinas pueden asociarse a la presencia del compuesto farmacéutico
administrado. Las identificaciones de las proteinas se obtienen mediante la separacion de las
proteinas en dos dimensiones, primero segun el punto isoeléctrico y después seglin el peso
molecular, en electroforesis por gel bidimensional. Seguidamente, se analiza la composicion
de los péptidos de las proteinas, en sus diferentes expresiones (por ejemplo, su presencia
o su ausencia o los cambios significativos en el nivel de expresion) y se comparan con las
composiciones de los péptidos de las proteinas conocidas en bases de datos de proteinas
que pueden consultarse en linea. En altimo término, la intervencion de enzimas especificas
permite determinar las vias de biodegradacion, que en una fase posterior se confirmaran
mediante el analisis de los intermediarios de la biodegradacion.
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Resumen

Uno delos factores de estrés mas importantes de los sistemas fluviales son los contaminantes
quimicos. Por este motivo, resulta fundamental conocer con mayor profundidad la forma
como actuan contaminantes especificos sobre los organismos acuaticos, para luego poder
atribuir los efectos adversos que sufre un sistema fluvial a las causas correctas. Con esta
informacion sobre la mesa, las personas responsables de la gestion hidroldgica podran
tomar medidas mas eficaces para mejorar la situacion de los sistemas fluviales con un estado
ecologico deteriorado.

En el este estudio, analizamos los efectos de sustancias toxicas hidrofobicas presentes
en los sedimentos. Aunque la conexion con los sedimentos reduce la biodisponibilidad, los
organismos bentonicos que viven en los sedimentos y se alimentan de ellos pueden bioacumular
las sustancias toxicas y hacer que vuelvan a estar biodisponibles para los organismos de un
nivel superior de la cadena alimentaria, como los peces. A través de la biomagnificacion, las
concentraciones internas en los peces pueden alcanzar niveles en que los agentes toxicos les
provoquen efectos adversos. Si ello afectara, por ejemplo, a la reproduccion o al crecimiento
de los peces, podria tener consecuencias para el conjunto de la poblacion de peces. Realizamos
un seguimiento de la absorcion y los efectos del pentacloronaftaleno 1, 2, 3, 5y 7 (PeCN52)
en una cadena alimentaria simplificada, formada por tres niveles: sedimentos — lombrices
bentonicas (Lumbriculus variegatus) — trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). E1 PeCN52
es un congénere del grupo de los naftalenos policlorados, contaminantes persistentes y de
gran distribucion: en el rio Elba se registraron concentraciones en los sedimentos del orden
de pg/kg en peso seco (dw).

Para empezar, se llevo a cabo un estudio de bioacumulacion en que las lombrices se
expusieron durante 28 dias a un sedimento con PeCN52. El factor de bioacumulacion que se
obtuvo, 35,3 (dw/dw), demostré que las lombrices, al actuar como fuente de alimentacion,
pueden transferir el PeCN52 de los sedimentos a niveles superiores de la cadena alimentaria.
Por ello, en un estudio posterior, se expusieron las truchas jovenes a lombrices vivas
contaminadas. Las lombrices fueron expuestas a agua con presencia de PeCNS52 de solubilidad
acuosa, con el objetivo de obtener un gran volumen de lombrices con una carga constante
de PeCN52. Las truchas se mantuvieron separadas y se alimentaron cada dia con lombrices.
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Se realizaron ensayos con cuatro niveles de concentracion (0 - 9 - 18 y 36 pg/g de comida).
De la ingestion total de PeCNS52 a través de las lombrices, el 60% se midi6é 28 dias después
en los tejidos de las truchas. Pese a la elevada bioacumulacion, no se detectaron efectos
significativos en la mortalidad, el comportamiento, el crecimiento ni en el indice somatico
hepatico de las truchas jovenes. A través de RT-PCR, se detect6 la expresion de CYP1A 'y de
la glicoproteina P —ambas vinculadas a los mecanismos de defensa de los peces- en el higado,
el cerebro y los intestinos. La exposicion al PeCN52 se tradujo en una induccién vinculada
a la concentracion de CYP1A; sin embargo, no se detectd ningun efecto en la expresion de
la glicoproteina P. Dichos resultados, y las conclusiones observadas sobre la transferencia
de los agentes toxicos hidrofobicos en una cadena alimentaria, nos permiten establecer un
modelo del flujo del PeCN52 en una cadena alimentaria.
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Es bien conocido que algunos sistemas acuaticos sufren contaminacion de metales pesados a través
de diferentes tipos de vertidos. Hasta el momento no hay muchos biomarcadores para la deteccion
de contaminacion metalica y la mayoria de indices bidticos que se utilizan se basan en cambios
estructurales a nivel de comunidad, los cuales se espera que integren las respuestas bidticas a lo largo
de un periodo de tiempo considerable (des de semanas hasta meses en funcién del tiempo de vida del
organismo investigado). Por lo tanto es de gran interés desarrollar nuevos biomarcadores de toxicidad
metalica basados tanto en la deteccion de respuestas tempranas como los efectos cronicos para poder
completar la informacion que se tiene hasta ahora. Esto mejoraria la comprension de las causas de
deterioro de los ecosistemas tal y como exige la Directiva Marco del Agua (DMA, Directiva 2000/60/
CE).

En rios y arroyos, el biofilm (también conocido como fitobentos o perifiton) se han usado
ampliamente como bioindicador de contaminacion debido a su capacidad de detectar efectos agudos
producidos por sustancias toxicas, como son los metales pesados, aportando en ecotoxicologia una
aproximacion a nivel de comunidad de elevada relevancia ecolédgica.

El objetivo de este estudio fue investigar la toxicidad de los metales en los biofilms usando
parametros funcionales (PAM), metabolicos (AEA) asi como también estructurales (composicion y
especies de diatomeas). Para conseguir este objetivo, se realizo un experimento de translocacion en
la Riera d’Osor (NE Catalufia), afluente del rio Ter, situado en una zona minera. Este rio presenta
elevados niveles de zinc disuelto (Zn) y yerro (Fe), alcanzando valores de 600 pgZn/L y 750 pgFe/L
después del principal vertido de la mina.

Los biofilms fueron translocados des del punto control (no contaminado), a diferentes puntos
contaminados rio abajo para evaluar las diferentes respuestas debido al efecto del gradiente de
contaminacion metalica a lo largo de una escala temporal (des de horas hasta algunas semanas de
exposicion).

Ademas de la variabilidad temporal, se identificaron varios parametros funcionales y metabdlicos
relacionados con el gradiente de contaminacion metalica. Las concentraciones de metales encontrados
en Osor afectaron el biofilm fluvial provocando respuestas fisioldgicas transitorias (exposicion aguda)
y alteraciones estructurales y funcionales (exposicion crénica). Ademas, al final del experimento
(después de 5 semanas de exposicion), las especies dominantes de diatomeas también estaban
relacionadas con el gradiente de metal, mostrando formas teratologicos y un menor biovolumen en los
sitios contaminados.

Los resultados sugieren que el PAM y las AEA de los biofilms se pueden usar como instrumentos
de deteccion temprana, asi como también biomarcadores de adaptacién en rios contaminados por
metales, completando asi la informacion proporcionada por los estudios de diatomeas (incluyendo los
aspectos taxondmicos y las caracteristicas morfoldgicas).
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El objetivo del presente estudio era valorar los efectos de los compuestos quimicos y las
mezclas en la diversidad funcional de cincuenta y siete especies autoctonas de peces extraidas
de 2.000 puntos de muestreo de una vasta zona geografica, el estado de Ohio, en EE.UU. El
enfoque de la diversidad funcional atesora un potencial muy superior al enfoque taxonémico
tradicional para la prediccion cuantitativa de los grupos de organismos representados
en diferentes gradientes de alteracion ambiental de origen humano. Los numerosos datos
obtenidos se utilizaron para ponderar la presencia de rasgos “biologicos”, como la ecologia
trofica, la estrategia reproductiva, la locomocion/morfologia o la longitud corporal, y rasgos
“ecologicos”, como las preferencias de sustratos, la geomorfologia y las dimensiones del
curso. En el estudio se emplearon dos algoritmos diferentes de redes neuronales artificiales:
un mapa autoorganizativo (SOM) y un perceptron multicapa (MLP). EI SOM se aplico
para determinar los tipos de rasgos en las distintas asociaciones de peces, mientras que el
MLP permiti6é predecir asociaciones de peces utilizando diferentes predictores, como la
cobertera del suelo, las caracteristicas del macrohabitat, la quimica del agua clasica y la
exposicion a una amplia variedad de compuestos quimicos y sus riesgos potenciales. Los
resultados dejan entrever que la funcion de una comunidad de peces viene determinada sobre
todo por las diferencias a gran escala en los habitats, lo que confirma las conclusiones de
estudios anteriores. Asimismo, pone de relieve la relacion significativa entre los rasgos de
las asociaciones de peces y la exposicion quimica y los riesgos asociados, lo que demostraria
que este factor de estrés especifico puede ejercer de filtro al seleccionar tipos particulares de
rasgos y de asociaciones de peces.
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En los ultimos afios, la actividad investigadora se ha centrado en el desarrollo de métodos
analiticos fiables y lo suficientemente sensibles como para detectar la presencia de los
contaminantes organicos (como los compuestos farmacéuticos, los productos cosméticos,
los biocidas, los plastificantes, los compuestos de perfluorados, etc.) en diferentes matrices
ambientales. Sin embargo, son mucho menos conocidos los estudios relativos al destino de
dichos contaminantes emergentes y prioritarios en las cuencas hidrograficas.

Los estudios sobre el destino arrojan datos extremadamente valiosos en torno a la capacidad
de separacion y el potencial de degradacion de los compuestos objetivo. Asimismo, permiten
conocer las reacciones del compuesto a lo largo de los diferentes procesos de tratamiento, asi
como los posibles mecanismos de eliminacion. Estudios previos han centrado sus esfuerzos
en el andlisis de diferentes procesos de tratamiento convencionales y avanzados para evitar
la penetracion de dichos compuestos en los entornos acudticos y en el suministro de agua
potable. Sin embargo, existen muy pocos estudios que analicen los compuestos que se
forman tras la aplicacion de diferentes tratamientos (bioldgicos o quimicos) si no se obtiene
una eliminacion completa y si dichos productos desconocidos pueden constituir una amenaza
para la salud de los ecosistemas.

Este estudio, realizado en el marco del proyecto KEYBIOEFFECTS (MRTN-CT-2006-
035695), analiza -mediante contraste por rayos X yodados (ICM)- la biotransformacion de un
grupo de contaminantes detectados habitualmente en los efluentes de las plantas depuradoras
de aguas residuales, en las aguas superficiales y en los acuiferos. Concretamente, el estudio
aplicé un enfoque pensado para dilucidar las estructuras quimicas de los productos de
biotransformacion de los ICM en sistemas secuenciales de agua-suelo y agua-sedimento
aerdbicos. Este enfoque secuencial permiti6 identificar un total de 34 TP (productos de
transformacion) de tres ICM no i6nicos (iohexol, iomeprol y iopamidol) en dichos sistemas.
Este planteamiento se baso en el uso de HPLC-UV semipreparativa, espectrometria de masa
(MS) de trampa de iones en tindem/lineal LC ESI y NMR.

El desarrollo de un método MS en tindem con LC-ESI, combinado con las técnicas de
SPE, permitio detectar los nuevos TP identificados en muestras ambientales reales. Se han
detectado concentraciones de TP hasta el intervalo bajo de pg/L en las aguas superficiales.
Desconocemos todavia la trascendencia de estos productos de biotransformacion en el
medio ambiente, pero este enfoque representa un paso decisivo para tratar de identificar los
compuestos clave desconocidos que pueden ser los causantes de los efectos observados en
los ecosistemas acudticos y terrestres.
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De conformidad con lo que establece la Directiva Marco del Agua, la Agencia Catalana
del Agua se encargd de realizar un seguimiento del estado ecoldgico y quimico de las cuencas
fluviales catalanas, respetando el calendario estipulado por la Directiva.

La gran cantidad de datos recabados y las complejas relaciones que se establecen entre
las variables objeto de andlisis dificultan la interpretacion de la informacion al tratar de
determinar el impacto toxico, sobre todo teniendo en cuenta que incluso contaminantes con
una concentraciéon muy baja pueden contribuir a la toxicidad total de la mezcla.

Todos los datos relativos a los controles quimicos realizados durante los afios 2007 y 2008
(232 estaciones de muestreo y 60 contaminantes) se analizaron con técnicas avanzadas de
modelizacion secuencial.

Los datos sobre la concentracion de contaminantes se trataron previamente para calcular
la fraccion biodisponible, segtin las propiedades de la sustancia y las condiciones ambientales
locales.

Los valores obtenidos se utilizaron para predecir el impacto potencial de las sustancias
toxicas sobre la biota acudtica en mezclas complejas y también para identificar puntos
problematicos. Se emple6 la evaluacion de la exposicion con la distribucion de sensibilidades
de las especies (SSD) y las normas de toxicidad de la mezcla para determinar la fraccion de
especies afectada potencialmente por varias sustancias (msPAF).

Para entender y visualizar la distribucion espacial del riesgo toéxico, se aplico a los
resultados de dichos modelos el método de los mapas autoorganizados (SOM), un algoritmo
no supervisado de redes neuronales artificiales.

Ademas, se utiliz6 el analisis de componentes principales (PCA) con los resultados
de las redes neuronales para identificar las variables con mayor peso en los patrones de
contaminacion.

Por ultimo, se relacionaron y correlacionaron los impactos toxicos pronosticados sobre la
biota con indices de calidad biotica IBMWP, IPS) y diversas variables fisicoquimicas.

Se identificaron los puntos problematicos y los patrones de contaminacion para poder
ofrecer herramientas de interpretacion a los gestores de cuenca con respecto a la evaluacion
de los riesgos a escala de cuenca.

Palabras clave: toxicidad acuatica — evaluacion de riesgos — distribucion de sensibilidades de las especies — redes neuronales
artificiales
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Son muchos los estudios que han constatado que la presencia de agentes toxicos implica
cambios predecibles en las comunidades bentonicas fluviales. Los indices bioticos basados
en macroinvertebrados y diatomeas se utilizan a menudo para diagnosticar la calidad
ecologica de los cursos de agua, aunque son pocas las obras que analizan su efectividad
como biomonitores de las concentraciones de microcontaminantes. Este informe presenta los
resultados de un estudio bioldgico realizado en 188 puntos de la cuenca del rio Duero. En el
estudio se calcularon 19 indices de diatomeas y 6 de macroinvertebrados y se compararon
con la concentracion de 37 contaminantes diferentes mediante andlisis de correlacion. Mas
de la mitad de las variables quimicas analizadas presentaron una correlacion significativa
con por lo menos un indice bidtico. En particular, los coeficientes de correlacion mas
elevados se detectaron en el indice de diatomeas de Sladecek y en determinadas familias
de macroinvertebrados. Los métodos basados en los macroinvertebrados arrojan mejores
resultados para la deteccion de los biocidas, mientras que los indices de diatomeas presentan
unas correlaciones mas intensas con elementos potencialmente toxicos, como los metales
pesados. Todos los indices bidticos, sobre todo los indices de diatomeas, se mostraron
especialmente sensibles a las concentraciones de grasas, aceites y tricloroeteno, mientras que
los compuestos anionicos y derivados del nitrogeno presentaron los valores de correlacion
mas bajos. Los resultados revelan que tanto los indices de macroinvertebrados como los de
diatomeas pueden considerarse unos métodos eficaces para el control de los agentes toxicos
en los rios.
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