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Resumen

Se presenta la variacion temporal de bifenilos policlorados (PCBs) en mejillon silvestre Mytilus galloprovincialis de dos
zonas de la Bahia de Santander (norte de Espafia) de 1991 a 2003, asi como la posible influencia en sus concentraciones de los
diferentes aportes externos a que estan sometidas ambas zonas. Las concentraciones de SCB7 (suma de los CBs Nos. IUPAC:
28, 52,101, 118, 138, 153 y 180) de la zona de Pantalan, oscilan entre los 21 ug kg en peso himedo (ph) y los 38 ug kg ph
Mientras que en la zona de Pedrefia, con menor influencia antropogénica, varian entre un minimo de 8 pug kg ph y un méximo
de 15 pg kg ph. Para conocer la evolucion temporal, se usa el coeficiente de correlacién Tau-b de Kendall y se comprueba la
existencia de una tendencia decreciente significativa en los niveles de PCBs en ambas zonas.
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Abstract

An analysis was made of the temporal variation of polychlorinated biphenyls (PCBs) in wild mussel, Mytilus
galloprovincialis, from two areas of Santander Bay (northern Spain) during 1991-2003, as well as of the posible influence of
different external contributions on their concentrations. The concentrations of the sum of seven PCBs (IUPAC numbers 28, 52,
101, 118, 138, 153 and 180) from the Pantalan area ranged from 21 to 38 ng kgt wet weight, whereas those from the Pedrefia
area, subject to less anthropogenic influence, ranged from 8 to 15 ug kg~ wet weight. To determine the temporal evolution, the
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Kendall Tau-b correlation coefficient was used and a decreasing trend in PCB levels was verified for both areas.
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Introduccion

Los bifenilos policlorados (PCBs) son compuestos organo-
clorados persistentes, bioacumulables y potencialmente
toxicos. Desde su identificacion en el ambiente en 1966
(Jensen 1966) se consideran omnipresentes en los comparti-
mentos ambientales. Son muy utilizados en la industria debido
a sus propiedades fisicoquimicas, tanto en sistemas abiertos
(pinturas, aceites lubricantes, etc.) como en sistemas cerrados
(transformadores, condensadores, sistemas de calefaccion,
etc.).

La baja solubilidad de estos compuestos en el agua, alto
caracter lipofilico y considerable resistencia a la degradacion,
son las causas de su bioacumulacién y persistencia en los
organismos marinos. Esto hace que determinados organismos
sean buenos indicadores de la contaminacion en el medio
marino, pues las concentraciones que acumulan son de varios
ordenes de magnitud superiores a las existentes en el agua
en que habitan, lo que facilita su andlisis y ademéas propor-
ciona una informacién integrada de la situacion existente en la
zona.
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Introduction

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are persistent, bioaccu-
mulative and potentially toxic organochlorine compounds.
They were first identified in the environment in 1966 (Jensen
1966) and are considered to be ubiquitous in all environmental
compartments. They are widely used in industry owing to their
physical and chemical properties, both in open systems (paints,
lubricating oils, etc.) and in closed systems (transformers, con-
densers, heating systems, etc.).

The bioaccumulation and persistence of these compounds
in marine organisms can be attributed to their low solubility in
water, high lipophylic nature and considerable resistance to
degradation. Certain organisms are therefore reliable indicators
of contamination in the marine environment since the concen-
trations that they accumulate are several orders of magnitude
higher than those present in the water that they inhabit. This
facilitates the analysis of PCBs and, furthermore, provides
integrated information on the current situation in the area.

As a bioindicator or sentinel of contamination by PCBs, the
wild mussel, Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819), is the
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Como bioindicador o centinela de la contaminacion por
PCBs se utiliza el mejillén silvestre Mytilus galloprovincialis
(Lamarck 1819) debido a su amplia distribucion geografica,
caracter sésil, elevado poder filtrador (aproximadamente de 2 a
4 L h) (Potrykus et al. 2003) y gran capacidad de acumula-
cion de este tipo de compuestos organicos, por lo que es de
gran utilidad para conocer la contaminacién existente en el
&rea restringida en que habita, asi como para estudios de ten-
dencias temporales.

El estudio se realizd en dos zonas de la Bahia de Santander:
Pantalan y Pedrefa (fig. 1). Dicha bahia, con una extension de
unos 22,000 km?, es la mayor de todas las existentes en la costa
norte espafiola. Sus excepcionales condiciones naturales han
favorecido que sobre sus margenes se hayan ido asentando y
desarrollando un considerable nimero de nlcleos de pobla-
cién, industrias, usos portuarios y de servicios, especialmente
en su parte mas interna.

Actualmente, se ha puesto en marcha un plan de regenera-
cién de la bahia y también de recuperacion marisquera, con
una gran inversion en siembra de semillas de las dos especies
autoctonas de almeja de mayor interés comercial: la almeja
fina y la almeja babosa, por lo que es de gran importancia
conocer su situacion medioambiental.

Las dos zonas seleccionadas, a pesar de su proximidad
(4 km), estan sometidas a influencias antropogénicas muy dife-
rentes: Pantalan esta situada hacia el interior de la bahia, donde
apenas existe renovacion del agua y de donde proceden la
mayor parte de los aportes de rios, industrias, desguaces, asti-
lleros, aguas residuales urbanas, etc., mientras que Pedrefia se
encuentra mas alejada de estos aportes y situada en la parte
mas externa de la bahia, por lo que en esta Gltima zona existe
una dinamica y un efecto de dilucién mayor.

Material y métodos

Los muestreos de mejillon se realizaron siempre en el mes
de octubre, para evitar posibles fluctuaciones estacionales (Lee
et al. 1996, Gonzalez-Quijano et al. 1997). Una vez recolecta-
dos, se mantuvieron 24 h en el agua de la zona de recogida para
eliminar las posibles heces o pseudoheces que contuvieran.

Con el objetivo de minimizar la variabilidad natural
y siguiendo las directrices establecidas por OSPAR (1999),
los mejillones se clasificaron en cinco clases de tallas, equidis-
tantes logaritmicamente: 36-40 mm, 41-46 mm, 47-53 mm,
54-61 mm y 62-70 mm, conteniendo cada una de ellas 50
ejemplares como minimo. Después de obtener sus datos
biométricos individuales, los tejidos blandos se separaron
de las conchas, se homogeneizaron con un Ultraturrax y se
liofilizaron.

Las muestras se extrajeron en un aparato Soxhlet con una
mezcla de disolventes de distinta polaridad (pentano-dicloro-
metano); la purificacion del extracto y separacion de los CBs
se llevo a cabo mediante columnas de alimina y gel de silice.
La cuantificacion se realizd por cromatografia de gases con
columnas capilares y detector de captura electrénica (GC/ED),
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most frequently used organism due to its wide geographic
distribution, sessile character, high filtering capacity (approxi-
mately 2 to 4 L h*) (Potrykus et al. 2003) and considerable
ability to accumulate this type of organic compound; hence, it
is particularly useful for determining the contamination in the
restricted area it inhabits and for temporal trend studies.

This study was conducted in two areas of Santander
Bay: Pantalan and Pedrefia (fig. 1). This bay, covering some
22,000 km?, is the largest on the northern coast of Spain, and
its special natural features have been conducive to the gradual
settlement and development of a considerable number of popu-
lated areas, industries and port uses and facilities on its banks,
especially in the innermost part.

A plan for the regeneration of Santander Bay has been
implemented, which includes a shellfish harvest recovery pro-
gram, involving considerable investment for sowing seeds of
the two autochthonous clam species of highest commercial
interest: the grooved carpet shell and pullet carpet shell. It is
therefore important to determine its current environmental
situation.

The two sampling areas selected, despite their proximity
(4 km = 2.5 miles), are subject to very different anthropogenic
influences. Pantalan is located in the inner part of the bay,
where water renewal is low and where most of the sources are
found: rivers, industries, scrapyards, urban wastewater outfalls,
etc. Conversely, Pedrefia is located farther from these inputs, in
the outermost part of the bay, where the dynamics and dilution
effects are greater.

Santander

Pedrefia

Pantalan

Figura 1. Puntos de muestreo en la Bahia de Santander, Espafia.
Figure 1. Sampling sites in Santander Bay, Spain.
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utilizando H, como gas portador y Ar/Me como gas auxiliar
(de Boer 1988, Gonzalez-Quijano y Fumega 1996).

La fiabilidad de los analisis se garantizd siguiendo un
programa de control de calidad, mediante analisis de material
de referencia certificado, blancos, replicados, y participando
sistematicamente en ejercicios de intercalibracion internacio-
nales, como QUASIMEME (QUASIMEME 2003) e IAEA
(Villeneuve et al. 2004).

Resultados y discusion

En la figura 2 se presentan las concentraciones de SCB7, la
suma de los siete congéneres individuales recomendados por
ICES (1986) y OSPAR (1999), en mejillon de roca de Pantalan
y Pedrefia, de 1991 a 2003.

Las concentraciones de SCB7 obtenidas en el mejillon de la
zona de Pantalan oscilaron entre 21 pg kg ph (correspondien-
tes a 1999 y 2003) y 35 pug kg ph en 1991, con un promedio
en los 13 afios de 29 pg kg™ ph; mientras que en Pedrefia, se
obtuvo un minimo de 8 pg kg ph para 1996 y 2003, y un
maximo de 15 pg kg ph en 1991, siendo su concentracién
media de 10 pg kg ph (fig. 2). Es decir, aunque ambas zonas
estan muy préximas entre si los niveles de SCB7 son muy dife-
rentes, lo que refleja la influencia de los aportes externos en
cada una de ellas, asi como sus ubicaciones dentro de la bahia,
tal como se ha indicado anteriormente.

De acuerdo con el criterio de clasificacion de los niveles de
SCBY7 propuesto por Francia a la Comisién OSPAR (OSPAR
2004), Santander y Pantalan se considerarian con un nivel de
contaminacion moderado-alto y Pedrefia con un nivel mode-
rado.

Por otra parte, los criterios de evaluacion ecotoxicological
(EACs, por sus siglas en inglés) son aquellas concentraciones
que, de acuerdo al conocimiento cientifico existente, se aproxi-
man a las que por debajo de las mismas el potencial de efectos
adversos es minimo. OSPAR ha adoptado EACs para la mayo-
ria de los contaminantes mas comunes en agua, sedimentos y
biota (OSPAR 1997). EIl valor EAC para las concentraciones

SCB7 (Mg kg™ w.w.)
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Figura 2. Concentraciones de SCB7 en tejido de mejillon Mytilus
galloprovincialis de 1991 a 2003.
Figure 2. Concentrations of the sum of seven CBs (SCB7, IUPAC numbers
28, 52, 101, 118, 138, 153 and 180) in mussel Mytilus galloprovincialis
tissue for the period 1991-2003.
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Material and methods

Mussels are always sampled in October to avoid possible
seasonal fluctuations (Lee et al. 1996, Gonzalez-Quijano et al.
1997). Once collected, they were maintained for 24 h in the
water collected from the area to eliminate any possible feces or
pseudo-feces that they might contain.

In order to minimize natural variability and following the
guidelines established by OSPAR (1999), the mussels were
separated into five logarithmically-equidistant size classes: 36—
40 mm, 41-46 mm, 47-53 mm, 54-61 mm and 62-70 mm;
each contained a minimum of 50 individuals. After obtaining
their individual biometric data, the soft tissues were separated
from the shells, homogenized with an Ultraturrax and
liophylized.

The samples were Soxhlet extracted using a mixture of
solvents of different polarity (pentane-dichloromethane). The
extract was purified and the CBs were separated using alumina
and silica gel columns. Quantification was conducted by gas
chromatography with capillary columns and electron capture
detector (GC/ECD), using H, as carrier gas and Ar/Me as
auxiliary gas (de Boer 1988, Gonzalez-Quijano and Fumega
1996).

The reliability of the results is ensured by following a
quality control programme based on the analysis of certified
reference material, procedural blanks and replicates, and by
systematically taking part in international intercomparison
exercises, such as QUASIMEME (QUASIMEME 2003) and
IAEA (Villeneuve et al. 2004).

Results and discussion

Figure 2 shows the concentrations of the sum of the seven
individual CB congeners (SCB7) recommended by ICES
(1986) and OSPAR (1999), in wild mussels from Pantalan and
Pedrefia, for the period from 1991 to 2003.

The SCB7 concentrations obtained for the Pantaldn mussel
samples ranged between 21 pg kg wet weight (corresponding
to 1999 and 2003) and 35 pg kg ww (1991), with a mean
value of 29 pg kg ww for the 13 years, while those for
Pedrefia ranged between 8 nug kg ww (1996 and 2003) and
15 pug kg™ ww (1991), with a mean value of 10 pg kg ww
(fig. 2). Although both sites are very close to each other, the
levels of SCB7 differ considerably, indicating the influence of
the external inputs to which Pantalan is subject and the differ-
ent characteristics of the two areas studied.

According to the classification criterion for the levels of
SCB7, proposed by France to the OSPAR Commission
(OSPAR 2004), the Pantalan area in Santander would be con-
sidered to have a moderate to high level of contamination,
while Pedrefia would have a moderate level.

On the other hand, the Ecotoxicological Assessment Crite-
ria (EACs) define concentrations, based on current scientific
knowledge, below which the potential for adverse effects is
minimum. The OSPAR Commission has adopted EACs for the
most common pollutants in water, sediments and biota
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de SCB7 en mejillon es de 10 ug kg ph. De acuerdo con este
criterio, el promedio obtenido en Pantalan es aproximadamente
el triple del EAC, mientras que el de Pedrefia es muy cercano a
él.

Se comprob6 que la relacion entre las concentraciones
obtenidas de SCB7 de ambas zonas permanece practicamente
constante a lo largo de los afios de estudio, siendo del orden de
tres veces mayor en Pantalan que en Pedrefia. Esto indica que,
a pesar de la diferente influencia de los aportes observada
sobre cada zona, la redistribucidn geografica de los CBs entre
ambos puntos se ha mantenido constante a lo largo del periodo
estudiado.

A pesar de las diferencias, las aportaciones de cada CB a la
suma de los siete (SCB7) son practicamente iguales en las dos
zonas (fig. 3). Como en otros estudios realizados en mejillén
(Villeneuve et al. 1999, Green y Knutzen 2003) la mayor con-
tribucion a la suma SCB7 corresponde al CB153 (43%)
seguida por el CB138 (30%), encontrandose estos congéneres
entre los mas persistentes pero menos toxicos estudiados,
mientras que el CB28 es el que menos aporta (1%).

Esta acumulacién selectiva de isdbmeros penta y hexacloro-
bifenilos observada en el mejillon M. galloprovincialis,
también ha sido encontrada en otros estudios realizados en la
costa mediterranea y en el Mar Baltico (Porte y Albaiges 1994,
Potrykus et al. 2003).

Finalmente, con el objetivo de estudiar si existe una tenden-
cia temporal en los niveles de PCBs de ambas zonas a lo largo
de los 13 afios, se llevé a cabo un anlisis estadistico utilizando
el coeficiente de correlacién Tau-b de Kendall, propuesto por
Mann (Hollander y Wolfe 1999), para lo que se obtuvieron las
medianas de las concentraciones para cada clase de talla, afio y
contaminante (fig. 4).

Santander Pantalan
CB180 CB28 CB52

% 1% 2%

CB101
1%

Santander Pedrefia
CB180  CB28 CB52

1% 2%

CB101

Figura 3. Contribucién de cada CB a la suma SCB7.

Figure 3. Contribution of each CB to the sum of seven individual CB
congeners (SCB7).
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(OSPAR 1997), and the value for SCB7 concentrations in
mussels is 10 pug kgt ww. According to this, the mean value
obtained for Pantalan is approximately three times the EAC
value, whereas that recorded for Pedrefia is very close to it.

Analysis of the data shows that the annual relationship
between the SCB7 concentrations obtained for both areas
remained practically constant throughout the years of study,
being three times higher in Pantalan than in Pedrefia. This
indicates that, in spite of the different influence exerted by
anthropogenic inputs at each site, the geographical redistribu-
tion of the CBs in the area between them remained constant
during the whole period.

Despite the differences, the contributions of each CB to the
sum of the seven (SCB7) are practically the same in both areas
(fig. 3). As in other studies conducted on mussels (Villeneuve
et al. 1999, Green and Knutzen 2003), the largest contribution
to SCB7 came from CB153 (43%), followed by CB138 (30%);
these congeners are among the most persistent but least toxic
studied. The lowest contribution (1%) corresponded to CB28.

This selective build-up of penta- and hexa-chlorobiphenyls
observed in M. galloprovincialis has also been found in other
studies conducted on the Mediterranean coast and in the Baltic
Sea (Porte and Albaigés 1994, Potrykus et al. 2003).

Finally, in order to determine if there was a temporal trend
in the levels of PCBs in both areas over a 13-year period, a
statistical analysis was performed using the Kendall Tau-b
correlation coefficient, as proposed by Mann (Hollander and
Wolfe 1999). Medians of the concentrations were obtained for
each size class, year and pollutant (fig. 4).

This method is recommended by the ICES Working Group

on Statistical Aspects of Environmental Monitoring
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Figura 4. Tendencias temporales, de acuerdo al test de Mann- Kendall.
Figure 4. Temporal trends according to the Mann-Kendall test.
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Este método ha sido aconsejado por el ICES Working
Group on Statistical Aspects of Environmental Monitoring
(ICES 1996, Swertz 1996), y esta basado en el test de Mann-
Kendall que es el método méas simple y robusto para detectar
tendencias.

Se calculd el coeficiente de correlacion de Kendall y la U
estadistica de Mann-Kendall. Esta U estadistica se verificd
para determinar si diferia significativamente de cero. De ser, se
puede concluir que existe una tendencia decreciente.

En los dos casos presentados en este trabajo, los
coeficientes Tau-b resultaron negativos: —0.487 en Pantalan
y —0.416 en Pedrefia, con un nivel de significancia de 0.010 y
0.025, respectivamente (P < 0.05), lo que demuestra una ten-
dencia estadisticamente significativa decreciente, en ambos
casos, durante el periodo estudiado (1991-2003).
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