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3. Material y métodos

3. MATERIAL Y METODOS

A continuacién se describe la metodologia establecida para alcanzar los objetivos
planteados, diferenciando dos grandes bloques dedicados a las metodologias empleadas
en el estudio de afeccion realizado en el entorno del emisario (apartado 3.2) y al andlisis
de la evolucion de las masas de agua en la Bahia de Santander (apartado 3.3). No
obstante, dada la importancia del propio sistema de sanecamiento como elemento
estructurante de estos objetivos, se incluye una breve descripcion del saneamiento
integral de la Bahia de Santander, tanto a nivel estructural como del funcionamiento de
las infraestructuras, el tipo de carga, el tratamiento al que se someten las aguas
residuales, el modo de vertido y la dilucion minima de los efluentes tratados o sin tratar

al medio marino (apartado 3.1).

3.1. DESCRIPCION DEL SANEAMIENTO INTEGRAL DE
LA BAHIA DE SANTANDER

El saneamiento de la Bahia de Santander constituye el sistema integral de canalizacion,
tratamiento y evacuacion de las aguas residuales de cerca de 230.000 habitantes
provenientes de los municipios aledafios a la Bahia de Santander. Desde un punto de
vista constructivo, este saneamiento se llevo a cabo en tres fases, durante el periodo

1998-2002, dedicados a la puesta a punto de cuatro grandes infraestructuras: el colector-
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interceptor y algunas redes de colectores secundarios de nueva creacion (Fase 1), la
estacion de bombeo e impulsion a la estacion depuradora, el sistema de evacuacion al
mar a través de emisario submarino (ambos elementos incluidos en la Fase II) y la

estacion depuradora de aguas residuales (E.D.A.R, Fase III) (Figura 3.1).

La primera de estas estructuras estd conformada por un colector-interceptor, cuya
funcién es la de regular la incorporacion de las aguas residuales y las escorrentias
generadas en las cuencas urbanas, recogidas en la red de colectores secundarios de la
ciudad. Este colector incluye una serie de estaciones de bombeo encargados de regular y
gestionar la mezcla y transporte de los vertidos urbanos hasta la estacion de bombeo
principal (segunda infraestructura), desde donde se impulsan las aguas residuales hasta

la EDAR, situada a las afueras de Santander.

FASE I
B) ENISARIO SUBMARING

8 FASE|
B) SANEAMIENTO DE BEZANA, MORTERA
.‘ ¥ LENCRES
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i | EmmpuisIoNAEDAR ; - e A1) UNIFIGACION DE VERTIDOS |
- 2 L it g DE SANTANDER, GAMARGO ||
2 e : ; / ¥ ASTILLERD |

4

Figura 3.1. Esquema de las fases de desarrollo del saneamiento de la Bahia de Santander (Zabala et al.,
1999). Los tanques de tormenta se sefialan en verde (@) y los alivios en naranja (Jl).
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Esta tercera infraestructura es la encargada de depurar las aguas mediante un
tratamiento biologico de alta carga (desbaste, desarenado, desengrasado, tratamiento
bioldgico y decantacidn), con el que se consigue una elevada reduccion de la DBOsy de
los sdlidos en suspension. Una vez tratadas, las aguas son vertidas al entorno costero de
la Virgen del Mar mediante la cuarta de las infraestructuras, consistente en un emisario
submarino de 2430 m de longitud. El arranque del emisario se sitia en las proximidades
de la Virgen del Mar y su traza discurre con rumbo N 12° 49’ W entre este punto y la
cota —42,5 m, donde finaliza el ultimo difusor. Este ultimo tramo, que comienza en la
cota =34 m, presenta una longitud de 280 m y dispone de un total de 21 tubos
elevadores, con tres boquillas de difusion situadas en sus extremos, por los que se van a

liberar los efluentes tratados provenientes de la EDAR

La calidad y volumen del efluente vertido a través del emisario submarino va a variar
dependiendo de las condiciones climatolégicas. Asi, durante tiempo seco, el volumen de
agua residual depurada vertida por el emisario es de unos 4500 1/s. Entre las
caracteristicas del efluente depurado cabe destacar los 60 mg/l de DBOs en el agua y los
50 mg/l de carga media de solidos en suspension (siempre y cuando la reduccidon
obtenida por la depuradora de DBOs y solidos sea del 70% y 80%, respectivamente).
Estas concentraciones variaran una vez sean vertidos a través de los difusores ya que el
nimero, distribucion y caracteristicas de los elevadores y boquillas difusoras del
emisario aseguran una dilucion minima de cien (1:100) para los caudales de evacuacion

que no se superen durante el 95% del tiempo de funcionamiento del mismo.

Durante la temporada de lluvias, el funcionamiento de la red normal varia, ya que los
fuertes aguaceros pueden provocar en determinados momentos la sobresaturacion de la
red de colectores. Durante estos episodios, el excedente no transportable por la red de
colectores es aliviado al estuario mediante los tanques de tormenta (vertidos de
“tormenta”) que aseguran una dilucion de 1:3 (1 residuales, 3 pluviales) o a través de los
distintos alivios establecidos a lo largo de la red de colectores (Figura 3.1). Por el
contrario, si la sobresaturacion se produce en el emisario, la evacuacion de los
excedentes se realiza, a través de un emisario de tormenta construido en la salida de la

EDAR, a la zona costera de la Virgen del Mar.

La puesta en funcionamiento del sistema integral de saneamiento se establecid en dos

etapas. En junio de 2001 se produjo la conexion del sistema de evacuacion de las aguas
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residuales desde la Bahia hasta el emisario submarino de la Virgen del Mar por donde
se comenzd a verter un efluente pretratado (desbaste, desarenado). Un afio mas tarde, en
junio de 2002, entré en servicio el sistema de depuracion bioldgico de la EDAR.
Posteriormente, se estan abordando obras complementarias de enganche de algunas
redes de colectores secundarios que representan un porcentaje pequefio de poblacion
con respecto al total del sistema, pero que producen efectos contaminantes en puntos

localizados del medio estuarino y costero.

Las predicciones tedricas calculadas a partir de los resultados de los modelos aplicados
al sistema de saneamiento adoptado han resuelto que el correcto funcionamiento de este
sistema hace esperar una baja probabilidad de incumplimiento de los criterios de calidad
establecidos en las masas de agua de la Bahia incluso durante los periodos de intensa

lluvia.

) Criterio Imperativo Criterio Guia (100
Periodo de (2000 UFC/100 ml) UFC/100 ml)
retorno (afios)
t Pr t Pr
5 2,1 6,4 5,7 0,4
10 2,2 6,9 6 0,5
20 2,8 10 7,5 1,4

Tabla 3.1. Tiempos de superacion (t, %) de los criterios Imperativo y Guia y probabilidad de rechazo (Pr)
asociada a los mismos en el punto de control de la Playa de los Peligros (Revilla et al., 1998).

Asi, por ejemplo, en el caso de la contaminacioén bacterioldgica (playas), los estudios
desarrollados, con base a una metodologia que predice el comportamiento de la red de
colectores a partir de la simulacion de su funcionamiento en las condiciones
meteoroldgicas registradas durante los ultimos 30 afios, han determinado, de modo
teodrico, que la probabilidad de rechazo de los criterios Guia e Imperativo (76/160/CEE)
en los proximos 20 afios es inferior al 10% en las playas del interior de la Bahia (Tabla

3.1).
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3.2. EVALUACION DE LOS EFECTOS PRODUCIDOS
POR EL VERTIDO DEL EMISARIO

El disefio y la metodologia aplicados en la evaluacion de los efectos producidos por el
vertido del emisario se organizd6 en dos grandes bloques metodologicos
correspondientes al estudio de la columna de agua y de los fondos, respectivamente. En
el primer bloque se expone la metodologia aplicada en el estudio del estado de las
aguas, agrupando el andlisis del estado trofico y quimico de las aguas adyacentes al
vertido, asi como en el analisis de la calidad bacterioldgica de las zonas de bafio mas
cercanas. En el segundo bloque se explica el disefio y métodos aplicados en el analisis
del estado de los fondos, englobando tanto los fondos sedimentarios adyacentes al
emisario como las comunidades bentdnicas que colonizan el fondo rocoso. Antes de
pasar a describir la metodologia, se incluye una breve descripcion del area de estudio, la

zona costera de la Virgen del Mar.
3.2.1. DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO

Localizado a unas 8 millas al Oeste de la Bahia de Santander (Cantabria) se emplaza el
entorno costero de la Virgen del Mar. Esta franja costera, de elevada hidrodinamica, se
encuentra situada entre los paralelos 43° 30,8 y 43°27,5° de latitud norte y 3° 52,9’ y
3°50,7° de longitud oeste.

La topografia de los fondos rocosos en dicha franja es muy irregular, con presencia de
grandes bloques de piedra mezclados con otros de menor tamafo, canales y paredes
verticales, ofreciendo un aspecto abrupto y cadtico (Revilla et al., 1998). A partir de
cierta profundidad, entre las formaciones rocosas se hallan intercaladas dos grandes
fosas estrechas de sedimentos. El mayor de dichos arenales presenta forma de media
luna y esta compuesto, en su mayoria, por arenas de tipo fino, que alcanzan espesores de

entre 1 y 6 metros (Figura 3.2) (MOPT, 1992).

Esta fisonomia es la responsable de la variedad de ambientes presentes en la zona. En
los ambientes mas someros (<25 m), las lastras y crestas de las formaciones rocosas se
encuentran colonizadas de forma predominante por Gelidium, Laminaria, Saccorhiza y

Cystoseira, mientras que las algas de menor porte se ven relegadas a paredes y

41




3. Material y métodos

ambientes menos iluminados. Tapizando el sustrato basal de las areas con mayor
dominancia en ambientes esciafilos se asientan comunidades de invertebrados,
principalmente filtradores. A mayor profundidad (30 a 45 metros de profundidad), los
fondos predominantes estan compuestos por lastras rocosas entre las que se intercalan

lenguas de arenas moviles.

Figura 3.2. Geofisica del entorno de la Virgen del Mar a escala 1:5000 (MOPT, 1992). La trama rallada
indica dominancia de fondos rocosos.

Las especies que colonizan estos ambientes son, en su mayoria, algas rodofitas de

escaso porte e invertebrados establecidos sobre o dentro de un sustrato biogénico

4




3. Material y métodos

constituido por restos de algas incrustantes y tubos de poliquetos (Revilla et al., 1998).
En la base de los bloques donde hay presencia de sedimentos, el sustrato rocoso aparece
limpio, por la abrasién producida por la elevada hidrodinamica y la presencia de las

lenguas de arena.

Direccion
altura oleaje (m) N N-E NE-E E E-SE S-SE S S-SW  W-SW w W-NW  N-NW
<0,5 1,97 2,46 2,07 1,18 414 0,98 0,49 0,59 1,38 1,67 1,28 2,66
0,5-1,0 1,87 3,25 4,64 4,04 0,69 1,38 0,49 0,59 1,87 3,84 3,55 2,37
1,0-15 1,67 1,36 2,56 1,77 0,19 0,39 0,49 0,88 1,87 3,15 2,56 2,66
1,5-2,0 0,88 0,78 1,58 1,79 0,29 0,09 0,49 1,18 1,87 1,97 1,77 1,18
2,0-2,5 0,29 0,49 1,68 0,29 0,09 - 0,19 0,19 0,49 1,08 0,59 0,79
2,5-3,0 0,29 0,09 0,39 0,29 - - 0,09 0,29 0,59 1,06 0,98 0,69
3,0-3,5 0,19 - 0,98 0,29 - - - - 0,29 0,79 0,59 0,49
3,5-4,0 0,09 - 0,59 0,98 - - - - 0,09 0,29 0,49 0,09
4,0-4,5 - - - - - - - - 0,19 0,09 0,09 -
4,5-5,0 - - - - - - - - - 0,29 - -
5,0-5,5 0,09 - 0,98 - - - - - N N N
5,5-6,0 - - - - - - - - - - 0,09 -
6,0-6,5 - - - - - - - - - 0,19 - -
6,5-7,0 - - - - - - - - - - - -
7,0-7,5 - - - - - - - - - - - 0,09
7,5-8,0 - - - - - - - - - - - -
Total 7,34 8,43 14,49 11,61 5,4 2,84 2,24 3,72 8,64 14,42 11,99 11,02

Tabla 3.2. Distribucion media anual del oleaje (frecuencias porcentuales) en la zona oriental del
Cantabrico para el periodo 1949-1969 (Oficina Britanica Meteoroldgica).

Las ondas de marea, el oleaje, el viento y las corrientes predominantes en esta zona van
a ser los principales factores generadores de la elevada hidrodindmica dominante. De
este modo, las mareas correspondientes a la zona de estudio son las caracteristicas del
océano Atlantico, con un periodo de 12 h 42°, con ciclos de pleamar y bajamar cada 6 h
21’ y un rango de oscilacion, de la altura media de marea, que se mueve en torno a los 4
metros. Por otro lado, el oleaje dominante en la Virgen del Mar, tanto a nivel de
intensidad como de altura, proviene del primer, segundo y cuarto cuadrante; por el
contrario, el componente sur del oleaje presenta valores considerablemente inferiores

(segun datos provenientes de la Oficina Britanica de Meteorologia) (Tabla 3.2).

De forma analoga, los vientos dominantes en la zona son los procedentes del W-NW,
W-SW y E-NE, con velocidades medias maximas, en torno a los 20 km/h. Hay que
destacar que la direcciéon dominante estd intimamente ligada a la estacionalidad, de
manera que durante el otofio y el invierno son los vientos procedentes del oeste y
suroeste los mas frecuentes, mientras que en la época estival destacan los nordestes

(Figura 3.3).
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ROSA DE VIENTOS

ESCALA DE VELOCIDADES (V. )
(en Unidades Beaufort)

ESCALA DE FRECUENCIAS (%)
9 mm = 5%

N' TOTAL DE OBSERVACIONES 51.865
N' TOTAL DE CALMAS 2.697
DIRECCION REINANTE W

Figura 3.3. Rosa de vientos obtenida a partir de los datos medios observados desde buques en ruta en la
cornisa cantabrica (Area I) ((Mufoz, 1995).

Por ultimo, otro de los factores que va a condicionar la hidrodinamica en la zona,
aunque a menor escala, son las corrientes generales superficiales y profundas. La
primera de dichas corrientes sigue un patrén circulatorio dependiente de la época
estacional. De este modo, durante los meses otofiales e invernales, frente a la Virgen del
Mar discurre una corriente superficial homogénea de W a E que alcanza su maxima
intensidad en invierno (en funcion de los vientos dominantes) con velocidades de cerca
de 1 nudo (para distancias superiores a los 100 km). El segundo modelo de circulacion
se produce en verano con corrientes superficiales inversas a las registradas en invierno,
aunque de menor intensidad, que discurren paralelas a la costa mostrando un
desplazamiento hacia el W (Gonzalez et al., 2004). En contraposicion, las corrientes

profundas, en esta zona, van a discurrir en sentido contrario a las superficiales.
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3.2.2. ESTUDIO DEL ESTADO TROFICO DE LAS AGUAS

Campanas de campo

El estudio del estado tréfico de las aguas se realizé mediante un analisis de la evolucion
espacial y temporal de las variables indicadoras en el entorno de la posible afeccion del
vertido. La posicion de las estaciones del muestreo, establecidas para dicho estudio,
qued¢ definida en funcién de su distancia a la salida del vertido procedente del emisario
y de la profundidad (todas las estaciones estuvieron localizadas entre los 25 y 45
metros, con el fin de evitar interferencias en las variables producidas por la

profundidad).

La malla de muestreo utilizada incluy6 11 estaciones situadas en 4 anillos concéntricos
(L1-L4) en torno a un punto central localizado en el segundo difusor. Los tres primeros
anillos (L1-L3) se situaron a 300, 800 y 1200 m, respectivamente, e incluian 9
estaciones, mientras que, las dos restantes (L4) se ubicaron en 4reas mas alejadas del
vertido y sirvieron como punto de referencia o control en el andlisis comparativo

(Figura 3.4).

El periodo de estudio fue de dos afios, durante los cuales se realizaron seis campaias de
muestreo distribuidas en tres épocas: invierno, primavera y verano. En cada una de las
seis campanas planteadas se procedid a la recogida de muestras de agua en las 11

estaciones indicadas anteriormente.
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Figura 3.4. Localizacion del area de estudio (Virgen del Mar) y distribucion de las estaciones de
muestreo, para el analisis del estado trofico y bacterioldgico de las aguas (Estaciones E1-E9 y C1-C2)
(m), de la calidad quimica de las aguas (Estacion B, (®)) y de la calidad bacteriologica de las aguas de

bafio (e).
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Toma de muestras y analisis de las variables

El estudio del estado trofico en los sistemas costeros se llevo a cabo mediante el andlisis
de las siguientes variables: salinidad, temperatura, pH, oxigeno disuelto, clorofila “a”,
nutrientes (NOs", NO,", NH,", PO,*) s6lidos en suspension, turbidez y aceites y grasas.
La toma de muestras para el andlisis de las variables se llevd a cabo en el barco
oceanografico “José Rioja” del Instituto Espafiol de Oceanografia (Figura 3.5). La
cuantificacion de dichas variables se realizd mediante la utilizacion de medidas en
continuo, a lo largo de perfiles verticales, y a partir de muestras discretas recogidas a

diferentes profundidades (superficie y fondo).

Figura 3.5. Barco oceanografico “José Rioja” del Instituto Espafiol de Oceanografia utilizado para la toma
de muestras.

Las mediciones en los perfiles verticales se realizaron mediante un CTD marca Seabird
SBE 19 que estaba complementado con sensores especificos para la cuantificacion
simultanea de la salinidad (a partir de la conductividad), turbidez, pH, oxigeno disuelto
y clorofila “a” (Figura 3.6). La atemperacion de los sensores se realizd en cada nueva
medicién. Para la calibraciéon del electrodo de oxigeno disuelto se tomaron, en
determinadas estaciones, muestras de agua para el analisis del oxigeno en el laboratorio
mediante el método volumétrico Winkler, modificado con azida sddica. El procesado de
los datos se realiz6 en el laboratorio, donde los datos brutos tomados por el CTD fueron
corregidos mediante el empleo del programa Seabird Processing, para eliminar los
errores generados por el movimiento del CTD en el agua (penduleo, loops, etc) y para
transformar los registros de conductividad a datos de salinidad. La integracion de los

datos obtenidos se efectud cada medio metro.
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La Tabla 3.3 muestra los métodos estandarizados empleados para de determinacion de
las variables medidas en continuo, asi como los instrumentos de medida empleados y la
precision de los mismos. Las muestreas puntuales realizadas en superficie y fondo de
la columna de agua se emplearon para el andlisis de sélidos en suspension, nitratos,
nitritos, amonio, fosfatos, aceites y grasas. La toma de muestras se realizo con botellas

Niskin de 5 litros de capacidad (Figura 3.6).

Figura 3.6. CTD y botella Niskin utilizada para la toma de muestras.

Las muestras de agua para el andlisis de nutrientes y solidos en suspension fueron
almacenadas en botellas de plastico de 1 litro. Una vez en el laboratorio, las muestras
fueron filtradas y congeladas hasta su posterior procesado, excepto las obtenidas para el
analisis de solidos en suspension que fueron refrigeradas a 4° C y procesadas dentro de
las 24 horas posteriores a su recoleccion. El filtrado de las muestras de sélidos en
suspension se realizd con un equipo de filtracion MILLIPORE y discos de fibra de
vidrio WHATMAN GF/C de 47 mm de diametro. Ademas, con el fin de eliminar
interferencias provocadas por la retencion salina, las muestras fueron lavadas con agua
destilada. Por otro lado, las muestras para el andlisis de aceites y grasas fueron
almacenadas en botellas de vidrio esmerilado (1 litro) y conservadas mediante la adicion
de 1 ml de H,SO4 hasta su inmediato procesado. Todas las muestras fueron analizadas
en laboratorio mediante metodologias estandarizadas especificadas en el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (1995) y en el manual de la

EPA (U.S. Environmental Protection Agency), que se resumen en la Tabla 3.3.
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Modo Toma Limite de
Variables - Unidades Técnica Método detecciéon/Ra Tipo sensor/ instrumento Precision
medida muestra .
ngo medida

Salinidad C PSU CTD  Electrometria APHA -2520 B Salinidad 0a7 Conductimetro SBE-4 0,001
Temperatura C °C CTD  Electrometria APHA -2550 Temperatura -5a35 Termistor SBE-3 0,01

) C mg/1 CTD  Electrometria APHA-4500 G Oxigeno 0-15 Electr.membrana SBE-23y 0,1
Oxigeno disuelto

P mg/1 Niskin ~ Volumetria/Winkler APHA-4500 C Oxigeno e

pH C CTD  Electrometria APHA-4500-H" B pH 0-14 pH-metro SBE-18 0,1
Turbidez C NTU CTD  Nefelometria APHA-2130 B Turbidez 0-750 Turbidimetro Seapoint <2%
Clorofila "a" C ng/l CTD  Fluorimetria APHA-10200 H Clorofila 0.03-75 Fluorémetro WETstar 0,03
S. suspension P mg/1 Niskin ~ Gravimetria APHA-2540D - Balanza Sartorius AC 201 S 0,1
Nitratos (N-NO;) P uM/1 Niskin  Espectrofotometria V APHA-4500-NO;" F 0,01uM/l  Autoanalizador Bran+Luebbe AA3 -
Nitritos (N-NO,) P uM/1 Niskin  Espectrofotometria V APHA-4500-NO, A 0,01uM/l  Autoanalizador Bran+Luebbe AA3 -
Amonio (N-NH,) P uM/1 Niskin  Espectrofotometria V APHA-4500-NH; H 0,01uM/l  Autoanalizador Bran+Luebbe AA3 -
Fosfatos (P-PO,) P uM/1 Niskin  Espectrofotometria V APHA-4500P F 0,01uM/1  Autoanalizador Brant+Luebbe AA3 -
Aceites y grasas P mg/1 Niskin  Espectrofotometria IR APHA-5520 C 0,0lmg/l  Espectrofotometro IR Perkin-Elmer Parangon =~ -----
Escherichia coli P ufc/100ml N/M  Filtracién por membrana  Chromocult® coliform agar

Tabla 3.3. Variables analizadas en las aguas. En la tabla se exponen ademas el tipo de medida; C= continua o P= puntual, las unidades de medida, el modo de toma de

muestras (N/M= Niskin y manual), la técnica (V=visible, IR= infrarroja) y método analitico, el limite de deteccion o rango de medida, el tipo de sensor o instrumento de

medida empleado y la precision del mismo.
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Analisis de los datos

El estudio estadistico de la posible afeccion ocasionada por el vertido continuo del
emisario sobre el estado trofico de las aguas costeras afectadas se llevéd a cabo mediante
la combinacion de diferentes técnicas (estadistica descriptiva, ANOVA, correlacion,
Andlisis de Componentes Principales) que permitieron contrastar, de una forma
progresiva, la hipdtesis planteada. De este modo, el estudio se realiz6 en dos etapas:
primero se analizaron las tendencias espaciales y temporales de variacion y, en una

segunda fase, se evalud la tendencia general de evolucion del sistema (Figura 3.7).

La primera parte del estudio comenzd con el andlisis general de los parametros
estadisticos descriptivos (media, desviacion tipica, valores maximos y minimos) de cada
una de las variables analizadas agrupadas en los distintos anillos y campanas realizadas.
Posteriormente, a partir de la misma matriz de datos brutos, se establecid la
significacion estadistica de las diferencias entre las variables analizadas a distintas
distancias del punto de vertido (anillos) y en las distintas campafias mediante sendos
analisis de la varianza de una via (distancia y tiempo, respectivamente). Debido a la
falta de normalidad de los datos de la mayoria de las variables y de la heterogeneidad de
algunos grupos de varianzas, se optd por el empleo de una técnica de analisis de la

varianza no paramétrica, el ANOVA de rangos de Kruscal-Wallis.

El andlisis espacial de las variables se efectué por campanas, empleando para ello, los
registros brutos obtenidos en los perfiles verticales de las estaciones muestreadas en los
cuatro anillos (Figura 3.7). De este modo se ejecutaron 6 ANOVA de 1| via (uno por
campafia) asignando como factor fijo la distancia al emisario (anillos; L1-L4). En el
caso de la campafnia de invierno de 2002 en la que s6lo se comparaban dos grupos
(anillos L1 y L2) se utilizo el test de suma de rangos de Mann-Whitney. Los resultados
se expresaron mediante el estadistico H, para el Kruskal-Wallis, o T, para el Mann-
Whitney, y, en todos los casos, se indicod el nivel de significacion obtenido (p). Las
diferencias se consideraron significativas con p <0,05. Para detectar entre qué anillos
fueron significativas las diferencias, se realizaron test (a posteriori) de comparaciones

multiples de Dunn para Kruskal-Wallis (Zar, 1996).
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Figura 3.7. Esquema del tratamiento estadistico utilizado en el estudio del estado trofico de las aguas en el
entorno de emisario.

De forma analoga, se efectué el ANOVA de rangos y el test de comparaciones multiples
(Post Hoc) para determinar la existencia de diferencias estadisticas entre las variables
registradas en el sistema a lo largo del tiempo (analisis temporal), asumiendo para ello,
como variable independiente, el tiempo tras el inicio del vertido (campafias de
muestreo). Este andlisis se desarroll6 a partir de los datos de las variables promediadas
en cada una de las estaciones a lo largo de las distintas campanas analizadas. Por ultimo,
a fin de establecer el grado de significacion de las relaciones establecidas entre las
variables analizadas se llevd a cabo un andlisis de correlacion de rangos (Spearman) con
los datos promediados de las variables medidas en cada estacion a lo largo de las
campafas. Los Test de significacion estadistica se realizaron con los programas SPSS y

Sigmastat®.

La segunda fase de este estudio abordd el analisis de la evolucion global del estado
troéfico de las aguas mediante un analisis multivariante de Componentes Principales

(ACP). Este método estadistico de clasificacion busca establecer combinaciones de
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variables capaces de describir las principales tendencias observadas mientras se estudia
una matriz de datos. De este modo se pueden conocer las variables que mejor reflejan la
variabilidad del sistema y, en este sentido, constatar la importancia relativa de posibles

cambios explicados por aquellas variables asociadas al vertido.

La matriz de calculo estuvo conformada por los datos de las variables sin transformar
(tanto medidas de manera continua como puntual) obtenidos en la superficie y fondo de
la columna de agua en las 11 estaciones analizadas durante el periodo 2001-2003 (120
casos). Las medidas de asociacion empleadas en el ACP fueron las correlaciones entre

los pares de variables.

Una vez definidas las cargas que aportaron las variables ambientales a cada uno de los
componentes o factores, se realizo la agrupacion de los casos obtenidos en el ACP en
estaciones, anillos (andlisis espacial) y en campafias (andlisis temporal) calculando el
valor medio de las coordenadas de los casos (factor coordinates) obtenidas en el ACP
para una misma estacion, anillo o campafia (Figura 3.7). Dichos factores se utilizaron

para la representacion de los valores medios obtenidos en el espacio factorial.

Las agrupaciones espaciales (estaciones, anillos) proporcionan una idea global de las
condiciones troficas que se dan en el entorno del emisario sin tener en cuenta las
variaciones temporales. De forma analoga, la agrupaciéon de los casos en campaiias
ofrece una vision de la dinamica estacional, reduciendo la zona de estudio a un Unico

punto en el espacio factorial (campana).

Los ACP se calcularon mediante el paquete estadistico STATISTICA y las
representaciones graficas de las estaciones, anillos y campanas se realizaron empleando

el programa Sigmaplot .
3.2.3. ESTUDIO DEL ESTADO QUI'I\/IICO DE LAS AGUAS

Este estudio se llevo a cabo mediante la realizacion de un ensayo de bioacumulacion in
situ en organismos filtradores en el que se analizaron las concentraciones de los

compuestos toxicos mas comunes en las aguas residuales urbanas, los metales pesados.
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Seleccion de organismos

El organismo seleccionado para el ensayo fue el bivalvo filtrador Mytilus edulis
(mejillon). Su gran capacidad de bioacumulacion de contaminantes (capaz de filtrar
entre 1 y 2 litros a la hora) y su gran resistencia a la manipulacién, hacen que este
bivalvo sea empleado en numerosos trabajos de este tipo (Honkoop et al., 2003; Andral

et al., 2004).

Los mejillones empleados en el ensayo procedieron de las rias gallegas y su tamafo
oscilo entre 50 y 70 mm, asegurando, de este modo, la similitud genética, fisioldgica y
metabolica de los mismos (Figura 3.8). La limpieza externa de las valvas se realizd
empleando placas de polipropileno y guantes de latex para evitar cualquier tipo de
contaminacion de las muestras. Con el fin de reducir los efectos negativos sobre la
supervivencia de los individuos y la tasa de crecimiento derivados de una manipulacion
excesiva (Salazar et al., 1995), se extremaron las precauciones para no dafiar a los

organismos durante la misma.
Sistema de cultivo

Para llevar a cabo este estudio se disefid un sistema de cultivo consistente en un cabo de
nylon, de 7 mm de didmetro y 8-10 m de longitud, anclado a la escollera de proteccion
del emisario mediante un ancla de tipo DANFORT de 70 kg y sujetado por una boya,
sobre el que se enganchaban las unidades experimentales de incubacion (Figura 3.9).
Cada unidad experimental consistia en una cesta de 50 x 25 x 10 cm, fabricada
manualmente en malla plastica flexible de 1 cm de luz de malla, que estaba subdividida
en 10 compartimentos de tamafio similar con capacidad para albergar unos 15
individuos (Figura 3.8). Esta estructura evitaba el hacinamiento de los mejillones y

permitia una exposicion homogénea al vertido.
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Figura 3.8. Seleccion de los especimenes seglin tamafio (a), introduccion de los mismos en las unidades
experimentales (b). Unidades experimentales (c) y pieza de anclaje a las estructuras de fijacion (d).

7 Unidades
experimentales

40-45 m

Escollera
L “
Ancla

Figura 3.9. Esquema de una estructura de fijacion junto con las unidades experimentales.
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Disefio experimental

El estudio se llevd a cabo en la zona de los difusores, a unos 40-45 m de profundidad,
mediante la colocacién de dos unidades de cultivo ubicadas a ambos lados de la
escollera, a unos 7-10 m del difusor. Tras la colocacion del sistema de soporte, el
experimento se extendid durante un periodo de 100 dias, contados a partir de la
introduccion de las unidades experimentales, en el mes de mayo de 2004 (primavera-
verano). Como pasos previos al transplante, se seleccionaron 1500 individuos al azar,
que fueron introducidos en cada una las 10 unidades experimentales (150 individuos por
unidad), los cuales se acondicionaron durante 5-6 dias en tanques de agua de mar en

circuito abierto.

De este modo, a finales del mes de mayo se realizo el transplante de 8 de las 10
unidades experimentales a la zona de estudio (4 unidades x estructura) mediante
buceadores con equipos autonomos. Las dos unidades que no fueron transplantadas
fueron retiradas de los tanques de acondicionamiento con el fin de procesar los
mejillones para el posterior analisis de las concentraciones basales o control de metales
pesados en los mismos (T0). A partir de dicho momento, durante los tres meses que
durd el ensayo, se llevo a cabo la recogida de dos unidades experimentales (una unidad
por estructura) con una frecuencia aproximadamente mensual, de modo que, finalizado
el ensayo, se dispuso de material para analizar correspondiente a tiempo TO (control),

T30, T60 y T100 dias de exposicion al vertido (mejillones tratados).

Con objeto de relacionar la posible bioacumulacién de contaminantes con el vertido del
emisario, se realizd0 una caracterizacion simultanea del efluente de la EDAR. La
caracterizacion de los efluentes se efectud sobre muestras compuestas (12h) generadas a
partir de submuestras horarias recogidas con un muestreador automatico en la arqueta
de salida de la depuradora de San Roman, siguiendo las recomendaciones de la
Normativa ISO 5667-2:1991. Al objeto de caracterizar la variabilidad del efluente, estos
muestreos se efectuaron durante ciclos de 24 h (2 muestras: periodo nocturno y diurno),
repetidos cada 15 dias durante los 3 meses que dur6 el ensayo de bioacumulacion
(mayo-julio 2004), haciendo un total de 20 muestras de agua (10 muestras x 2 réplicas).
Las muestras de agua fueron almacenadas en botellas de vidrio esmerilado de 1 litro de

capacidad hasta su analisis.
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Procesado y andlisis de las muestras

A medida que fueron retiradas las unidades experimentales, los mejillones se
sometieron a una fase de depuracion, durante 24 h, para la eliminacion de pseudoheces,

en una depuradora con circuito abierto de agua de mar tratada con rayos UV.

Posteriormente, el procesado de los mejillones se llevd a cabo en el laboratorio, donde
se procedid a la extraccion de los tejidos en vivo con la ayuda de escalpelos de acero
inoxidable. Los especimenes de cada muestra fueron escurridos durante 30 segundos,
empleando un embudo Biichner, con el fin de eliminar los restos de liquido intervalvar

antes de ser congelados a —18° C.

Los analisis de metales pesados (Zn, Cd, Hg, Ni, Cu, Pb, Cr total y As) se realizaron
conjuntamente al finalizar el estudio de campo. Para ello, se procedi6 al descongelado
de las muestras antes de realizar su homogeneizacién en un mortero de agata y la
digestion acida de dicho material en un horno microondas. Las concentraciones de los
diferentes metales pesados en las muestras (extracto de muestras de mejillones y aguas
del efluente de la EDAR) fueron analizadas, salvo el mercurio, por espectrofotometria
de masa con plasma de acoplamiento inductivo segin el método EPA 6020. Las
determinaciones analiticas se realizaron con un espectrofotémetro MS-ICP serie 7500 c,
modelo G3155A, siendo el limite de deteccion de la técnica 0,001 mg/kg. La
concentracion de mercurio en todas las muestras fue analizado por espectrofotometria
de absorcidon atdémica por técnica de vapor frio, siguiendo el método APHA 3112b,
siendo el limite de deteccion de la técnica 0,001 mg/kg. Por ultimo, en el caso del
arsénico, las interferencias creadas por los cloruros fueron eliminadas mediante el

empleo de celda de colision.

Las concentraciones de metales en mejillones obtenidas se expresaron en base seca

(mg/kg peso seco de mejillon), tras el calculo del residuo seco de las muestras.

Analisis de los datos

El estudio de la evolucion temporal de la concentracion de metales pesados en los
mejillones parti6 del andlisis de los parametros estadisticos descriptivos de cada una de

las variables analizadas.

56




3. Material y métodos

Para examinar el grado de significacion de las diferencias establecidas entre las
concentraciones de los metales en los mejillones a lo largo del tiempo se realizd un
analisis de la varianza (ANOVA) de una via: el tiempo de exposicion al vertido (0, 30,
60 y 100 dias). Antes de ejecutar el analisis, se verificd la homogeneidad de varianzas
(Test de Levene) y la normalidad de los datos (test de Kolmogorov-Smirnoff). De igual
forma, debido al elevado crecimiento observado en los mejillones a lo largo del estudio
se realizd6 un andlisis de correlaciéon entre el peso seco de los especimenes y la
concentracion de metales presentes en el tejido de los mejillones para comprobar si los
datos necesitaban ser estandarizados (Andral et al., 2004). La ausencia de relaciones
positivas entre ambas variables a lo largo del tiempo fue suficiente para descartar este
tipo de transformacion. Para aquellas variables (metales pesados) para los que se
obtuvieron diferencias significativas en los ANOVA se realizaron comparaciones
multiples mediante el Test de Tukey (Post hoc) con el fin de valorar la significacion

entre los distintos tratamientos.

Por ultimo, las concentraciones medias de metales pesados obtenidas en la carne de los
mejillones control y transplantados fueron comparados con los niveles de referencia (I-
Bc, I-Mc y I-Ec) establecidos por un organismo con elevada experiencia en este campo
como es el Instituto Francés de Investigaciones marinas (IFREMER, 1993). Estos
niveles de referencia (I-Bc, I-Mc y I-Ec) son los rangos de concentracion planteados
dentro de los cuales los mejillones se consideran que muestran un estado de calidad
bueno (nivel basal: I-Bc), malo (nivel de precaucion: I-Mc) o extremadamente malo
(nivel de peligro: I-Ec), respectivamente. Las concentraciones se expresaron en mg/kg
peso seco. De igual manera, las concentraciones de metales analizadas en el efluente
fueron promediadas y comparadas con los valores limite de estos compuestos que
pueden tener los vertidos desde tierra a mar establecidos por la Administracion de
Murcia. Asi mismo estas concentraciones fueron contrastadas con los objetivos de
calidad de las aguas de mar establecidos por la Legislacion vigente (Directivas
82/176/CEE; 83/513/CEE) y por Belzunce (2004) para el Pais Vasco, valores obtenidos
a partir de diferentes aproximaciones que combinan criterios quimicos y bioldgicos
(EPA, 1999) asi como por valores propuestos en la Legislacion Espafiola y Europea

(Directivas 82/176/CEE y 83/513/CEE).
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3.2.4. ESTUDIO DE LA CALIDAD BACTERIOLOGICA DE LAS
AGUAS DE BANO

Este estudio contempld la realizacion de ensayos complementarios dirigidos a: 1)
analizar la variabilidad de los contaminantes bacteriologicos en el entorno del vertido
del emisario; 2) estimar la calidad bacteriologica de las aguas de las playas mas
proximas al punto de vertido del emisario durante una temporada de bafio y; 3)
determinar los rangos de variacion de este tipo de contaminantes a lo largo de un ciclo

diario en una playa situada en el area de influencia del vertido del emisario.
Disefio de muestreo

La consecucion del primero de dichos ensayos se llevo a cabo mediante la realizacion
de una unica campaia durante la temporada de bafio de 2003. Su ejecucion coincidié en
el espacio (estaciones de muestreo) y en el tiempo con la campafa estival
correspondiente al estudio del estado trofico (Figura 3.4), utilizando los mismos medios
ya indicados (apto. 3.2.1). En este caso, el muestreo se realiz6 a dos niveles de la
columna de agua (superficie y fondo), almacenando las muestras recogidas en
recipientes de polipropileno estériles, de 100 ml de capacidad. De forma
complementaria, se disponen de datos bacterioldgicos del efluente de la EDAR
recogidos en la arqueta de salida de la instalacion durante la temporada estival de 2004

que servirdn para estimar los factores de reduccion alcanzados.

Por otro lado, el segundo de los ensayos se llevo a cabo, también, durante la temporada
de bafio de 2003, mediante muestreos semanales en 4 estaciones establecidas en las
playas de San Juan de la Canal (SJ) y la Virgen del Mar (VM) (2 estaciones por playa)
(Figura 3.10). La recogida de las muestras para este estudio se llevo a cabo a las 11:00
horas, todos los lunes y miércoles incluidos en el periodo comprendido entre el 21 de
julio y el 24 de septiembre (10 semanas). En cada estacion se recogieron dos muestras
de agua directamente en recipientes de polipropileno estériles de 100 ml de capacidad, a
30 cm de la superficie del agua en zonas donde la profundidad fue superior a 1 metro.
Ademas, se midio la temperatura ambiente y la temperatura del agua, estimando, asi
mismo, la nubosidad, como octavos de cielo cubierto, y la turbidez en el momento de la
toma de muestras. De igual modo se desarrollo, en esta época, el estudio de la evolucion

de la calidad bacterioldgica en dos estaciones de la playa de San Juan de la Canal (SJ) a
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lo largo de un ciclo diario (Figura 3.10). La toma de muestras para este estudio se
realizd, siguiendo el mismo procedimiento que en el caso anterior, aproximadamente

cada hora, desde las 7:00 a las 20:00 h.

Figura 3.10. Estaciones de muestreo para el estudio bacterioldgico en las playas de San Juan de la Canal
(S)) y la Virgen del Mar (VM). El estudio de la contaminacion bacteriologica de las aguas de bafio se
realiz6 de julio a septiembre de 2003.

En todos los casos, la variable seleccionada para estimar la influencia del vertido fue la
concentracion de Escherichia coli, indicador de la calidad bacteriologica empleado en el
disefio medioambiental del emisario y en la Directiva de calidad de las aguas de bafo

vigente (2006/7/CE).
Procesado y analisis de las muestras

Las muestras de agua obtenidas en los tres estudios se almacenaron en un lugar fresco y
se trasladaron al laboratorio para su inmediato procesado (<6 horas). El analisis de las
muestras para la deteccion y cuantificacion de Escherichia coli se efectud siguiendo el
método Chromocult® Coliform agar aprobado por la EPA bajo las normas referentes a
Coliformes Totales (40 CFR Part 141). Esta técnica de filtracion por membrana, que
emplea como medio de cultivo el Chromocult® Coliform agar de la casa Merck, se llevd
a cabo siguiendo las indicaciones establecidas en la ficha técnica proporcionada por los
fabricantes. La incubacion tuvo lugar a una temperatura entre 35 y 37° C durante 24 h.
Una vez finalizado el tiempo de incubacion se procedid al recuento de las colonias
tipicas de E.coli, considerando como tales aquéllas que presentaban un color entre azul

oscuro y violeta. Las concentraciones de E. coli se expresaron en UFC/ 100 ml.
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Analisis de los datos

A partir de los resultados obtenidos se aplicaron tratamientos especificos para cada uno
de los ensayos. Asi, la variabilidad espacial de la contaminacion bacterioldgica en el
entorno del emisario se analizdé mediante la interpolacion de los resultados obtenidos a
cada nivel de profundidad (superficie/fondo), utilizando la técnica de krigging del

programa Surfer 8.

En relacion con la calidad bacterioldgica de las aguas de las dos playas proximas, el
procedimiento de andlisis estadistico aplicado fue el propuesto en la Directiva
2006/7/CE. Este se basa en la determinacién de los valores de concentracion del
indicador bacteriologico (E.coli) correspondientes al percentil 95 y 90, respectivamente,
a partir de la distribucion de probabilidad obtenida, en este caso, de los resultados de
cada playa a lo largo de la temporada de bafio. Dichos percentiles representan los
parametros de calidad que se contrastan frente a los umbrales establecidos para E. coli
en la Normativa (percentil 95<250 UFC/100 ml: calidad excelente; <500 UFC/100 ml:
calidad buena; percentil 90< 500 UFC/100 ml: calidad suficiente) (Tabla 3.4). Asi
mismo se elaboraron graficos de probabilidad de superacion (%) de una cierta
concentracion de Escherichia coli para las playas de San Juan de la Canal y Virgen del
Mar.

Por ultimo, los rangos de variacion de dicho indicador a lo largo del ciclo diario se
analizaron mediante la representacion directa de las concentraciones obtenidas a lo
largo del tiempo, utilizando, ademas, la misma aproximacion metodolégica planteada en

la Directiva, aplicada, en este caso, a los registros diarios.

Aguas costeras y de transicion

Calidad Calidad Calidad

Parametros .
excelente buena suficente

Enterococos intestinales (UFC/100 ml) | 100 (*) 200 (*) 185 (*%*)
Escherichia coli (UFC/100 ml) 250 (*) 500 (*) 500 (**)

(*) Con arreglo a lo dispuesto a la evaluacion del Percentil 95 (Anejo II)
(**) Con arreglo a lo dispuesto a la evaluacion del Percentil 90 (Anejo IT)

Tabla 3.4. Valores del percentil de las enumeraciones microbioldgicas a partir de las cuales las aguas se
considera que tienen una calidad excelente, buena o suficiente segun los Anejos I y II de la Directiva
2006/7/CE.
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3.25.ESTUDIO DE LA CALIDAD DE LOS FONDOS
SEDIMENTARIOS

Disefio de muestreo

La comprobacion del estado fisico y quimico de los fondos se realiz6, de acuerdo con la
propuesta de Smith et al. (1987) y Roper et al. (1989), en la zona de mayor influencia
del vertido (200-300 m de radio alrededor de los difusores), un ano después de la
entrada en servicio del saneamiento (verano de 2002). Para ello, se disefié una malla de
muestreo de 16 estaciones distribuidas, de forma sistematica, a lo largo de 4 transectos
ubicados con un angulo de 70-110° entre si, que tomaron como punto de partida el
segundo difusor (Figura 3.11). En cada transecto se localizaron 4 estaciones, a una
distancia aproximada de 50, 100, 200 y 300 metros del punto de vertido, en las que se
recogié una muestra de sedimento, de modo directo, por buceadores autonomos. Las
muestras obtenidas se almacenaron en botes de polipropileno y posteriormente se

congelaron a una temperatura de —18° C hasta su posterior procesado.
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Figura 3.11. Localizacion del area de estudio (Virgen del Mar), distribucion de las estaciones de muestreo
del sedimento en los transectos T1 a T4 (®) y localizacion de las estaciones de muestreo (R1, Al y A2)
correspondientes al estudio de las comunidades bentonicas de fondo duro (0).
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Procesado y andlisis de las muestras

Antes de realizar los andlisis, las muestras fueron descongeladas al aire. Posteriormente,
el sedimento fue secado a 105° C durante 24 h, para realizar los andlisis granulométricos
y de materia organica y para obtener material suficiente para las determinaciones

analiticas realizadas sobre la fraccion fina (metales pesados y bifenilpoliclorados

(BPCs)).

Los analisis granulométricos se realizaron, en seco, por gravimetria de particulas (escala
de Wentworth) empleando una columna de 7 tamices homologados marca CISA (4; 2;
1; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,063 mm de luz de malla, respectivamente) y una balanza de
precision Sartorius SL 150S (+0,001 g), tras realizar una combustion seca a 550° C
durante 6 horas en un horno mufla Hobersal HK-11, partiendo de una muestra del

sedimento previamente homogeneizada y secada a 105° C.

El andlisis de metales pesados se realiz6 sobre la fraccion fina (<0,063 mm) con el fin
de normalizar los datos e incluy6 la determinacién de As, Cd, Cu, Fe, Hg, Pb, Ni, Zn y
Cr total mediante espectrofotometria de masas con acoplamiento inductivo, salvo en el
caso del mercurio que se utilizd espectrofotometria de absorcion atémica por técnica de

vapor frio, siguiendo las especificaciones técnicas indicadas en la Tabla 3.5.

Por tultimo, los BPCs (congéneres: BPC,s, BPCs,, BPCo;, BPCy13, BPCi33, BPCys3 y
BPCg) se determinaron siguiendo un método basado en la Norma Holandesa VPR
C88-16, previa extraccion con éter de petrdleo y 2 h de agitacion o sonicacion.
Posteriormente, el extracto se concentraba y lavaba mediante un cleanup con florisil.
Una vez limpio, el extracto fue analizado por cromatografia gaseosa con detector de

captura electronica en un cromatografo Autosystem (Perkin-Elmer).

Ademas, este estudio contd con datos fisicos y quimicos de sedimento no perturbado,
analizados durante el afo 2005, segiin la metodologia descrita, en zonas del Cantdbrico
aledafias (GESHA, 2005). Estos registros fueron empleados como valores de referencia

o control en los posteriores analisis.
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Variables Tlp.o, Unidades Técnica Método Pretratamiento le'te.(,je Tipo sensor/ instrumento
fraccion deteccion
Granulometria Total % G Balanza de precision Sartorius BL 150S
Materia organica Total % G Horno mufla Hobersal HK-11
Fe, Mn, Ni, Pb, A .
S‘é’ncu’ Cr,Fe, Mn,Ni,Pb, As 03/ m  meke E  EPA 6020 EPA SW 3052 0,2 ugkg  Espectr. Mas. A. Inductivo MS-ICP 7500/G3155A
Hg <63um mg/kg E APHA 3112B  EPA SW 3052 0,1 pg/kg Espectr. Abs.Atémica Perkin-Elmer 5100 PC
BPC’s <63um ppm C Bas.VPR C88-16 Bas. VPR C88-16 0,04 ng/l Cromatogr. Gas. Cap. Electr. Perkin-Elmer Autosystem

Tabla 3.5. Variables analizadas en los sedimentos. En la tabla se exponen ademas el tipo de fraccion de sedimento analizado, las unidades de medida, la técnica empleada (G-
gravimetria, E-espectrofotomentria y C-cromatografia), el método analitico, el pretratamiento, el limite de deteccion del método de analisis y el sensor o instrumento de
medida empleado (Espectr. Mas. A. Inductivo: espectrofotometro de masas con acoplamiento inductivo. Espectr. Abs. Atdmica: espectrofotometro de absorcion atdmica.
Cromatogr. Gas. Cap. Electr.: cromatografo de gases con deteccion de captura electronica).
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Analisis de los datos

La comprobacién de la afeccion originada por el vertido del emisario sobre los fondos
sedimentarios adyacentes se efectud mediante tres tipos de aproximaciones: la
evaluacion de la calidad de los sedimentos, la constatacion de las relaciones existentes
entre las diferentes variables fisicas y quimicas y el andlisis de los factores que
condicionan la calidad actual de dichos sedimentos en el entorno de afeccion. Para
llevar a cabo el primer analisis se calcularon los parametros descriptivos de cada una de
las variables analizadas en las muestras de sedimento correspondientes a las estaciones
situadas en cuatro anillos concéntricos a diferentes distancias alrededor del difusor, asi
como en las estaciones control. Dichos valores fueron comparados con los criterios de
calidad propuestos a nivel nacional (CEDEX, 1994) para la evaluacién de materiales de
dragado y otros propuestos por la NOAA para la evaluacién de los efectos sobre las
comunidades biologicas (Long et al., 1995). En segundo lugar se llevé a cabo un
analisis de correlacion paramétrico (Test de Pearson, r) con los datos de las variables
medidas Gnicamente en los sedimentos de la zona del vertido, previa comprobaciéon de
la normalidad de los datos mediante el Test K-S (Kolmogorov-Smirnoff). Por ultimo, se
ejecutd un ACP empleando como medida de asociacion las correlaciones entre los pares
de variables medidos en el sedimento (datos sin transformar). Este analisis sirvio para
establecer, por un lado, los factores de variacion conjunta definidos entre los distintos
metales analizados, el contenido en materia organica y el porcentaje de finos (@ <0,063
mm) y, por otro lado, para cuantificar la influencia de dichos factores en el patron de
distribucion de los sedimentos con diferente calidad dentro de la zona de estudio. Los

ACP y andlisis de correlacion fueron ejecutados mediante el programa STATISTICA.

3.2.6. ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES BENTONICAS DE
FONDO ROCOSO

Disefio de muestreo

El andlisis de la afeccion sobre las comunidades bentonicas en el entorno de la Virgen
del Mar se realizdo en la zona rocosa adyacente al vertido. El estudio cuantitativo
realizado contemplé un disefio antes-después (Green, 1979; Underwood, 1994),

considerando las variaciones temporales en las comunidades que colonizan el entorno
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del emisario antes (estado basal) y después del inicio de los vertidos (estado de

perturbacion).

El estado basal se determind a partir del estudio realizado antes de la construccion del
emisario submarino, durante la primavera-verano de 1998 (Revilla et al., 1998). En este
periodo se llevaron a cabo dos campafias que incluyeron 3 estaciones de muestreo
localizadas a unos 35 m de profundidad, dentro de la zona de estudio, en las que se
recogieron 3 réplicas de 2500 cm” de superficie mediante muestreo directo (raspado

total).

El andlisis de las posibles perturbaciones originadas por el vertido se inicid dos anos
después de la entrada en servicio del emisario submarino y se prolong6d durante dos
afnos (primavera-verano 2003 y 2004). En ambas campafias se llevd a cabo un muestreo
en tres estaciones situadas a 40-45 m, a lo largo de un transecto de 200 m de longitud,
en la zona de influencia del vertido (R1: 0 m (escollera), Al: 50 m, A2: 200 m; Figura
3.11). En cada estacién se recogieron un minimo de 2 réplicas de 625 cm?, superficie
recomendada para las comunidades dominadas por invertebrados o por algas de
mediano y bajo porte (Hiscock, 1979; Fernandez & Niell, 1981; Borja, 1991), mediante

buceadores autonomos.

El material biologico recogido en cada muestra se guardd en bolsas de plastico
herméticas convenientemente etiquetadas y se transportaron al laboratorio donde se

congelaron a -18°C hasta su posterior procesado.

Una vez en el laboratorio se procedié al triado de las muestras con la ayuda de un
microscopio estereoscopico (KIOWA SZM-P), separando los organismos en los
principales grupos presentes para facilitar su posterior determinacion taxondmica y
cuantificacion. La identificacion de las especies se realizd6 con un microscopio
OLYMPUS BH empleando las claves de identificacion taxondémica especificadas en el
apartado bibliografico de esta tesis. Los criterios taxondmicos adoptados siguieron la

clasificacion propuesta por las escuelas inglesa y francesa.

La cuantificacion de la abundancia se estim6 en n° individuos/m” y la biomasa de las
especies de algas presentes en g PS/m’ (PS= peso seco). Los ejemplares fueron

conservados, posteriormente, en etanol al 70%.
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Analisis de los datos

El andlisis de la afeccion en el entorno del emisario contempld una serie de andlisis
estadisticos univariantes y multivariantes que se resumen en la Figura 3.12, cuyo
objetivo es aportar diferentes “lineas de evidencia” para responder cuestiones
relacionadas con la modificacion de la presencia de taxones, su abundancia o su
composicion relativa debida a la perturbacion provocada por el vertido. En primer
término, se procedio a la caracterizacion de las comunidades asentadas en el entorno del
emisario antes y después del inicio de los vertidos, mediante el empleo de analisis
univariantes a nivel de especie (Figura 3.12). Estos andlisis reducen los datos de las
especies presentes en cada muestra a valores de distintos coeficientes o indices

biocenoticos, los cuales se detallan a continuacion:

* Riqueza de especies (S): nimero medio de especies por muestra (n° spcs). Este indice

se precisa mediante valores especificos para las especies de fauna (Sn) y de algas (Sb).
« Abundancia (N): numero total de organismos de las especies faunisticas (n® ind/m?).
« Biomasa (B): biomasa de las especies algales presentes (g peso seco/m?).

* Diversidad (H’): calculada segun el indice de Shannon ((Shannon & Weaver, 1963).

S
H’:'izlpi log, p;

donde p; es la proporcion sobre la abundancia total de la especie i. La diversidad se
calcul6 atendiendo al numero de individuos de especies faunisticas “contables” (H’n) o

a la biomasa de especies algales (H’Db).

» Dominancia (Si’): calculado segun el indice de Simpson.

S
Si =1-2p;?

i-1
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donde p; es la proporcion sobre la abundancia total de la especie i. La dominancia
también se calculd atendiendo al numero de individuos de especies faunisticas

“contables” (Sin) o a la biomasa algas (Sib).

« Equitatividad (J’): calculado segun el indice de Pielou. Compara el valor del indice
de Shannon actual con su valor hipotético si todas las especies se hallasen en igual

proporcion (Log s).
J=H’ (log s)"

donde s, es la riqueza observada de especies. El célculo de la equitatividad se realizod
tanto con la abundancia en numero de las especies faunisticas (J’'n) como con la

biomasa de las algas presentes (J’b).

A partir de los valores calculados para las diferentes muestras, se calcul6 el valor medio,
la desviacion estandar, y los valores maximos y minimos de cada indice por estacion

(zona) y campaiia.

Ademas de los indices calculados, la caracterizacion de las comunidades contemplé el
analisis de la composicion taxonomica de las mismas. De este modo se cuantifico el
numero de especies pertenecientes a los distintos grupos taxonémicos en las distintas
réplicas y campafas analizadas, procediendo, posteriormente, al cdlculo de la media y
de las desviacion tipica para cada estacion muestreada (zona). Esto permitio la

comparacion de las composiciones taxondmicas antes y después de la perturbacion.

Como complemento necesario para cuantificar y valorar la significacion de los cambios
en la composicion taxondmica, se procedid a identificar las especies que contribuyeron
en mayor medida a diferenciar las comunidades establecidas en las estaciones
muestreadas en el entorno del emisario antes y después del inicio de los vertidos. Para
ello, se realizd un andlisis de similitud SIMPER (Clarke, 1993; Clarke & Warwick,
1994) con el objeto de determinar las diferencias entre los grupos o zonas establecidas
(antes-después; distancia al punto de vertido), mediante el reconocimiento de las
especies responsables de las similitudes dentro de grupos y de las disimilitudes entre

grupos. La matriz de partida de este analisis se construyd con los datos de
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presencia/ausencia de las especies de fauna y flora sin transformacion ni estandarizacion

previa.

Siguiendo el esquema metodolégico planteado (Figura 3.12), el grado de asociacion o
similaridad en la composicion, abundancia y biomasa de las especies presentes en las
muestras antes y después del vertido, se determind mediante andlisis multivariantes de
clasificacion jerarquica (clusters/dendrogramas). Para ello, se aplico el indice de
similaridad de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957) a la matriz de composicion especifica
de muestras, obteniendo una matriz triangular de distancias ecologicas, a partir de la
cual se generaron los clusters. La matriz de similaridad establecida entre los pares de
muestras se obtuvo segin el método group average en el que se toma como similaridad
entre réplicas o grupos de réplicas el promedio de las mismas entre los pares
establecidos. Para visualizar la relacion espacial entre las distintas muestras, se recurrid
al analisis no paramétrico de ordenacion MDS (Multidimensional scaling). E1 MDS
construye un “mapa’” o configuracion de las muestras, en un numero preestablecido de
dimensiones que trata de satisfacer las condiciones impuestas por la matriz de
similaridades ranqueada (rank ordering). Al igual que en el cluster o dendrograma, se
partio de la matriz de similaridad obtenida con el indice de similitud de Bray-Curtis,
empleando los datos de composicion, abundancia y biomasa de las especies previamente

transformados (VVx).

Con el objeto de aportar una ultima linea de evidencia sobre los cambios potenciales
asociados al vertido, se llevaron a cabo comprobaciones adicionales de la significacion
de las variaciones de las composicion y estructura de las comunidades bentdnicas a
niveles taxondémicos superiores a la especie, siguiendo los planteamientos esgrimidos
por (Ellis, 1985) sobre la aplicacion del concepto de suficiencia taxonémica a la
deteccion de impactos ambientales. De este modo, se repitieron los andlisis de
agregacion jerarquica y de ordenacion de las muestras, utilizando las matrices
cualitativas y cuantitativas generadas a nivel de género y de familia, y se compararon
las nueve matrices de similaridad obtenidas (presencia/ausencia de fauna y flora,
abundancia de taxones de fauna, biomasa de algas) mediante el coeficiente de
correlaciéon de Spearman por rangos (p), determinando el nivel de significacion

mediante el procedimiento de permutaciones RELATE (Clarke & Warwick, 1994).
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Figura 3.12. Esquema del tratamiento estadistico aplicado a los datos de bentos del entorno del emisario.

Por ultimo, se llevo a cabo el analisis de la variabilidad relativa entre las estaciones
control y las muestreadas tras el inicio de los vertidos como parametro indicativo del
estado de perturbacion de las comunidades. Para ello se procedio al célculo del indice
de dispersion multivariante (IDM) (Clarke & Warwick, 1994) entre todos los pares de
agrupaciones establecidas a partir de las matrices de similaridad. Este indice se emplea
para contrastar el promedio del rango de similaridades obtenidos entre las muestras
tomadas tras el inicio del saneamiento (R1, Al y A2) y el promedio de rangos de los
controles de 1998. Todos los andlisis univariantes y multivariantes empleados en este

estudio fueron ejecutados mediante los paquetes estadisticos PRIMER y STATISTICA.

70




3. Material y métodos

3.3. ANALISIS DE LA EVOLUCION DE LA CALIDAD DE
LAS MASAS DE AGUA ESTUARINAS

El disefio y la metodologia aplicados en el andlisis de la evolucion de la calidad de las
aguas y fondos sedimentarios estuarinos, tras el cese de los vertidos continuos sin

depurar a la Bahia se organiz6 en dos bloques metodolégicos.

El primer bloque, denominado “estudio de la calidad de las aguas estuarinas”,
expone la metodologia aplicada en el andlisis del estado trofico de las aguas en el
estuario, asi como en el estudio de la calidad bacteriolégica de las zonas de bafio
cercanas. El segundo bloque sintetiza el disefio y métodos aplicados en el estudio de la
calidad de los fondos estuarinos, englobando tanto los fondos sedimentarios como las
comunidades benténicas que los habitan. Dada la importancia de conocer la
geomorfologia y las caracteristicas ambientales del area de estudio en el disefio de los
muestreos, asi como de las presiones que sobre €l se venian originando, antes de pasar a
describir la metodologia, se incluye una breve descripcion del estuario que conforma la

Bahia de Santander.
3.3.1. DESCRIPCION DE LA BAHIA DE SANTANDER

La Bahia de Santander es una ensenada natural que se encuentra situada entre los
paralelos 43° 28’ y 43° 24’ de latitud Norte, y los 3° 49,9’ y los 3° 48,8’ de longitud
Oeste. Esta ensenada empezd a formarse hace doscientos millones de afios, por la
erosion de sedimentos blandos (yesos, arcillas, etc) ejercida por las fluctuaciones del
nivel del mar, la accion mecanica de las corrientes, asi como por la desembocadura de
los aportes de aguas continentales provenientes del rio Miera, y de las escorrentias de
Tijero, Solia y Boo. Originariamente, un alto porcentaje del interior de este estuario
estaba ocupado por marismas; sin embargo, los rellenos que se efectuaron desde
mediados del siglo XVIII para la construccion de estructuras portuarias fueron ganando
terreno al mar, hasta tal punto que actualmente solo el 16 % de los margenes de la Bahia

son costa natural (Garcia-Castrillo, 1997).

Pese a la reduccion de su superficie, este enclave presenta, en la actualidad, grandes

extensiones de fondos arenosos y fangosos de origen fluvial y biogénico que se
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extienden desde la bocana hasta el interior de las rias. Estos fondos se han visto
sometidos a la perturbacion producida por los usos y actividades humanas que se vienen
desarrollando en la Bahia (actividades portuarias, lavado de mineral, vertidos urbanos,
etc). El grado de perturbacion de estos sedimentos ha estado condicionado por la
intensidad, tipologia y localizacion de los efluentes que se han venido vertiendo a la
Bahia, asi como por las caracteristicas morfologicas e hidrodinamicas presentes en las

distintas zonas del estuario afectadas.

Estudios realizados por diversos autores (Moreno-Ventas (1998); Revilla, et al. (1998) y
Puente et al. (2002)) destacaron la existencia de cuatro grandes zonas establecidas en la
Bahia de acuerdo con las diferencias observadas en las caracteristicas fisicas, quimicas
y biolégicas de las aguas y de los fondos. Las dos primeras zonas engloban la margen
izquierda de la Bahia (frente urbano y canal), donde se localizaban los puntos de vertido
de aguas residuales urbanas de mayor caudal y donde se realizan la mayor parte de los
dragados portuarios. Estas zonas aun reciben en la actualidad los vertidos esporadicos
de “tormenta” liberados a la Bahia durante los periodos en los que se supera la
capacidad de carga de la red de saneamiento. Estas zonas estan caracterizadas por
albergar comunidades bentdnicas, en su mayoria empobrecidas por el grado de
contaminacion de las aguas y de los sedimentos y por la perturbaciones mecénicas
(dragados) a las que se ven sometidas (Puente et al., 2002). Las alteraciones
antropogénicas producidas y la elevada heterogeneidad espacial del sedimento
determinan la presencia de numerosas variantes de las comunidades asentadas (Lastra,
1991). Asi mismo, se puede sefialar que los poliquetos son el grupo mas abundante en la
mayor parte de los ambientes, siendo frecuentes, los fendmenos de dominancia de estas

especies.

En cuanto a las caracteristicas hidrodindmicas existentes en ambas zonas, los estudios
realizados han dejado evidencia de una alta hidrodindmica en la desembocadura que
aumenta hacia la zona de la canal de navegacion. Los principales factores generadores
de dicha hidrodinamica son las ondas de marea (Castillejo et al.. 1984), seguidas por el
oleaje y las descargas fluviales. Asi, por ejemplo, en el interior de la Bahia, la carrera de
marea media se sitia en 3 metros aproximadamente, llegando a un méximo de 4,75 m.
El caudal medio de agua que fluye a través de la bocana de la Bahia en el periodo

comprendido entre la bajamar y la pleamar es de 4000 m’/s, con méaximos de 5500 m’/s

72




3. Material y métodos

(FLTQ, 1990). Las velocidades de corriente mas destacadas en el interior de la Bahia,
las generadas con marea saliente, corresponden a zonas cercanas a la isla de la
Horadada, llegando a alcanzar una velocidad médxima de 92 cm/s en condiciones

favorables de viento y marea viva.

La segunda zona establecida engloba la margen derecha de la Bahia, donde se localizan
amplias extensiones de paramos intermareales y submareales. Esta zona apenas recibe el
aporte directo de las aguas residuales de Santander y se ve, al igual que las zonas del
frente urbano y canal, ampliamente influenciada por los procesos mareales y por la
desembocadura del rio Miera. En esta zona habitan las comunidades infaunales de
mayor biodiversidad y menor grado de perturbacion (Puente et al., 2002; Juanes et al.,
2004).

Por ultimo, la zona de las rias estd caracterizada por presentar bajas tasas de renovacion
de las aguas que, junto con la presencia de puntos de vertido de efluentes urbanos e
industriales (alivios), que todavia no han sido conectados a la red de saneamiento
(Figura 3.1), favorecen la contaminacion de las aguas y de los fondos sedimentarios. En
esta zonas, los fondos fangosos muestran altos contenidos en materia organica y
contaminantes quimicos (Viguri et al., 2002; Garcia-Castrillo et al., 2003) que se han
ido acumulando, a lo largo de los afios. Estos fondos van a estar colonizados por
comunidades biologicas muy poco diversificadas, con presencia dominante de
poliquetos de la familia Nereidae y del bivalvo Scrobicularia plana (Juanes et al., 2004)

dando una idea del grado de perturbacion al que estan sometidos.

3.3.2. ANALISIS DEL ESTADO TROFICO DE LAS AGUAS
ESTUARINAS

El estudio del estado de las aguas estuarinas se centrd en el analisis de la evolucion
espacial y temporal de las variables analizadas y en la identificacion de las fuentes de
variacion asociadas a los cambios en el estado tréfico de las aguas. Para ello, el estudio

contemplo el andlisis de las aguas del estuario antes y después del cese de los vertidos.
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Disefio de muestreo

A lo largo de los 28 meses que dur6 el estudio, se llevaron a cabo siete campafias que
incluyeron la toma de muestras en 11 estaciones, repartidas en tres zonas de la Bahia
afectadas directamente por antiguos vertidos incontrolados y los actuales alivios de

tormenta del saneamiento (Figura 3.13), tal y como se indica a continuacion:
Frente urbano: estaciones P14, P16 y P17

Rias: estaciones P10 y P12

Canal: estaciones P3, P4, P6, P8, P28 y P31

La primera de las campafias efectuadas se realizd6 dos meses antes del cese de los
vertidos, en la primavera de 2001. Una vez cesaron los vertidos se llevaron a cabo seis
campafias consecutivas durante el verano de 2001 y la primaveras y veranos de 2002 y

2003.

En cada campaia se realizaron mediciones de las siguientes variables: salinidad,
temperatura, pH, oxigeno disuelto, clorofila “a”, nutrientes (NO3", NO,, NH, " y PO4>),

solidos en suspension, turbidez y aceites y grasas.

La cuantificacion de dichas variables se realizd6 mediante la utilizacion de medidas en
continuo, a lo largo perfiles verticales, y a partir de muestras discretas recogida a dos
profundidades (superficie y fondo), aplicando los mismos procedimientos de toma de
muestra, almacenamiento y conservacion indicados anteriormente en el estudio del

entorno costero (apartado. 3.2.2).
Procesado y analisis de las muestras

Las metodologias aplicables a la determinacién de las diferentes variables fueron las

mismas que las indicadas en el apartado 3.2.2.

74




3. Material y métodos

/Py
=l
B
=
I~

Santander

Red de
saneamiento

Area de estudlo

Bahia de
Santander

=0
I

16 P15
Canal WPS pyg
® ®
P31

Mar Cantabrico

¢

Figura 3.13. Localizacion del area de estudio (Bahia de Santander) y distribucion de las estaciones de
muestreo de agua, sedimento y comunidades bentonicas. Estaciones de agua (®), estaciones de sedimento

y bentos (m) y estaciones de agua, sedimento y comunidades bentdnicas (O0).
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Analisis de los datos

El tratamiento de los datos relativos al estado tréfico del agua en la Bahia de Santander
parti6 del analisis de los parametros estadisticos descriptivos de cada una de las
variables (media, desviacion tipica y valores maximos y minimos) agrupadas a nivel de

todo el estuario o segregadas por zonas, para cada una de las campafias.

Posteriormente, el estudio de la evolucion de las condiciones tréficas de las aguas en la
Bahia de Santander se realiz6 mediante la aplicacién de un andlisis de Componentes
Principales (ACP), empleando como medida de asociacion las correlaciones entre los
pares de variables. La matriz de calculo estuvo conformada por los datos promediados
en profundidad de las 11 variables sin transformar obtenidos en cada una de las 8

estaciones analizadas (77 casos).

Una vez definidas las coordenadas (factor coordinates) correspondientes a cada uno de
los 77 casos referentes a cada uno de los factores predefinidos, se calcularon los valores
medios de dichos coeficientes por estacion, zona y campafia, que sirvieron, asi mismo,

para su representacion espacial en los planos factoriales (I-1I y I-I1I).

Los ACP se calcularon mediante el programa estadistico STATISTICA y las

representaciones graficas se realizaron empleando el programa Sigmaplot®.

3.3.3. ANALISIS DE LA CALIDAD BACTERIOLOGICA DE LAS
AGUAS DE BANO DE LA BAHIA

El analisis de la influencia del saneamiento sobre la calidad bacterioldgica de las playas
antes y después del cese de los vertidos continuos a la Bahia se llevé a cabo a partir de
los registros obtenidos en dos estudios especificos realizados en las playas durante los

afios 1998 (Delgado et al., 2000) y 2006 (Lopez et al., 2006).
Disefio del estudio

De acuerdo con el objetivo planteado en este estudio, se seleccionaron tres playas
situadas en el entorno de la Bahia de Santander: los Peligros, Biquinis y el Sardinero
(1%). Las dos primeras se localizan en la zona de la bocana del estuario y se vieron

directamente afectadas por los vertidos incontrolados producidos en el interior de la
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Bahia hasta la entrada en servicio del saneamiento integral, mientras que la tercera se
situa en su parte exterior (abra), zona en la que se retiraron todos los vertidos directos a

finales de los afos ochenta.

A partir de los diferentes analisis llevados a cabo en los dos estudios de referencia en las
playas escogidas, se tomaron aquellos registros correspondientes al Unico indicador

bacteriologico que se midié de forma comin en ambos trabajos, los coliformes fecales.

La toma de muestras para la determinacion de esta variable en ambos estudios se realizd
en los mismos puntos o estaciones de muestreo (3 estaciones, 1 por playa; Figura 3.14)
durante las temporadas de bafio de 1998 y 2006. En 1998 se recogieron 3 muestras
semanales (41 muestras) mientras que en 2006, la toma de muestras se realiz6 con una

frecuencia semanal (16-17 muestras).

Con el fin de reducir al maximo la variabilidad provocada por la evolucion diaria de las
concentraciones de los contaminantes bacterioldgicos en las aguas de bafo, se optd por
seleccionar, en ambos estudios, aquellos registros que habian sido tomados durante la
misma franja horaria, aquélla comprendida entre las 8:00 y 9:00 de la manana. Las
muestras se tomaron a 30 cm por debajo de la superficie en una zona donde la
profundidad fue superior a 1 metro. Tanto el transporte como la conservacion de las

muestras se llevo a cabo en condiciones de refrigeracion y oscuridad.

Procesado y analisis de las variables

En ambos estudios se determiné la concentracion de coliformes fecales (UFC/100 ml)
mediante la técnica de filtracion por membrana (NORMA ISO 9308: 1990), siguiendo
los procedimientos y especificaciones técnicas propuestas en la Directiva de aguas de

bafio (76/160/CEE).
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Figura 3.14. Localizacion de las playas y puntos de muestreo donde se efectuaron los dos estudios de la
calidad bacteriologica (1998 y 2006). (Foto cortesia de Google”™, 2005, modificada por autor).

Andlisis de los datos

La determinacion del efecto causado por la entrada en servicio del saneamiento sobre la
calidad bacterioldgica de las aguas de bafio se efectué mediante la comparacion de los
registros de los coliformes fecales obtenidos en el estudio realizado en 1998 (antes del
cese de los vertidos) con los obtenidos en el 2006 (tras el cese de los mismos). En un
primer término se compararon los pardmetros estadisticos descriptivos de las
concentraciones de este indicador bacteriologico obtenidos en ambos estudios. Para
examinar el grado de significacion de las diferencias establecidas entre las
concentraciones en las aguas de bafio a lo largo del tiempo (1998-2006) se ejecutd un
analisis de la varianza (ANOVA) de una via con los registros de cada una de las playas
seleccionadas. Antes del andlisis, los datos fueron transformados a logjo(X), para
cumplir el criterio de normalidad (test de K-S). Del mismo modo, se comprobd la

homogeneidad de varianzas (Test de Levene).

Con el objeto de precisar, en los términos establecidos en la propia Normativa de aguas
de bafo, las posibles diferencias temporales en cada playa, se calculd el nimero y
porcentaje de incumplimientos de los Criterios Guia (100 UFC/100 ml) e Imperativo
(2000 UFC/100 ml) de coliformes fecales (CF) establecidos en la Directiva
76/160/CEE, a partir de los resultados obtenidos en ambos estudios.
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3.3.4. ANALISIS DE LA CALIDAD DE LOS SEDIMENTOS
ESTUARINOS

Disefio de muestreo

El andlisis de la calidad de los sedimentos tras el cese de los vertidos continuos a la
Bahia se llevo a cabo en dos de las cuatro zonas preestablecidas por Puente et al.
(2002): el frente urbano, y la canal (Figura 3.13). El disefio de muestreo planteado fue
de tipo antes-después en zona impactada (Roberts, 1996), incluyendo una malla de
muestreo con 7 estaciones en las que se recogieron sedimentos en tres campanas de
muestreo, una antes del cese de los vertidos (primavera del 2001) y dos tras la
interrupcion de los mismos (primaveras de 2002 y 2003), tal y como se indica a

continuacion:
Frente urbano: estaciones P14, P15, P16 y P17. Canal: estaciones P5, P8 y P13

El muestreo del sedimento se llevo a cabo desde el barco oceanografico José Rioja, del
Instituto Espafiol de Oceanografia, empleando una draga tipo Box-corer realizada en
acero inoxidable, que cuenta con una superficie de muestreo de 170 cm” y 15 cm de
clavado (Figura 3.15). La muestra de sedimento obtenida en cada estacion se almaceno
en bolsas de plastico herméticas, para posteriormente ser congeladas a —18° C hasta su

procesado.

La caracterizacion de los sedimentos se efectu6 mediante la determinacion de las
siguientes variables: distribucion granulométrica, redox (in Situ), materia organica (%),
nitrégeno y fosforo total, y metales pesados (As, Cd, Cu, Cr total, Fe, Mn, Hg, Ni, Pb y
Zn).

Procesado y andlisis de las muestras

Antes de llevar a cabo el andlisis de las muestras, éstas fueron descongeladas al aire y
secadas en horno a 105° C durante 24 h. Una vez secas las variables se determinaron
siguiendo los procedimientos establecidos en la Tabla 3.6. Dado el alto porcentaje de
finos de los sedimentos, el estudio de la distribucion granulométrica se realizé mediante
una técnica de gravimetria en hiimedo, siguiendo un método modificado a partir de la

propuesta de Buchanan (1984). Para ello, en primer lugar, se tamiz6 una cantidad

79




3. Material y métodos

determinada de muestra seca a través de un tamiz de 0,063 mm con el fin de eliminar la
fraccion fina. Después, la fraccion restante fue secada a 105° C y nuevamente tamizada.
La diferencia entre el peso inicial y el final fue considerada como la fraccion fina

eliminada (<0,063 mm).

El nitrégeno total se analiz6 realizando una volumetria acido-base, segin el método del
Ministerio de Agricultura para suelos, empleando 4cidos sulftrico y salicilico como
reactivos y sulfato potasico, de cobre y selenio como mezcla catalitica. El fosforo total
fue analizado siguiendo el método automatizado de reduccion con acido ascorbico. Por
ultimo, la determinacion de los metales pesados se realizé siguiendo los procedimientos

establecidos en la Tabla 3.6.
Analisis de los datos

El estudio de la evolucion de los sedimentos de la Bahia se desarrolld, en primer
término, mediante el analisis de los parametros descriptivos de cada una de las variables
analizadas en las dos zonas preestablecidas (frente urbano y canal) a lo largo de las tres
campafias efectuadas. Dado que no existe ninguna Normativa en la que se establezcan
criterios de calidad para valorar los sedimentos, se ha optado por comparar los valores
obtenidos con los niveles de accion (NAI y NAII) propuestos por el CEDEX en la
recomendacion para la caracterizacion de los materiales de dragado. Dichos niveles,
extraidos a partir de los criterios adoptados por OSPAR (1998) establecen los umbrales
por encima de los cuales se pueden producir efectos nocivos (NAI) o adversos (NAII)
para los organismos. Asi mismo, las concentraciones de nitrogeno total y fosforo total
obtenidas en los sedimentos fueron comparadas con las concentraciones planteadas en
el sistema de valoracion de los sedimentos portuarios (nitrogeno Kjeldahl (NTK) y

fosforo total (PT)) establecido por el IFREMER (Grall et al., 2003).

En segundo término se efectud un andlisis multivariante con las variables analizadas en
el sedimento en cada una de las estaciones, zonas y campafas. Para ello se aplico un
analisis de componentes principales (ACP) sobre la matriz de datos sin transformar. El
ACP ejecutado se realizdo empleando como medida de asociacion las correlaciones entre
los pares de variables analizadas. Los ACP se calcularon mediante el paquete estadistico
STATISTICA vy las representaciones graficas se realizaron empleando el programa

Sigmaplot®.
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Variables Tlp-O’ Unidades Técnica Método Pretratamiento le'te.(,je Tipo sensor/ instrumento
fraccion deteccién
Granulometria Total % G Balanza de precision Sartorius BL 150S
Redox Total eV P Electrodo Redox Hanna 9023 C
Materia organica Total % G Horno mufla Hobersal HK-11
Nitrogeno total Total mg/kg V. N.ISO.R937 N.ISO.R 937 5.10” mg/kg
Fosforo total Total mg/kg E APHA 4500-PF EPA SW 3052 1.10° mg/kg Espectr. UV visible Hatch
s‘é’ncu’ Cr,Fe, M, Ni, Pb, As  _o3im  meke E  EPA 6020 EPA SW 3052 0,002 mg/kg  Espectr. Mas. A. Inductivo MS-ICP 7500/G3155A
Hg <63um mg/kg E APHA 3112B  EPA SW 3052 0,001 mg/kg  Espectr. Abs.Atémica Perkin-Elmer 5100 PC

Tabla 3.6. Caracteristicas analiticas de los métodos empleados para la determinacion de las diferentes variables analizadas en los sedimentos: tipo de fraccion, unidades de
medida, técnica (G-gravimetria, P- potenciometria, V-volumetria y E-espectrofotometria), método analitico, pretratamiento, limite de deteccion del método y el tipo de sensor
o instrumento de medida empleado asi como la marca del mismo (Espectr. Mas. A. Inductivo: espectrofotometro de masas con acoplamiento inductivo, Espectr. Abs.
Atomica: espectrofotometro de absorcion atomica).
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3.3.5. ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES BENTONICAS DE
FONDO BLANDO

Disefio de muestreo

El estudio cuantitativo de la evolucion de las comunidades bentonicas en las dos zonas
preestablecidas se realizo utilizan la misma malla de muestreo y periodicidad que las
establecidas en el apartado 3.3.4. En este caso, se tomaron dos submuestras de 170cm?,
cada uno, cuyo contenido se mezclaba para la estimacion de la abundancia y biomasa de

la macrofauna presente (Figura 3.15).

Figura 3.15. Draga Box-Corer utilizada para la toma de muestras e imagen de una de las réplicas
extraidas.

Una vez recogidas, las muestras fueron cribadas a bordo, empleando tamices de acero
inoxidable 1 mm de luz de malla. El material retenido se guard6 en recipientes de
polipropileno de 500 ml y se fijo6 con formaldehido al 10%. Tras ser fijadas, las
muestras se conservaron en etanol al 70%. Una vez en el laboratorio, se procedio al
triado del material recogido con la ayuda de un microscopio estereoscopico (KIOWA
SZM-P), separando los organismos en los principales grupos presentes para facilitar su

posterior determinacion taxondmica y cuantificacion.

La identificacion de las especies se realizd con un microscopio OLYMPUS BH
empleando las claves de identificacion taxondmica especificadas en el apartado
bibliografico de esta tesis. Los criterios taxonomicos adoptados siguieron la
clasificacion propuesta por las escuelas inglesa y francesa. La cuantificacion de la
abundancia se estim6 en n° individuos/estacion y la biomasa de las especies

macrofaunales presentes en g PFE/estacion (PFE= peso fresco escurrido).
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Analisis de los datos

El andlisis de la evolucion de las comunidades infaunales estuarinas anteriormente
afectadas por los vertidos continuos contempld la realizacion de una serie de analisis
estadisticos univariantes y multivariantes que se resumen en la Figura 3.16. En primer
término, se procedié a la caracterizacion de las comunidades asentadas en la zona del
frente urbano y la canal antes y después del inicio de los vertidos, mediante el empleo
de analisis univariantes a nivel de especie (Figura 3.16). De este modo se calcularon la
riqueza, la abundancia (n° individuos/estacién), la biomasa de especies (g
PFE/estacion), la diversidad de Shannon, la equitatividad de Pielou y la dominancia de
Simpson en cada una de las estaciones muestreadas a lo largo de las campanas, de
acuerdo con las especificaciones del apartado 3.2.6. Ademads se emplearon graficos de
distribucion o curvas ABC (Abundance-Biomass Comparison method). La comparacion
entre las curvas de abundancia y biomasa de especies en las zonas preestablecidas en el
disefio de muestreo (canal, frente urbano) antes y después del cese de los vertidos, dio
una idea del grado de perturbacion de las comunidades obtenido a partir de la
distribuciéon de las abundancias y biomasas entre las distintas especies (especies
estrategas de la K o conservativas de gran tamafo y baja capacidad reproductiva; o bien
entre los estrategas de la R u oportunistas de pequefio tamafio y gran capacidad
reproductiva) (Clarke & Warwick, 1994). En tercer lugar, se procedié a la definicion de
las especies que contribuyeron en mayor medida a diferenciar las comunidades que
colonizan las distintas zonas antes y después del inicio de los vertidos en cada una de
las zonas preestablecidas. Este estudio se realizd6 mediante la aplicacion de analisis

SIMPER (Figura 3.16).

Por otra parte, se realizaron analisis multidimensionales de agregacion para tratar de
establecer el grado de similaridad entre las comunidades asentadas en cada estacion a lo
largo del tiempo. Para ello se emplearon técnicas de clasificacion (dendrogramas) y de
ordenacion (MDS) a partir de las matrices de abundancia y biomasa sin estandarizar,
previamente transformadas a raiz cuarta (\\x). El coeficiente de similaridad aplicado en

el célculo de la matriz de partida fue el de Bray-Curtis.

Tratando de comprobar la similitud entre las agrupaciones establecidas en los MDS
calculados a partir de la abundancia y biomasa de especies se establecié un analisis de

correlacion de Spearman por rangos (p) entre las matrices de similaridad. El nivel de
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significacion de la correlacion se determind usando el procedimiento de permutaciones

denominado RELATE (Clarke & Warwick, 1994)

> Indices Univariantes
Matrices de
abundancia y
biomasa de
especies
Muestras —>»  Curvas ABC
1 2 3 4
—»  F.urbano/Canal
IS SIMPER
Entre grupos —  Estaciones canal / Estaciones F.urbano
e >
Matriz Similaridad 9 5w
Cluster de muestras
) —_—
Bray -Curtis 13
—> 2 4
Ordenacion de muestras
Matriz datos . (MDS)
abioticos Correlacion de
Spearman
Muestras BIO-ENV Matrices
1 2 3 4 ( P ) ’ abundancia/biomasa
RELATE
Distancia
euclidea

Figura 3.16. Esquema del tratamiento estadistico aplicado a los datos de bentos de la Bahia de Santander.

Por ultimo, se analizaron las relaciones entre las variables ambientales del sedimento y
las comunidades bentonicas asentadas, mediante el procedimiento BIO-ENV (Tabla
3.16). Este andlisis permite seleccionar la combinacion de variables ambientales capaces
de maximizar las correlaciones entre las matrices de (dis)similaridad bidticas
(abundancia y biomasa) y abidticas. El analisis se efectu6 segin el rango de
correlaciones de Spearman (p). Las matrices de similaridad bioticas se calcularon previa
transformacion en VWx mediante el coeficiente de Bray-Curtis. Del mismo modo, la
matriz de similaridad abidtica se computé previa transformacion en \\x mediante el

calculo de la distancia euclidea normalizada.
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