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Presentacion

La realizacién de estudios sobre las perturbaciones ambientales que se producen
en los caladeros y sus causas, constituye una de las principales iniciativas propugnadas
por el Programa de Investigacion del Plan de Modernizacion del Sector Pesquero Andaluz,
documento que recoge un analisis y diagnéstico de la politica pesquera a corto, medio
y largo plazo.

Tanto la naturaleza de los recursos bioldgicos objetos de la actividad extractiva y de
la comercializacion pesquera, como el propio desarrollo de la acuicultura, muy sensible
a la presién y degradacion ambiental, hacen necesario impulsar la investigacion sobre
la contaminacion marina y sobre la consiguiente negativa que aquella pueda ejercer sobre
[0S recursos pesqueros y acuicolas.

El propio Plan de Modernizacion entiende que la realizacion de estos estudios per-
mite prevenir los riesgos medioambientales y abordar la correccion de las perturbacio-
nes producidas en el medio. Ademas, dichas medidas contribuyen a determinar las bases
para la recuperacion de las zonas afectadas y a mejorar la capacidad ce prediccion de
impactos ambientales sobre los stocks.

En este contexto, la Consejeria de Agricultura y Pesca viene llevando a cabo muilti-
ples y diversas acciones de investigacion pesquera y acuicola integradas en el Plan de
Modernizacién del Sector Pesquero Andaluz, coordinadas a su vez con el Plan Andaluz
de Investigacion. En este programa los dos Centros de Investigacion y Cuitivo de Especies
Marinas dependientes de la propia Consejeria ocupan un lugar muy destacado, ademas
de las Universidades andaluzas y otros organismos de investigacion.

Precisamente, la Consejeria de Agricultura y Pesca suscribio en 1999 un convenio
tripartito con las Universidades de Huelva y Cordoba para la realizacion de dos estudios
acerca de los efectos de contaminantes sobre los recursos pesqueros del litoral de Andalucia.
Uno de los objetivos principales es evaluar los efectos de la contaminacion sobre los
recursos marisqueros y pesqueros, comparando técnicas convencionales de analisis con
nuevas metodologias, desarrollando nuevos biomarcadores moleculares y evaluando su
respuesta a la contaminacion de litora! andaluz. Esta instituciones organizaron en enero
de 2001, en Sevilla, la celebracion de la Jornada Técnica sobre Efectos de los
Contaminantes en los Recursos Pesqueros y Marisqueros del Litoral Andaluz: Nuevas
Metodologias Analiticas, cuyos interesantes resultados hemos querido recoger en esta
publicacion. Los trabajos presentados muestran, ademas, la cooperacion y el esfuerzo
conjunto y continuando de las distintas entidades y laboratorios, para el control y segur-
miento de la incidencia de la contaminacion litoral y sus potenciales efectos sobre los
recursos pesqueros, a fin de establecer las bases cientificas y técnicas para la dismi-
nucion de dicha incidencia.

A todos los participantes, mi reconocimiento y el ofrecimiento de la Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia para seguir avanzando en el tan necesario
camino de la investigacién, como herramienta decisiva para la defensa de nuestros recur-
SOS Pesqueros.

Paulino Plata Canovas
Consejero de Agricultura y Pesca






Prefacio

La actividad pesquera, de indudable significacion social y econémica en el dmbito
de la franja "ltoral, se sustenta en la explotacion de recursos naturales renovables, por
lo que la investigacion tiene una indudable importancia en su ordenacién y planificacion,
como asi queda recogido en el Plan de Modernizacion del Sector Pesquero Andaluz.

En este plan, establecido por la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de
Andalucia como herramienta esencial de planificacion de la pesca andaluza para el pe-
riodo 1997-2003, se resalta [~ mportancia que tiene la investigacion cientifica y técni-
ca en dicho proceso de modt n acién y racionalizacion, proponiendo, ademas de un
plan especifico de invesligacion sobre acuicultura marina, la puesta en marcha de un
Programa general de Investigacion sobre recursos, estructuras, industrias y mercados.
En su conpunto, este programa operativo tiene los objetivos de recabar datos basicos y
flables sobre todos los asuntos relacionados cor la actividad pesquera transferir los resul-
tados de los programas de investigacion cientifica y desarrollo tecnologico a todos los
agentes publicos y privados del sector pesquero andaluz.

Dentro de las medidas para contribuir a fundamentar la politica pesquera andaluza,
a corto, medio y largo plazo, planificando actividad de la pesca y la acuicultura en
Andalucia, una de las principales iniciativas propugnadas por el Programa de Investigacion
del Plan de Modernizacién del Sector Pesquero Andaluz (como referente de las actua-
ciones de la Administracion Autonoma andaluza en el sector pesquero durante el perio-
do 1997-2003), es la realizacion de estudios sobre las pertubaciones ambientales que
se producen en los caladeros y sus causas incluyendo investigaciones conjuntas de las
distintas Administraciones sobre los siguientes aspectos:

- Estudios sobre sistemas de control, alerta y vigilancia medioambiental.

- Estudios acerca de la presencia y riesgos de contaminacion y medidas correc-

toras.

- Estudios sobre el impacto ambiental de fas extracciones de arena para la rege-

neracion de playas.

- Est:dios sobre la regeneracion de zonas danadas de alto interés pesquero-

- Estiidios sobre financiacién de los proyectos de empresas ubicadas en el fitoral

andaluz que pretendan la modernizacion de los procesos de gestion de residuos.

- Determinacion de indices de contaminacion de aquellas zonas en las que se ejer-

ce la actividad extractiva que se ven sometidas a alto riesgo medicambiental, por
causas naturales o bien por causas antropogénicas.

El propio Plan de Modernizacion, en refacion con sus objetivos, entiende que la rea-
lizacion de estos estudios permitird prevenir los riesgos medioambientales y abordar la
correccion de las perturbaciones producidas en el medio. Ademas, dichas medidas con-
tribuirian a determinar las bases para la recuperacién de las zonas afectadas y mejorar
la capacidad de prediccion de impactos ambientales sobre los stocks.

En este contexto, ‘a Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia viene
preocupandose por 'z realizacion de estudios acerca de los efectos de la contaminacion
litoral sobre los recl.rsos pesqueros y marisqueros y apoyando el desarrollo de méto-
dos para su seguimiento y evaluacid~. Esta preocupacion se ha concretado principal-
mente a través de su intervencion en el Programa de control y seguimiento de zonas de
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produccion, disminuyendo su tamano, sin gue suponga un incremento excesivo en el coste
de control, habiendo pasado de 30 zonas en el ano 1993 a las 44 actuales, de las cua-
les 33 estan clasificadas como tipo Ay las 11 restantes como tipo B.

En Andalucia, la practica totalidad de la produccion marisquera proviene de los ban-
cos naturales que se distribuyen por todo el litoral, de donde es extraida por la flota de
rastro remolcado, teniendo una importancia mas reducida el marisqueo a pie y la acui-
cultura. La especie principal en valor de la produccion es la chirla (Chamelea galiina),
seguida del corruco (Acanthocardia tuberculata), la coquina (Donax trunculus), 1a almeja
chocha (Venerupis rhomboides), la concha fina (Callista chione) y la vieira (Pecten maxi-
mus).

En relacion con dicho programa de control y seguimiento de las condiciones sani-
tarias en las zonas de produccion de moluscos bivalvos debe resenarse que, tras inicio,
a traves de los trabajos de seguimiento de las areas marisqueras desarrolladas ante-
riormente por los CICEMS dependientes de la Consejeria, a partir de 1996 se habilito
un laboratorio al efecto, ubicado en le CICEM “Agua del Pino” en Huelva, encomendan-
dole la ejecucion del programa a la Empresa Publica para el Desarrolio Agrario y Pesquero
de Andalucia, S.A. (D-a-p).

lgualmente, cabe destacarse que dicho programa de vigilancia consta tanto de un
muestreo de control como un muestreo de las zonas de produccion:

- Muestreo de control: incluye muestreos del agua marina, para vigilar la variacion
del plancton téxico y las condiciones oceonograficas, enla zona, asi como sobre
los moluscos, en los que se controla la posible contaminacion por biotoxinas (PSP,
DSP y ASP). En cada punto de muestreo se extrae una muestra de agua y/o de
la especie indicadora con una prioridad quincenal, mensual o trimestral, depen-
diendo de la zona.

En los muestreos que implican recogida de moluscos se utilizan embarcaciones

marisqueras de la zona, incluidas en el censo de la flota y provistas de los aries

habituales en la misma. Existen cuatro equipos de muestreo, que se distribuyen

a lo largo de las 44 zonas de produccion. El transporte de la muestra hasta el

laboratorio se lleva a cabo en caja especiales, provistas de acumuladores de frio,

lo que garantiza un adecuada conservacion.

Entre las medidas in situ y los controles analiticos, de laboratorio se obtiene infor-

macion sobre 10s siguientes parametros:

s Muestras de agua: turbidez, temperatura, salinidad, nutrientes (armonio, nitri-
tos, nitratos, fosfatos y silicatos), fitoplanchon téxico, fitoplancton acompanante
y microbiologia (coliformes fecales).

» Muestras de moluscos: Biotoxinas (PSP, DSP, ASP) microbiologia {coliformes
fecales, Salmonella sp. y E. coll) y quimica (metales pesados, radionucleidos,
organohalogenados).

— Muestreo intensivo: se lleva a cabo en los puntos de muestreo de cualquier zona
de produccion en la que se detecten, en el muestro de control, valores de algun
parametro por encima de los admisibles. En este muestreo se incrementan las
especies de moluscos controladas, asi como la frecuencia y el numero de pun-
tos de muestreo.

Por otro lado, en estrecha colaboracién con distintos laboratorios y centros ini-

versitarios, por parte de la Consejeria también se realizan sobre los efectos de los son-
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EFECTOS DE LOS CONTAMINANTES EN LOS RECURSOS PESQUEROS Y MARISQUEROQS DEL LITORAL ANDALUZ

i) Variacién temporal (una vez al mes) de los parametros estur -dos en las espe-
cies seleccionadas del estuario (chirla, coguina de fango, ca 1aron y lenguado),
e comparacién ~or s mismas especies en zonas de referencia.
wxperimentos ¢~ -ansplantes. Ejemplares de las especies senaladas, proce-
dentes de zonas de referencia, se transp intan a puntos del estuario, para estu-
diar la evolucién de los dist  0s paréamet s analizados * 3 exponerlos in situ a
los contaminantes del vertido.

Par otro lado, respecto a la especiaci n de contaminantes, aunque ya se han rea-
hizado est..dios sobre la composicion qui  za de los vertidos de Aznalcéllar y la evolu-
cién de tales contaminantes en aguas y animales expuestos a ellas, aun no se ha estu-
diado exhaustivamente su distribucion entre distintas especies quimicas. Conviene
sefialar que tales estudios poseen importantes repercusiones socioeconomicas y para
la salud p »' :a, dada las extraordinarias diferencias que hay entre la toxicida de distin-
tas especies quimicas. El presente estudio examina la especiacion de varios metales
presentes en el vertido, como As, Se, Hg y Sh.

Con respecto al segundo estudio, denominado Efectos de fa Contaminacion sobre
los Recursos Marisqueros del Litoral Andaluz: Desarrollo de Nuevas Metodologias
Analiticas, cofinanciado con Fondos Feder asignados a las Universidades de Cordobay
Huelva (convocatoric Regiones Objetivos 1 y 2), el proyecto se propone alcanzar los siguien-
tes objetivos:

1) Evaluacion iniciat de la contaminacion en zonas de produccion, examinado con-
taminantes requeridos por las legislaciones actuales espanola y europea y otros
que las técnicas d- s actuales permiten estimar,

i) Evaluar los efectos de la contaminacion sobre ‘o ecursos marisqueros, com-
parando técnicas convencionales de analisis con nuevas metodologias mas sen-
sibles ya desarrolladas y de validez demostrada.

ity Desarrollar nuevos biomarcadores moleculares y evaluar su repuesta a la corta-
minacion del litoral andaluz, para proponer el uso rutinario de fos que resulten :nias

eficientes.
iv) Desarrollar nuevos procedimicites analiticos para tratamiento de las muestras,
extraccicr y especiacior de los¢ .~ . orese 3 . ellas.

v) Estudiar 1as cinéticas de acumulacion y elintinacion de contamin: 1tes mode'o en
moluscos comerciales mediante experimentos en condiciones cc ~ ladas, que
calibren las respuestas de los biomarcadores a episodios de co..  nacion.

vi) Desarrollar nueve . étodos de extraccion, determinacion y especiacion de con-
taminantes que contengan arsénico y se‘enio.

vi)Se. ui iento estacional de la contaminacién en zonas del itoral andaluz usando
last  as metodologias y protocolos desarrollados en el proyecto.

vy Evaluacion de los resultados para proponer nuevos protocolos para la evalua-
cion y el seguimiento de la contaminacién litoral y sus repercusiones pesqueras
y mzrisqueras. Le aplicacion de los nuevos biomarcadores y métodos de evaluacion
deco..’ ..  antes que se desarrollaran en el presente proyecto convertiran a los
Centros participantes en laboratorios de referencia en cuarito a la contaminacion
de moluscos bivz’

A los efectos de cont  se estan eszdiando zonas de roduccion de bivalvos gue

pueden verse afectadas por cc..._....antes amtara__. _. ..0l.. _o . ..../a recibe de
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EFECTOS DE LOS CONTAMINANTES EN LOS RECURSOS PESQUEROS Y MARISQUEROS DEL LITORAL ANDALUZ

Litoral Andaluz: Nuevas Metodologias Anaiiticas, que se celebraria el 16 de enero de 2001
en la sede de la Consejeria de Agricultura y Pesca (C/. Tabladilla, s/n) en Sevilla.

La Jornada se planteaba los siguientes objetivos especificos:

1. Comparar en las zonas de produccion estudiadas los contaminantes detectados
con protocolos usados rutinanamente {D.a.p.) o bien establecidos (UHU), con las
respuestas de biomarcadores moleculares de contaminacion ya validados.

2. Presentar datos de exposicion a contaminantes modelo [Culll) y PCBs] para su
evaluacion y toma de decisiones sobre su diseno experimental.

3. Mostrar los desarrollos de nuevos procedimientos analiticos y biomarcadores mole-
culares de contaminacién ambiental realizados hasta la fecha.

4. Presentar resultados sobre posibles efectos de los contaminantes del vertido toxi-
co de Aznalcollar en especies de interés pesquero.

5. Elaborar conclusiones sobre la marcha de los proyectos del Convenio.

Con el animo de hacer publicas las actuaciones y resultados expuestos en aquella
Jornada Técnica, se ha elaborado y editado esta publicacion, donde se ofrece la pano-
ramica y el resumen de los distintos estudios y proyectos emprendidos por las entida-
des participantes en el convenio, presentados en aquella reunién por los investigadores
que se indican en el programa de 1a jornada, que permitan apreciar los objetivos, con-
tenidos y principales resultados de los estudios y trabajos técnicos llevados a cabo, asi
como las técnicas y procedimientos empleados en los estudios.

Ademas, con presentacion de los informes técnicos elaborados, pretendemos expo-
ner la problematica que se manifiesta en relacién con algunos de los principales conta-
minantes presentes en el mar, al tiempo que sirva para contribuir a a consolidacion de
la conciencia sobre la preocupante situacion que puede suponer una potencial conta-
minacion de las aguas litorales en relacion con la produccion y calidad de las especies
de interés pesquero y acuicola.

LOS COORDINADORES:

Juar Lépez Baraz, Uriversidad de Cordoba.
377 s Gomes Arizz, Unive T 1 de Huelva.
J.Ce' ero,C 0 Tade

Agriciiray Pezas, Junta de Andalucia.






JORNADA TECNICA

EFECTOS DE LOS CONTAMINANTES EN LOS RECURSOS PESQUEROS Y MARISQUEROS
DEL LITORAL ANDALUZ

Salén de Actos, Consejeria de Agricultura y Pesca
Calle Tabladilla, s/n, Sevilla

16 de enero de 2001

PROGRAMA DE LA JORNADA
Presentacion

10,00 1.Dres. Juan Lopez Barea y José Luis GOmez Ariza. Efectos de la contamina-
cion en los recursos pesqueros y marisgueros del litoral andafuz. Cooperacion
entre la CAP, las Universidades de Cordoba y Huelva y la empresa D.a.p.

Niveles de contaminantes en las zonas estudiadas

Moderador Dr. Gomez Ariza

10,30 h. Teresa Garcia de Acuna (D.a.p.). Contaminacién por metales pesados, PCBs,
plaguicidas organoclorados y radionuclidos usando protocolos establecidos.

10,45 h.Mercedes Gallego Gallegos (UHU). Contaminacién de metales detectados por
técnicas atomicas.

11,00 h.Francisca Mingorance (UHU). Contaminacion por compuestos organoestan-
nicos.

11:15 h.Jesus Calanas Continente (UH). Contaminacion por compuestos organoarse-
nicales.

11,30 h.Descanso y café

Biomarcadores de contaminacion ya establecidos

Moderador Dr. Lopez Barea

12,00 h.Manuel Rodriguez Ortega (UCQ). Enzimas biotransformadoras, antioxidativas
y peroxidacion lipidica en chirlas (Chamelea gallina).

12,15 h.Dr. José Alhama Carmona{UCQ). Cambios en los niveles de glutation y su esta-
do redox intracelular (C.galiina).

12,30 h.Vitoria Funes Lugue (UCO). Deteccién de metalotioneinas tras desnaturaliza-
cién y titulacion con DTNB (C. gallina).
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te pervaporaciony eterminac - por GC-4S.

17,15 Dr. Gabriel Dorado Pérez (UCO). Aislamiento de secuencias de DNA que ¢c
can metalotioneinas en distintas especies de bivalvos.

Contaminacion en las zonas estudiadas de! Estuario del Guadalquivir

Moderador Dr. Lopez Barea
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EFECTOS DE LA CONTAMINACION EN LOS RECURSOS PESQUE-
ROS Y MARISQUEROS DEL LITORAL ANDALUZ. COOPERACION
ENTRE LA CONSEJERIA DE AGRICULTURA Y PESCA, LAS
UNIVERSIDADES DE CORDOBA Y HUELVA Y LA EMPRESA D.A.P.

Juan Lépez Barea' y José Luis Gomez Ariza?

'Departamento de Biogu  cay Biclogia Mole~ ar, Universidad de Cérdoba.
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Al abrir esta Jornada queremos agradecer su presencia a D* Maria Dolores Atienza,
Direc-tora General de Pesca de la Consejeria de Agricultura y Pesca y daros la bienve-
nida a la Jornada Técnica sobre Efectos de los Contaminantes en los Recursos Pesqueros
y Marisque-ros def Litoral Andaluz: Nuevas Metodologias Analiticas. Se trata de una reu-
nion de trabajo donde los cientificos que participamos en un proyecto FEDER y un con-
venio relacionado entre la Consejeria y las Universidades de Cordoba y Huelva presen-
taremos y discutiremos ios resultados obtenidos en ellos para sacar conclusiones sobre
su presente y futuro. Ahora, José Luis y yo explicaremos brevemente la estructura y obje-
fivos de ambos proyectos.

En Septiembre de 1997, iniciamos la preparacion de un proyecto en el que se rela-
cionaban dos temas que no suelen abordarse de forma integrada, como son la Pescay
el Medio Ambiente, con vistas a la convocatoria de proyectos cofinanciados con fondos
FEDER, a punto de abrirse en aquel moento. En primer lugar, nos dirigimos a la Direccion
General de Pesca para conocer su disposicion ante tal proyecto. Muy pronto, la DGP nos
mostrd un gran interés en participar en el mismo, concretandose la participacion de la
Consejeria a través del CICEM “El Toruno” del Puerto de Santa Maria (Cadiz).

Tras contactar con diversas industrias y empresas acuicolas andaluzas, con resul-
tados escasos ante su preocupacion fundamental por la resolucion de problemas téc-
nicos de forma inmediata, en Enero de 1998 la Empresa para el Desarrollo Agrario y
Pesquero (D.a.p.) se intereso en el proyecto mencionado arriba y comenzamos su ¢on-
cepcion y redaccion de forma conjunta. El proyecto titulado “Efectos de la contamina-
cién en los recursos marisqueros del litoral andaluz: desarrollo de nuevas metodologias
analiticas”, cuyos principales datos se recogen en la Figura 1, se presenté en Mayo de
1998, fue aprobado por la CAICYT en Noviembre del mismo afio, y comenzo a funcio-
nar en Enero de 1999,



FFECTNS rt ' " P "7 AARISOUEROSDEL  ~“R¢" -~

N

=

PROYECTO FEDER 1FD97-0610

Efectos de la contaminacion sobre los recursos marisqueros
del litoral andaluz: desarrolio de nuevas metodologias analiticas

sone o 3
oo C Nov G,
( e Bl
| Sy j
. Jad 13 3
iad . o . JC ke D.a.p.
as 79 57.347 003
= ,S ) - .3 o
Feg se PN .
s 3 re °r N y
2S¢ ngooLr 2 9 o i -
To U oy 1 iu M s ;;S ~v
§ 20T AL se e wH W 5~
es ). S ge o IC u .o . U N
i s X3 3 euo Cone '
~ hl Wac vt
PROYECTO FEDER
Eve' ! ' es de las zc © LORLSC Xi; ya'  u e
S.
SRR 1< (o o ¢ 3 estrasy de
dro- na: 1S de

w
o
—~

~ALUT



F T 0T TAN NQRFCIIRGNS 3F NI NSY ARTQNAIIFRNAS NFI 111 1RA] ANDALII7

La organizacion del proyectc “FDER y las interacciones que se han establecido entre
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seguimiento de las zonas ¢. produccion de moluscos bivalvo: . :oral andaliz. La
Universided de Huelva, see carg . s nuevos desarrollos ana ;05 re el se
de la conleminac oré y 1l vversic . de Cordoba aplic.. s biomarcadores de cor
taminacionya es .. 2¢.Josy cesarro 2 otros nuevos. Pc . imo, el CICEM El Toruio rea-
liza los exoerime tos de exposicion de bivalvos en cond icnes ¢¢ oladas a contami
nantes modelo y vlgunos andlisis de contami - es. At 10N pasaremos brevemente
reviste 2l pape! de los grivos de las Universidades de b ‘ay Cordoba al proyecto FEDER.
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Los organometé-licos precisan el uso de acoplamientos instrumentales, desde la simple
GC-FPD (cromatogra-fia de gases con detector fotométrico de llama) para la especia-
cion de Sn que permite cuantificar a la vez las seis especies mas usuales (TBT, DBT,
MBT, TPT, DPT, MPT) en niveles de 10 mg g1 (sedimentos), 50 mg g1 (bivalvos) y 10
ng g‘1 (agua), a los mas complejos para la especiacion de arsénico y selenio, para los
que se usan la cromatografia liquida de aita eficiencia seguida de destruccion on-ine de
la fraccion organica con radiacion UV o microondas, generacion de hidruros y deteccion
por fluorescencia atoémica (HPLC-UVIMW)-HG-AFS). Asi hemos caracterizado la presen-
cia de As{lll}, As(V), monometil-arsénico (MMA), dimetil-arsénico (DMA), arsenc-betaina (AB)
y arseno-colina (ACh) en las muestras estudiadas, a concentraciones de mg g™

Metales:
Concentracion en el rango del ug g-
- Espectroscopia de Absorcidn Atomica con Hama (FAAS)
Concentracion en el rango del ng g°
- Espectroscopia de Absorcion Atomica con ¢admara de grafito (GFAAS)
Especies formadoras de hidruros (As)-ng g’
- Especiroscopia de Absorcién Atémica con generacion de hidruros (HGAAS)

Compuestos organoestannicos:
Especies estudiadas:
~ TBT, DBT, MBT, TPT DPT, MPT
Sistemas instrumental:
- Cromatografia de gases con detector fotométrico de llama (GC-FPD)
Limites de deteccion: - Sedimentos: 10 ng g
- Bivalvos: 50 ng g
- Aguas: 10 ng I

Los trabajos realizados en estos proyectos estan permitiendo, con el apoyo del grupo

de Cordoba y de D.a.p, €l estudio de la presencia de metales y compuestos organometalicos
(As, Se, Sn)en areas con importantes recursos pesqgueros y marisqueros del litoral anda-
luz, en especial Huelva y Cadiz, utilizando como referencia otras zonas tradicionalmen-
te menos contaminadas por metales, en Malaga o Almeria.
La Figura 5 muestra el instrumental usado para la especiacién de selenio por acopla-
miento HPLC-MW-HG-AFS, usando una valvula de conexion que permite seleccionar una
columna de intercambio anidnico, para separar Se(lV) y Se(Vl), y otra de fase reversa (C-
18), para separar seleno-metionina, selenc-etionina y seleno-cisteina.



El conocimiento de la contaminacion litoral exige nuevas herramientas que propor-
cionen informacion detallada de las especies quimicas presentes. Los cromatogramas
en chirlas muestran un gran pico de una especie desconocida de arsénico, diferente a
los patrones usados antes, atribuible a algin arseno-aztcar. Durante una estancia del
Dr. Sanchez-Rodas en la Universidad de Odense (Dinamarca) se aislaron cuatro arseno-
azUcares en algas del género Fucus con una parte comdn, 3<5-deoxi-5 (dimetilarsinoi-
brribofuranosiloil-2-OH-, y una cadena lateral distinta: a) -OH, b) HO3POCH»CHOHCH,0H,
¢) SO3H, y d) OSO3H. Enlas muestras se demostro la presencia del arseno-azticar con
a-glicerofosfato, compuesto no téxico, especie de arsénico mayoritaria, 50-90% de los
compuestos de arsénico identificados. Asimismo, se ha abordado el anélisis rapido de
especies volatiles de selenio manipulando la muestra en una camara de pervaporacion,
que simplifica el tratamiento de muestra, evita errores, y ahorra tiempo.

Aunque los contaminantes organicos (PCBs, plaguicidas clorados) se miden en el
CICEM El Torufio, estamos poniendo a punto métodos rapidos de extraccion, emplean-
do disolventes presurizados (ASE), incorporando sorbentes sdlidos a la célula de extrac-
cion, para extraer y limpiar los contaminantes, en especial PCBs, en 30 min, frente a las
24 h del método Soxhlet. La Figura 6 muestra el aparato que empleamos y que esté
permitiendo mejorar la eficiencia de los procedimientos de extraccion y tratamiento de
las muestras.

La aplicacion de los métodos comentados a las mas de 100 muestras recibidas en
1999y 2000 ha generado mucha informacion sobre contaminantes en los recursos pes-
queros y marisqueros del litoral andaluz, cuyas conclusiones se desarrollaran en diver-
sos apartados de esta Jornada. Asimismo, es destacable las posibilidades que abre la
aplicacion de las nuevas herramientas analiticas, basadas en procedimientos de espe-
ciacion, para la informacién sobre toxicidad o biodisponibilidad de los contaminantes.
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Figura 6. Aparato usado para la extraccion y limpieza de contaminantes ambientales, basado en el uso de

disolventes presurizados (ASE), y la incorpo-racion de sorbentes solidos a la célula de extraccion.
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A continuacion veremos el papel de la Universidad de Cordoba y el CICEM El Torufio
en el proyecto FEDER. La Figura 7 muestra algunos biomarcadores ya establecidos que
respon-den a los metales y contaminantes organicos del litoral andaluz, y que estamos
aplicando a los bivalvos de distintas zonas de produccion. Entre ellos se encuentran:

1) Enzimas antioxidativas y auxiliares, inducidas por metales y compuestos organi-
COS que generan especies reactivas de oxigeno.

2) Enzimas destoxificadoras de Fase |y Fase |, inducidas por contaminantes orgé-
nicos.

3) Darios oxidativos en biomoléculas, como los niveles de malondialdehido y el con-
tenido y estado redox del glutation, afectados por ambos tipos de contaminan-
tes.

4) Capacidad de activacion de arilaminas en compuestos mutagénicos.

5) Contenido de metalotioneinas, proteinas inducidas por metales.

6) Otros biomarcadores especificos de organoestannicos y organoarsenicales.

Ademas de analizar estos biomarcadores ya desarrollados y en los que tenemos
gran experiencia, en Cordoba desarrollamos nuevos biomarcadores con técnicas de Biologfa
Molecular. Asi, las metalotioneinas son pequenas proteinas que captan metales con sus
abundantes residuos cisteina. La secuencia de los genes que codifican las metalotione-
inas se conoce en varios organismos, aunque en bivalvos solo se han secuenciado en
la ostra del Pacifico y el mejillon. La homologia de las secuencias conocidas se usara
para obtener las secuencias especificas de metalotioneinas en chirla y otros moluscos
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DESARROLLO DE NUEVOS BIOMARCADORES

SECUENCIAS ESPECIFICAS DE
METALOTIONEINAS DE MOLUSCOS
(chirla, berberecho, coquina, ostién, ostra plana)

CLONACION DE LOS ADNcs COMPLETOS
PRO RACE-PCR

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA
DE LAS METALOTIONEINAS POR RT-PCR

EXPOSICIONES CONTROLADAS

~
. "
‘Locele } rloh,
A nat n Jos ™
Det ire 0 Trez .nezes

1. Cinética de acumulacion de cada contaminante
(relacion dosis/respuesta)

2. Tiempo de depuracion de cada contaminante
(cierre de zonas de tras su contaminacion)

3. Conversion de contaminantes en ctras especies quimicas
(toxicidad diterencial)
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Figura 11. Principales datos del convenio entre la Consejeria de Agriculturay Pesca de la Junta de Andalucia

y las Universidades de Cordoba y Huelva.

CONVENIO C. AGRICULTURA Y PESCA
Y LAS UNIVERSIDADES DE CORDOBA Y HUELVA

Realizacion de estudios acerca de los efectos de los contaminantes
sobre los recursos pesqueros de litoral de Andalucia

Elaborado Enero de 1999
Aprobado por la CAP Julio de 1999
Subproyecto Il: Oficializar el Proyecto FEDER (sin financiacion) \
Subproyecto I Efectos del accidente de Aznalcdllar sobre los recursos
pesqueros del Estuario del Guadalquivir
uco UHU CICEM
\ Mptas 20.700 19.380 9.920 )

El Convenio consta de dos subproyectos, cuyos objetivos entidades participantes y
financiacion se muestran en la siguiente figura. El primero de tales subproyectos, que
carece de financiacion adicional, tiene como objetivo dar carta oficial a la colaboracion
previamente establecida entre la Consejeria con las Universidades de Cérdoba y Huelva
mediante el proyecto FEDER, ya descrito en la primera parte de esta presentacion. El
segundo subproyecto se proponia aplicar el equipo humano y el potencial cientifico pre-
viamente desplegado para el proyecto FEDER por las Universidades de Cordoba y Huelva
y el CICEM EI Torufio para estudiar los posibles efectos del accidente de Aznalcollar en
los recursos pesqueros del Estuario del Guadalquivir, usando dos aproximaciones com-
plementarias:

1) Seguimiento mediante analisis quimicos y de biomarcadores de moluscos bival-

vos y peces muestreados periodicamente en distintas zonas del rio Guadalquivir
y su Estuario.

2) Seguimiento con analisis quimicos y de biomarcadores de bivalvos (coquina de
fango), crustaceos (camardn) y peces (lenguado) de interés comercial trans-
plantados al Estuario del Guadalquivir (instalaciones de PISTRESA, frente a la des-
embocadura del Brazo de la Torre) y su posterior depuracion tras su transplante
a las instalaciones del CICEM El Toruno, en el Puerto de Santa Maria.
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CONTAMINACION POR METALES PESADOS, PCbS,
PLAGUICIDAS ORGANOHALOGENDOS Y RADIONUCLIDOS
EN MOLUSCOS BIVALVOS

M?® T* de Acunfa Rivero, L. Pérez Pérez, C. Jiménez Garcia, J. Collado Vallejo,
D. Arana Mesa, D. Hernandez Guillén, A. Sanchez Molina,
L. F. Valle Gonzalez, D. Acosta Camacho, R.M? Palomar Calero,
M?C. Sanchez Lopez, L. Maman Menéndez

Empresa Publica para el Desarrollo Agrario y Pesquero de Andalucia, S.A. Laboratorio “El Rompido”. Ctra.
Punta Umbria — Cartaya, s/n. 21.459, Cartaya (Huelva)

La Empresa Publica para el Desarrollo Agrario y Pesquero de Andalucia (D.a.p.) rea-
liza la Asistencia Técnica de un Proyecto, que, como muestra el Esquema 1, se puede
dividir en dos grandes apartados: 1) Control y seguimiento de las condiciones sanitarias
enlas zonas de produccion de moluscos bivalvos del litoral andaluz. 2) Estudio de la con-
taminacion quimica del Estuario del Rio Guadalquivir. En los dos parrafos siguientes se
resumen los objetivos y estudios que realiza D.a.p., indicando los tipos de andlisis que
efectla y las técnicas usadas.

El control de las zonas de produccion de bivalvos del litoral andaliz se hace en mues-
tras de 44 zonas, ubicadas a lo largo de todo el litoral andaluz. Se pretende garantizar
la calidad sanitaria de los productos, tomando medidas preventivas si se detectasen valo-
res anormales en los parametros controlados. Para ello, se estudian muestras de bival-
vos y del agua en que habitan. Con técnicas microbioldgicas se analiza en agua y bival-
vos la presencia de entero-bacterias, y en animales la presencia de diversas toxinas, l0s
metales pesados mas caracteristicos de la zona, diversos contaminantes organohalo-
genados y varios radiontclidos.

El estudio de la contaminacion quimica del Estuario del Guadalquivir pretende detec-
tar los posibles efectos de los contaminantes del vertido de Aznalcollar en especies de
interés pesquero. El estudio se realiza en diferentes especies de interés pesquero de
diversas zonas del Estuario, supuestamente expuestas al vertido, determinandose la con-
centracion de los metales Cu, Mn, Fe, Zn, Pb, Cd, As, Hg, por Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica (AAS) con llama y cdmara de grafito y Sistema de Generacion de Hidruros
(FIAS).

Ademés de estas Asistencias, la empresa D.a.p. participa en un Proyecto cofinan-
ciado con Fondos FEDER, suministrando a los grupos de investigacion de las Universidades
de Cordoba y Huelva muestras de bivalvos de las zonas de interés pesquero del litoral
andaluz donde D.a.p. realiza el control sanitario antes citado. Ademas, la Empresa pro-
porciona a tales grupos muestras de diversas zonas del estuario de Guadalquivir: molus-
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cos bivalvos de Bonanza (Coquina de fango), Malandar (Coquina) y Zalabar (Coquina y
Chirla), y lenguados y albures de Bonanza y Codo de la Esparraguera. Este proyecto eva-
lia los efectos de la contaminacion sobre los recursos pesqueros, comparando las téc-
nicas convencionales de andlisis usadas rutinariamente por D.a.p. con nuevas metodo-
logias desarrolladas en la UCO y la UHU. A continuacion se resumira, mediante graficos,
el control sanitario de los bivalvos en las zonas de produccion del litoral andaluz, cen-
trandonos en su evolucion temporal, y estudiando también comparativamente cada
especie en las provincias que componen dicha zona costera. Seguidamente se presen-
tan los resultados obtenidos por la Empresa D.a.p. en los dos grandes apartados men-
cionados anteriormente.

Esquema 1: Anlisis realizados por D.a.p. en el Proyecto del “Control y seguimiento de las condiciones sani-
tarias en las zonas de produccion de moluscos bivalvos del litoral andaluz y Contaminacion Quimica del Estuario
del Guadalquivir”.
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1) CONTROL Y SEGUIMIENTO DE LAS CONDICIONES SANITARIAS
EN LAS ZONAS DE PRODUCCION DE MOLUSCOS BIVALVOS DEL
LITORAL ANDALUZ

En este apartado se resumen los andlisis de contaminantes en distintas especies
de moluscos bivalvos muestreados en varias zonas del litoral andaltiz que fueron asi-
mismo enviadas a las Universidades de Cérdoba y Huelva para otros analisis especiali-
zados. Inicialmente se presenta la evolucion espacio-temporal de algunos metales pesa-
dos en cada una de las especies usadas como bioindicadores en cada zona muestreada.
Luego se compara el contenido de metales en las diferentes especies muestreadas en
una misma zona. Finalmente, se presentan los contaminantes organohalogenados y los
radiontclidos analizados.

EVOLUCION DE LOS METALES PESADOS EN CHIRLA

Considerando como referencia las zonas de produccion de moluscos bivalvos AND1-
08 “Punta Umbria” y AND1-09 “Mazagon”, ambas ubicadas en Huelva, donde el litoral
recibe mayores aportes de contaminantes de la Ria de Huelva y sus zonas industriales
y mineras, se han encontrado las siguientes concentraciones de metales pesados:

1) Cadmio (Figura 1): la zona AND1-08 contiene mas Cd que la AND1-09, aunque
nunca se superd el limite maximo establecido para este metal (1 ppm). Hacia el
litoral Occidental de Huelva (AND1-05), el Cd disminuye, mostrando pequenas varia-
ciones estacionales, todas dentro de unos niveles muy bajos. Hacia la parte
Oriental del litoral onibense, en la zona AND1-10 “Torre de la Higuera”, el Cd tam-
bién baja al aumentar la distancia a la Ria de Huelva y su zona industrial. En el lito-
ral de Aimeria (zonas AND1-38 y AND1-44) se observa también Cd, debido, qui-
Z4s, a una pasada actividad minera. De hecho, los valores detectados en algunos
meses del ano son, incluso, superiores a los presentes en las zonas de mayor
contaminacion de Huelva.

Figura 1. Niveles de cadmio en chirla de las zonas AND1-05 “Torre del Catalan”, AND1-08 “Punta Umbria”, AND1-09 “Mazagon”, AND1-

10 “Torre de la Higuera”, de Huelva, y AND1-38 “Almerimar (Punta de las Entinas)” y AND1-44 ‘Playa de Palomares”, de Almeria.

EVOLUCION ESPACIO-TEMPORAL DE "Cadmio" EN CHIRLA
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De los resultados obtenidos en chirlas podemos deducir las siguientes conclu-
siones: i) Las zonas de produccion de bivalvos AND1-08 “Punta Umbria” y AND1-09
‘Mazagon” son las mas contaminadas del litoral de Huelva. i) Las zonas de Almeria AND1-
38 “Almerimar (Punta de las Entinas)’ y AND1-44 “Playa de Palomares” no son adecua-
das como referencia.
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Figura 11. Niveles de mercurio en coquina de fango procedentes de las zonas de la Figura 9.
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Figura 12. Niveles de cobre en coquina de fango procedentes de las zonas de la Figura 9.
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ZONA AND1-06 “AGUA DEL PINO": BERBERECHO Y ALMEJA FINA

En la zona AND1-06 “Agua del Pino”, en Huelva, se analizaron los niveles de Cd y Pb
(Figura 13), Hg y Cu (Figura 14) en almeja fina y berberecho. Aunque almeja fina y japo-
nesa son las especies principales en esta zona, desde junio de 1998 se ha capturado
berberecho ante la escasez de las otras. Por ello, no es posible comparar metales en
ambas especies, porque la almeja fina se capturd solo una vez. El nivel de metales en
berberecho estd muy por debajo de los limites permitidos por la legislacion, por tanto
desde 1998 no ha habido riesgo de contaminacion para el consumo humano.

Figura 13. Niveles de Cd y Pb en almeja fina y berberecho de AND1-06 “Agua del Pino”.

EVOLUCION TEMPORAL DE "Cadmio" EN AND1-06 "AGUA DEL PINO
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ZONA AND1-35 “PUNTA DE TORROX": CONCHA FINA

En ta zona AND1-35 "Punta de Torrox”, en Malaga, se analizaron los niveles de Cd y
Pb (Figura 17), Hg y Cu (Figura 18) en concha fina. En esta zona, cuya especie principal
esla concha fina, no se han producido episodios de contaminacion. El contenido de meta-
les pesados no difiere mucho de los enconirados en Cadiz (zonas AND1-22 a AND1-24)
y en la misma provincia de Malaga (de AND1-27 a AND1-33) donde también se capturan
conchas tinas.
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ZONA AND1-44 “PLAYA DE PALOMARES”: CHIRLA Y COQUINA

En la zona AND1-44 "Playa de Palomares”, en Almeria, se midieron {os niveles de
Cdy Pb (Figura 19), Hg y Cu (Figura 20) en chirla. Si bien en esta zona la especie prin-
cipal es la chirla, a principios de 1998 y finales del 2000 se capturé la especie secun-
daria, coquina. La coquina acumula mucho mas Cu y Pb que la chirla, pero menos Cd.
Conviene recordar que el limite maximo de Cu permitido para la coquina es 60 ppm en
peso fresco, frente a 20 ppm para la chirla. Esta zona tampoco presenté riesgo de con-
taminacion que pasase ninguno de los limites. Se observa en la chirla un aumento de la
concentracion de Cdy Pb. £l Cu también aumento, pero tan solo de 1,92 ppm, en marzo
de 1999 a 2,12 ppm en julio de 2000.
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Figura 20. Niveles de Hg y Cu en coquina y chirla de AND1-44
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Muchos plaguicidas son persistentes y bioacumulables y poseen capacidad carci-
nogénica o mutageénica, por lo que el control de su presencia en el medio ambiente es
absolutamente necesario. La mayoria de los plaguicidas son compuestos organohalo-
genados, poco solubles en agua y muy liposolubles, que se acumulan en el tejido adr-
poso de los animales, a los que penetran por ingestion o por via cutanea. Los compuestos
organoclorados constituyen la mayoria de los residuos contaminantes de la fabricacion
de diversos productos quimicos.

Se trata de compuestos de alta toxicidad y no biodegradables, por lo que su verti-
do a los rios o al mar constituye un grave delito ecoldgico. Estos compuestos suelen ir
acompanados de metales pesados (Zn, Cr, Pb, As, Cd, Cu y Hg) que derivan de la inci-
neracion de los organoclorados con alto contenido en metales pesados y de otras fuen-
tes antropogénicas. Aunque la normativa actual no establece limites maximos de orga-
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noclorados, el Instituto Espariol de Oceanografia (IEO) aconseja como indicativos los siguien-
tes: PCB's totales < 20 ppb; total de DDT < 80 ppb; lindano < 12 ppb.

LaTabla 1 muestra el contenido de grasay de compuestos organohalogenados (expre-
sado en ppb respecto a peso himedo) en muestras de diversas especies de moluscos
bivalvos procedentes de distintas zonas de produccion del litoral andaluz. En primer lugar,
conviene senalar que ningtin compuesto superd los niveles aconsejados por el [EO. Aunque
el nimero de muestras no permite sacar conclusiones claras, parece que las mayores
concentraciones de organohalogenados se observan en zonas expuestas a los efluen-
tes de la Ria de Huelva y del Estuario del Guadalquivir, como consecuencia quizas de la
actividad industrial y portuaria de dichas zonas. En concreto, el DDT parece mas abun-
dante en las zonas AND1-11 y AND1-13, afectadas por el Estuario del Guadalquivir, mien-
tras que los PCBs totales son también mas abundantes en estas dos zonas y en algu-
nas areas de la Bahia de Cadiz.

RADIOISOTOPOS

Enlos mares, los radioisotopos tienen doble procedencia: i) Nuclidos naturales deri-
vados de la evolucion geoldgica de los materiales de la Tierra, que son los méas abun-
dantes. ii) Radionuclidos introducidos por diversas actividades industriales (incluidas la
militar), que constituyen sélo ~1% del total de radioisétopos. La radiactividad natural varia
con la salinidad, presentando niveles mas altos de radioisdtopos los recintos con nive-
les mayores de salinidad. El K-40 es el radioisétopo natural mas abundante, aproxima-
damente el 97% del total, seguido de Tritio y Rb-87, que constituyen alrededor del 1%,
U235y U-238, alrederor del 0,4%, y el C-14, con aproximadamente un 0,05% del total.
En niveles inferiores estan Ra-226, Pb-210 y Po-210. De los incorporados a los océa-
nos que hasta entonces no pertenecian a su composicion ordinaria se puede citar el Sr-
90, Cs-137 y Pu-242.

La Tabla 2 muestra los radioisotopos detectados en diversas especies de moluscos
bivalvos muestreados en varias zonas del litoral andaltiz entre 1998 y 2000. Los valo-
res se expresan en beckerelio (Bg) por Kg de masa hiimeda, lo que constituye una medi-
da de su radiactividad especifica (Bq/Kg M. Hum). La mayoria de los radiontclidos ana-
lizados tienen niveles muy por debajo del valor minimo de actividad detectable (M.A.D.),
por ello en la Tabla 1 los datos correspondientes a ellos estén reflejados con valores de
cero. El mas abundante en las muestras analizadas es el K-40 y resulta légico encontrar
alta radiactividad especifica de este compuesto teniendo en cuenta que el medio en que
viven los moluscos es el agua marina y el potasio se encuentra en gran cantidad for-
mando sales. El siguiente en abundancia es el Th-228. Apenas se aprecian niveles detec-
tables de los compuestos Cs-134, Cs-137, Co-58 ni Co-60.
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Hasta mediados de 1999 hubo pocas variaciones del nivel de Cu (Figura 22), nunca
superior a 10 ppm, salvo en Mayo y Diciembre de 1998 en que sobrepasd el maximo
{20 ppm). De Agosto de 1999 a Febrero de 2000 aumentd, quizas por las lluvias, vol-
viendo luego a niveles similares a los anteriores. Como el Fe, el zinc (Figura 23), se acu-
mula en coquina de fango mas qgue en otros bivalvos. Su limite maximo no esta legisla-
do, al no ser toxico sino necesario.
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El plomo (Figura 25) mostré tambic~ variaciones ciclicas, aunque cor. otros perio-
dos y ciclicidac. B~ ~eneral los niveles de 'bf = {ambién superiores en invierno, coin-
cidiendo conlas 'vias intensas. Se vieron niveles de b un poco mas altos a principios
del ano 2000, pero nunca sobrepaso ¢ ~ maximo establecido {5 ppm). Nunca se
superd el 'imte ma m ¢y cadmio \Figura 26), aunque hubo variaciones, asociadas de
nue~ ~' nerodo ‘nvern; .

E arsérico ur~ 27" disminuyd en verano, con 2scasas lluvias, pero tampoco sigue
tNa varacion reg ar. L imite maximo de As 1o « “‘a legislado. T Diciembre de 1998
hubo un valor de mercurio un poco mas alto (Figura 28), que alcanzé 0.1 ppm, en el
resto cel trienio estudiado no mostro variaciones apreciables, manteniéndose en torno
alos 0,02 pp™.
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EVOLUCION DE LOS METALES EN COQUINA DE LA ZONA IA4 “PUNTA
DEL MALANDAR"

El hierro (Figura 29), en general, se ha comportado en coquinas de esta zona del
Estuario del Guadalquivir de forma mas o menos regular a lo largo de este trienio, con
maximos asoclados a los periodos de lluvias mas intensas, salvo que en alguna ocasion
se han detectado concentraciones mas altas de lo normal.

En el cobre (Figura 30) y el manganeso (Figura 31) se han producido algunas varia-
ciones en su concentracién durante el trienio, aunque no hay limites establecidos para
el Mn. Zinc (Figura 32), cadmio (Figura 33) y arsénico (Figuras 34) han disminuido desde
que se produjo el accidente de Aznalcdllar y desde principios de 1999 se estan com-
portando de manera regular.

En 1998 se observaron concentraciones de plomo (Figura 35) algo anormales en
esta zona, aunque, en general, ha habido pocas variaciones en la concentracion de este
metal; tan solo en una ocasion (Diciembre de 1998) se obtuvo un valor que superd el
limite, 5 ppm. En relacion a los niveles de mercurio (Figura 36), los valores obtenidos se
encuentran por debajo de los 0,5 ppm, aungue en Abrii y Diciembre de 1998 se encon-
traron valores algo elevados.
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T"E Nt MET ‘G DFCANNG, DFRe DIACHICIDAS ORGANOHALOGENDOS Y RADIONUCLIDOS...

EVOLUCION DE LOS METALES EN ALBUR DE IA3 “BONANZA” E IA1 “CODO
DE LA ESPARRAGUERA”.

Enprimer lugar, conviene indicar que los limites maximos permitidos paralos peces,
siemore que no estén congelados, er conserva 0 semiconserva, son iguales que para
moluscos, salvo para el plomo, que en peces es 2 ppm del peso fresco, y en moluscos
5 ppm. En general, el nivel de metales pesados ha disminuido desde que se produjo el
vertido de Aznalcollar. En ninglin momento se han superado los limites permitidos en nin-
guno de los metales cuya limites maximos estan recogidos en la legislacion.

En Bonanza, sin embargo, se ha observado un aumento de hierro {Figura 53) en Marzo
de 1999, algo mas acusado que en ocasiones anteriores, pero alin no se tienen datos
para ver como ha evolucionado luego. Igual le ocurrio al lenguado de Codo Esparraguera
en Enero de 1999, aunque la siguiente vez que se capturd (pasado mas de un ano) habia
dism wido de nuevo. El nivel de cobre (Figura 53) fue en todos i0s casos bastante infe-
rior al mite, aungue en Bonanza hubo en Mayo de 1998 un pico un poco mas alto, pero
noala ante. En el Codo de ia Esparraguera no se observaron grandes variaciones del
contenido de Cu.

La Figura 54 muestra la evolucidn de los contenido de cinc y manganeso er. aibu-
res de Bonanza y Codo de la Esparraguera. En ambas zonas se observd una clara ten-
dencia a disminuir los niveles de ambos metales desde 1998.

En Mayo de 1998 el nivel de plomo en ambas zonas fue el més alto detectado (Figura
55), llegando a alcanzar en Bonanza un valor proximo al maximo tolerado. La misma
Figura muestra el contenido de cadmio, con mayores niveles en el Codo de la Esparraguera.
En las restantes fechas en que se capturd esta especie habia concentraciones mucho
mas bajas de Cd.

La Figura 56 muestra las concentraciones de arsénico en alhures de ambas zonas. Hasta
comienzos de 1999, los valores de arsénico fue- ~ detectables, aunque a partir de
entonces se abservaron valores en torno a los 0,5 apm en Bonanza y mucho menores
en Codo de la Esparraguera. La misma Figur~ - 3stra los niveles de mercurio en albu-
res de ambas zonas. Aungue tras el ve idc se detectaron en Bonanza 0,2 ppmd. "'y,
en los muestreos sigl  es 'os valores - yeron; ¢ 1 Codo de la Esparraguer ., si
embargo, se  ~cto pory aze C a2Hger ™ de 1999, pero tambié:: “ue-
ron valores bajos.
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En cuanto al cobre (Figura 58), salvo un exceso (superando e! limite maximo pet-
mitido) en Bonanza en Agosto de 1999, en ambas zonas se aprecia uiia clara disminu-
cién desde 1998. En el Codo de la Esparraguera, desde Marzo-Abril de 1999 se man-
tienen niveles por debajo de 0,5 ppm. El contenido de zinc en lenguados de estas dos
zonas (Figura 59) se ha mantenido bajo, aunque a veces se disparan los valores de Zn,
a finales de 1998 y principios de 1999.

w99

1-felr9"
19-abn5,
~
13-abn-0
L3



i R

. IQuirUSD tix

| t
y -l —




CONTAMINACION POR METALES PESADOS, PCBs, PLAGUICIDAS ORGANOHALOGENDOS Y RADIONUCLIDOS...
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CONTAMINACION POR METALES PESADOS, PCBs, PLAGUICIDAS ORGANOHALOGENDOS Y RADINWIIA Thnc

La Figura 62 muestra el contenido de cadmio en lenguados de ambas zonas. E
Bonanza se observo también una disminucidn drastica de Cd desde final de 1998. L~
contraste, en el Codo de 1a ksparraguera, no se comienza a detectar Cd hasta princ
pios de 1999, y a partir de entonces solo se ve una minima cantidad de este metai, en
general, <0,003 ppm. La Figura 63 muestra el contenido de arsénico: hasta comienzos
de 1999, hay valores indetectables en la mayoria de las ocasiones, pero, a partir de
entonces se encuentran valores en torno a 0,5 ppm y, esporadicamente, superiores a
1 ppm. Por dltimo, la Figura 64 muestra el contenido de mercurio detectados en len-
guados del Estuario. Hasta Febrero de 1999 hay oscilaciones, en ocasiones no detec-
tables. Luego, la concentracion de este metal pesado se normaliza, con valores casi
constantes ¢ inferiores a 0,02 ppm.
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CONTAMINACION DE METALES DETECTADOS POR
TECNICAS ATOMICAS

Marco Antonio Caro de la Torre!, Mercedes Gallego Gallegos', Inmaculada
Giraldez Diaz!, Juan Lopez-Barea?, José Luis Gomez-Ariza’
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INTRODUCCION

Elestudio de la acumulacion de metales en bivalvos constituye una buena herramienta
para detectar episodios de contaminacién marina. En el presente estudio se han consk-
derado diversas especies de bivalvos caracteristicas del litoral andaluz y los procesos
de acumulacién que estos experimentan.

Por otro lado, también es importante establecer los procesos potenciales de acu-
mulacién de metales en los organismos del estuario del Guadalquivir,ys = ' ncia sobre
los recursos marisg 2ros, ccmo consecuencia del vertido toxico de - balsa minera de
Aznalcollar. Para = ) se zalizaron experiencias de tra s ante de coguina de fango en
las instalaciones dv . IST SAy posteriorme & n = iento temporal de la presen-
cia de metales en sus tejidc 3.

ORGANISMOS SELECCIONADOS.

Se ha utilizado muestras de los bivalvos Chamelea gallina (chirla) y Donax sp. (coqui-
na) para estudia ia contar inacién en el litoral, y Scrobicularia plana (coquina de fango)
para las experiencias d  -rsplante. Se han estudiado, ademas, otras especies, como
berberechos, lenguados y camarones, a::nque el numero de muestras ha sido insuficiente
para llevar a cabo un estudio sistematico.

ZONAS DE MUESTREO.
Enla Fig. 1, pueden observarse las zonas de produccion utilizadas para el mues-
treo.
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ANALISIS DE LOS METALES.
Se ha e nleado técnicas analiticas espectroscopicas en funcién de los limites de

cuantificaci . e se nrecisen: espectroscor 3 e absor atdmica de llar a (FAAS),
sistemasi 2iny L0l < acerespec  scof ~dee  ~rcion atdomica de  ama aco-
pladaage ercdc 2l drros U GAAS - tec ysc p o absorcidn atomica elec-

trotérm 3¢ =n 0y, e YI(GEAAS).  laie ¢y estran los limites de detec-
SiChiC 2 7e sanzan pata 1 S diversos ele s Jdiantas.

Técnica Analito LD (mgeg!)
- 5
FAAS (Aire-Acetileno) - 5
: J
FLHOFAAS
Sin| ataforma
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GFAAS f e 5/
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Los niveles representativos de Cd (Fig. 5) parecen asociados a los meses de pri-
mavera. Los de Pb al verano en Doiana y otono-invierno en Mazagén, Matalascanas y
la Barra del Terrén. Los valores del Cr parecen mantener valores analogos a lo targo de
toda la costa, excepto en la zona norte (Barra de) Terron), durante el verano.

El Cu se distribuye de forma andloga en todas las zonas, siendo su comportamien-
to muy similar en las areas de Punta Umbria y Mazagon, ambas localidades situadas en
los margenes de la ria de Huelva. Por ultmo el area de mazagdn presenta valores pun-
tuales de Fe y Ni, mientras que en el resto los niveles no difieren.
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FONTAMTNACTAN NE METALES DETECTADOS POR TECNICAS ATOMICAS

EFECTOS DEL ACCIDENTE DE AZNALCOLLAR SOBRE LOS
RECURSOS PESQUEROS DEL ESTUARIO DEL GUADALQUIVIR

Se han transplantado al Estuario, especies de importancia pesquera y marisquera,
como la coquina de fango, lenguado y camardn, procedentes de areas de referencia.
Utilizando las instalaciones de PISTRESA, se ha comprobado la evolucion en la concen-
tracion de metales, estudiando “in situ” las posibles repercusiones del vertido de
Aznalcdliar. En este informe se usan los datos de dos transplantes de coquina de fango,
estudiandose la presencia de metales.

Lote 1.

Comprende el periodo que abarca desde Julio de 1.999 a Febrero de 2.000. Como
se muestra en la Fig. 8, no se observan tendencias definidas para los siguientes meta-
les: Ni, Cu, Zn. El Fe presenta un aumento de la concentracion al final de la experiencia,
pero este comportamiento no es significativo, ya que se trata de i~ elemento mayori-
tario y presente en elevadas concentraciones en el sedimento del Estuario, por lo que
los valores encontrados podrian deberse a una resuspension del sedimento en febrero
como consecuencia de la lluvia, no debiendo asociarse los niveles de este elemento a
procesos de contaminacion.

Cu Ni

Fe



As

N

Pb

Cd
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Lote 3.

Co rende el periodc  1e abarca desde Marzo a Mayo de 2.000. .a menor duracién
de es 1experiencia {Fig. 0), no permite observar tand s tanclarascor . el caso
anterior. i*:ede no obstante coinorobarse un . y .aconeoack . 2Cdy Mn.

Pb Cd

COMPARACION DE LA PRESENCIA DE METALES EN COQUINAS DE
FANGO EN PISTRESA Y EL TORUNO.

Es aconsejable comparar - nrocesos de acumulacion de metales en coquinas de
fango (LOTE 3)en-  -onasol ~*da ala accién potencial de los vertidos de Aznalcollar
(instalaciones de PISTRESA) y otra no contaminada como es la de El Torurio. Enlas Figs.
11y 12 puede observarse gL os valores de As, Cdy Cu en coquinas de PISTRESA sor
superiores @ los obtenidos - " or 0. No se aprecic * - “2r ~zias significativas € - =’
casode Mn, 7~ Ni,PbriZr .osv- -s~'=adosdeFe, enalgunos puntos de las m es-
tras de PISTRESA, puec 1asociarse t¢  ~**~ ~ procesos de resuspension de sed  »
tos.
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CONTAMINACION POR COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS

Francisca Mingorance Camacho’, Alfredo Velasco Arjona’,
José Luis Gomez Ariza', Juan Lopez Barea?
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INTRODUCCION

Los compuestos de estano presentes en el medio ambiente proceden de dos fuen-
tes principales:

. Natural, que integra las ‘ormas quimicas que se originan en el medio ambicnte,
como consecuenciade a2 "acién del estano inorganico (biometilacidn).

2. Ar apogenica, debido a 1s ropiedades biocidas y usos tecnolégicos de éstos.
L 1a de ias aplicaciones - “s importantes de estas sustancias ha sido su uso en
[ -asde barcos como sustancias antiincrustantes, aunque también se han emple-
1do como plaguicida -~ s 2:ltivos de cana de azucar, cafe, patata o arroz, 0

2n como estabilizavores del PVC.

Entrelas esp~~ 5¢2 e odemayorsignif ciénme " hiental se :uentran
oot oaster T o), di o "8T), obt' ' Ty(MBT), monofeniles o (MPT),
dife st o (DPT) y trifenilestanc ©1PT).

R = Butil, Fenil

Estos compuestos son toxicos, habiéndose detectado casos de malformaciones en
las ostras (Crassostrea gigas) debido a su presencia, pero también son agentes que pro-
vocan una disminucién del crecimiento en algunas especies (C. gigas, Mytilus edulis) y
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COQUINAS (Donax sp.)
AT T el L s Lo ar L L e e ©oeoge
o rE . L1 U3BSLLO .o Ny eS 1SE L IT arc . v ores de

TBIyDBlyen. .. .casoseer - .. Fig. 2
COQUINAS DE FANGO (Scrobicularia plana)

Se aprecian valores significativos en S, etriy ene Fstuario del Guadalguin s en
los meses de verano, posible  2nte por la presencia de barcos recreativos en este perio-
do. Fig. 3

EXPERIENCIA DE TRANSPLANTE

Como puede observarse en.a Fig. 4 € .a mayoria de las muestras se encontraron
TBT, DBT y MBT. En el Lote 1 y ene. .orL ©.0s niveles para el 7B, o del orden de
120 ppb, siendo algo méas elevados e las n =stras de PISTRESA, ¢ .drre lo mismo para
el DBT y el MBT que en general se er :u...lran en niveles ...dy oo...jantes. También pode-
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CC. = AC . .JRCC . JTOS ORGANOARSENICALES

Jesus Calanas Continente!, Daniel Sanchez-Rodas',
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-5 destacable e 'as tres experiencias el hecho de que tanto DMA como MMA no
se detectaron.

e ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE CONTAMINANTES SOBRE LOS RECUR-
SOS PESQUEROS DEL LITORAL ANDALUZ.
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ENZIMAS BJOTRANSFORMADORAS, ANTIOXIDATIVAS Y
PEROXIDACION LIPIDICA EN CHIRLAS (Chamaelea gallina)

Manuel José Rodriguez Ortega, José Alhama Carmona,
Antonio Rodriguez-Ariza y Juan Lopez-Barea
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ENZIMAS BIOTRANSFORMADORAS, ANTIOXIDATIVAS Y PEROXIDACION LIPIDICA EN CHIRLAS

.ary Jra 2 xesume los biomarcadores moleculares de contam:nacién ambiental usa-
dos enes = -abajo. La mayoria de ellos son actividades enzimaticas que cumplen diver-
sas funciones fisiologicas enladefe s+ ate a situaciones estresantes. Un primer grupo
esta formado per las actividades de a g 1c0sa-6P deshidrogenasa (G6PDH), isocitrato
deshidrogenasa (D )y glutatidn reductasa (GRasa), enzimas que mantienen reducido el
estado redox infrac~ 3 al regenerar el gi* ion reducido (GSH) o el piridin nucledtido
reducido (NADPH) gue se consumen en dive 30s procesos celulares, como las defensas
enzimaticas contra el estrés causado por diversos contaminantes que generan estrés
oxidativo. Un segundo grupo esta formade por la catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD)y .atién peroxidasa (GPX), enzimas que destoxifican especies reactivas de oxi-
geno (EROs). Estas son potentes agentes nucleofilicos que danan numerosas biomolé-
culas, y gue se originan, entre otros procesos, por la reaccion de Fenton que produce
radical hidroxilo, catalizada por metales pesados.

Ur tercer grupo esta formado por las actividades glutation transferasas soluble (GSTc)
y microsomai (GSTm) y Ias glioxalasas (Glx-l, Glx-ll), enzmas que eitminan diversos com-
puestos electrofilicus exdgenos o enddgenos, conjugéndolos cor metabolitos que 'os
hacen mas solubles y excretables por los seres vivos. Las GSTs conjugan compuestos
organicos electrofilicos con GSH, aumentando | 10 su solubilidad. Las glioxalasas par-
ticipan en la destoxificacidn de subproductos derivados de la peroxidacion lipidica.
Ade~4s, se midieron 0s niveles de malondialdehido (MDA), como indice de la peroxi-
daci¢  ridica, como consecuencia de 105 danos que sufren las membranas bioldgicas
al ser atacadas por EROs.

Frzimas auxiliares

G6PDH leo  ra NADPH Metales, EROs
IDH I era NADPH Me ale ., EROs
GRasa e ~ 3SH Met ., EROs
Enzimas anttoxidativas

CAT Elimina H202 Metales, EROs
SOD Elimina 02 Metales, EROs
GPX Efimina ROOH Metales, EROs

Enzimas de fase ll

GST Elimina electrofilicos Organicos
GLX-| Elimina aldehidos Metales, EROs
GLX-II Efimina aldehidos Metales, EROs

Danos en lipidos
Malondialdehido

Producto de la
peroxidacion lipidica

Metales, EROs



~TCTOSDE (X Clu ©  u5RECURSOS PESQUEROS Y MariSQUEROS ! "

- . ‘
. -
AN r o ~ hY 3X
h 1 [N
Marzo :999
- £
[ - 1
B — —'2 R I
A o=z & | ¢ e = B = ¥
J X
Ve .
| -
§ ¢ .
B Z 2’
<
_ -
= 2 _ 8. % o2z T4 g 2T ¢
GST " ¢
) T
5 %
SRR S
s wa3S =g g F & oa =" 4 9 e R
NIERY (4
= - -
T T e TR T 504 = N
- ra \ o _ - .. ‘ 1
1 - .



M & T ANS  SNORAS, ANTIOXIDATIVAS Y PEROXIDACION LIPIDICA EN CHIRLAS

Esto concuerda con los resultados obtenidos por nuestro grupo en trabajos ante-
riores, tanto con moluscos como con peces, y con lo obtenido por otros grupos. En efec-
10, los organismos expuestos a contaminantes ambientales se defienden de su presen-
ciay efectos aumentando los niveles de diversas actividades enzimaticas que participan
en su destoxificacion, lo cual les hacen estar mas protegidos contra los danos deriva-
dos de diversos f. dmenos, como el estrés axidativo. Esto se refleja en un menor nivel
de danos en las m...ibranas bioldy cas, como se pone de manifiesto en que las mues-
tras de Huelva presentan niveles s bajos de MDA. En otra comunicacion posterior se
presentaran resultados de los niviles y estado redox del glutation intracelular que con-
firman estas ideas.

Sin embargo, dentro de las muestras procedentes de las zonas con mayores nive-
les histdri-cos de contaminacion (litoral de Huelva) no se puede establecer una correla-
cion perfecta entre el grado de contaminacion y los niveies de biomarcadores analiza-
dos en este caso, ya que no en todos los casos la muestra de Mazagdn presenta los
mayores niveles. Hay que recordar que se trata de seres vivos en los que influyen nume-
rosos factores.

La Figura 5 muestra resultados muy parecidos obtenidos en las chirlas muestrea-
das en distintas zonas de produccion en el mes de septiembre (verano tardio). No obs-
tante, en estas muestras no se observaron diferencias tan significativas como las detec-
tadas en las muestras de invierno tardio, salvo en la glioxalasa |, pues en muchos casos
las desviaciones estandar eran muy grandes. De nuevo se aprecia el comportamiento
inverso de los niveles de MDA, superiores en (as muestras de Aimeria que en las de Huelva.
Como resumen de estos resultados, puede concluirse que los organismos expuestos de
forma cronica a contaminantes que generan estrés oxidativo presentan mayores nive-
les de enzimas de defensa antioxidativa, lo cual les hace estar mas protegidos contra
los danos oxidativos causados por dichos contaminantes, como se refleja, al menos en
los lipidos, en sus menores niveles de MDA,



v

Figura 5.

(TN

- CON

1C.)

[

EA P |

$PES

Septiembre 9

. »iARIS JEROL BEL "ITC

X - -
z b
1
- I
v & v e g -
= « 2
-]
* 1 o
= ¥ ‘ ¢ 22w s d g m ¥
= 2 _y¢z -
‘ ~ A
i 2
¥ ‘ )
o v
- v ‘
J.
~ 3
’ TN t
=1 -
- ~ ¢ ~r A
B N V
N ~ N
i
,
-~ -~ N
/ - o) 1 v «

A



FNZIMAS BIOTRANSFORMADORAS, ANTIOXIDATIVAS Y PEROXIDACION LIPIDICA EN CHIRLAS
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diferencias entre maximos y minimos de unas dos veces tan solo. Por el contrario, las
actividades SOD y GRasa vy el contenido de GSH no muestran este perfil oscilante.
Curiosamente, el perfil de MDA es inverso al de la mayoria de las enzimas analiza-
das, con dos maximos {junio y diciembre) separados por seis meses que corresponden
a los minimos de las actividades enzimaticas, y a la inversa dos minimos (marzo y sep-
tiembre) que corres-ponden a valores maximos de las defensas antioxidativas. Estos resul-
tados coinciden y refuerzan lo expuesto antes: unos niveles altos de enzimas antioxida-
tivas se corresponden con niveles bajos de MDA, y a la inversa los niveles de peroxidacion
lipidica aumentan al bajar las defensas. Esto puede interpretarse segun lo que se ha
indicado a lo largo de la expasicién: los valores méaximos de las defensas antioxidativas
en marzo y septiembre protegerian mejor a los organismos en tales periodos, lo que se
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CA BIOS EN LOS NIVELES DE GLUTATION Y SU ESTADO REDOX INTRACELULAR EN MOLUSCOS BIVALVOS

CAMBIOS EN LOS NIVELES DE GLUTATION Y SU ESTADO
REDOX INTRACELULAR EN MOLUSCOS BIVALVOS

José Alhama Carmona, Manuel José Rodriguez Ortega,
Antonio Rodriguez-Ariza y Juan Lopez-Barea

iwisge Moluel L veran e Corde
ST amteraNV AT 2 o 71 SORL A

El glutation reducido (GSH), cuya estructura se muestra en la Figura 1, es el tiol no
proteico mas abundante que esta presente en la nmensa mayoria de las células proca-
notas y eucariotas. La forma reducida del glutation es un tripétido formado por acido
glutamico, cisteina y glicina unidos por enlaces peptidicos (g-Glu-Cys-Gly), el Glu se une
por un enlace peptidico gamma a la Cys, con 1o que no es sensible al ataque de las pro-
teasas intracelulares. La forma reducida del glutation esta presente en el citosol a con-
centracion milimolar, por lo que mantiene este compartimento en un estado muy redu-
cido gracias a las propiedades redox del grupo tiol (-SH) de su residuo Cys.

( -t -glicina)

e
o

N . C—
H R,

FUNCIONES DEL GLUTATION

- Defensa frente al estrés oxidativo provocado por EROs (GPX, GSTs)
— Conjugar compuestos electrofflicos reactivos (GSTs)

- Regulacion metabdlica

- Transporte de amino4cidos

— Coenzimas de varias enzimas

— Cosustrato de enzimas (GPX, GSTs)

- Almacenar y transportar cisteina en forma de toxica
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S = bargo, cuando un organismo o una célula del mismo sufre un estrés oxidati-
vo, der owdedeiciormacic 2 £ROs, se provoca la oxidacion de . itation, lo que aumen-
talarewac 12 x GSSG/ GSH, &l aus r el numerader y dism L r el denominador. Un
incremento ¢ 0s niveles de GSSG se considera, pues 1 1indice miy segurc de que el
organismao &.. :uesiion ha e.. somefido a un estrés _xidativo. . consecuencia, la

1edida de 1s oc centrac o 2s . 2 GSHy GSSG, y la determinac . de s estado redox

race o oS 1 1poder so srcadc bioguimico que indica €. ri Jo de estrés oxi-
d vodeu orgamsmo. J  me O delerminado. Ade as adoque.. ... enz
mas antioxi ativas isanGSHc 10¢ .. a ), :.edidadee..c an oxidante permite cono-

cer el grado de funcionamiento de estas u.fe. as antioxidat...s.
LaF wa3 astradaf{ rma abreviada los pasos necesarios para exiraer et glu
A0 acel arconve  a  deter  acHnue L5 oWalesyesiadore xde o .
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Cé sote, o doa wes aacdc rerld co, hamogeneiza: S aver 21 e enun apa-
rato Potter, y cunw. ar o Trio paré ot © 2r o, co espondier o _.tracto | ire de célu-
las. Estas conc ciones, :0 solo se pen las célt as, sino que ademas precipitan (as
proteinasy se ' ntene un nH bastante vz » para ev ar la oxidac.on ¢ .. GSH durante la
extraccion, uno ¢ 3 los probiemas mas ¢i :0s en estas determinaciones analit'cas.
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(chirla, coguina de fango}
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hacia que el estado redox del glutation resultara mucho menos oxidado en los bivalvos
de'" ' 1 Inefecto, en comparacion con Palomares, la relaciéon 2 x GSSG/GSH fue
sigr ' ativamente menor en los animales preceder es de Ei Terrdn (5.1), Puric Jmb a
(8.1), Mazagon (9.1), Matalascanas (10.1), siendo ¢.1 'a mayoria de las zo as 2 r ad
que en la de referencia. ~. 1enor contenido de GSSG de !2s c¢hirlas de Hu:  a podria
deberse z la mayor activi. d hallada en estos animales ce I2s rzimas glucosa-6P des-
hidrogeiasa e isocitrato deshidroge-nasa, qus generar soder rec ctor en forma de NADP;
y de la gluiation reductasa, encargada de re ucir e GSSG a expe sas del NADPH gene-
rado por iz otras dos enzimas auxiliares col ya se\ 3, F< osres  ados c¢ ifirmabar
que las chirlas de iuelva, expuesics habit -+ znie ar e ilesy coi =minar 23 ~rga~i
cos que generen LROs, pocrian astar mejor protegid s con a e estrés oxid~ ve que
los animr.." _ usados como refere. 2, aligual que ocurria ¢ ndo se analizo ¢ co~tan'-

do de MDA,
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Ademas de los estudios realizados con chirlas procedentes de distintas zonas de
produccion de bivalvos del litoral andaiuz, y para estudiar los posibles efectos del acci-
dente de Aznacollar sobre el estuario del Guadaiquivir, se {levaron a cabo experimentos
de transplante de coquinas de fango procedentes del rio Barbate a dicho Estuario. Ademas,
para controlar los posibles cambios fisioldgicos relacionados con el estrés debido al trans-
plante, se transplantaron de forma paralela coguinas de fango a una zona limpia de con-
taminantes que fue considerada como zona control (Figura 7).
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( BI" £ LOSN VELES DE GLUTATION Y SU ESTADO REDOX INTRACELULAR EN MOLUSCOS BIVALVOS

DETECCIOI DE METALOTIONEINAS TRAS SU
DESNATURALIZACIG 1Y TITULACION CON DTNB EN CHIRLAS
(Chamelea gallina)

Maria Victoria Funes Luque, José Peinado Peinado y Juan Lopez-Barea
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Las metalotioneinas (MTs), cuya estructuta rid Jensional se muestra en la Figura 1
representando la cadena e proteina como una ¢ a, son pequenas proteinas de unos 6
kDa de masa molecutar, muy solubles y termoestables y carentes de residuos aromatr-
€0s, que estan presentes en todos los organismos conocidos, desde los invertebrados
mas primitivos a los mamiferos superiores. De un total de unos 60 aminoacidos, estas
proteinas poseen numerosos residuos cisteina, del 6rden del 30-35% del total, cuyos gru-
pos -SH se unen a metales endégenos (Cu, Zn) o exogenos (Cd, Ag, Hg). Como muestra
la Figura, las metalotioneinas tienen dos dominios organizados de forma que los atomos
de azufre de sus Cys (en azul) acomplejan varios dtomos metalicos (en rojo) en cada uno
de sus dominios. Estas proteinas participan en el metabolismo de metales esenciales, en
la homeostasis del Cuy Zn (recuérdese la importancia de los dedos de Zn en las proter
nas reguladoras) y er la detoxificacion del Cd. Los metales, y algunos estimulos patofi-
siolégicos, inducen fa *rc ~cripcion de los genes MT, lo que justifica su empleo como bio-
marcador de la prese cia de metales o de estrés fisioldgico en poblaciones naturales.
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CAMBIOS EN LOS NIVELES DE GLUTATION Y SU ESTADO REDOX INTRACELULAR EN M( S

Otro método también usado es la cuantificacion de metales unidos a las MTs. La
esoectrometr\a de absorcion atomlca perrm e determinar distintos metules usando dife-
- desdeond: ‘e ;IOH sitaiéc icarec ~ epurficar el extracto para eli-
T rotr “taloprote” .air” "asdela.’ sylosmetales lbres er. el exivacto, dado
¢ 25 ofales, 7 . .ndirelersa,o Paralac i o r de e alotioner
rsset ~t "7 lo=mélodos electroc ~ icos. Los grupos -SH 2 las s pueden
me( rs HYor pelarografia de pu' o diferenc con un electrodo de go 1 (21 . urio, calr
brant »  espuasta def apar. ' ancol .. Traciones conoc” L5 2T S comerciaiss.
Flincor e 'edee . "do :sque-a 1€ .ecesiia pasos previos e purificacion.
La cua “"":acion de metalol dneinas tambien puede hacerse por meoGes inmuno-
logicos. Los ¢ é"odos de enzima- 10ensayo (ELISA) y de I’adIO\ wnc.asayo (RIA)
SO 4y S¢ ' 'ss, pero tienen el “:conveniente de requeri. 301 oeLecis
cos, no sic . disponibles. Recientemente se ha desarrc. .. .a oL cac. ' de
ARNm especificos de las MTs por técnicas de Biologia Molec. ™ .Dis = < ensayos de :c-
tan secuencias de ADN o ARN conocidas de los genes ¢ .. vOdIfICa as MTs. Li...es-
tro grupo se ha de: ir  ado la ‘metadologia RT-PCR cor et .vay ' 3eneScan” que se
ha aplicado col " 1to a varios genes {m.  ‘io e, ¢. crormc P450) de dos espe-
cies de peces  Actonos, doradas y lisas. No < n :, estos métodos tienen el incon-
veniente de necesitar conocer previamente la secuer ia especifica de los genes que se
desea cuantficar.
El ensayo colorimétrico de Viarengo (Figura 3) se basa en la reaccidn de los grupos
-8 de las metalotioneinas con el reactivo ¢ —Iman (acido 5,5-ditiobis-2-n  Yenzoico,
‘NB). 7" 1é 0do es simple, se  ihley bi .., por [0 gue se escogid en e. presente pro-

yecto de “we: . [l paracuani :ar 15 metaloticre s e bivalvos del toral ande-
luz como 1C car ¢ L.ost. e Jfectos bioldg e 2 s inela s, B proceds
mier'o<. Ic .selt T ide as L3 se ex ae .2 gléndwa ciges 3, con aito
¢ teidoe = L1sganC aSse. LAt A e, .10 liquido y se hor oger )
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CAMBIOS EN LOS NIVELES DE GLUTATION Y SU ESTADO REDOX INTRACELULAR EN MOLUSCOS BIVALVOS

Conviene recordar, no obstante, que a diferencia de los resultados obtenidos en el
proyecto con los restantes biomarcadores de contaminacién ambiental ¢nsayados en
bivalvos, las metalotioneinas se analizaron en glandula digestiva de ¢hir'as, donde sus
contenidos son superiores a 10s que existen en cuerpos entreros, lo que podria explicar
que las diferencias encontradas fuesen algo superiores. Sin embargo, la gren cantidad
de trabajo necesario para extraer las glandulas digestivas de cada muestra recibida podria
desaconsejar este esfuerzo a menos que los resultados obtenidos fuesen drasticamen-
te distintos a los obtenidos en cuerpos entreros, 1o que no esta claro en la mayoria de
los biomarcadores analizzdos.
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EXPOSICION A CONTAM: NTES EN CONDICIONI § C 'NTI Y DFN T I CH

EXPOSICION A CONTAMINANTES MODELO EN CONDICIGNES
CONTROLADAS : JN CULTIVO DE CHIRLAS
(Chamelea gallina).

Oscar Ameézcua Rodriguez’, José Luis Munoz Pérez’,

José _uis Marenco Sierra', José Naranjo Marquez',
José Luis Gomez Ariza® y Juan Lopez-Barea®
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EXPOSICION A CONTAMINANTES EN COMNICIONES FON' OLADAS DF !N CULTIVO DE~ [RLI i

4. Sistema de dosificacion de contaminante acoplado al de rencvacion de agua. A
tal efecto, una bomba de impulsos vierte la solucion madre de contaminante, con
una concentracion nominal adecuada, al deposito de cabeza, asegurando la dis-
tribucion homogeénea del contaminante.

5. Sistema de evacuacién y aimacenaje de los residuos toxicos.

]
Figura 1; ) o ¢ v, R N
iguats ' tem ¢ sif 2ot et rt~ a2 awe ~ e =0
largo de fa curalzta, N Visiades cortttie v w0 an

En cada canaleta se sembraron unas 1000 chirlas de tamano comercial a una den-
sidad de 200 individuos/m?, establecida en diversos experimentos previos con densi-
dades crecientes de animales. Tras una primera fase de aclfimatacion al nuevo habitat
durante varias semanas se comenzd la exposicion a los dos contaminantes modelo. En
una canaleta, denominada en lo sucesivo C-, se expusieron los individuos a 10 ppb de
Aroclor1254, mezcla de bifenilos policlorados. En otra canaleta, que se llamara Cl, las
chirlas se expusieron a 40 ppb de cobre en forma de C!2Cu. Una tercera canaleta, deno-
minada Clll, sirvi6 como control de animales no expuestos, v la ultima canaleta, desig-
nada C-V, sirvio para la segunda fase de la experiencia en la que se quiso estudiar las
variaciones que podrian tener lugar al transplantar los individuos expuestos o control a
un sistema no contaminado. En efecto, transcurridos dos meses de experiencia se deja
de anadir contaminante para continuar con el cultivo en un medio limpio y estudiar los
procesos de descontaminacion tanto en el sustrato que recibio un contaminante (C-l y
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JNAC N AMINANTE ~{ CONDICIONES CONTROLADAS DE UN CULTIVO DE CHIRLAS

1. Determinacion de la dosis de los distintos contaminantes: Aroclorl 254, cobre,
;énico y tributilestanc. Estas pruebas se :alizaron en pegiieias bandejas en
< :mas de circuito cerrado conur 3 de renovacion discontinuo.

2. ushintas pruebas de densidad de ¢ ', " ista encontrar la densidad de cultivo
adecuada para el experimento, 200 individuos/:71, que - 2guraba inicialmente
un numero de incividuos suficientes para todos los mue: reos que se pretendia
realizar en el transcurso del nmismo con vistas a los < ¢ sis quimicos y bioc -
cos gue habia que realizar en ellos.

3. Optimizacion del ‘uncionamiento del filtro biologico, para asegurar la adecuada
elimina-cion de” a 1onio y nitritos presentes en el agua de pozo que alimentaba el
sistema.

4 Verificacion de la capacidad de un filtro comercial para eliminar residuos toxicos
(Cu), con vistas a la posible evacuacion directa de agua con trazas de este metal.

Durante el tiempo del experimento se seguid la mortalidad del cultivo para comprobar
su viabilidad y posible bienestar o estrés fisiologico durante la experiencia. La Figura 2
muesira la evolucidn de la mortalidad, tomando como referencia la acumulada en cada
canaleta. Se aprecia claramente que la mortalidad fue muy diferente en cada canaleta,
pues mientras chirlas expuestas a Aroclor 1254 tuvieron una mortalidad acumulada del
cultivo del 36,5%, las expuestas a cobre y las mantenidas como control no expuesto
siguieron muriendo a lo largo del experimento, estabilizandose solo al comienzo de la
segunda fase.

Mortalidad acumulada
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La Tabla 3 muestra los valores de mortalidad al final de la experiencia que, en gene-
ral, fueron muy elevados. Sélo en la canaleta IV (control de la segunda fase del experi-
mento) se dieron valores bajos de mortalidad. En C- también hubo una mortandad algo
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EXPOSICION A CONTAMIN FIIl 1 TIVODREF "D AQ
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CONTAMINA® 'NDEM 3 & F T2 m i & TAM[CAS

CINETICAS DE ACUMULACION Y DESACUMULACION
EN CHIRLAS EXPUESTAS A AROCLOR 1254 Y Cu (ll)

José Luis Marenco Sierra', Oscar Amézcua Rodriguez!,
José Luis Murnioz Pérez', José Naranjo Marquez',
José Luis Gomez Ariza’ y Juan Lopez-Barea’
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Aroclor 1254 esc....  2deunamezcla comercial de bifenilos policlorados (PCB's)
muy usada en diferentes aplicacic 1es industriales, principalmente debido a su capaci-
dad comc die ¢ .0 en transfo  adores, condensadores e interruptores. La mezcla
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7T 1INACT N DE METALES DETECTADOS POR TECNICAS ATOMICAS

97, 128, 156y por orden decreciente de concentracion. Conviene senalar que el tercer
muestreo realizado durante la fase de exposicion did resultados un tanto andmalos en
todos los congéneres analizados.

10

Acumulacion

40:
-
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89 4 S % 101 9 ' 8 & ') 149 118 153 105 ‘41 138 1223
L ura2. ou Je 3s coic nfra . los D s ound roc r 29 ant e
gea g e st reos so realizaron al ¢ cyaas2dy * Los resta

dos se exprecanenprhs e 250 Imedio.

La Figura 3A muestra la evolucién de los 20 CB's analizados en el experimento duran-
te la acumulacion. La concentracion de cada uno de los CB's aumentod progresivamen-
te, aunque las diferencias entre 4 y 8 semanas fueron menores, sugeriendo que las chir-
las mostraban una tendencia a la saturacion al 110 poder acumular mas PCBs. Las
mayores concentraciones se alcanzaron en los congéneres 110, 118, 153, 105, 138,
128, 156 y 95, siendo menores en los restantes. La Figura 3B muestra la cinética de
acumulacion de los CB’s mas abundantes.
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Figura 3.A.

Acumulacion de 20 CB's

Acumulacion de 8 CB's

Figura 3. A: Cinética de acumulacion de los CB’s mas abundantes del Aroclor 1254. B: Acumulacion de los 8
CB’s mas abundantes. Muestreos al inicio (tiempo 0) y a las 2, 4 y 8 semanas.

La fase de desacumulacion del experimento con las chirlas se hizo en dos canale-
tas: la misma que habia estado expuesta al contaminante, en la que se mantuvo el sus-
trato que habia entrado en contacto con el Aroclor 1254 (C 1), y otra con sustrato lim-
pio, no expuesto antes al contaminante (C IV). Como es logico, el proceso de desacumulacion
fue muy distinto en ambas condiciones. A los 12, 60 y 67 dias de descontaminacion,
las concentraciones totales de CB's fueron 3000, 260 y 250 ppb en la canaleta |, fren-
te a sélo 1600, 43y 30 ppb, en la canaleta IV, confirmando la importancia del sustrato
limpio en la eliminacion del Aroclor. Ademas, la desacumulacion fue mucho mas rapidz
y completa en la canaleta IV. Las Figuras 4A y 4B muestran la evolucion de los veint
congéneres analizados durante esta fase: se aprecia claramente que la desacumulacio
fue mas acentuada en las chirlas transplantadas a sustrato limpio.
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Figura 3.A.
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figira 4. Evolucion de las concentraciones de los 20 CB’s mas abundantes del Aroclor 1254 en las canale-
{as | (sustrato ya contaminado) y IV (sustrato limpio). Los muestreos se realizaron la los 12, 60y 67 dias de
(esconta-minacion.

- Elcomportamiento diferencial de los sustratos de ambas canaletas en la descon-
aminacion se comprobo midiendo los contenidos de los distintos CB’s en lixivados del
Slistrato preparados con agua de mar, para reproducir en lo posible el proceso que ten-
(ialugar tras un episodio agudo de contaminacion. Se obtuvieron concentraciones tota-
esde 0.8y 0.16 ppb (inicio y término en la canaleta C 1) y 0.06 ppb (término en la cana-
ttaC4). La Figura 5 compara los las concentraciones de los CB's lixiviados de la canaleta
Clal nicio y al final del proceso de descontaminacion. Los 20 CB's analizados bajaron,
dinque en diferentes proporciones: los mayoritarios (95, 101, 110, 118, 153, 105, 138)
¢ lberaban del sustrato de manera clara, mientras los minoritarios (52, 49, 44, 56,
i) apenas disminuyeron. La Figura 6 compara los congéneres lixiviados al final de la
Jescontaminacion en las canaletas |y IV: el sustrato de la canaleta IV tenia al final del
Xperimento concentraciones muy inferiores de los distintos CB’s que el de la canaleta.
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CONTAMINACION DE METALES DETECTADOS POR TECNICAS ATOMICAS

nian mas atomos de Cl, lo que podria hacerlos mas hidrofobicos y explicar su acumtia-
cion en los tejidos adiposos. Esta hipétesis se confirma al comprobar que los congeé-
neres menos acumulados por chirlas contienen menos atomes de Cl en sus moléculas.
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RESPUESTA DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE CONTAMINACION EN EXPERIMENT ~ ™~ “TO Y LAR(C ) PLAZO...

RESPUESTA DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE
CONTAMINACION EN EXPERIMENTOS A CORTO Y LARGO
PLAZO: EXPOSICION DE CHIRLAS A LOS CONTAMINANTES
MODELO AROCLOR 1254 Y CU (Il)

Antonio Rodriguez-Ariza', Manuel J. Rodriguez-Ortega',
Oscar Amezcua Rodriguez?, José Luis Marenco Sierra?,
José Naranjo Marquez’ y Juan Lopez-Barea'

1. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Cordoba.
Campus de Rabanales, edificio C6, carretera N-V, km. 396-a. 14071 CORDOBA,
2. CICEM “El Torufio”, Aptdo. 16, 11500 El Puerto de Santa Maria, Cadiz

El presente capitulo resume la respuesta de varios biomarcadores moleculares, que
suelen responder a la contaminacién ambiental, entre los que se incluyen las activida-
des de diversas enzimas antioxidativas y destoxificadoras y el contenido y estado redox
del glutation intracelular, en un experimento realizado con chirlas durante su exposicion
cronica a Aroclor 1254 6 a Cu (Il) y su posterior depuracion en las condiciones descri-
tas en los dos capitulos anteriores en ausencia de contaminantes. En las graficas que
se muestran en el resto del presente capitulo se presentan los resultados obtenidos en
una primera fase de exposicién durante dos meses (control y contaminado) y una segun-
da fase de tres meses en la que l0s animales se mantuvieron en la misma canaleta donde
se habian expuesto (descontaminacion) o se llevaron a otra con arena totalmente limpia
{depuracion), de acuerdo con lo descrito anteriormente.

En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos en chirlas expuestas a Aroclor
1254, con tres enzimas antioxidativas auxiliares {(glucosa-6-P deshidrogenasa, 6-P-glu-
conato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa), que regeneran los piridin nucleo-
tidos reducidos, y otras tres antioxidativas primarias (catalasa, glutation peroxidasa, y
superdxido dismutasa) que destoxifican especies reactivas de oxigeno. En general, las
actividades de estas seis enzimas fueron muy parecidas en los animales utilizados con-
troles y en los expuestos a la mezcla de PCBs, como ocurrio en las actividades IDH y
GSHPx. No obstante, Ias chirlas expuestas al contaminante tenian mayores actividades
G6PDH, 6PGDH vy catalasa que los controles durante los dos meses de exposicion. En
cambio, la actividad SOD fue muy baja tanto en las chirlas control como en las expues-
tas durante los primeros dos meses de exposicion a Aroclor 1254, pero aumentd de
forma muy significativa durante los tres meses siguientes tras eliminar el contaminante.
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antioxidativa tras el fransplante, al bajar a la vez actividades antioxidativas y auxiliares y
el propio contenido de . ~ “on reducido. Esto podria c3tar compensado en parte por
elaume ' delaactividac ..~ ionreductasa. Alteraciones parecidas se observaron en
los ini "ces ¢ 2 condicion IC3 2 1Ch des ri ) anteriormente por Oscar Amezcua en el Capitulo
9deaprese ‘e Dblicacion. Conv 2.2 resaitar ¢ ‘odos estos cambios se observaron
tanto enlo. nin 25 control como en aquellos expuestos a Aroclor 1254.

AROCLOR 1254 (10 ppb) . B
' [

" i o N 120
bias de exposician

\ : 1.

Er a mwra3seresire 2s resuliados ol enidos en chirlas expuestas al C n
¢ ST o xper 0..0sre tadosre: :arc Ddastar enarecidos alos obtenidos con
¢ Al 754 ~siradose gl .,a Jue as spuestasa rexposicic @ obre
£ ¢ ¢ 30superores. /i« "t di s expuestas a este retal > propiec  es 2dox,
as actic \des GePDF 6PGDHy CA  uc o~ durar - Hs- :C esesque o e expe-
“imer oclara  te maycres cireer ¢l as~o . sio st era acier air uccidn
deestastres ac i ades entioxidativas nos dler  edebi o 2 €S o (¢ 1enuede
causar este metal debico asusprc e~ esrec . S1e 2 . nose abiac ser-
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RESPUESTA DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE CONTAMINACION EN EXPERIMENTOS A CORTO Y LARGO PLAZO...

claraindicacion de estrés en os animales (control y problema) debido a su manipulacion
exp~  ental.
efecto, todas las chirlas que quedaban en las canaletas C- (Aroclor), CI' {Cu) y

CAIl (c=n*rolt iras "2 primera fase de a “0s "~t¢ nientos se recogieron y se volvieron a
se~ yrarpiene 3scanaletasde  daoar anueva(C-V) con arena lirpia. Todos los
lotes de animales sufrieronlamismam~ pi ac 3n para evitar ias diferencias experime
No obstante, la evolucion de la may~rin de los bior arcadores indica que la manipu +
cic derivada de sacar las chixlas y volver a sembrar . cle nuev- supis0 un esrés muy
< ni‘icaivo que 3 de ma~era ~ y acusada la posterior eve  icr del exp ento.

Por *anto, los resulados obtenidc 3+ 1 este primer exper © nos “vado a
proocier importar escambiose e - )1 2 uturos experertos de expe  ior, para
intentar "7 ar — amanipl ¢ prodizee £f2ctos que anule” ¢ armascarer t o DOS
bles cambios er: lcs biomarca - enidns a3 exposicion a contar tez. 51 rees'os
cambios destacan:

Cu (IT) (40 ppb) o "
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OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE PCBs EN MUESTRAS DE BIOTA...

OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA
DETERMINACION DE PCBS EN MUESTRAS DE BIOTA: BIFENILOS
POLICLORADOS (PCBS).

E. Morales, M. Bujalance y J.L. Gomez Ariza

mm i m gegett

Tael D T e T poior, C oy LaRébica
e e

Los bifenilos policlorados (PCBs) forman una familia de compuestos integrada en un
grupo mas amplio de contaminantes persistentes en el medioambiente, siendo regula-
dos por las legislaciones europeas Son compuesto hidrofdbicos que suelen bioconcen-
trarse en nUMeErosos organismoes Como bivalvos y peces.

Las técnicas analiticas para su determinacion constan de varias etapas:

a) Extraccion de PCBs a partir de los tejidos bioldgicos, empleando normalmente

un disolvente orgéanico.

b) Purificacién de los extractos, eliminando sustancias interferentes, fundamental-

mente lipidos.

¢) Preconcentracion, para eliminar e! disolvente organico y preparar la muestra para

la determinacion analitica final.

d) Adicion de un patron interno.

e) Determinacion analitica final, fundamentalmente mediante cromatografia de gases

(GC) empleando como detector el de captura de electrones (ECD) o la espectro-
metria de masas (MS).

El ECD es mas sensible que MS en la deteccién de PCBs, aunque también es muy
superior el numero posible de interferencias, por lo que los resuftados no son tan segu-
ros. A pesar de su menor sensibilidad, MS permite la confirmacion de la presencia de
estos compuestos lo que origina que el nimero de falso positivos sea muy inferior. Ademas,
la sensibilidad mejora casi un orden de magnitud al emplear la modalidad MS/MS.

En cualquier caso, la etapa maés larga y que introduce mayor probabilidad de erro-
res es la extraccion inicial. Las técnicas clasicas: extraccion Soxhlet (y su variante auto-
matica Soxtec), la extraccion mediante agitacion mecanica con disolvente o la extrac-
cién con ultrasonidos, emplean un tiempo muy largo de extraccion, volumenes muy elevados
de disolvente e implican numerosas manipulaciones. Ello origina costes elevados tanto
de personal como de eliminacion de residuos.

Las técnicas clasicas anteriores estan siendo sustituidas por otras que emplean volu-
menes inferiores de disolvente y son mas rapidas. Entre ellas se encuentran la extrac-




pe

nECURSO¢  SQUEROS' USGe N IELY

TOSDELOS CON* o
- - AL
/ § =
- - A\ AY
’ | ,
N o o
- 1
N, \ D 7N ! ' s
Z f ~ A
3 4, D ) oo, " ‘
\ 12 D N . L ) 7
Rk v P03 ;o 2%
v L) b £,: Looe
Y5, ,°C 277
,3, " b 0 o !,2‘ A —‘, ' ol
{1 ’\': " ! - ~\ )(/B ’2 ) o) 3 BN ;I e /
¢ o)
SEF e~ ‘OGR C-k.
Los patrones se ha p2paraac - - Sl g
‘ €' ; de ses’ - as: e -
e x al s,
Sro» 7 “r  adoe” ac e n7s
Ny, dey s0oce o> T oes e - re- ~oase
. e o S MAS enrIG. 3 &
1- isot Claladc Lore
2-r -, 500 jaste © C
3.- ‘sot 287 S0 ate!
L- - O T - 2 A
3-8’ 287000 L -
~ 1 1 1 N fal - N
. oC M
R To o ' 1S ¢ R 2 -
.S ' WU o, -



( "”ME’\CI()N DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE PCBs EN MUE TR 0.

dose que es .« cesc  mantener cerrada dicha vélvula al menos durante 50 5. Se ha

elegido, pc ** , un iempo algo s:oerior, 60 s.
HR( - MS HRGC - MS , AS

Comp. Tr min)  LD.{ppb] R.L. (ppb) r2 L.D. {ppb) R.L. {ppb) r2
PCB1 16,591 80 1000 0.991 10 10C0 0.99
PCB1] 22.6¢ Bl 'u00 K] 86 1000 € 793
PCB29 24 5% 4 .00 . 7.9 w U991
PCB47 a 5 1D 0 0oA (S 100 ) o
PCB121 3,85/ 4y 1 2 C. 82 1000 0,962
PrBR7 . 4] 1) 0.995 7.7 770 991
CB99 29 Of &n o J.994 100C U.99
PCB1OL uy . 10 oReleD) 9.1 1000 1
PCB136 31,024 53 1 'Yy 8.3 110 0.99
PrB105 32.145 57 o J U9y 7.4 10 0.991
PCB153 > a3 3 [ 2993 6.2 1000 5 4
PCBI18 : 05 49 10 0,908 71 200 n
PCB128 33, 7 56 ) 0.6 .9 200 0.996
PCB180 ! “e ) u.999 7,3 )00 0,994
PCB138 s R0 1 33 77 1000 0,993
PCB185 35, 4 1600 0,994 21 1600 NG
.56 271l 43 1060 0.9v7 _4 1000 ag7
PCt .83 . 371 Lo 0.99 6 1060 897
P( 3170 37183 38 1) 2 7 1000 0,9 5
FUB194 3¢ 35 34 00 0494 72 5

3276 39917 33 I 93 6.6 0 noa»
PCBZ.9 A7 42 1) 1 6.2 0 91

La temperatura del inyector se ha variado entre 100 y 3000C, siendo necesario emple-
ar una temperatura de 2800C para obtener la maxima senal de los PCBs menos volatiles.

1.2. DETECCION MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La deteccidn se realiza en el detector de trampa de iones Saturno 2000 (Varian),
que se ha calibrado cada semana con perfluorotriputiamina para obtener la maxima sen-
sibilidad. Se comprobaron los siguientes parametros: presencia de aire y agua, fondo
de integracion, ajuste del gas de calibracién, posicion de las masas, potencial del elec-
tromultiplicador y control de ganancia automatica.

La programacion del detector varia cuando se emplea en modo MS o en modo MS/MS.
Sin embargo, los parametros siguientes se mantienen iguales en ambos casos:

1.- Durante los primeros 15 minutos, el detector se mantiene apagado para evitar
el efecto adverso del disolvente.
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( n'oF ¢ 0w {ACIO  FPCB ENMUEST® ;5 DE RIOTA,

Tiempo Rango  Masas cuantit. lon precursor ~ ExcAmp Estab. Modo
Comp. (min) v2) (m/2) (m/x) (v (m/2)
PCBI 18 " -198 i-173 188 7 70 nomn o
F . v 1< 20 e * 2 ) 30 nor w -
PrR2Q 225 14 R < 94 90 R
PC 4, A S 2 3 22 88 95 non .o
PCB121 2717 T lsoaul AL s T 2yl 59 lol¢
PCB87 P . . . : o
PCB99 2R 3007 5 3 o P " .
PCB10] 2 .2 30 .. 5 254256 326 D3 resor .
PCB13o o3l 2850 0 0l 37 5/ 10 res
Fonl05 DA K SR 5 88 101
PCB153 YR23 2¢ 71 288701 - 87 Lo .
PCBI118 333 N ’ . 25 35 88 95 0N &
PCB128 37334°% . 50 oz 4l 37 87 100 16 res '
PCB180 ool 3 8G n co
PCB138 3. 349 337G PRR»q) R 87 R
PCB185 34, 35.3 04 N 3 B 80 100 v r
PCB156 353 36.12 28337C . 2%l 37 87 100 10 188 e
PCB183 . i 3 nA Cd 0N
PCB170 11238 2004 10305 394 80 ne r 0
PCB194 3 ) . N , 43¢ 0.82 . K
PCB206 3930 u.3 G474 427429 464 1.3 zi resoné e
PCB209 N cool0 s =03 > £.75 2i9 reso

2. PRECONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS.

Cuando se lleva a cabo las extraccio es de los PCBs a pa * ~~ muestras de biota,
los compuestos quedar di"* dos ¢ *ur*  men elevado de disolvente 0-zdnico, siendo
necesarie la preconce on de los cor ~uestos antes de su inyeccic ) en el cromato-
grafo. =sta preconcent-1cion se reaize el ado el dis lvente nor des 12710 en roi2
vapor. Aunque este trat ~ pt:ede o1 nar pérdidas d~ ~~~Iitos muy vol: iles.

En este estudio se 1a evi “*ado la poswilidad de pérdidas de PCBs dur~ e la eimi-
nacion de disclvente con rotavapor, sometiendo a este proceso un volu 1en de 100 ml
de hexano con cantidades conocidas de PCBs y eliminando el disolvente hasta distintos
volumenes tinales: sequedad, 1, 2, 5y 10 ml. Los resultac - de esta experiencia se
muestrar - a Tabla 3 donde se observa que no hay pérdic-  -uando la concentracién
se lleva hastz * “volumen = 1e 2~ 1 lusopare ~CB 1, que es el mas voiatil de
los estudiados. Sin embargo, ia reauccin ¢ 2 volumen o puede llevarse mas alla de 2
ml sin que aparezcan perdigas de los mas volatiles. Se recomienda ut'izar este método
para eliminar disolvente hasta ~ 1~ al de 5 i

El procedimiento de prec ncentracic  Jor evaporacion se compler.e~ta el empleo
de corriente 2 é~enc  ‘adoder ever el extrac*o a2 sec.  dad sin pérdida de vola-
tiles. Finaimente € r¢ siduo s -edisu~ - ern 100 ul ¢e patrén  2rno (eti parat  y se
inyecta en el croma grafo.C  ~te rétodo de preconcenirzcid 10 ¢ C ser-
vado pérdidas de  _ o delos ane >s.



<

(

. 7
.-1(>Q
PRI

2R
SE 85
JE o6
St T
31

o]

ol



OPTIN 7A™*ND™ ’ A 3z

Je sH ml)

Comp. 0 5

PCB1 99 17 103 93

PCB11 ] o 9

PCB29 1 2 3 97 5

PCBA o 9] 9/ 104

PCBI. . 93 1y 105 1C

PCB87 97 Luo 103 100

PCB99 s L v 1C 99

or i 95 94 9/

PCB. 36 : €1 97 %

PCBILOR 107 94 99

PCB1AR 193 o1 aG 103

PCB.18 J8 <1 o 1C

PCB128 99 99 9A 103

PCB180 20 10 3 :

PCB138 101 13 107

PCB185 Y6 14 1 9,

PCB156 c - 94 L

PCB183 9 Y3 / S

PCB170 LUz 91 9y 17"

PCB194 . L ! ]

PCB206 5 104
PCB209 105 b U9 .06
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Volumen de disoivente

Comp. 20 50 100
PCR1 79 102 0q
PCB11 ]2 9a 102
PCB29 e o] 83
PC 47 94 g7 98
PCiL2! 3 a7 98
“CBy7 &/ o 398
FCB99 ) 10 11
PCR101 97 - o7
PCB156 G4 . 13
PCB105 93 33 .
PCB153 96 '52 100
PCBI118 ol : 47
PCB128 ¢ ! '
PCB180 o4 ) "3
PCB138 a3 99 v7
PCB185 a1 , 192
PCB156 2 IRE] 103
PCB183 94 98 104
PCB170 93 il g7
PCB194 t 6 99
PCB206 32 8 0

Foozug “ ’

Los parametros que se optimizan er '1 extracci¢  ASE son el grado de dispersion
de 'a muestra en un adsorbente inert~ i atom), la pc aridad del d solvente -~ pleado
para la extraccion, la temperatura, 1 presion, el tie 1po de extrac~  ; el volumen de
extract 2.

Para rezlizar estos estudios de optimizacion, se fian tomado muestras de ostre  “3l
Espigdn de Hueiva, que se separa del tejido, se homogeneiza y liofiliza durante 24 £
producto resultante se ‘niura y almacena para los analisis.

En cada ensayo se han tomado 2 g de muestra, que se enriquece con una cantidad
conocida de PCBs (PCB 1, PCB 11, PCB 29, PCB 47, PCB 121, PCB 136, PCB 185,
PCB 194, PCB 206 y PCB 209) con distinto grado de cloracion obteniéndose una con-
centracion final de 10 ng g-1. Se dispersa en una cantidad determinada de Celatom y
se introduce er. ia celda de extraccion (de 22 ml de capacidad). La celda se pre-calien-
ta durante 5 minutos y se introduce e! disolvente a la presion establecida. Después de
un tiempo de extraccion estatica, se arrastra el extracto hasta el recipieite de colec-
¢ion. El proceso se repite varias veces, y en la i.*ima se purga la celda con corriente de
nitrogeno durante 60 s. El extracto recogido se concentra en un rotavapor, se purifica
con columna de Flerisil, se vuelve a preconcentrar con rotavapor hasta uros 5 ml, y se
lleva a sequedad cor. corriente de nitrogeno. Se redisuelve en 100 ul de patrén interno
(etil paration) y se inyectan 3 ul en el GC-MS.
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4.4. EFECTODE L ~ :SICN
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OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE PCBS EN MUESTRAS DE BIOTA..,

Coguina Chirla Ostra Coquina Coquina fango  Concha fina
Comp. (Isla Cristina) {Terron) (Huelva) (Dofiana) |Guadalquivir) (Nerja)
ASE Soxhlet ASE Soxhlet ASE Soxhiet ASE Soxhlet ASE Soxhiet ASE Soxhlet
BC RTINS Tt 117 nMo 07 GRR 968 ¢ T 02
pe 14,1 296 T 1010 A ETARR IO RIS
PCR2A o~ . 4,08 JAVEN 0.0 ! : H6 0 Q)
PCB47 AL 1) 9BY a6 . 1Q TN 3 74 957
PCB121 a5 e Y .76 22 L8y 966 97 o 980
PCB136 Y 1.0 888 il oL A B S VR
PCE185 o ar a8 9f 9463 5090 9& |5 9%
PCB194 ST dbr ) ; N 388 279 83 948 992 0
PCB206 - v 78 LG /995 997 4949 o404 1 0
PCB209 Yy UE ol 1+ I S . 1220 1010 "7 010
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PROBLEMAS ASOCIADOS CON LA EVALUACJON AMBIENTAL DE
LOS COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS

l. Giraldez, E. Morales y J.L. Gomez Ariza

P T ~

- nwcay CoMat e T
f a3, 21518053 e =

de la

Eltributilestano (7BT) es un contaminante que se introduce en ef medio marino a tra-
vés de las pinti~~ & i crustante de los barcos. Este compuesto tiene diversos efec-
tos sobre [0s organismos ¢ ~0s, comio Matformaciones en ostras y otros bivalvos, impo-
sex en gasteropodos. Estos procesos afectan a la tasa de desarrollo, crecimiento y
reproduccion de estos organismos y contribuye a una mayor mortalidad de los mismos.
Ello ha motivado diversas regulaciones de los organismos publico con responsabilidad
medioambiental en el ambito europeo y mundial y hace necesario disponer de métodos
para la monitorizacion continua de estos contaminantes. La evaluacion de los niveles de
contaminacion en sistemas acuaticos precisa ¢ ~studio de aguas, sedimentos y tejidos
bioldgicos. No obstante, no basta con los resultados analiticos sobre concentracion de
especies organoestannicas para una correcta interpretacion del significado medioam-
biental de los mismos, por 'o que es necesario considerar otros paradmetros que deter-
minany afectan laprese  a de estas sustancias, en especial en tejpdos bioldgicos. Entre
las variables mas criticas en cuanto a su influencia en la correcta interpretacion de los
datos analiticos sobre la presencia del TBT y sus productos de degradacion hay que con-
siderar la estabilidad y conservacion de los compuestos organoestannicos en tejidos bio-
l6gicos, variacion espacial y temporal de su presencia en bivalvos, los factores de bic-
concentracion y los procesos de acumulacion en diferentes tejidos.

1. ESTABILIDAD Y CONSERVACION DE LOS COMPUESTOS ORGA-
NOESTANNICOS EN TEJIDOS BIOLOGICOS.

Se han estudiado muestras de ostras (Crassostrea gigas)y berberecho (Cerastoderma
edulis). Antes de eliminar las conchas de los bivalvos, se depuraron con agua de mar lim-
pia y filtrada (0.45 mm) durante 24 horas. El tejido se homogenizd y se dividié en dos par-
tes. Una de ellas se conservd a-200C vy la otra se liofilizo y se conservd a 40C. Se deter-
mino la concentracion inicial de los compuestos organoestannicos, tanto en las muestras
fresca como liofilizadas, observandose que el proceso de liofilizacion es un excelente pro-
cedimiento de secado de las muestras que no produce inter-conversion de especies. Los
analisis posteriores se realizaron a los 15, 30, 60, 90, 150, 210, 270, 365y 540 dias.
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PROBLEMAS ASOCIADOS 1 N )N AMBIENTAL DE LOS COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS

2. VARIACION ESPACIAL EN BIVALVOS DEL SUROESTE ANDALUZ

El muestreo se llevo a cabo en 16 estaciones distribuidas a lo largo de 3 areas de
la costa de Huelva (Fig. 2):

- Costa de Huelva, se consideran playas arenosas (Matalascanas y la Antilla), y los
espigones de Juan Carlos |y Punta Umbria.

- Rio Piedras posee una gran barrera de arena en fa desembocadura lo que pro-
voca un encerramiento del agua. Hay dos fuentes potenciales de compuestos orga-
noestannicos: el puerto deportive de El Rompido y el puerto pesquero de El Terron.

- Ayamonie e isla Cristina se encuentran en las marismas de dos rios (rio Guadiana
y rio Carreras, respectivamente) conectados entre si por canales. En este siste-
ma pueden destacarse los esteros de Canela y Pinillo, los puertos pesqueros de
Ayamonte e Isla Cristina y el puertc deportivo de EI Cantil,

| ()| (b)

()
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PR "M € 50C ADOS CON LA EVALUACION AMBIENTAL DE LOS COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS

CONCLUSIONES

E. la evaluacion ambiental de la presencia de compuestos organoestannicos en bival-
vos, n ) alaconcenfracion de las diversas especies quimicas presente en los mismos
debe tenerse e cuenta los siguientes factores:

1) Los cc wpuestos butilados de estano en ostras y berberecho son estables duran-

te 3 meses y cuando se conserver liofilizada a 40C, y a-200C.

2) Los niveles més altos de TBT se encuentra en los puertos, tanto deportivos (Isla
Cristina) como pesqueros (El Rompido)

3) Se debe moritorizar el muestreo de bivalvos parala determinacion del TBT tenien-
do en cuenta ia estacion del ano (verano o invierno) y el area en donde se real:-
za {puerto recreativo o puertos pesqueros)

4) De los organismos estudiados, las ostras y los mejillones son los que presenta
mayor capacidad de acumulacién de TBT.

5) La tendencia de acumulacion de TBT en los distintos tejidos de la V. decussata
es: agallas > sifon > visceras > manto > musculo.
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OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA
DETERMINACION DE ESPECIES DE SELENIO NO VOLATILES EN
MUESTRAS DE BIOTA

Marco Antonio Caro de la Torre, Inmaculada Giraldez Diaz
y José Luis Gomez Ariza

Deper ite e Quimica y Ciercias de los dles. tse POt .
Universidad de  elva. Campus de La Rabiga. Ztra. de Palos de la Ftra. <71, 21819 Huelva.

El selenio es un elemento esencial para la mayoria de los organismos vivos, en los
que desempenan diversas funciones, como la proteccion de las membranas. En (a natu-
raleza, el elemento se puede encontrar en diversas especies quimicas, tanto inorgani-
cas como organicas, en muestras medioambientales. La toxicidad de este elemento depen-
de de laforma en que se encuentre dentro del organismo, reduciéndose su caracter toxico
cuando se integra en una estructura orgénica, por ejemplo en aminoacidos. En la Fig.1
se representan las especies quimicas que se han estudiado.

i
Se O+ -Se—0O
OH— \O U
Selenito Selenato
NH, o)
Ci Se )k
NP g @)
() NH,
Selenocistina
o ~
Se
/Se\/\HJ\O ST T
NH, )

Selenometionina Selenoetionina
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OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARALADET<®!  ACIA DFEC TEC & F o,

Los compuestos de selenio que se eluyen de la columna cromatografica se mez-
clan "ondine" con un reactivo rédox para destruir los selenoaminoacidos y que se trans-
formen en selenito {SelV). Se utiliza un loop de PTFE de 6 metros de longitud, que se
introduce en un horno microondas doméstico a 150 W. El reactivo rédox consiste de
una disolucion de KBrO3 15 mM (flujo = 0.6 ml/min) y una disolucion de HBr 47% (flujo
= 1.2 ml/min). Despugs, las especies de selenio transformadas a selenito son enfriadas
en un loop que se encuentra inmerso en un bano de hielo. La generacién de hidruro se
lleva a cabo "onine" adicionando una disolucion de NaBH4 al 1.5% (p/v) en NaOH al 1%
(p/V) con un flujo de 1 ml/min. Los hidruros formados son transportado al separador
gas-iquido con la ayuda de un flujo de 100 ml/min de argén, siendo necesario un segun-
do flujo de 200 ml/min de argon para transportarlo al sistema de deteccion (fluorescencia
atomica, AFS). Se adiciona un flujo de 60 mi/min en el separador gas-iquido para man-
tener una llama de difusion de hidrogeno eni el detector.

3. OPTIMIZACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Se han estudiado los siguientes aspectos de la separacion cromatogréafica:

1) Separacion de los selenoaminoacidos mediante un mecanismo en fase reversa

2) Separacion de selenito y seleniato mediante cromatografia de intercambio anié-
nico.

3) Optimizacién de la conexién entre columnas

3.1. SELECCION DE LA COLUMNA DE FASE REVERSA

La separacién de los selenoaminoacidos se ha llevado a cabo en una columna de
fase reversa debido al mecanismo de particion que existe entre la fase estacionaria y
los grupos alquilos de los analitos.

Se han probado dos tipos de columnas:

- Columna Nucleosi! C18: con un diametro interno de 4 mm y tamano de particu-
la de Sum. Probandose dos longitudes 150 y 250 mm, respectivamente.

- Columna Tracer Excel: con un diametro interno de 4.6 mm, tamano de particula
de 5_my 100 mm de longitud.

Para las tres columnas se utiliza agua como fase mavit con un flujo de 1 ml/min.
Los selenoaminoacidos son eluidos en el siguiente orden: selenocisteina < selenome-
tionina < selenoetionina. ' metanol no se utiliza en la fase movil para aumentar la fuer-
za de elucién de la misma ¢ :bido a que se produce una distorsion en la linea base de la
senal de AFS. Se comprobd que los resultados no son reproducible cuando se utilizan
distintas columnas comerciales tipo Nucleosil, por lo que se optd por una columna
Tracer Excel, en la que los tiempos de retencion de estas especies se reducian emple-
ando un flyjo de 1.2 mi/min.
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OpPT fTZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES DE SELENIO...

Primera posicion: e) agua, usada como fase movil, pasa a través de la columna de
intercc 0 anionico y posteriormente por la columna de fase reversa. En esta posicion
seinyecta la muestra. El selenito y el seleniato son retenidos en la columna de intercambio
anidnico, mientras que los selenoaminoacidos son eluidos en el volumen muerto y son
transportado a la columna de fase reversa. En esta segunda columna, estas especies
son separadas y el eluyente es transportado "ondine” a la etapa de tratamiento con el
microondas y generacion de hidruro para la posterior deteccion mediante AFS. Una vez
que los selenoaminoacidos son detectados, la vélvula de conexion de columna se rota
manualmente a la segunda posicién.

Segunda posicion: La colurrna de fase reversa se encuentra en “by-pass”, y la fase
movil se bombea a través de la cc:umna de intercambio anionico. La fase movil se cam-
bia de agua a disolucion de acetato, siguiendo el gradiente de elucidon que se ha des-
crito en el apartado anterior, de esta forma se eluyen y detectan selenito y seleniato.
Después de la regeneracion de la columna de intercambio anidnico, la valvula se cam-
bia a la posicion inicial para efectuar el siguiene analisis.

—C18
N_/
HPLC == — ' - == Detector
SAX
HPLC == — = —>» Detector
SAX

El tiempo necesario para la separacion cromatogréfica de las 5 especies de sele-
nio es de 15 minutos. Los tiempos de retencion para SeCys, SeMet, Sekt, Se(lV), Se(Vl)
son 2.3, 4.6, 10.6, 12.7 y 14.5 minutos, respectivamente. En la Fig 4 se muestra un
cromatograma de los patrones de estos compuestos a una concentracion de 10 ng/mL.

El rango lineal (n=7) para las 5 especies de selenio fueron calculados para los ran-
gos de concentracion entre 1y 50 ug L-1. En todos los casos los valores de los coefr
cientes de regresién lineal fueron de r>0.998. La repetitividad (RSD) se encuentra entre
3y 7% RSD, calculada inyectando consecutivamente 5 veces una disolucion de 5 6 50
ug 1 de las especies. Lo limites de deteccion son 0.6, 0.8, 0.9, 0.8y 0.6 ug +1 la
SeCys, SeMet, Sekt, Se(lV) y Se(Vl), respectivamente.
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OPTIMIZACION DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES DE SELENIO...

4.1.1. EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO

Es necesario seleccionar adecuadamente el reactivo extractante para separar ias
sustancias que interfieren en la separacion cromatografica, y permaneciendo en ie fase
acuosa las especies de selenio.

F'~ acto del tre  iento enzimatico se enriguece cor cartidades conocidas de
las distintas especies ese )y seexiae asuvezc  disoivente organico en ia
relacior 1:1 durante 10~ o0s. Las especies prese  es en la fase acuosa se Geter-
minar ~~diante AFS sin hace <o del sistera rv0 \atografico.

Se ¢ 1 estudiado dos disolventes org® ¢ hexano y diclorome*aro. Los resulta-
dos obte Jos muest~  ~ausenciade pév idas e analito independier ~mente del disol-
vente ilizado. Sir  ~b 0, eldiclorc tomoextraet  aycrpc ¢ 3je delipidos que
el hexano, 1o que se anracie porelco sra «« otenue de  fase ~cuosa.

No obstante, el diciorometano o perr 2 extraer “ou0s '0g  idos, por lo que es
necesario recurric a ia extraccion en ~se solida.

4.1.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se emplea~ 600 mg de adsorbe *= solide, - na columna de vidrio. Esta se acon-
dicionay se anace la fase acuosa del “na :ado anterior. Los analitos sor posterior~ - e
eluidos con ur v men de disolvente adec 1adocc ¢y de I mimin-1, quedando rete-
nidos los  0s.

Seesd e e~ - 0s ~adstrhe 5, oo el poyve m o~ de
diso'vente para eluir las ¢ hecies de « 0. .0¢ = Jos neben que rene'acc m=n-
te.

Los adsortentes et 350N :0s - 3uienies:
— Absorbe 2ap - 0 .8, C18 I0)

- Absorbe = poiare 3 , CN

—~ Absorbe ite sde it~ b e ¢ 00 SCX

-/ asde - camt - o “2: SAX
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AVANCES EN EL PROCEDIMIENTO DE ESPECIACION
DE ARSENICO

Daniel Sanchez-Rodas Navarro y José Luis Gomez Ariza
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1. ANTECEDENTES

Hastalafecha, e )yertc 1abia abordado el estudio de las siguientes especies de
arsénico en muestras . oivalvos de la costa andaluza:
— Compuestos ino Janicos: arsenito y arseniato
- Compuestos org.  :0s: acido monometilarsonico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA)
y arsenobetaina AsB).

La determ nac 1de e<tos comuestos se 1a realizaco mediante una exiracciér de
las muestras of izawas cor  ~zclasde =~ Jagiaysva ~ar ediante ¢ malo-
gra 2liquidafotooxidac  7eneracir  de'udr 0s-es ectromefr ¢ f oresce ~aats-
micail PLC-UCH “AFS). Los sror > )g” mas e - asirasdel ve ve » sraro e

ent hasde~' .sedetectz a 1 es~ ~2d ' zor ~dearse o>
leza orgae icac ~ 1o corresponde ) ~h s ~toroeecisner ser  ~dosen
este 2~ idio.

Ein iz bibliogre  =sta ~ cnit I~ ~ pooo ~ -d -~ 0 esias
biologicas de pr edenci~ mar  ~aic:t zadasoor vt v de wséco e~ s nind
sidos (arsenoazicares,. “Stas st sk ssef~ m-0csus 7 der fomode P
por otro e As, debidoclast 10+ .cdea Hrose¢ e 0s. Eloroceso de for-
macion d~~ s arsenorribosidos se iricia ¢~ metilacior d¢'a 3é <0 inorganico que

se enctie  apresente en las aguas de mar. Ji~ “*as algasy mic  gar smos marinos
trensforman el arseniato en d netilarsérico, ¢ o resultado de un - 2c- 1smo de dete-
y acion. Dentro de laruta metabdlica, ' di~  ia sér o experime - “ievareacciones
¢ ~as,paraprodicr arsenorrbésidos que asuvez, —  ntere: ~nes dr entacion
anaerob’1y oxidacic ¢ dduce-arsemobetainacor - oy Yt u esquerzor YT
parae ~cic de arsénico en el mec ~ —arino se muestraer T al.
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EXPOSICION A CONTAMINANTES EN CONDICIONES CONTROLADAS DE UN CULTIVO DE CHIRLAS

Los arsenoazucares mas frecuentes detectados en el medio marino son cuatro, todos
ellos con una estructura comun y diferenciandose en una cadena lateral (Fig. 2):
() 3-[5"-deoxy-5"-8dimethylarsinoyl)-3-ribofuranosyloxylpropylene glycol,
() 3-[5"-deoxy-5"-8dimethylarsinoyl-3-ribofuranosyloxyl-2-hydroxypropyl 2,3-dihy-
droxypropyl fosfato
(I 35 deoxy-5-8dime - rsinoylH3ribofuranosyloxy)-2-acido hydroxypropanesulfonico
(IV) 3-[5"-deoxy-5"-8dit ~uy wrsinoyl)-B-ribofuranosyloxyl-2-hydroxypropy! hidrégeno

sulfato.
HQ .0
0 ﬁ (\}{’0
| o OH
Meoh 07O e 0
OH OH COH
OH OH OH OH
0 0
oo o §T N ey n 7Y o
OH OH
OH OH OH OH

2. AISLAMIENTO DE ARSENOAZUCARES

Debido a que los arsenoazucares no son productos comerciales, es necesario su
aislamiento y purificacion a partir de fuentes naturales. Para ello nuestro grupo de inves-
tigacion trabajo en colaboracion con el Dr. FK. Francesconi {Universidad de Odense,
Dinamarca) para lograr el aislamiento de los arsenoazlcares presentes en las muestras
de estudio.

Los arsenoazucares se aislaron a partir de un macroalga (Fucus serratus) que crece
en la costa danesa. Se tomaron 2 Kg de alga, se corto en trozos y se extrajo con meta-
nol. La disolucidn resultante se evapora, separdndose un residuo que se extrae con ace-
tonay se filtra. El residuo de la filtracidn se redisolvid en agua y se lavo varias veces con
dietiléter. Después de rofavaporar el agua se obtiene un residuc que contiene los cua-
tro arsenoazlcares. El esquema de la extraccién se muestra en la Fig. 3.
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EXPOSICION A CONTAMINANTES EN CONDICIONES CONTROLADAS DE UN CULTIVO DE CHIRLAS

noazucar y desp 2s el TRIS. | 2 “accion acuosa cc ydo el arsenoazucar se llevo a
sequedady se  ~*1o a-20‘C.

4. SEPARACION CROMATOGRAFICA

st ~racic croT togratica yde T s arsen ;ares se realizo mediante
e irote ~soact atrzdt o 5e0 T-MSH See ""W‘C( mnade " -
sart o o’ PRP X- ‘_/c< €7 oviltng ~s¢ A 377 0)MeOH/20
r NH4CO3 a o N3, Para yde*-c & se 3e 3cciond la masa/carga correspondien-
tea ¢ - ~-protonad ¢ - 10a especie:
Arsenoaziicar m/z
) ROH 329
i RPO4 483
oy RSO3 T Ess -
(V) R-SO4 409

La separacion, en condiciones isoc:iticas, se realiza <~ menos de 10 nmi~ios. Un
cromatograma correspondiente a 1 27 ppb de cada especie se muestra enla Fig 4.
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EXPOSICION A CONTAMINANTSC  CONDICIO)I *=rn 0 SF N T FC

5.EXTRACCION Y ANALISIS DE ARSENOAZUCARES EN BIVALVOS

Se ana ron dos muestra liofilizadas de coaquing (Dona.. culus) :omadas en 'z

zona de wazagéd eneneroy unio del 2o ). .'a L rextraccidn we los arsenoaclicares
se tomaron 0.25 g de we. aysetrataror o5 deaguay . frasc 1ns« el
uto. A contrvacior, r o esirase cent, o - )000 rpm 2ot »s. El

sobrenadanie se myec  on el LG 1S

Los resultados que se obr on indican gue la especie desconocida que se obser-
vo € xperie cias anter wes correponde a1 ) de 10S . arsc. razucares, Con
cretame »alfll), ~dimetiiarsinoyifosfato 1.06sido. El cror a correspor  nte
serepresentaer a 15,
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DETEF..  ACION DE ESPECIES VOLATILES DE SELENIO
(DIMETILSFK! ENIO, DIMETILDISELENIO, DIETILSELENIO) EN
SECL. “NTOS MEDIANTE PREEVAPORACION Y
DETERMINACION POR GC-MS

A. Velasco-Arjona, |. Giraldez, D. Sanchez-Rodas,
E. Morales y J.L. Gomez-Ariza

Nk tny N Ly Cipne oo e

iC ’0 S Up e e EDig a2t owe

Aung e 3s especies o aricas de selenio son menos toxicas que as inorgar zas,
puede absc e fac ~nlosie loshinanos  duciendo serios tras.ornos. Miv.as
de estas species orgd « sseorig ¢ 'anaturaleza co 10 consecuencia de diver-
$0s mec:  smos de de oxit cacior  ransforma dose 10S e :niuros morganicos (™ y

xicos)enes~~ =~ e L Exi runaclaraev  ncia de aproduccior de especics
organicas'*  ~s de se  r * especialmente d selenio )1 eSe) y dime  selenio
(DMeDSe) ~ nartir de sel~ s 'norgéanicos, ¢ com selenoc 2y seienome 0 a
por aacciordeinost oy 0s*  "syan naese e ~edic: a el e F' )MeDSe se
¢ ~do bié e rve3sec D8a098 m - . ~e' i~ vy mano. Por todo
€ € °C sart oy esi v “eméto o cospart aespeciacion quimica de com-
i ISV ;de e o~ ~ste po~ - uestras.

~nGE N S Ve ~ 2 ane "o, ar tonenic o ero atograia de
£~ , ~m as ~- o~ Mouehssemta et ee el
oot fmmmme e~ bhresr 0 be paras pos o e o~ gl
uso- i solver® de' or rée ade mper~ 3.l ‘15 metplt ot diver-
S0S < ~~GC-AAScc 1> apadep rayatrepzmie~to previa, espesizlmente pe a

ele~*vdioc Di - - el s¢' 0{DEtSe yDMeDSe, y el sistema GC-GF-AAS para dete
- or U 3d )b =2SeyDEtSey 0.2 ng de DMeDSe. Esi=  ~mo iimite de deteccion
"1 sera ~~1dn nara DMeSe y DMeDSe emplear ic 3C-QF-AAS.

- A4 o est s arala de =~ )nde col  uestos volatiles en ~ues-
rassc ~tge e poecluttdeiac i ogre ade gases acoplada con un
¢t~ aspar - 7t taveze dindar ooes  0.Sime  Hargo estas técnicas presentan
VE TTIr T e ~3, erespeciode cabezadir ¢ ‘oporcicnia recuperacicnes Hajas,

q - ccm o~ codiznteexperie jasc f cacl - astras de peces
yse ~ et 7oen St YA za tMfoc -t desec er ot
Irese ta “~erive s 0 e der - ¢ boc ¢ 1de »sa >
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Gl A 'V FM ¢r TECTADOS PO TECNICAS ATOMICAS

OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES

7n todas las experiencias se emplearon 5 g de tierra de diatome~~  1matriz 56 -
da para la camara inferior, fortificandola co 15, de DmeSe, 25ng 1 - ey 20 n
de DMeDSe en agua . =stilada.

PROCEDIMIENTO A

EnlaTabla 1 se wiestran todas las variables estudiadas pz ~'a extraccion de com-
pLastos organicos de selenio, senalandose los rangos y vaiore * itimos.

' mod o de preevaporacion se acopla can el sistema cromatog * z0y su com-
partime..te Luperior se infroduce < € 100p de la valvula de inyeccic  rig. 1A). El pro-
ceso de pervaporacion se intensi ca co~ la ayuda de un bano de agua 2 *emperaturas
entre 30y 85°C. as areas de los picos a menta con la temperatura hasta alcanzar un
méximo a 70°C ‘2bla 2). Temperaturas superiores no mejora la extraccic v, por tanto,
la precision disminuye, probablemente por la dificultad de estabilizar ' mperatura del
bano.

Se ha optimizado el tiempo necesario para preconcentrar los analitos sobre el gas
estatico en el copar  ~nto superior. La senal se optiene i~cluso sin llevar a cabo una
etapa de preconce tracion debido a la alta volatilidad de :0s analitos. Se han probado
varios tiempos de preconcentracion dede 0 a 10 min {Tabla 1), encontrandose el valor
optimo a los 3 min.

La Fig. 2A muestra el cromatograma obtenido para una muestra fortificada con 20
ng de Se en las diferentes especies ensayadas u el patron interno.

Parametro Rango Valor aptimo
Temperatura del baro, *C 30-85 70
Tiempo de preconcentracion, min’ D-10 3
Tiermpo de preconcentracion, min 0-15 7
Temperatura de la trampa, “C 50-25 0
Temperatura en fa purga. °C 50 - 250 150
Flujo de He, mi min* 1465 52

Flujo de Ny, mi min 4-50 35
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CONTAMINACION DE METALES DETECTADOS U 0 I & ;

ere v ¢ decorge— OV (o™ 2art e o hielo/e 3w . deratura de 0°C), y

R T R T - >, Ch oo 2sdos, Meousprocac )S se
0 oy M3 veg 3 pICO, Me ) f0on .. dCeraex e o laelareasere
por »i see e Se  doopoi auege erail.  dosc osaL  eCi .nis
raglciic y con d 50 S ve exper «  So .

Ser o arrn mpe asc:uesoret en e 50y 250 'C aume. © . pe-
ratire b 'aa a zer ~oogl snprg L, pera egarres 1o S0 F
gose ~ valerer ) .C oh ¢ dviaoee L0 ase
estuc Yelr nmne 2 5y siore yoOXE IR T EITNG
siéne sl o 2(50-250 S hcorrc Nse e L.  ymayorera. ujo uti-
lizado 1ayer € arear . S PICOS.

L~ iz 2. ™ 3¢ ¢r matogra ¢ -ser  :nCnarauna o~ ada
con20' 5 e Sedecal . Yyna.on o et .

Temperatura (°C) Area relativa de pico* = SD (%)
DMeSe DEtSe DMeDSe
| 30 75+4.C e3.6 T w44
40 80=3.6 72- 3 70+3.9
50 892572 2.9 £0=4 5
ou 98+3.7 954, 92- 12
h 9. .9 99 5.7 > T
80 10 3.7 - e
85 99+5.8 / S
Flujo de N, {ml min ) Area relativa de pico* = SD (%)
DMSe DEtSe
i 79240 .34
10 37+ 70+4.2
2. 97 4.4 C2 9
.37 G7+4.7
35 37+5.0 1 =4
40 13 94=52

b} T 8/+4.b
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CONTAMINACION DE METALES DETECTADOS POR TECNICAS ATOMICAS

tnelc o :ografo se introdujeron alicuotas de 1 m! que se analizaron por GC-MS.
Las curvas ¢ @ ¢ ibracion fueron lineales para cantidades de selenio (como Se) inferio-
res a 41 ng (coeficiente de correlacién, r = 0.98) para el DMeSe, 61 ng (r=0.997) for
DEtSe y 37 ng (r=0.998) para DMeSe. Los limites de deteccion se estimaron en 0.5 ng,
0.7 ng y 0.5 ng para DMeSe, DEtSe y DmeDSe, respectivamente. Las sensibilidades
(pendiente de las curvas de calibracion) fueron 85.3+3.1, 106+3.3y 253+4.3 mg-1 de
Se para DMeSe, DEtSe y DMeDSe, respectivamente. Las disoluciones se analizaron al
MeNnos CINCo veces con desviaciones estandar relativas inferiores al 8% cuando se
usaba la altura de los picos. La respuesta del detector empleando el area de los picos
era generalmente inferior al 5%. Por esta razon se emplearon las areas en estudios pos-
teriores.

Analito Rango lineal Sensibilidad r Limite de deteccion
[ng Se) (pendiente curva {ng Se)
de calibracion}

A) Sin preconcentracion

DMeSe <82 76.7 0.296 2.8
DMeDSe <87 11 0.297 3.3
DEtSe <9 78.2 0.995 29
B) con preconcentracion

[ n & 88.2 no3 0.3
DMeDSe «<7" z 0.999 05
DEtSe <91 112 0.998 n.6
C) Caracteristicas del método de inyeccion directa

DMeS 0N 95 0,698 )
DMeDS~ < 1 753 0.998 0.5
DEtSe <102 106 0.997 0.7

Las curvas de calibracion obtenidas mediante el procedimieto sin preconcentracién
(Tabla 4A) eran lineales para cantidades de las especies de selenio {como Se) inferiores
a 72 ng (r= 0.996) para DMeSe, 96 ng (r=0.995) para DEtSe y 71 ng {r=0.997) para
DMeSe. Los limites de deteccion son 2.8 ng, 2.9 ngy 3.3 ng para DVieSe, DEtSe y DMeSe,
respectivamente. Las sensibilidades (pendiente de la curva de valoracion) fueron 76.4,
78.2,y 181 ug! de Se para DMeSe, DEtSe y DMeSe, respectivamente. Se obtuvieron
reproducibilidades inferiores al 9% al analizar cinco muestras fortificadas con 20 ng de
cada una de las especies organoselénicas en dias diferentes.

Las curvas de calibracion empleando el procedimiento con preconcentracion (Tabla
4B), empleando patrones a cinco concentraciones diferentes (tres replicados de cada
una) eran lineales para cantidades de compuestos de selenio (expresadas como Se) infe-
riores a 32 ng {r = 0,998) para DMeSe, 51 ng (r=0.998) para DEtSe y 40 ng (r=0.999)
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CONTAMINACION DE METALES DETECTADOS POR TECNICAS ATOMTCAS

Jas de nrecon-

Anadide Encontrado Recup., %

obliga ai uso de proced de especiac'en miy sensbies co .
centracion.
Muestra DMeSe DMeDSe DEtSe
Aiadido  Encontrado Recup., % Asadido Encontrado Recup.%
{ng Se) (ngSe)  (RSD. %] ({ngSe} (ngSe} (RSD,%) (ngSe) ({ngSe)
RoT v 147 i A 225 11 34)
Ayi ' 1" . 94 >
Laguna de E! Portil 2 L Sl 240
Cuerte T ida 137 ' 2098 o 247

Puerio PL g i rie 6.3 e _E

{RSD, *Ap






AISLAMIENTO DE SECUENCIAS DE DNA QUE CODIFICAN METALOTIONEINAS EN DISTINTAS ESPECIES DE BIVALVOS

AISLAMIENTO DE SECUENCIAS DE DNA QUE CODIFICAN
LAS METALOTIONEINAS EN DISTINTAS ESPECIES DE
MOLUSCOS BIVALVOS

Gabriel Dorado, M?® Victoria Funes y Juan Lopez Barea
Dpto. ¢ 'v == ° 7 B a7 A Camipus de
¢ N/ km. 396a. 1407° "M0BA

Con el fin de clonar los cDNAs correspondientes a los genes que codifican 1as pro-
teinas conocidas como metalotioneinas (MTs) de varios moluscos bivalvos del litoral sura-
tlantico espanol, entre los que se encuentran Chamelea gallinay Crassostrea angulata,
se han ensayado diferentes estrategias experimentales basadas en la amplificacion de
DNA de tales organismos mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR; del
inglés, “Polymerase Chain Reaction”). Como primer paso de la mencionada estrategia
se ha llevado a cabo una comparacion de las secuencias de las metalotioneinas depo-
sitadas en la base de datos publica GenBank, que se puede encontrar en la direccion
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>.

La Figura 1 muestra el alineamiento de secuencias codificantes de cDNAs (CDSs u
ORFs; del inglés, “Complete coDing Sequences” u “Open Reading Frames”, respectiva-
mente) de las metalotioneinas de distintos moluscos bivalvos, realizada con el algoritmo
Clustal de la aplicacion MegAlign 4.05/99 del paquete LaserGene99, Mac OS (DNAStar,
Madison, WI, USA <http://www.dnastar.com>). La figura incluye las secuencias de dos
especies de ostras Crassostrea gigas 'y C. virginica, las de tres especies de almejas
Ruditapes decussatus, Ruditapes philippmarum y Venerupis pullastra, asi como seis
secuencias del mejillon Mytilus edulis y otra de Mytilus galloprovincialis, una de Dreissena
polymorpha, y tres de P. viridis. Se aprecia una marcada divergencia entre ellas, aunque
hay algunas zonas comunes conservadas que se muestran sombreadas en amarillo en
la Figura 1. Estas zonas se encuentran localizadas en la regién que codifica tales pro-
teinas, situadas tras el triplete ATG de inicio de la traduccion del mRNA, en la posicion
146, y que acaban en posicion 381 con el triplete TGA de fin de mensaje.

Las analogias y diferencias entre las secuencias quedan reflejadas en el correspondiente
dendrograma (Figura 2), que muestra un arbol filogenético en que las diferentes secuen-
cias se agrupan por semejanza evolutiva. Las secuencias de P. viridis se separaron de
las demas hace tiempo; las MTs pequenas del mejillén M. edulis divergieron mas tarde,
yla MT grande de M. edulis y la de M. galloprovincialis ain después. Las restantes secuen-
cias de metalotioneinas de moluscos bivalvos se han ido separando desde entonces,
siendo las mas parecidas entre si las de las MTs de C. gigas y la de R. philippinarum.
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PFCOIIECTA NE RIQMARCADORES MOLECULARES DE CONTAMINACION EN EXPERIMENTOS A CORTO Y LARGO PLAZO...

Dada la altaredundancia del codigo genético universal, con varios tripietes que codi-
fican L '« ismo aminoacido, las semejanzas se acenttan al comparar los péptidos codi-
ficados pc las secuencias, lo que se muestra en 3 Figura 3. Este mayor parecido de
las secuencias protéicas debe generar un arbol I ogenético mas preciso que se mues-
tra en la Figura 4.
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EFECTOS DE LOS CONTAMINANTES EN LOS RECURSOS PESQUEROS Y MARISQUEROS DEL LITORAL ANDALUZ

Conviene destacar que la secuencia peptidica consenso de las metalotioneinas de
moluscos bivalvos publicadas en GenBank contiene un total de 21 cisteinas (Cys), 18 de
las cualas estan organizadas en nueve series de dos cisteinas separadas por un ami
noacido cualquiera. Esta divergencia tan acentuada de las secuencias de metalotionef-
nas, podria deberse a dos hechos que no son mutuamente excluyentes:

1) La existencia de diferentes familias génicas de metalotioneinas, como parecen

sugerir los alineamientos de los CDSs.

2) La presencia de dominios o motivos mas laxos que los que existen en otras pro-
teinas mas conservadas. Ello podria indicar que la naturaleza ha podido selec-
cionar en esta ocasion diferentes modos de interaccion metal-péptido, sin tener
que restringirse, como en otros casos, a una Unica secuencia ultraconservada.

La divergencia antes indicada planteaba nuevos problemas a la estrategia de clo-
nacion de tales mRNAs (cDNAs) inicialmente pensada. No obstante, aunque la secuen-
cia nucleotidica consenso de las MTs ya secuenciadas es muy degenerada, se obser-
vaban en ella algunos hechos significativos que se muestran en la Figura 5 y que podrian
facilitar nuestra tarea. En efecto, de las veintiuna cisteinas conservadas a nivel de pro-
teina, en dieciocho de ellas se mantiene la secuencia consenso. Todas estén codifica-
das por un triplete TGY, donde Y corresponde a las dos bases pirimidinas existentes (C
o T; del inglés, “pYridimidine”), de acuerdo con los dos codones codificantes que exis-
ten en el codigo genético para los residuos cisteina, TGC y TGT. La secuencia consen-
S0 poseia ademas otros codones mas degenerados, tales como WSN, NSN y DSN que
se encontraban en 1, 4 y 6 posiciones, respectivamente, que también podrian codificar
Cys.

5-WBNNSNGVNC CNTG YAAYTGYRTNVRNDSN RRNRNNKRNN NNTGYDVNDV 50
NDSNWSNHVN DVNRMNBSNT GYHVNTGYGG NNVNDVNTGY MARTGYDSND 100
VNSVNRRNTG YRVNTGYDVNNSNWRNWVNG TNDNNIGYHV NTGYDSNGRN 150
NVNIGYVMNT GYGRNDNNVR NTGYACNGGN NSNDNNWVNT GYMVNIGYRV 200
NNSNDSNTGY DSNTGYAAR-3' 219

Figura 5. Secuencia consenso de metalotioneinas de moluscos bivalvos. Se muestra el grado de degenera-
cion empleando los codigos de la “IUPACHUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN)” en
<http://www.chem.gmw.ac.uk/iupac/jcbn>. Se subrayan doblemente las regiones mas conservadas, mos-
trando en rojo y negrita los 18 tripletes TGY (Cys). Codigos IUBMB/IUPAC: A = Adenosine; B=C, Gor T, C =
Cytidine; D = A, G or T; G = Guanosine; H = A, C or T; | = Inosine (non-standard “wildcard” base); K = G or T
(Keto); M = A or C (aMino); N = A, C, G or T (aNy base); R = A or G (puRine); S = G or C (Strong-3H bonds); T
= Thymidine; V = A, C or G; W = A or T (Weak-2H Bonds); Y = C or T (pYridimidine).

Debido a la alta degeneracion de la secuencia consenso obtenida con los alineamientos
antes indicados, fue necesario disefiar también cebadores o iniciadores muy degenera-
dos para llevar a cabo la amplificacion del DNA mediante PCR. Siempre que fue posible,
se tratd de concentrar los cebadores en los segmentos mas conservados (que se mues-
tran subrayados en la Figura 5), que en muchos casos coincidieron con los 18 tripletes
TGY (codificantes de Cys). Este es un aminoacido muy abundante en las metalotionef




RESPUESTA DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE CONTAMINACION EN EXPERIMENTOS A CORTO Y LARGO PLAZO...

nas, que esta probablemente implicado en el mantenimiento de la estructura tridimen-
sional de la proteina nativa, gracias a los enlaces que forman los grupos —SH de sus
| cisteinas con los metales. Por otra parte, se procurd también disenar los cebadores en
' zonas que presentaran metioninas, ya que éstas carecen de redundancia. Por la misma
razon, se trato de evitar los tripletes codificantes mas degenerados (arginina, leucina y
serina).

Con todas estas ideas en mente procedimos a disefar veintidos cebadores, a los
que se les incluy6 la inosina en ciertas posiciones, para reducir en lo posible su grado
de degeneracion. En efecto, la inosina es una base nitrogenada que no esta presente
en el DNA de forma natural pero que aparea con cualquier base enfrentada a ella por lo
que se usa a modo de comodin. Para lograr un disefio 6ptimo de los cebadores se empled
el programa Oligo 6.63/00 de Molecular Biology Insights (Cascade, CO, EUA:
<http://www.mbinsights.com> y <http://www.oligo.net>). Los iniciadores utilizados se
muestran en la Tabla 1, pudiéndose realizar diversas combinaciones entre ellos a fin de
elegir las correspondientes parejas para llevar a cabo la PCR. Los cebadores con nime-
ros impares hibridan en el extremo 5’ de la secuencia consenso mostrada en la Figura
5, avanzando en posicion hacia el extremo 3'; son los llamados cebadores “directos”.
Por su parte, los cebadores denominados “reversos” tienen numeros pares e hibridan
en el extremo 3’ de la secuencia consenso, avanzando en posicion hacia el extremo 5'.
Hasta la fecha se han usado muchas de las numerosas combinaciones que podrian hacer-
se con todos los cebadores directos y reversos mostrados en la Tabla 1. A continuacion
se resumen los principales resultados obtenidos usando esta estrategia.

La Figura 6 muestra un fragmento corto de 14 pares de bases obtenido mediante
esta estrategia (5-GGCCGTGTAACTGT-3') a partir de RNA total de Chamelea gallina con
los cebadores degenerados Mete31 y Mete26 mostrados en la Tabla 1. Como era de ;
esperar, el BLAST (del inglés, “Basic Local Alignment Search Tool”) realizado con dicha é
secuencia en la base GenBank en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi>, usan- ‘
do GeneQuest 4.05/99 (LaserGene; DNAStar), no generé resultados positivos. Ello se
debe al hecho de que es una secuencia muy pequefia como para que su identidad par-
cial sea considerada estadisti-camente significativa —y atin menos biolégicamente sig- ]
nificativa— por el algoritmo BLAST (“Gapped BLAST” 2.1.1/00). Sin embargo, la traduccion f
de dicha secuencia en su fase correcta, genera un posible péptido con cinco residuos '
que contiene dos cisteinas (40'00%) separadas por otro aminoacido:
NH3-...~GlyProCysAsnCys-...-COOH, motivo caracteris-tico repetido nueve veces en
las metalotioneinas, lo que sugiere que podria corresponder a un cDNA de metalotio-
neina. Actualmente se esta utilizando dicha secuencia para tratar de obtener el corres-
pondiente cDNA completo, como se indica mas adelante.
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Por otra parte, se ha obtenido un fragmento mayor de 79 pares de bases a partir
de RNA total de Crassostrea angulata con los cebadores degenerados Mete 25 y Mete26
cuya secuencia se muesira en la Tabla 1. Su traduccion en fase a péptido genera una
proteina con un total de veintiseis aminoacidos con ocho residuos cisteina (al menos seis
de ellos también separados por un aminoacido cualquiera) lo que supone un 30'77% del
total de aminoéacidos, como muestra la Figura 7. En este caso, la comparacion BLAST
produjo resuttados positivos, que se muestran en la Figura 8. Se trata indiscutiblemen-
te de semejanzas con plena significacion bioldgica. Asi, el fragmento clonado presenta
una alta identidad con secuencias de cDNA procedentes de otros cinco moluscos bival-
vos: Ruditapes decussatus (100% para 79 bases), Ruditapes philippinarumy Crassostrea
gigas (98'7% para 79 bases), Venerupis pullastra (95'8% para 72 bases) y Crassostrea
virginica (92'3% para 26 bases). £stos porcentajes aumentan significativamente al com-
parar los correspondientes péptidos (no mostrado), confirmando la significacion biold-
gica de la homologia.

cDNA
5'-AGGTGCCCGGCTACGGGGTGTAAGTG—TGGACCCGGA™ STAAATGTGGTGACGGGTGTAAATGTT

CAGGC T ICAAAGTCAAGTGTAACTRCAGCGGATCTTGTGGT—TGCGGCGAAAAGTGTACCGGACCC
GCGAC-3'

AA
NH;-...-ArgCysProAlaThrGlyCysLysCys—GiyProGlyCysLysCysGlyAspGlyCyslysCysSerGlyCysLysVallys

CysAsnCysSerGlySerCysGly—CysGlyGluLysCysThrGlyProAlaThr-...-COOH

Figura 7. & er T ! e 78 saes 5 e
o L Mole Sy hote Lo Aw e ot
it o N
[

Por otra parte, la secuencia especifica de 79 pb obtenida de C. angulata se utiliza-
ra para clonar el cDNA completo de dicha metalotioneina, con la metodologia de
Amplificacion Rapida de Extremos de ¢cDNA por PCR (RACE-PCR; del inglés, “Rapid
Amplification of Cdna Ends-PCR"). La estrategia de la misma se indica en la Figura 9y
esta basada en el “Maratiion cDNA Kit” de Clontech (Palo Alto, CA, EUA; <http://www.clon-
tech.coms).
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Clonacion de cDNA mediante RACE-PCR
("Rapid Amplification of Cdna Ends-PCR")
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o —NNTTTTT —(25)-5'
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(RNasa H, DNA polimerasa I, DNA ligasa)
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RESPUESTA DE BIOMARCADORES MOLECULARES EN
COQUINAS DE FANGO (SCROBICULARIA PLANA{I
TRANSPLANTADAS AL ESTUARIO DEL GUADALQUIVIR

Antonio Romero Ruiz', Oscar Amezcua Rodriguez®, Antonio Rodriguez-Ariza’,
José Alhama Carmona’, José Naranjo Marquez?, José Luis Munoz Pérez?,
José Luis Gomez Ariza’ y Juan Lépez-Barea’

Loden etedeBie m oayBm s, Lrverzadad de Lo dnha,
Camnys A abanzes, e o o ¢ ster NV, km. 3%6-a. 1407 SC DI BA
2. AYElTores ', Aoteo. 16, T1ooe © S¢ N a3 Cédz
3. Depa--ar o Gy dade s Matcial - uveridad de Huelva

En este trabajo se han estudiado los posibles efectos bioldgicos del vertido toxico
de Aznalcollar, ocurrido en Abril de 1998, en los recursos pesqueros y marisqueros de
Estuario del Guadalquivir. La parte derecha de la Figura 1 muestra el cauce final del rio
Guadalquivir, desde la convergencia del Rio Guadiamar (Brazo de la Torre), y el Estuario
propiamente dicho. Como zona posiblemente afectada por el vertido de Aznalcéllar, ocu-
rrido en Abril de 1998, usamos las instalaciones de PISTRESA, frente al Brazo de la Torre
que se muestran de for ¢ ¢ allada en la parte zquierda de la figura. Como bioindica-
dores usamos tres especies de interés pesquero y marisquero presentes en el tramo
final del Guadalquivir y su Estuario: un moluscc ' vi vo, la coquina de fango (Scrobicularia
plana), conocido por su gran capacidad de acu~ metales pesados, L ~rustacec. el
camaron (Palemonetes varians), y dos peces, el ler ruado (Solea senegalensis), y 1a lisa
0 albur (Mugi! sp.).

Eneste estud =+ 5 2mos centrado en los experimentos realizados con cog — as
de fango transplantadas desde el ric Barbate (zona usada como referencia) al Est ario
del Guadalquivi© cuyas muestras se resumen en la Tabla 1, dejando para mas adelante
la comparacior : disti~tas zonas ¢on coquinas de fango y los estudios de transplantes
realizados con camarores y peces. En los lotes 1 y 2 se transplantaron coquinas de
fango al canal de entrada de agua a PISTRESA. Por contra, en el lote 3 ademés de a
PISTRESA se transplantaron en paralelo las cociras en un estero del CICEM “El Toruno”
comio control.

Antes de analizar las distintas 1 251738, pusimos a punto los protocolos de extrac-
cion y ensayo de los cisti~*0s bioma _adores que se iban a usar en el estudio adaptan-
dolos a las coc =~ de fango a partr de las condiciones ya optimizadas por nuestro
grupo en chir'as. De esta forma, demc *rz~0s gue 10s extractos crudos debien diali-
zarse, y que este proceso debia re~ zarse con tripa de diali:  en vez de con centrico-
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2) Contenido de metalotioneinas (MTs), ensayado con el ensayo colorimétrico de
Viarengo, ya explicado en el Capitulo 8.

3) Niveles de peroxidacion lipidica, midiendo los niveles de malondialdehido (MDA),
ensayado tras su reaccion con el acide tiobarbitdrico.

4) Contenido intracelular y estado redox del glutation (GSH, GSSG, 2 GSSG/GSH),
ensayado segun se ha descrito en el Capitulo 7.

Cada extracto crudo se obtuvo por triplicado y en cada une se ensayd por triplica-
do cada biomarcador, es decir, se tienen nueve “repeticiones” del mismo ensayo.

Coquinas de fango

Lote 1 PISTRESA FECHA cODIGO
Siernbra v/07/99 — h
Muestr O 0w 7/99 07.99, _oqO
Muesrt 1 27/07/99 2775 oq |
wooe 2 05/11, L .11.99/C0q 02
streo 3 20 LY 75.17.99/Cog 3
W 5o 25/1/0U ¢ MO og 4 .
I Y4 // /UU 7.2, 4
Miuestreo o 0/3/00 L o
Lote 2 PISTRESA FECHA CODIGO
nMuesreo 0 13/03/00 L0 0C0y 0
‘€0 29/03/00 } T
N estreo 2 11, 4, 0 11, 2
Muestreo 3 v U | 3
e0 4 . b U 13/L iC.
Lote 3 PEMARES Y PISTRESA FECHA copIG
Muestreo O 1 O 0
Mues 31 Y 0 13/00C0Q 01

Voostret 2 2/04/00 I 4/C0C0G 02
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Recientemente se ha  =dic ~lasme  tioneinas por el método del Viarengo en el
fercer ote, con! sresultar sque 2imu < enlaligura 6. Losr.  1dos no mues
ranni o~ disci v e caconrespect L lo respectivos ¢ e Ls. B L roncuerda
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La Figura 7 ‘ralos nive -~ de alguno~ - ~*~ ~ analizados ~ i e! grupo de la

Universidad de Huelva en el lote 3. £ 11os animales transplantados al estuario se acu-
mulaban algunos metales, como As total, Fe, Cdy Cu, hasta los 30 dias de exposicién,
disminuyendo luego desde ese momento hasta los 60 dias del transplante. No se encon-
traron diferencias notables en los contenidos de Cr y Mn entre animales control y pro-
blema.
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