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ABSTRACT

Thallium (Tl) is an extremely toxic but little-studied element in the marine environment and
practically no information has been reported on the levels of Tl in marine organisms. After the
Aznalcdllar mining spill (April 1998), high levels of metals were put into the environment. This acid-
contaminated medium was responsible for the initial pollution effects measured in the Guadiamar River,
which is an affluent of the Guadalquivir River and very close to the biggest natural reserve in Europe
(Dofiana). Four different species were used in the monitoring from April to September 1998 and a
sediment field bioassay to check bioacumulation was performed. We present the first ecotoxicological
evaluation of the mining spill in the Guadalquivir River, with reference to Tl, alittle-known metal. Also,
Pb and Cd data were compared to Tl during field sediment testing. Results show low levels of this metal
in all of the organisms studied and they do not show any increase in the level of this metal, ranging from
40to 90 ng g%, 80 to 210 ng g*, 15 to 98 ng g* and 75 to 125 whole body dry weight for Scrobicularia
plana, Liza ramada (muscle), Crassostrea angulata and Uca tangeri, respectively. These are the first
field data of Tl concentration measured using estuarine organisms. Field sediment toxicity test results
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confirm those obtained during the monitoring: Tl is not bioaccumulated by the organisms (C. angulata)
used in the test. The sequence in bioaccumulation of metals was Cd > Pb > Tl. Both studies,
bioaccumulation and sediment toxicity, should be maintained during the next few yearsto really evaluate
the potential effect of the mining spill on the ecosystem and society.

Key words: thallium, bioaccumulation, field sediment toxicity, Doflana, Guadalquivir estuary.

RESUMEN

El talio (TI) es un elemento extremadamente toxico aunque poco estudiado en € medio marinoy la
informacion sobre niveles de Tl en organismos marinos con anterioridad a presente trabajo es
précticamente nula. Después del vertido minero de Aznalcollar (abril de 1998) se produjo la entrada de
elevados niveles de metales en el medio marino. La acidez del medio fue la responsable de los efectos
contaminantes iniciales registrados en €l rio Guadiamar, €l cual es un afluente del rio Guadalquivir y esta
muy proximo a la mayor reserva natural de Europa (Dofiana). En el seguimiento realizado de abril a
septiembre de 1998 se utilizaron cuatro especies diferentes y se llevé a cabo un bioensayo de sedimento
in situ para estudiar el proceso de bioacumulacion. En este trabajo se presenta la primera evaluacion
ecotoxicolégica del vertido minero en el rio Guadalquivir y se hace referencia a un metal poco conocido
como TI. El Pb'y Cd también fueron analizados en €l test de sedimento in situ. Los resultados muestran
bajos niveles de Tl en todos |os organismos estudiados y ninguin incremento en los niveles, que varian de
40a90ng g, 80a210ngg?, 15a98 ng gty 75 a 125 ng g* peso seco para Scrobicularia plana, Liza
ramada, Crassostrea angulatay Uca tangeri, respectivamente. Los resultados para S. plana, C. angulata
y U. tangeri corresponden a cuerpo completo, mientras que para L. ramada a musculo. Estos son los
primeros resultados de concentracion de Tl medidos en organismos de estuario. El ensayo de toxicidad in
situ confirmalo hallado en el seguimiento: estos organismos (C. angulata) no bioacumulan este metal. La
secuencia en la bioacumulacién de metales fue Cd > Pb > TI. Ambos estudios, bioacumulacién y
toxicidad del sedimento, deberian continuarse durante los préximos afios para poder evaluar realmente el
efecto potencial del vertido minero sobre €l ecosistemay el entorno socio-econémico.

Key words: talio, bioacumulacion, toxicidad del sedimento in situ, Dofiana, estuario del Guadalquivir.

INTRODUCTION INTRODUCCION
Historic consider ations Consideraciones histéricas
Thallium, from the Greek qalleiu El elemento talio, del griego qall eiu

(becoming green) and gal | oV (green twig), was (ponerse verde) y qgal | oV (rama verde), fue
discovered independently by Crookes and by descubierto en 1861 de forma independiente por
Lamy in 1861. Until the early years of the 20th Crookesy por Lamy. Hasta los primeros afios del
century, thallium salts were used extensively to siglo XX, las sales detalio se usaron ampliamente
treat syphilis (since 1883), to reduce night sweats paratratar la sifilis (desde 1883), para reducir los
in tuberculosis patients (since 1898), for epilation sudores nocturnos en enfermos de tuberculosis
(since 1897), to treat ring-worm disease of the (desde 1898), para la depilacion (desde 1897),
scalp (since 1919) and to kill rodents (since para tratar la enfermedad de la tifia en € cuero
1920). Thallium salts are odorless, tasteless and cabelludo (hasta 1919) y para matar roedores
extremely toxic; these aspects made thallium (desde 1920). Las sales de talio son inodoras, insi-
compounds a choice for homicidal poisoning pidas y extremadamente toxicas; estos aspectos
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during the early part of the century. Following the
US federal ban of thallium as a rodenticide in
1972, thallium containing pesticides no longer
remained available in most industrialized coun-
tries (Beliles, 1994). Thalium is one of the
priority pollutants, along with lead, cadmium and
mercury, listed by the US Environmental Protec-
tion Agency (Keith and Telliard, 1979). Today,
rodents are becoming increasingly resistant
towards dicoumarol-based products, and thallium
is again being taken into consideration as an effi-
cient rodenticide. The application of thallium in
medicine has been almost entirely abandoned
because of its toxicity, but thalium is now
increasingly used in the manufacturing of crys-
tals, imitation jewelry, dyes, pigments, electric
and electronic equipment, semiconductors, optical
systems, infrared spectrometers (thallium bro-
mine iodide crystals), low-temperature ther-
mometers, scintillation counters and fiberglass
cables for communication. Thallium-201 (physi-
cal half-life 3.08 days) is widely utilized for myo-
cardial imaging because it behaves in a similar
way to potassium and thus readily enters myocar-
dial cells. For these reasons, thallium exposure
might again become arisk in the future (Manzo et
al., 1995).

Occurrence and properties of thallium

Thallium is a rare, although widely spread
element with average concentrations of 0.49 ppm
in the continental crust and of 0.013 ppm in the
oceanic crust. Although the average thallium con-
tent in the earth’s crust is only 6-10-° weight %, it
is higher than some of the more commonly
studied elements such as lead, cadmium or bis-
muth (Korenman, 1963). It is a minor constituent
of many iron and copper sulfides and selenite
ores, and occurs in larger concentrations in
crooksite (Cu, Tl, Ag),Se, found in Sweden and
Brazil; in lorandite (TIASS,)), found in Greece
and the USA; in hutchinsonite
([TI, Cu, Ag],S.PbS.2As,S;), found in Switzer-
land; in orabite (TIAs,SbS;), found in Brazil and
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hicieron que los compuestos de talio fuesen elegi-
dos para homicidios por envenenamiento durante
los primeros afios del siglo XX. Después de que €l
gobierno federal de los Estados Unidos prohibiera
el talio como rodenticida en 1972, dejaron de uti-
lizarse en lamayoria de los paises industrializados
los pesticidas que contenian este metal (Beliles,
1994). El talio es uno de los principales contami-
nantes, junto con €l plomo, cadmioy mercurio, en
el listado de la agencia de proteccién medioam-
biental de los Estados Unidos (Keith y Telliard,
1979). En la actuaidad, debido a que los roedores
se estén haciendo resistentes a los productos que
emplean dicoumaraol, se esta volviendo a conside-
rar de nuevo al talio como un rodenticida eficaz.
Las aplicaciones del talio en medicina se han
abandonado casi por completo debido a su toxici-
dad, pero estd aumentando actualmente el uso de
este metal en la manufactura de cristales, imita-
cién de joyas, tintes, pigmentos, equipos eléctri-
cos y electronicos, semiconductores, sistemas
opticos, espectrofotometros de IR (cristales de
yoduro de bromo y talio), termémetros para la
medicion de bajas temperaturas, contadores de
centelleo y cables de fibra de vidrio para teleco-
municacion. El talio-201 (tiempo de vida medio
3.08 dias) se utiliza ampliamente para visualizar
el miocardio ya que se comporta de un modo
similar a potasio y, por tanto, penetra facilmente
en las células de miocardio. Por estas razones, la
exposicion al talio podria convertirse de nuevo en
un riesgo en e futuro (Manzo et al., 1995).

Presenciay propiedades del talio

El taio es un elemento raro, aunque esta
ampliamente extendido, con una concentracion
media de 0.49 ppm en la corteza terrestre y de
0.013 ppm en la corteza oceanica. Aungue €l con-
tenido medio en peso del talio en la corteza terres-
tre es solo de un 6-10°%, éste es superior a de
muchos de |os elementos més estudiados, como €
plomo, cadmio o bismuto (Korenman, 1963). El
talio es un constituyente minoritario de algunos
sulfuros de hierro y cobre y de la selenita, y esta
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the USA; and in berzelianite ([Cu, Ag, TI],Se),
found in Germany. Thalium has also been
detected in meteorites (0.001-0.2 pug g1) and in
lunar samples (0.0006-0.0024 ug g1). Only loran-
dite contains sufficiently large thallium concen-
trations (up to 60%) to make separate exploitation
profitable: however, most commercial thallium
is isolated form flue dusts resulting from
burning pyrite or from smelting and refining lead
or zinc, or as a byproduct of cadmium production.
Annua world-wide production of thalium is
about 35 tons, with ore reserves in the order of
1.4-10° tons (Wedepohl, 1991).

The presence of thallium in the environment
and its effects on the biota have not received
much attention, especiadly in aquatic environ-
ments, duein part, to difficultiesin measuring this
metal. Small amounts of thallium are detected in
many materials in the environment. The concen-
tration in sea water is 0.01 pg L and in river
water, 0.04 ug L. However, concentrations as
high as 800 pg L have been reported for ground
water near waste deposits. Hard coal contains
0.062 ppm and brown coal 0.03 ppm of thallium
(Wedepohl, 1991). Less than 1 ng nmr2 of thallium
is present in ambient air. The recent develop-
ment of an ultra-sensitive laser-excited atomic
fluorescence spectrometric method for thallium
determination has made possible direct analysis of
aqueous samples without any pre-concentration
(Cheam et al., 1996).

Thallium concentration in food is generally
very low and depends directly on thalium con-
centrations in the adjacent environmental com-
partments (i.e., soil). Mean concentrations of
thallium in cereds, fruit and vegetables are about
0.05-0.1 mg kg* fresh weight. Mushrooms can,
however, contain very high thalium concentra-
tions (up to 1.2 mg kg* fresh matter), depending
on the area where they had been harvested.
Animal feed containing as little as 0.5 mg kg* of
thallium and given over several months can raise
levels in the kidney of the animal to more than
1 mg kg?! (Oheme, 1978). Human hair normally
contains about 0.018 ppm of thallium; as little as
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presente en elevadas concentraciones en la
crooksita (Cu, Tl, Ag),Se, encontrada en Sueciay
Brasil; lorandita (TIASS,), encontrada en Greciay
EUA; hutchinsonita ([TI, Cu, Ag],S.PbS.2As,S;),
encontrada en Suiza; orabita (TIAS,SbS;), encon-
trada en Brasl y EUA; y berzelianita
([Cu, Ag, TI],Se), encontrada en Alemania. El
talio se ha detectado también en meteoritos
(0.001-0.2 ug g1) y en muestras lunares (0.0006—
0.0024 pg g?). Solamente la lorandita contiene
una concentracion de taio suficientemente ele-
vada (superior al 60%) como para llevar a cabo
una explotacién rentable, aunque la mayor parte
del talio comercia se obtiene de las cenizas resul-
tantes de la combustion de la pirita, o de la fundi-
cién y refinado del plomo o del zinc, o como un
subproducto de la produccion de cadmio. La pro-
duccion mundial anua de talio es aproximada
mente 35 toneladas, con reservas de mineral del
orden de 1.4-10° toneladas (Wedepohl, 1991).

La presencia de talio en el medio ambiente y
sus efectos sobre la biota no ha recibido mucha
atencioén, especiamente en € medio acuético,
debido en parte alas dificultades analiticas de este
metal. La cantidad de talio detectada en muchos
compartimentos ambientales es pequefia. La con-
centracion en agua de mar es 0.01 ug L* y en
agua dulce, 0.04 ug L1 De cualquier manera, en
aguas subterraneas proximas a depdsitos de verti-
dos se han encontrado concentraciones de talio
tan elevadas como 800 pg L. La hulla contiene
0.062 ppm y € lignito 0.03 ppm de talio
(Wedepohl, 1991). En la atmésfera, la concentra-
cion de talio es inferior a 1 ng m2. El desarrollo
reciente de un método analitico ultra sensible para
la determinacion de talio por espectrofotometria
de fluorescencia atémica mediante excitacion por
laser hahecho posible el andlisis directo de mues-
tras acuosas sin necesidad de utilizar ningdin pro-
cedimiento de preconcentracion (Cheam et al.,
1996).

La concentracién de talio en los alimentos es,
generalmente, muy baja y depende directamente
de la concentracion de talio en los comparti-
mentos ambientales adyacentes (p.e., suelos). La
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5 ppm is sufficient for poissoning. The threshold
value for soluble thallium compounds at the
workplace recommended by the Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH,
1995) is 0.1 mg m3.

Biological function, metabolism and general
toxicity of thallium

Thallium compounds in oxidation states 1+
are stable and have properties similar to
potassium; thalium compounds in oxidation
states 3+ resemble auminum, have strong
oxidizing properties and are slowly converted to
the monovalent state. The marked toxicity of thal-
lium compounds can be explained on the basis of
their affinity to amino- imino-sulfhydryl groups at
active enzymatic centers and of their chemica
similarity with potassium, which is involved in
many cellular and membrane processes. Thus,
thallium ions can substitute for those of potassium
in the activation of Na*, K* ATPase. This substi-
tution may allow TI* to move across cell mem-
branes, accumulate in the cell and then attack the
mitochondria respiratory chain (Spencer et al.,
1973). These processes are thought to play arole
in thallium-induced neuropathy.

Thallium is rapidly and nearly entirely
absorbed from the skin and from the mucous
membranes of the mouth and the gastrointestinal
tract. More than 90% of water-soluble thallium
salts are absorbed from the human gastrointestinal
tract. Some thallium is rapidly excreted mainly
into the feces, but other components have half-
times of about two weeks. Thallium-poisoned
people display the highest concentrations in the
kidney, followed, in decreasing order, by the
bone, stomach, intestine, spleen, liver, muscle,
lung and brain. Doses as small as 8 mg kg can be
lethal to humans. Principal early symptoms of
thallium poisoning are gastroenteritis, fever,
tachycardia and, in serious cases, delirium and
coma. After 2-5 days, lesionsin liver and kidney,
peripheral neuropathy (polyneuritis), eruptions of
the skin and encephaopathy develop. People
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concentracion media de talio en cereales, frutasy
verduras es alrededor de 0.05 a 0.1 mg kg peso
fresco, aunque los champifiones pueden llegar a
tener concentraciones muy elevadas de talio
(superiores a 1.2 mg kg?! peso fresco), depen-
diendo de la zona en la que han sido cultivados.
Los animaes que ingieren alimentos durante
varios meses que contienen concentraciones de
talio tan pequefias como 0.5 mg kg?, pueden
alcanzar niveles en € rifién de més de 1 mg kg?*
(Oheme, 1978). El cabello humano contiene nor-
mal mente concentraciones de talio de 0.018 ppm;
una concentracion tan pequefia como 5 ppm es
suficiente para producir envenenamiento. El valor
limite en el puesto de trabgjo habitual recomen-
dado por la Conferencia de Higienistas Indus-
triales Gubernamentales (ACGIH, 1995) para los
compuestos solubles de talio es de 0.1 mg m3,

Funcion biolégica, metabolismo y toxicidad
general del talio

Los compuestos de talio con estado de oxida
cién 1+ son estables y tienen propiedades simila-
res alas del potasio; los compuestos de talio con
estado de oxidacion 3+ son parecidos a aluminio,
tienen unafuerte capacidad oxidante y se convier-
ten lentamente al estado monovaente. La gran
toxicidad de los compuestos de talio se puede
explicar por su afinidad hacia los grupos amino-
imino-sulfhidrilos de los centros enzimati cos acti-
VOS, Yy a su semejanza quimica con el potasio, 1o
que le permite introducirse en muchos procesos
celulares y de membrana. Por lo tanto, los iones
detalio pueden sustituir alos de potasio en la acti-
vacion de la Na', K* ATPasa. Esta sustitucion le
puede permitir a talio moverse a través de la
membrana celular, acumularse en la cdula y
entonces atacar la cadena respiratoria en la mito-
condria (Spencer et al., 1973). Se cree que estos
procesos juegan un papel importante en la neuro-
patiainducida por € talio.

Lapiel y las membranas mucosas de labocay
del tracto intestinal absorben répidamente y cas
por completo € talio. El tracto gastrointestina
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surviving the acute stages show a characteristic
loss of hair aswell as atrophy of nails and skin.

Munch (1934) assembled 778 cases of human
thallium poisoning, of which 46 were fatal.
Today, thallium is no longer readily available;
thus accidental poisonings or suicides have
become rare. At the workplace, people can be
exposed during the handling of pyrites, flue dusts,
etc., and this would occur most often in combina-
tion with exposure to lead, copper, indium and
arsenic.

Scope of this ecotoxicological study related to
the Aznalcdllar mining spill

We have been talking about the human
toxicity of thallium increasing when it is in com-
bination with lead, copper, indium and arsenic.
Three of these metals were in high concentrations
in the toxic waste effluents from the pyrite mine
in Aznalcdllar. When the pool containing toxic
mud and water was broken in April 1998, these
acid effluents spilled out into the adjacent river
(the Guadiamar River) and most of the fauna was
killed because of the loss of oxygen in the water.
The acid water worked like an acid during an
acid-base titration. After this, the problem started
with the high heavy metal concentrations in the
environment. We have focused this paper on
thallium with some reference to other metals,
such as cadmium and lead, because thallium is
one of the unknown metals in estuaries and
marine environments. Also, the biggest natural
reserve in Europe (Dofiana) is very close to the
mining spill and in dynamic contact with the
Guadalquivir (the big river in Arabic language)
estuary, into which the Guadiamar River flows.
The first estimations of the toxic mud and water
indicated a potential pollution due to thallium.
Since the Guadalquivir estuary is an important
area, ecologicaly because it is in a dynamic
environmental equilibrium with the Dofana
Natural Park and socially because it is an impor-
tant area for tourism in Spain and Europe, the
social alarm was raised and an expert commission
from the Consgjo Superior de Investigaciones
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humano absorbe méas del 90% de las sales de talio
solubles en agua. Parte del talio se excreta répida-
mente a través de las heces principalmente, pero
algunos compuestos de este elemento poseen un
tiempo aproximado de vida medio del orden de
dos semanas. Las personas envenenadas con talio
muestran las mayores concentraciones en € rifion,
seguido, en orden decreciente, por los huesos, €l
estdbmago, € intestino, el bazo, el higado, los mis-
culos, los pulmones y € cerebro. Dosis tan bajas
como 8 mg kgt pueden ser |etales parael hombre.
Los primeros sintomas importantes de envenena-
miento por talio son gastroenteritis, fiebre, tagui-
cardiay, en casos serios, delirio y coma. Después
de 2-5 dias se desarrollan lesiones en el higado y
en el rifidn, neuropatias periféricas (polineuritis),
erupciones de la piel y encefaopatias. La gente
gue sobrevive a las etapas mas agudas muestra
una pérdida caracteristica de cabello, asi como
atrofiadelapiel y de las ufias.

Munch (1934) recopilé 778 casos de envene-
namiento humano por talio, de los cuales 46
fueron mortales. Actualmente, no es posible con-
seguir facilmente talio, por lo que los envenena
mientos accidentales o los suicidios son raros. Las
exposiciones ocupacionales a talio se producen
como consecuencia de la manipulacion de la
pirita, cenizas, etc., y se da, con frecuencia, de
manera simultédnea a la exposicion con otros
metales como plomo, cobre, indio y arsénico.

Alcance del estudio ecotoxicoldgico en relacion
con €l vertido minero de Aznalcollar

Se ha hablado de que latoxicidad del talio en
el hombre aumenta cuando este metal se presenta
junto a plomo, cobre, indio y arsénico. En los
efluentes residuales toxicos vertidos por la mina
de pirita de Aznalcdllar, tres de estos metales se
encontraron en concentraciones elevadas. Cuando
se produjo, en abril de 1998, larupturade la presa
que contenia €l agua y los lodos toxicos, estos
efluentes &cidos fueron vertidos en € rio adya-
cente (rio Guadiamar) y lamayor parte delafauna
desaparecié como consecuencia de la pérdida de
oxigeno en las aguas del rio. Las aguas acidas
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Cientificas was set up to look for solutions and for
monitoring and evaluating the effect of this
ecological disaster.

We present here (as part of an integrated
assessment of the estuary) the first measurements
of thalium in estuarine organisms and also the
first ecotoxicological evaluations using the oyster
Crassostrea angulata, performing a field sedi-
ment toxicity test that is related to thallium con-
centrations measured in organisms. Organisms
have been used in sediment ecotoxicity studies to
measure the bioavailability of contaminants
through tissue analysis. These two kinds of
ecotoxicological studies were performed using
different organisms, for monitoring and for field
toxicity testing.

MATERIALSAND METHODS

Individuals of four different species,
Crassostrea angulata, Scrobicularia plana, Liza
ramada and Uca tangeri, were collected, every 15
days, from different stations (A and B, C, D, and
D and E, respectively) in the Guadalquivir estuary
from April to August 1998. L ocations and species
collected are shown in figure 1. Also, a field
toxicity test was designed to evauate thallium
(and other metals) bioaccumulation to have an
ecotoxicological assessment of the potential effect
in the estuary from the mining spill. Oyster
individuals (C. angulata) from uncontaminated
areas in the Bay of Cadiz were placed at station B
in the Guadalquivir estuary during a period of two
months and samples were collected monthly to
evaluate heavy metal concentrationsin the body.

Samples were transported to the laboratory in
a portable ice-box in a period of less than two
hours. Individuals of the species S plana, C.
angulata and U. tangeri were put through a
depuration process by means of a continuous flux
system with clean sea water for a minimum of
48 hours and starved. This process eliminates any
intestinal contents and, per ende, the contamina-
tion sources of the heavy metals measured.

At the end of the depuration process and after
dissection, soft tissues of clams (S plana) and
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funcionaron de manera similar a como lo hace un
acido durante una val oracion acido-base. Después
de esto, el problema comenzé con las elevadas
concentraciones de metales pesados en € medio
ambiente. Este trabajo se haenfocado d talio, y se
han tomado como referencia otros elementos
traza, como e cadmio y e plomo, ya que € talio
es uno de los metales menos conocidos en los
sistemas estuaricos y marinos. Por otro lado, la
mayor reserva natural de Europa (Doflana) esta
muy proxima a lugar en e que se produjo €
vertido minero y en contacto dindmico con €
estuario del Guadalquivir (en lengua arabe, €
gran rio), en el que desemboca el rio Guadiamar.
Las primeras estimaciones del aguay de los lodos
toxicos pusieron de manifiesto una contaminacion
potencia por talio. Debido a que € estuario del
Guadalquivir es una zona muy importante, tanto
desde un punto de vista ecolégico, ya que esta en
equilibrio ambiental dindmico con € Parque
Natural de Dofiana, como desde un punto de vista
social, dado que se trata de un area impor-
tante para € turismo procedente de Espafia y
del resto de Europa, se produjo una alarma socid
y se constituyd una comision de expertos del
Consgjo Superior de Investigaciones Cientificas
para buscar soluciones y redizar un segui-
miento y evaluacion del efecto de este desastre
ecolégico.

Se presentan aqui (como parte de una valora-
cion integrada en €l estuario) las primeras deter-
minaciones analiticas de talio en organismos
marinos y también las primeras eval uaciones eco-
toxicolégicas realizadas en la ostra Crassostrea
angulata mediante un test de toxicidad de sedi-
mento llevado a cabo in situ, que guarda relacion
con las concentraciones de talio medidas en orga-
nismos. En los estudios de ecotoxicidad se han
utilizado organismos para medir |a biodisponibili-
dad de los contaminantes mediante el andlisis de
sus tegjidos. Esto se ha hecho en su mayor parte in
situ, utilizando tanto poblaciones nativas como
organismos introducidos en jaul as. Estos dos tipos
de estudios ecotoxicologicos se realizaron utili-
zando diferentes organismos para el seguimiento
y para el test detoxicidad in situ.
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Figure 1. Map showing the sampling stations in the Guadal quivir estuary.
Figura 1. Mapa de | as estaciones de muestreo en el estuario del Guadalquivir.

oyster (C. angulata) were taken to perform the
analysis. Specimens of U. tangeri were divided
into female and male. The male specimens were
divided into body and pincer. For the crabs, either
soft tissue or hard pieces from the external skele-
ton were taken into account for the analysis. The
heavy metal analyses in L. ramada were per-
formed in the liver and the muscle.

Pools of 10 to 15 specimens were employed
in each case (giving, in general, three replicates
per sample); they were liophilized until constant
weight was reached. Samples were digested with
HNO; Suprapur (Merck) according to the proce-
dure of Amiard et al. (1987) and analyzed by
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MATERIAL Y METODOS

Se llevaron a cabo muestreos de las especies
Crassostrea angulata, Scrobicularia plana, Liza
ramada y Uca tangeri en diferentes estaciones
seleccionadas a lo largo del estuario de
Guadaquivir (A y B, C, D,y D y E, respectiva
mente), con una periodicidad quincenal entre
mayo y agosto de 1998. En lafigura 1 se sefidlan
las estaciones y las especies muestreadas en cada
una de €ellas. Por otro lado, se disefié un test de
toxicidad in situ para evauar la bioacumulacion
detalio (y otros metales) con €l fin de obtener una
valoracion ecotoxicologica del efecto potencial
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GFAAS (Perkin Elmer 4100 ZL) with Zeeman
background correction. Pd and Mg(NOs), were
used as matrix modifiers.

RESULTSAND DISCUSSION

Thallium concentrationsin field-collected
organisms

The concentrations of thallium, in dry weight,
in the different species used in this study are sum-
marized in figures 2 and 3. Figure 2 shows the
results for S plana and L. ramada. For the clam,
the results ranged from 42 to 100 ng g* dry
weight; no bioaccumulation trends were recorded.
For the fish, two different tissues, muscle and
liver, were used in the analysis; thallium concen-
trations were lower in the muscle than in the liver.
The results do not show an increase in the thal-
lium levels through time in these field-collected
organisms.

Table 1 shows the results of thallium concen-
trations measured in male and female specimens
of the crab U. tangeri at two different stations in
the Guadalquivir estuary. Differences between
stations and male and female specimens were not
significant (P < 0.01). The results show a dlight
effect of accumulation, which should be con-
firmed in further analysis because of the small fre-
quency of the sampling dates (only two sampling
dates, one in June and one in July). The data
ranged from 59 to 128 ng g dry weight.

The results of thallium concentrations mea-
sured in the oyster C. angulata collected at two
different stations in the Guadalquivir River are
shown in figure 3. The data ranged from 20 to
90 ng g* dry weight. These results show consider-
able variability, athough they do not indicate a
bioaccumulation process for this organism. The
differences between stations were not significant
(P<0.01).

Asno data for other similar marine organisms
are available, it has not been possible to compare
these data. However, they were compared to data
reported by Borgmann et al. (1998) for the fresh-
water amphipod Hyalella azteca exposed to
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del vertido minero en €l estuario. Se colocaron en
la estacion B del estuario del Guadalquivir
individuos de ostra (C. angulata) procedentes de
una zona no contaminada de la Bahia de Cédiz
durante un periodo de dos meses y las muestras se
recogieron mensualmente para evaluar la concen-
tracion de metales pesados en €l cuerpo.

Las muestras se transportaron a laboratorio
en una nevera portétil, en un periodo de tiempo
inferior a dos horas desde que fueron recogidas.
Los individuos de las especies S. plana, C. angu-
lata y U. tangeri fueron sometidos a un proceso
de depuracion por medio de un sistema de flujo
continuo con agua de mar y sin alimento durante
un periodo minimo de 48 horas, para eliminar €
contenido intestinal y las posibles fuentes de con-
taminacién de los metales pesados analizados.

Después de la depuracion y de ladiseccion se
tomaron los tejidos blandos de las aimejas (S
plana) y de las ostras (C. angulata) para analizar-
los. Los individuos de la especie U. tangeri se
dividieron en hembras y en machos. A los
gjemplares machos se les separd el cuerpo de los
quelipedos. En € caso de los cangrejos, se
tomaron tanto el tejido blando como las piezas
duras del esqueleto externo para su andlisis
conjunto. Los andlisis de metales pesados en L.
ramada se llevaron a cabo en e higado y en €
musculo.

Se utilizaron entre 10 y 15 gemplares que
fueron divididos entre lotes. Las muestras se liofi-
lizaron hasta peso constante y se sometieron a un
proceso de digestion acida con HNO, Suprapur
(Merck), segiin el procedimiento de Amiard et al.
(1987) vy, posteriormente, se analizaron por
GFAAS con correccion de fondo por efecto
Zeeman (Perkin Elmer 4100 ZL). Se utilizaron Pd
y Mg(NOs), como modificadores de matriz.

RESULTADOSY DISCUSION

Concentracién detalio en los organismos
recogidosin situ

Las concentraciones de talio en peso seco en
las diferentes especies utilizadas en este trabajo se
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Figure 2. Histograms of dry-weight thallium concentrations measured in two different organisms, the
clam Scrobicularia plana and the fish Liza ramada, at stations C and D, respectively, from the
Guadalquivir estuary. The data are referred to soft body for the clam and for two different tissues (black
bars for the muscle and gray bars for the liver) in the fish.

Figura 2. Histogramas de las concentraciones de talio en peso seco medidas en dos organismos
diferentes, laameja Scrobicularia planay €l pez Liza ramada, en las estaciones C y D, respectivamente,
del estuario del Guadalquivir. Los datos se refieren a cuerpo blando para la ameja y a dos tejidos
diferentes (barras negras para el musculo y barras grises para el higado) parael pez.

thallium concentrations in sediments from Lake
Ontario (table 2). From these results, only one
maximum measured in the Guadalquivir River
was higher than the minimum measured in amphi-
pods from Lake Ontario. Also, it should be taken
into account that this was for an adult fish (and
using muscles with higher concentrations). From
this comparison we can conclude that the levels of
thallium measured in the marine organisms
selected for this study were lower than those in
the amphipods from Lake Ontario. Thisis another
result that confirms our idea that there is no effect
due to thalium in the Guadalquivir estuary.
Nevertheless, monitoring studies of the organisms
in the estuary should be carried out in the future
(at present, the monitoring program continues, so
there will be further results in the near future) to
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resumen en lasfiguras 2 y 3. Lafigura 2 muestra
los resultados para S. plana y L. ramada. En la
coquina de fango (S. plana), los resultados estu-
vieron comprendidos entre 42 y 100 ng g* en
peso seco, no mostrandose ninguna tendenciaala
bioacumulacion de este metal. En el caso del pez
lisa (L. ramada), se utilizaron para su andlisis dos
tejidos diferentes, musculo e higado; las concen-
traciones de talio en el misculo fueron inferiores
a las del higado. Los resultados no muestran un
incremento de los niveles de talio con € tiempo
en estos organismos recogidos in situ.

Los resultados de la concentracion de talio en
giemplares machos y hembras del cangregjo U.
tangeri, procedentes de dos estaciones diferentes
del estuario del Guadalquivir, se presentan en la
tabla 1. Estos resultados muestran un ligero efecto
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Figure 3. Histograms of dry-weight thallium concentrations measured in the oyster Crassostrea angulata
at two different stations (A and B) in the Guadal quivir estuary.

Figura 3. Histogramas de las concentraciones de talio en peso seco medidas en la ostra Crassostrea
angulata en dos estaciones diferentes (A y B) en el estuario del Guadalquivir.

be sure that the behavior of non-thallium bioaccu-
mulation in field organisms shown in this study
continues.

Field sediment toxicity testing

The results of the sediment field test using
unpolluted oyster specimens are summarized in
table 3 for thallium and for the other two heavy
metals considered (cadmium and lead). From the
table it is clear that cadmium and lead present an
increase in their concentrations with time. In this
sense, and for the concentrations expressed as
Ug gt dry weight, the trend in the accumulation of
metals for the first and second month compared to
that of time equal to zero (the time at which the
organisms were placed in cages in the sediments
of the Guadalquivir estuary) was Cd > Pb > TI.

These results show that the accumulation in
the other two metals considered was higher than
that of thallium. Also, and compared to the results
obtained for Lake Ontario (table 2), the thallium
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de acumulacion, que deberia confirmarse en ana
lisis posteriores, debido alabajafrecuenciade las
fechas de muestreo (Unicamente dos fechas, una
enjunioy otraen julio). Los resultados estuvieron
comprendidos entre 59y 128 ng g en peso seco.

Los resultados de la concentracion de talio en
laostra C. angulata, procedente de dos estaciones
diferentes del rio Guadalquivir, se muestran en la
figura 3. El intervalo de concentracion obtenido
fue de 20 a 90 ng g en peso seco. Estos resul-
tados presentan una variabilidad considerable;
sin embargo, no se observa ningin proceso de
bioacumulacién para este organismo. Las diferen-
cias entre estaciones no fueron significativas
(P<0.01).

Como no se dispone de datos de otros orga-
nismos marinos similares, no se han podido
comparar estos resultados con los de especies
procedentes de otros ecosistemas marinos o estua
ricos. No obstante, se comparan con los datos
obtenidos por Borgmann et al. (1998) para €l
anfipodo de agua dulce Hyalella azteca, que fue
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Table 1. Thallium concentrations (* s,.,), expressed as ug g* dry weight, in male and female specimens
of the crab Uca tangeri at two different stations (D and E) in the Guadalquivir estuary.

Tabla 1. Valores de concentracion detalio (+ s, ), expresados en g g* peso seco, en gjemplares machos
y hembras del cangrejo Uca tangeri procedentes de dos estaciones (D y E) del estuario del Guadalquivir.

Station Date Mae Femae
D June 58.72 + 6.38
July 128.30 + 20.17 122.45 + 21.90
E June 85.46 + 6.44
July 83.85+ 15.76 117.38 + 16.51

Table 2. Comparison of thallium concentration (ng g* dry weight) for the fresh-water amphipod exposed
to sediment from Lake Ontario (Borgmann et al., 1998) and the organisms used in this study from the
Guadalquivir estuary.

Tabla 2. Comparacion de la concentracion detalio (ng g* peso seco) del anfipodo de agua dul ce expuesto
a sedimento del Lago Ontario (Borgmann et al., 1998) con la de aquellos organismos del estuario del
Guadalquivir utilizados en este trabajo.

Hyalella Scrobicularia Liza Uca Crassostrea
azteca plana ramada tangeri angulata
Minimum 155 42 70 50 20
Maximum 1001 100 200 125 90

accumulation results obtained in the Guadalquivir expuesto a diferentes concentraciones de talio en
estuary experiment for the oyster (C. angulata) sedimentos del Lago Ontario (tabla 2). De estos
specimens were lower than the thallium accumu- resultados se observa que solo un maximo regis-
lation results for the amphipod (H. azteca) from trado en e rio Guadaquivir fue superior a
the Lake Ontario experiment. Unfortunately, minimo encontrado en los anfipodos del Lago
similar field sediment test data from estuarine or Ontario. Es necesario tener en cuenta que dicho
marine areas are not available and thus cannot be méaximo corresponde a un pez adulto y que, ade-

compared. més, fue hallado en el higado. Se puede concluir a
partir de esta comparacion que los niveles detalio

CONCLUSIONS encontrados en |os organismos marinos seleccio-
nados para este trabajo fueron inferiores a los de

This study presents the results of a chemical los anfipodos del Lago Ontario. Este es otro resul -

analysis and biological assessment of severd tado que confirma nuestra idea de que no existe
samples from different organisms collected in the efecto debido a talio en el estuario del Guadalqui-
Guadalquivir estuary after the mining spill that vir. Sin embargo, este estudio de seguimiento en
occurred in the Aznalcdllar pyrite mine, which los organismos del estuario deberia realizarse en
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Table 3. Heavy metal concentrations for cadium, lead and thallium measured in the oyster (Crassostrea
angulata); caged specimens transported from an uncontaminated site in the Bay of Cadiz and introduced
into an area of the Guadalquivir River potentially affected by the Aznalcollar mining spill. The results are

expressed as dry weight.

Tabla 3. Vaores de concentracion de metales pesados para el cadmio, plomo y talio medidos en la ostra
(Crassostrea angulata); €jemplares transportados desde una zona no contaminada de la Bahia de Cadiz a
un area del rio Guadalquivir potencialmente afectada por € vertido minero de Aznalcdllar e introducidos
aqui en jaulas. Los resultados se expresan en peso seco.

Date [Cd] (Mg g?) [Po] (Mg g?) (T1] (ngg*)
29/07 (t = 0) 0.70 + 0.09 0.94 + 0.07 59.23+9.35
24/08 (t = 1 month) 2.69+0.20 1.39+0.10 80.12 + 5.56
29/09 (t = 2 months) 3.15+0.06 1.80+0.14 60.80 + 14.83
Ratio (t = 1 month/t = 0) 3.84 1.48 1.35
Ratio (t = 2 months/t = 0) 4,50 191 1.03
Ratio (t = 2 months/t = 1 month) 117 1.29

provide an image of the bioaccumulation and
potential ecotoxicity due to highly toxic and
unknown chemicals, such as thallium, in the
marine environment. Within the context of this
study, we have attempted to provide a snapshot of
the behavior and toxicity of thalium in marine
environments by reviewing its sources, occur-
rences, properties, biological functions, metabo-
lisms and general toxicity. Also, we have
provided the first field data of this metal in the
marine environment by measuring the level of
thallium in different important organisms of the
food chain in the Guadalquivir estuary. Further-
more, we have attempted to describe the first
ecotoxicological assessment of thallium in the
oyster from the area studied by performing afield
sediment toxicity test.

Although no biocaccumulation or ecotoxicity
of thallium was measured, further similar studies
should be conducted to evaluate the potentiality of
this metal to accumulate and, more specifically,
the environmenta sediment quality in the
Guadalquivir River and in the important area of
the Doflana Natural Reserve.
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el futuro (actualmente, el programa de segui-
miento contindia y va a permitir incrementar la
base de datos de que se dispone) paratener seguri-
dad de que se mantiene e comportamiento de no
bioacumulacién de talio en los organismos in situ
observado en este trabajo.

Test detoxicidad in situ

En la tabla 3 se presentan los resultados del
test de toxicidad in situ para €l talio y para los
otros dos metal es pesados considerados (cadmio y
plomo) obtenidos a utilizar gemplares de la
ostra C. angulata procedentes de una zona
no contaminada de la Bahia de Cadiz. Se observa
que el cadmioy €l plomo muestran un incremento
en su concentracion con el tiempo. En este sen-
tido, y para las concentraciones expresadas como
Mg g en peso seco, la tendencia en la acumu-
lacion de metales en € primer y segundo mes
comparada con la del tiempo igual a cero (tiempo
en el cual los organismos se colocaron en jaulas
en los sedimentos del estuario del Guadalquivir)
fue Cd > Pb >TI.
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Se observa que la acumulacion de los otros
dos metales considerados en el andlisis fue supe-
rior aladel talio. También, y comparando con los
datos del Lago Ontario (tabla 2), los resultados de
la acumulacion de talio obtenidos en el experi-
mento del estuario del Guadalquivir para los
giemplares de la ostra (C. angulata) fueron mas
bajos que los resultados de la acumulacion de
talio para el anfipodo (H. azteca) del experimento
del Lago Ontario. Desafortunadamente, no se dis-
pone para zonas estuaricas o marinas de mas datos
de otros tests de toxicidad in situ similares 'y, por
tanto, estos datos no pueden compararse de una
formamés efectiva.

CONCLUSIONES

Este trabajo presenta los resultados del andli-
sis quimico y la evaluacion biol dgica de muestras
de diferentes organismos recogidos en el estuario
del Guadalquivir después del vertido minero ocu-
rrido en la mina de pirita de Aznalcdllar, que pro-
porcionan una imagen de la bioacumulacion y
ecotoxicidad potencia debidas a contaminantes
altamente tdxicos y desconocidos, como € talio
en el medio marino. Dentro del contexto de este
trabajo, se haintentado proporcionar unainstanté-
neadel comportamiento y toxicidad del talioen el
medio marino mediante la revision de sus fuentes,
presencia, propiedades, funciones biologicas,
metabolismo y toxicidad general. También se han
presentado los primeros datos de campo de este
metal en el medio marino a través de la determi-
nacion de los niveles de talio en diferentes orga
nismos de gran importancia en la cadena tréfica
del estuario del Guadalquivir. Ademas, se ha des-
crito la primera valoracién ecotoxicolégica del
talio en la ostra C. angulata por medio de tests de
toxicidad in situ.

Aunque no se detecté ni bioacumulacion ni
ecotoxicidad de talio se deberian seguir redli-
zando futuros estudios de este tipo y utilizando un
punto de vista integral para evaluar la potenciali-
dad de este metal para acumularse, y también
estudios mas especificos de la calidad ambiental
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de los sistemas del rio Guadalquivir y de la
Reserva Natural Dofiana.
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