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INTRODUCCION

Las operaciones de dragado resultan esenciales para posibilitar el acceso a los
puertos de los buques que, cada vez, presentan mayores requerimientos de calado debido
al aumento de sus dimensiones y para el desarrollo de las infraestructuras portuarias.

Gran parte del material extraido durante estas actividades requiere su vertido en el
mar. La mayoria del material dragado, al estar compuesto fundamentalmente por material
geoldgico inerte, presenta niveles de contaminacion escasamente significativos (es decir,
cercanos a los niveles de fondo naturales), por lo que sus impactos sobre el medio marino
en caso de vertido se limitan a los efectos de naturaleza fisica que pudieran llegar a
producir. Sin embargo, en determinados proyectos o dentro de un proyecto de dragado en
ciertas zonas, algunos materiales estadn contaminados en unos niveles tales que se deben
aplicar limitaciones ambientales en el desarrollo de sus opciones de gestion.

En general, al considerar las opciones de gestién adecuadas, la opcion preferente
debe ser retener el material dragado dentro del mismo sistema sedimentario acuatico de
donde es originario, siempre que sea técnica, social, econémica y medioambientalmente
factible hacerlo. Existen mdltiples ejemplos, tanto en el contexto nacional como
internacional, sobre usos beneficiosos del material dragado (por ejemplo, para regeneracion
de playas o rellenos portuarios) que deben resultar la opcion preferente de gestién, siempre
que sus caracteristicas fisicas y ambientales lo hagan posible antes que optarse por su
vertido en el mar.

De acuerdo con el “Inventario de dragados en los puertos espafoles, actualizacién
2013”, desde que se cuenta con registros histéricos de las operaciones de dragado en
Espafa (afio 1975), el volumen de material dragado en los puertos de nuestro pais resulta
ser de casi 334 millones de metros cubicos con una media cercana a unos 8,7 millones
anuales. De estos volumenes, el 51% ha sido reutilizado y un 11% ha sido almacenado en
depdsito por lo que el volumen de material vertido al mar durante este periodo ha resultado
ser de algo mas de 125,5 millones de metros cubicos. Se trata, pues, de operaciones de una
magnitud tal que, en caso de no ejecutarse siguiendo unos criterios ambientales adecuados,
pueden llegar a comprometer el estado ambiental del medio marino.

Tanto el Convenio sobre la prevenciéon de la contaminacion del mar por vertimiento
de desechos y otras materias (Convenio de Londres) como el Convenio sobre la protecciéon
del medio ambiente marino del Atlantico Nordeste (Convenio OSPAR) y el Convenio para la
proteccion del medio marino y la region costera del Mediterraneo (Convenio de Barcelona),
de los que Espafia es parte contratante, han aprobado Directrices para la gestion del
material dragado que sirven de orientacién para que los Estados desarrollen su propia
normativa de &mbito nacional. En los casos de los Convenios de Londres y OSPAR se han
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adoptado recientemente unas nuevas versiones revisadas de tales Directrices (afios 2013 y
2014 respectivamente).

En un intento de desarrollo estatal de lo especificado en estos Convenios, en el afio
1994 el Centro de Estudios y Experimentacion de Obras Publicas (CEDEX) publicé las
“Recomendaciones para la gestion del material dragado en los puertos esparoles” (RGMD),
que fueron acordadas por los diferentes érganos de la Administracién General del Estado
competentes en los procedimientos de aprobacién y autorizacion de las obras de dragado y
su vertido en el mar (Puertos del Estado, Direccién General de la Marina Mercante, extinta
Secretaria General de Pesca Maritima, extinta Direccion General de Costas, extinta
Direccion General de Politica Ambiental e Instituto Espafiol de Oceanografia). Por diferentes
razones, las mencionadas RGMD no llegaron a tener caracter normativo pero, sin embargo,
han venido siendo aplicadas en la préactica totalidad de los proyectos de dragado.

Las RGMD establecian el procedimiento general que debia seguirse en la
caracterizacién del material dragado, incluyendo la definicion provisional de los umbrales de
contaminacién para evaluar la aceptabilidad ambiental del vertido al mar de los mismos
(niveles de accidn), los estudios necesarios para la seleccién de la zona de vertido y los
programas de vigilancia ambiental que debian desarrollarse. Sin embargo, los avances
acontecidos desde su publicacién tanto en el &mbito de los Convenios Internacionales para
la proteccion del medio marino como en la legislacion comunitaria y en el conocimiento
cientifico, junto con los problemas puntuales detectados durante estos afios en la aplicaciéon
de las RGMD, hacen imprescindible su actualizacion.

Con independencia de las Recomendaciones anteriormente mencionadas, la
normativa nacional vigente regula las obras de dragado a nivel muy general por cuanto el
articulo 64 del Real Decreto Legislativo 2/2011, de 5 de septiembre, por el que se aprueba el
Texto Refundido de la Ley de Puertos del Estado y de la Marina Mercante Unicamente
establece el régimen de autorizaciones aplicable y en su apartado 3 indica que los proyectos
de dragado incluiran un estudio de la gestion de los productos de dragado, y en particular la
localizacién de la zona o zonas de vertido y su tratamiento, asi como, de manera genérica,
los estudios necesarios desde el punto de vista ambiental pero sin precisar el contenido y
amplitud de los mismos. De igual modo, el articulo 56 de la Ley 22/1988 de Costas
establece que los vertidos al mar desde buques y aeronaves se regularan por su legislacion
especifica y en el articulo 63 se indica que, para otorgar las autorizaciones de extracciones
de éaridos y dragados, sera necesaria la evaluacion de sus efectos sobre el dominio publico
maritimo-terrestre, referida tanto al lugar de extraccion o dragado como al de descarga en
Su caso.

En el ambito comunitario, los productos de dragado han sido incluidos en la Lista
Europea de Residuos (aprobada por la Decision de la Comision 2000/532/CE, de 3 de mayo
y modificada por las Decisiones de la Comisién, 2001/118/CE, de 16 de enero, y
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2001/119/CE, de 22 de enero, y por la Decision del Consejo 2001/573/CE, de 23 de julio).
La Lista Europea de Residuos fue incluida como anejo 2 de la ORDEN MAM/304/2002, de 8
de febrero, por la que se publican las operaciones de valorizacion y eliminacion de residuos
y la lista europea de residuos.

Con posterioridad, la Directiva 2008/98/CE (Directiva marco de residuos),
transpuesta al ordenamiento juridico espafiol por la Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos
y suelos contaminados, establece que seran de aplicacion a todo tipo de residuos si bien
tanto en el articulo 2.3 de la Directiva como en el articulo 2.3 de la Ley 22/2011 se establece
que: “sin perjuicio de las obligaciones impuestas en virtud de la normativa especifica
aplicable, se excluiran de su ambito de aplicacion los sedimentos reubicados en el interior
de las aguas superficiales a efectos de gestion de las aguas y de las vias navegables, de
prevencién de las inundaciones o de mitigacién de los efectos de las inundaciones y de las
sequias, o de creacion de nuevas superficies de terreno, si se demuestra que dichos
sedimentos son no peligrosos”. Cabe entender, pues, al igual que lo hace el Convenio
OSPAR en sus Directrices revisadas en 2014, que la gestion de los materiales de dragado
en las aguas superficiales quedaria exenta de la aplicacién de la normativa de residuos
Unicamente en el caso de demostrarse que se trata de sedimentos no peligrosos. Sin
embargo, hasta el momento, ni en el &mbito comunitario, ni en el de los Convenios
Internacionales para la proteccion del medio marino ni en el nacional, se ha establecido
método alguno para evaluar esta circunstancia, aspecto que resulta indispensable resolver.

La Directiva Marco del Agua (Directiva 2000/60/CE) — DMA- persigue el
establecimiento de un marco comunitario para la protecciéon de las aguas continentales,
subterraneas, de transicién y costeras que prevenga todo deterioro adicional y proteja y
mejore el estado de los ecosistemas acuaticos, promueva un uso sostenible del agua,
aumente la proteccion y mejora del medio acuético a través de medidas orientadas a la
reduccion y/o supresion de vertidos, emisiones y pérdidas de determinadas sustancias, y
contribuya a paliar los efectos de las inundaciones y sequias.

Dentro de la estrategia de la Directiva 2000/60/CE para la lucha contra la
contaminacién de las aguas se ha adoptado la Directiva 2008/105/EC relativa a las normas
de calidad ambiental en el ambito de la politica de aguas, la cual establece la lista de
sustancias prioritarias (Anexo X de la Directiva 2000/60/CE) asi como las normas de calidad
ambiental establecidas para cada una de estas sustancias en las distintas categorias de
aguas superficiales, donde se incluyen las aguas de transicion y costeras. Esta Directiva fue
transpuesta a la normativa espafiola a través del RD 60/2011, de 21 de enero, que incluye,
ademas de las normas de calidad ambiental de las sustancias prioritarias, otras sustancias,
denominadas “preferentes” por su importancia especifica en el contexto espafol
(contaminantes especificos de cuenca) junto con sus correspondiente normas de calidad.
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Tanto la lista de sustancias prioritarias como algunas de las normas de calidad, han
sido recientemente modificadas por la Directiva 2013/39/UE. Aunque ambas Directivas
proponen normas de calidad ambiental para las sustancias prioritarias de cara a una
progresiva reduccion de las emisiones, descargas y pérdidas de dichas sustancias, tales
criterios se establecen exclusivamente en las matrices de agua y/o biota, mientras que la
definicion de criterios de calidad especificos para el caso de los sedimentos se deja a la
decision de los Estados Miembros. En aplicacion de los objetivos establecidos por la DMA
resulta fundamental evitar el deterioro del estado de las masas de aguas costeras y de
transicibn como consecuencia de las operaciones de dragado y vertido de material dragado.

Por ultimo, la Directiva 2008/56/CE, de 17 de junio de 2008, por la que se establece
un marco de accién comunitaria para la politica del medio marino (Directiva marco sobre la
estrategia marina), transpuesta al ordenamiento juridico espafiol por la Ley 41/2010, de 29
de diciembre, de proteccién del medio marino, tiene como principal objetivo el lograr o
mantener un buen estado ambiental del medio marino a mas tardar en el afio 2020, para
cuya consecucion se crean las estrategias marinas como herramienta de planificacion del
medio marino. La evaluacion del estado ambiental del medio marino se debe realizar a
través de los 11 Descriptores incluidos en su anejo |, que han sido desarrollados con
posterioridad a través de los 56 Indicadores aprobados por la Decision de la Comision
2010/477/UE sobre los criterios y las normas aplicables al buen estado ambiental de las
aguas marinas. Del conjunto de estos 11 Descriptores, tres de ellos estan intimamente
relacionados con las operaciones de dragado y gestion de los productos de dragado en el
mar (D6: integridad de los fondos marinos, D7: alteracion permanente de las condiciones
hidrograficas y D8: concentraciones de contaminantes) si bien, sobre todo cuando se
procede al vertido al mar de los materiales de dragado, varios de los restantes pueden
resultar afectados en mayor o menor medida (D1: Biodiversidad, D2: Introduccion de
especies aloctonas, D5: Eutrofizacion y D10: Basuras marinas). Ademas, la directiva
relaciona la actividad de dragado entre las presiones e impactos que deben ser
considerados en la evaluacion inicial de las estrategias marinas, asi como en sus sucesivas
actualizaciones, por ejemplo en cuanto a “pérdidas fisicas”, “dafos fisicos” y “contaminacién
por sustancias peligrosas” (Anexo lll, cuadro 2).

De acuerdo con las disposiciones anteriormente citadas, se hace imprescindible
actualizar el procedimiento estandarizado para la caracterizacion del material dragado y
evaluacion de sus posibles opciones de gestion, teniendo en cuenta, ademas, el necesario
establecimiento de la metodologia adecuada para determinar si se trata o0 no de sedimentos
no peligrosos.

Fruto de lo anteriormente expuesto, las presentes Directrices establecen los
contenidos minimos que, desde el punto de vista ambiental, debe incluir todo proyecto de
dragado, el procedimiento para la adquisicion de las muestras, las determinaciones y
ensayos necesarias para su caracterizacion, con indicacion de la metodologia aplicable, la
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clasificacion del material dragado en categorias, incluyendo la definicion de los criterios para
considerarlo como sedimento no peligroso, proporciona el procedimiento para evaluar las
diferentes opciones de gestion, y establece las condiciones a cumplir para el vertido al mar
de los materiales y el desarrollo de los programas de vigilancia ambiental. Se incluye,
asimismo, un Capitulo dedicado al andlisis de los permisos y autorizaciones necesarios para
la gestion de los materiales en el DPMT.

Debe sefalarse que si bien el &mbito de aplicacion se corresponde con la totalidad
del DPMT, esto es tanto el interior de las zonas portuarias como actuaciones que pudieran
realizarse fuera de las mismas, quedan excluidos del mismo la extraccion de materiales con
el fin exclusivo de regeneracion de playas u obtencion de materiales para rellenos portuarios
que se desarrollen fuera del dominio publico portuario, por cuanto tanto la tipologia de estas
actuaciones como las caracteristicas de los materiales extraidos resultan claramente
diferentes a los dragados que se realizan con fines de navegacion. No obstante, en tanto en
cuanto no se desarrollen directrices especificas para tales actuaciones, las presentes
Directrices podrian aplicarse con caracter orientativo.

Las presente version de Directrices incorpora algunas modificaciones sobre el texto original
de las Directrices para la caracterizacion del material dragado y su reubicacion en el dominio
publico maritimo terrestre que fueron aprobadas por la Comision Interministerial de
Estrategias Marinas en su reunion ordinaria celebrada el 24 de abril de 2014 y viene a
actualizar las mismas y sustituir las Recomendaciones para la gestion del material dragado
en los puertos espafioles que fueron siendo utilizadas hasta el afio 2014.
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CAPITULO I: NORMAS GENERALES

Articulo 1. Objeto

Las presentes Directrices tienen por objeto el establecimiento de las condiciones aplicables
para regular las operaciones de dragado y la reubicacion de los materiales dragados en las
aguas del dominio publico maritimo-terrestre (DPMT).

Articulo 2. Ambito de aplicacion

1. Las condiciones establecidas en las presentes Directrices seran de aplicacion en las
operaciones de dragado y de reubicacion de sedimentos que se lleven a cabo en las aguas
del dominio publico maritimo-terrestre, incluyendo el dominio publico portuario (DPP), de
acuerdo a como vienen definidos por la Ley 22/1988, de 28 de julio, de Costas y el Real
Decreto Legislativo 2/2011, de 5 de septiembre, por el que se aprueba el texto refundido de
la Ley de Puertos del Estado y de la Marina Mercante.

2. Las presentes Directrices no serdn de aplicacién a las actuaciones de explotacién de
yacimientos submarinos de aridos fuera de la zona | de los puertos para la obtencién de
materiales para su aporte a playas o para rellenos portuarios, que se regularan por sus
directrices especificas.

Articulo 3.- Definiciones

A efectos de las presentes Directrices se entendera por:

1. Antrdpico: Originado por la actividad de los seres humanos

2. Bioensayo: Ensayo de laboratorio en el que organismos vivos son expuestos al
material dragado o sus lixiviados para determinar sus efectos o toxicidad.

3. Colocacion: deposito intencionado de material dragado en las aguas del DPMT
para un uso productivo o sobre el que se aplican técnicas de confinamiento.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Concentracion individual: resultado de la determinacion analitica para un
determinado contaminante realizada sobre una muestra individual o sobre una
muestra compuesta.

Concentracion media: resultado del calculo, realizado segun el procedimiento
establecido en el articulo 24, en el que se tienen en cuenta los resultados analiticos
obtenidos para un conjunto de muestras individuales o compuestas y ponderando
en funcién de la masa de materiales representada por cada una de ellas.

Confinamiento: Depésito disefiado para contener material dragado y minimizar la
dispersion de contaminantes en el medio acuatico.

Composicibn de muestras: mezcla de materiales obtenidos en diferentes
estaciones de muestreo o, dentro de una misma estacion, a diferentes niveles de
profundidad.

Dragado: extraccion de materiales del fondo del DPMT.

Dragado de limpieza: aquel cuyo Unico objeto es la retirada deliberada de material
contaminado del fondo marino con el propdsito de proteccion de la salud humana o
el medio ambiente.

Dragado de mantenimiento: aquel realizado para asegurar que los canales de
navegacion o zonas de atraque o fondeo portuario mantienen sus dimensiones
(superficie y profundidad) de disefio.

Dragado de primer establecimiento: aquel realizado con fines de navegacion, al
objeto de aumentar o profundizar los canales de navegacion y las areas portuarias,
asi como creacion de nuevos puertos y los realizados dentro de otros proyectos de
ingenieria como excavacion de zanjas para cimentacién de estructuras portuarias o
colocacién de cables o tuberias.

Dragado para rellenos portuarios: aquel realizado con el objetivo de utilizar el
material para relleno de estructuras portuarias.

Estacién de muestreo: Punto concreto del DPMT en el que se lleva a cabo la toma
de muestras de aguas o sedimento superficial y/o profundo.

Gestion del material dragado: Término general que incluye los diferentes destinos,
transporte y operaciones a realizar con el material dragado. Incluye el
establecimiento de medidas preventivas y mitigacion de efectos negativos y la
vigilancia ambiental.

Limite de deteccién: en una determinacién analitica, valor de concentracion o sefial
de salida por encima del cual se puede afirmar, con un nivel declarado de
confianza, que una muestra es diferente de un blanco, entendiéndose por blanco
una muestra que no contiene el analito de intereés.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Limite de cuantificacion: en una determinacién analitica, multiplo constante del
limite de deteccidn que se puede determinar con un grado aceptable de exactitud y
precision. El limite de cuantificacion se puede calcular utilizando un patrén o
muestra adecuada y se puede obtener del punto de calibraciébn mas bajo en la
curva de calibracion, excluido el valor del blanco.

Material dragado: cualquier material geoldgico y/o de naturaleza bioclastica
extraido de fondos del DPMT.

Material arenoso o arenas: parte del material dragado de tamafio comprendido
entre 0,063 mmy 2,0 mm.

Material fino o finos: parte del material dragado, constituido por limos y arcillas, de
tamaio inferior a 0,063 mm.

Material grueso o gruesos: parte del material dragado de tamafio superior a 2 mm.

Mejores practicas ambientales: La aplicacion mas adecuada de la combinacion de
medidas de control y estrategias tendentes a reducir el impacto ambiental.

Muestra individual: cada una de las muestras de sedimento, superficiales o
profundas, obtenidas durante la campafia de muestreo realizada de acuerdo a lo
indicado en el Capitulo 1l y en el Anejo L.

Muestra tipo M: toda muestra individual procedente de una zona Tipo M (muelles)
definida segun lo indicado en el articulo 11.1.

Muestra tipo G: toda muestra individual procedente de una zona Tipo G (darsenas)
definida segun lo indicado en el articulo 11.1.

Muestra tipo C: toda muestra individual procedente de una zona Tipo C (canales o
vias navegables) definida segin lo indicado en el articulo 11.1.

Muestra compuesta: muestra formada por la mezcla de dos o mas muestras
individuales de acuerdo con lo establecido en el articulo 14.

Niveles de accién: umbrales de concentracion de ciertos parametros quimicos que
serviran para clasificar el material a dragar en las categorias definidas en el articulo
24,

Recinto de almacenamiento: construccion ubicada en las aguas superficiales
especificamente disefiada para el almacenamiento de material dragado.

Reubicacion: término general que incluye la colocacion y el vertido de material
dragado en las aguas del DPMT.

Toxico: que produce efectos letales o subletales cuando es ingerido o entra en
contacto con los seres vivos.
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31.

32.

33.

34.

35.

Uso productivo: operacion de colocacion del material dragado en el DPMT cuyo
resultado principal es que el material sirva a una finalidad util cumpliendo una
funcién particular (por ejemplo soporte de actividades o una mejora ambiental).

Vertido al mar: toda evacuacidon deliberada en las aguas del DPMT de material
dragado con el unico fin de deshacerse del mismo sin utilizar técnica de
confinamiento.

Zonas de exclusion: parte del DPMT en la que por sus valores naturales o usos
legitimos no estara permitido el vertido de material dragado aunque si su
colocacion de acuerdo con el articulo 31.

Zonas de vertido restringidas: parte del DPMT cercana a la costa, de escasa
profundidad o en las inmediaciones de zonas con algin tipo de proteccion
ambiental segun se indica en el articulo 31.

Zonas sensibles: aquellas zonas del DPMT que por sus caracteristicas naturales o
Sus usos antropicos requieran una consideracion especial a la hora de planificar el
dragado o la reubicacion del material dragado. Incluirdn las zonas que contengan
habitats o especies prioritarios, vulnerables, biogénicos o pertenecientes a las
categorias incluidas en las Directivas europeas o Convenios Internacionales que
resulten de aplicacion. En particular, praderas de faner6gamas marinas,
comunidades de maérl o formaciones de coraligeno asi como las zonas de bafio,
zonas de cultivos marinos, arrecifes artificiales, instalaciones de produccién de
energia, zonas de captaciéon de agua, zonas de interés arqueoldgico, yacimientos
de aridos y las ocupadas por cualquier infraestructura submarina.
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CAPITULO II: EL DRAGADO Y LA ZONA A DRAGAR

Articulo 4. El proyecto de dragado

1. Toda actuacion de dragado tendra la consideracion de obra maritima y requerir4 del
correspondiente proyecto, a elaborar de acuerdo con lo establecido en la Ley 22/1988, de 28
de julio, de Costas y el Real Decreto 876/2014, de 10 de octubre, por el que se aprueba el
Reglamento General de Costas , asi como con el articulo 64 del Real Decreto Legislativo
2/2011, de 5 de septiembre, por el que se aprueba el Texto Refundido de la Ley de Puertos
del Estado y de la Marina Mercante. El proyecto incorporard una justificacion de la
necesidad de ejecutar el dragado, una caracterizacion de la zona y un estudio de la gestion
del material dragado que se realizaran de acuerdo con las presentes Directrices.

2. En aquellos proyectos que deban ser sometidos a evaluacién de impacto ambiental en
virtud de la legislacion estatal o autonémica que resulte de aplicacion, la consideracion de
las condiciones establecidas en las presentes Directrices formara parte del estudio de
impacto ambiental o del documento ambiental en lo que se refiere a los aspectos contenidos
en las mismas.

3. En los proyectos que puedan afectar directa o indirectamente a lugares de la Red Natura
2000, la consideracion de las condiciones establecidas en las presentes Directrices formara
parte de la adecuada evaluacion de sus repercusiones sobre dicho lugar.

Articulo 5. Justificacion de la necesidad del dragado

1. El promotor de la actuacion de dragado debera justificar de manera adecuada la
necesidad de la misma asi como su proposito, estableciendo:

i. Objetivos del dragado que se pretende realizar (primer establecimiento,
mantenimiento, limpieza o relleno portuario)

ii. Razones técnicas que hacen necesaria la realizacion del dragado.
iii. El volumen de materiales a dragar, expresado en metros cubicos.

iv. La superficie afectada por el dragado, expresada en metros cuadrados.
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V. El espesor de materiales a dragar en cada zona de la superficie afectada,
aportando un plano batimétrico previo reciente y un plano batimétrico de la
situacion que se pretende alcanzar.

Vi. Método de dragado previsto (hidraulico o mecanico) y eventuales medidas
preventivas que se plantean.

2. La informacién anterior se incorporara sobre plano a una escala adecuada a la superficie
del proyecto pero, en todo caso, no inferior a 1:10.000. Se incluir4 adicionalmente, como
referencia, la carta nautica de la zona cuando esté disponible a la escala adecuada.

3. En el caso de que se trate de una actuacion a realizar sobre una zona ya dragada con
anterioridad, se suministrara informacion, siempre que pueda disponerse de ella, sobre las
actuaciones de dragado realizadas previamente y los efectos producidos, valorados a través
de los resultados de los seguimientos ambientales que se hubieran realizado.

4. Se minimizard, en la medida en que resulte técnicamente posible y econémicamente
viable el volumen de material a dragar, el volumen de material a verter al mar y, en general,
las superficies afectadas por el dragado y el vertido.

Articulo 6. Caracterizacion de la zona a dragar

1. El promotor de la actuacion de dragado deberad recopilar, con caracter previo a la
caracterizacion de los materiales y sobre la base de los datos existentes, la siguiente
informacién referente a la zona de actuacién y su entorno:

i.  Descripcion del tipo y fuentes de contaminacién significativa que soporta la
zona a dragar (emisarios o conducciones de vertido de aguas residuales,
industriales o mixtas; carga/descarga de graneles con especial consideracion
de los hidrocarburos, indicando tipo e instalacién especial, o no; usos
historicos de la zona; aportes de rios; escorrentias; etc.).

ii. Estimacion de los objetos o materiales de origen antropico que pudiera
contener el material a dragar. La informacion recogida debera ser suficiente
para evaluar la compatibilidad de la actuacién respecto a la Estrategia Marina
correspondiente respecto al Descriptor 10 (Basuras Marinas).
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iii. Existencia de algun programa de control sobre las fuentes de contaminacion,
o0 si se ha hecho alguna intervencion ambiental relevante en relacion con los
vertidos a las aguas de la zona a dragar o su entorno inmediato, siempre que
pueda disponerse de ella.

iv. Composicién granulométrica esperada.
V. Caracteristicas batimétricas de la zona.

Vi. Descripcion de caracteristicas bioldgicas, con especial atencién a los habitats
y especies, especialmente bentobnicas, y a la posible presencia de especies
invasoras que pudieran ser propagadas con la actuacion de dragado. La
informacién recogida debera ser suficiente para evaluar la compatibilidad de
la actuacion respecto a la Estrategia Marina correspondiente respecto a los
Descriptores 1 (Biodiversidad) y 2 (Especies al6ctonas).

Vii. Resultados de los programas existentes de seguimiento de calidad de las
aguas.
viii. Localizacion de areas marinas o maritimo-terrestres amparadas por cualquier

figura de proteccion autondémica, nacional o internacional en el entorno de la
zona de actuacién, con determinacion expresa de la distancia minima hasta
las mismas.

iX. Identificacién de otros usos legitimos del mar que concurren sobre la zona a
dragar o el entorno que pudiera resultar afectado por la actuacion, con
especial atencion a la existencia de zonas sensibles y zonas de explotacién
de recursos pesqueros y marisqueros.

2. En actuaciones con un volumen de sedimento a dragar superior a 100.000 m*® y con
zonas de bafio, de cultivos marinos, tomas de agua (para refrigeracion, desalacion o cultivos
marinos) o con cualquier figura de proteccién ambiental marina o maritimo-costera situada a
una distancia igual o inferior a 2 millas nauticas de la zona de dragado, sera preceptiva la
realizacion de un estudio de transporte y dispersion que permita conocer su posible afeccion
por la actuacién de dragado, con indicacién de las comunidades biolégicas susceptibles de
ser alteradas por la misma.

Articulo 7. Procedimiento de gestion del material dragado

1. Con excepcion de los materiales declarados como exentos de caracterizacion conforme al
articulo 8, todo material a dragar estara sujeto a una caracterizacion preliminar y, en su
caso, quimica y bioldgica que permitira definir los procesos posteriores de su gestion.

-12 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacién en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

2. Los resultados de la caracterizacion de los materiales, realizada conforme a los Capitulos
[ll'y 1V, indicaran si, en principio, el material a dragar es susceptible de vertido al mar.

3. En funcion de los resultados de la caracterizacion de los materiales, se evaluara su
consideracién como sedimento no peligroso y, en tal caso, seran clasificados en una o0 mas
categorias de las que se establecen en el Capitulo V.

4. Se estableceran las medidas preventivas y las opciones de gestion del material conforme
a lo establecido en el Capitulo VI.

5. Con caracter general se evaluaran los posibles usos productivos, de acuerdo con el
articulo 26, para la totalidad o la parte del material que retna las caracteristicas adecuadas,
optandose por los mismos siempre que se llegue a un acuerdo entre el promotor del
dragado y el 6rgano competente en la materia relativa al uso productivo por el que se ha
optado. En la evaluacion de los usos productivos se consideraran aspectos tales como la
salud humana, la seguridad y la afeccién al medio ambiente.

6. En caso de vertido al mar se seguirdn las especificaciones del Capitulo VII de las
presentes Directrices.

7. El Anejo | de las presentes Directrices incluye el diagrama a seguir en el proceso de toma
de decisiones para la gestion del material a dragar y autorizacién de reubicacion en las
aguas del DPMT.

Articulo 8. Material exento de caracterizacion

1. Sin perjuicio de las obligaciones impuestas en virtud de la regulacién especifica aplicable,
en ausencia de fuentes apreciables de contaminaciéon quedaran exentos de caracterizaciéon
aquellos proyectos cuyo volumen total sea igual o inferior a 10.000 m® de los que se tenga
informacion local acerca de la calidad del sedimento que permita asegurar razonablemente
gue el material no esté contaminado.
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2. Quedaran asimismo exentos de caracterizacién aquellos materiales a dragar, o dentro de
un proyecto de dragado aquellas zonas, cuyos materiales estuviesen constituidos
exclusivamente por material geoldgico consolidado o no consolidado de tamafio superior a 2
mm.
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CAPITULO lIl: TOMA DE MUESTRAS DE LOS MATERIALES A DRAGAR

Articulo 9. Campafia de toma de muestras

1. Con caracter previo a cualquier actuacion de dragado no exenta de caracterizacion, se
llevard a cabo una campafa de muestreo de acuerdo con lo especificado en el presente
Capitulo y los procedimientos del Anejo |l.

2. Para dragados o zonas concretas dentro de cada actuacion que supongan un espesor
medio de dragado inferior a 1 metro, serd suficiente la adquisicion de muestras de la
superficie del fondo. Cuando el espesor de dragado sea superior, resultar4 preceptiva la
adquisicion de muestras profundas hasta alcanzar, como minimo, el espesor de sedimento
que se proyecte extraer, siempre que ello sea posible sin utilizar técnicas de obtencion de la
muestra que perturben significativamente la disposicion sedimentaria de los testigos. En
estos casos, cada columna de sedimento obtenida se segmentara en muestras individuales
de 50 cm de longitud que seran analizadas por separado 0 compuestas previamente a su
andlisis de acuerdo con los criterios establecidos en el articulo 14.

3. En casos de dragados de mantenimiento que se realicen sobre materiales depositados en
los cuatro afios anteriores, resultara suficiente la adquisicion de muestras superficiales con
independencia del espesor de la capa de material a dragar siempre y cuando no se plantee
un aumento de calado sobre la situacion preexistente y no hubiera habido variacion
significativa de las caracteristicas ambientales.

Articulo 10. Posicionamiento

Cada estacion de muestreo deberd ser posicionada con una exactitud sub-métrica,
preferentemente mediante el empleo de sistemas de posicionamiento GPS diferencial y, su
posicion referida mediante sus coordenadas geograficas de latitud y longitud en el sistema
ETRS89 (European Terrestrial Reference System 1989) en el ambito de la Peninsula Ibérica
y las Islas Baleares. En el caso de las Islas Canarias, se utilizara el sistema REGCAN95.
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Articulo 11. Nimero de estaciones de muestreo

1. Al objeto de tener en consideracion el gradiente de contaminacion horizontal que suele
existir en los puertos, el esfuerzo de muestreo dependera del tipo de zona portuaria incluida
en el proyecto de dragado, de acuerdo con la siguiente tipologia:

i.  Zona tipo M: la que bordea los muelles. En estas zonas se ubicard al menos
una estacion de muestreo cada 100 metros lineales. Cada estacion sera
representativa de un area de 50 m de ancho desde el borde del muelle y una
superficie maxima de 5.000 m?.

ii. Zona tipo G: el resto de zonas a dragar en darsenas portuarias. En estas
zonas, el nimero minimo de estaciones de muestreo se calculara en funcion
de la superficie de las mismas mediante la expresion:

donde:
N = NuUmero minimo de estaciones de muestreo.
S = Superficie del rea objeto del dragado, excluida la superficie de las

zonas tipos My C, expresada en m?.

25 /s = Superficie representada por cada estacion de muestreo suponiendo
una distribucion equidistante de las mismas.

Si de la aplicacion de la expresién anterior no resulta un namero entero de
muestras, se redondeara por exceso.

iii. Zona tipo C: los canales o vias navegables en los que se proyecta un
dragado de un minimo de 10 Km de longitud. EI nimero minimo de
estaciones de muestreo podra ser, para esta zona, 1/3 inferior al resultante
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de la expresion empleada para la zona tipo G, sin alterarse el nimero minimo
de estaciones necesarias en el resto de zonas que pudiera requerirse en las
mismas. En caso de proyectos de dragado a realizar en canales de gran
longitud, se definirdn tantas zonas tipo C como tramos de dragado continuos
de 10 Km de longitud pudieran existir, realizandose el calculo de estaciones
de muestreo necesarias de manera independiente para cada tramo.

iv.  Oftras zonas: En caso de que el proyecto de dragado incluyera una zona que
no se corresponda con alguna de las anteriores tipologias, el céalculo del
numero de estaciones de muestreo se realizaria en funcién de la superficie
de la misma mediante la expresion indicada para las zonas tipo G.

2. Cuando un proyecto de dragado incluya mas de un tipo de las cuatro zonas establecidas
en el apartado anterior, el calculo del numero de estaciones de muestreo se realizara de
manera independiente para cada una de ellas.

3. En aquellos proyectos en que resulte preceptiva la adquisicion de muestras profundas,
estas deberan ser adquiridas, dentro del area en la que el espesor de dragado sea superior
a 1 metro, como minimo en una tercera parte del nUmero de estaciones resultante de los
criterios establecidos en los apartados anteriores. Tales estaciones de muestreo se
distribuirdn de manera uniforme a lo largo del area en la que fuera necesaria su adquisicion.
Fuera de esta area, se tomaran muestras superficiales en el resto de estaciones.

4. En cualquier caso, el nimero minimo de estaciones de muestreo dentro del area
proyectada para la realizacién del dragado debera ser de 3 y, en proyectos en los que
resulte preceptiva la adquisicion de muestras profundas se procedera, como minimo, a su
toma en una de las estaciones de muestreo.

5. El promotor de la actuacion podra optar por la toma y analisis de un nimero de muestras
superior al minimo y tener en cuenta sus resultados analiticos de cara a la clasificacion del
material, siempre y cuando se respeten los criterios de distribucion de las estaciones de
muestreo a los que se refiere el articulo 12.
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Articulo 12. Distribuciéon de las estaciones de muestreo

1. La distribucién de las estaciones de muestreo debera tender a que se cubra la variabilidad
prevista de toda la zona objeto de dragado respecto a la contaminacion, debiendo ser su
numero superior en las proximidades de fuentes puntuales de contaminacion (aliviaderos de
aguas pluviales, vertidos urbanos e industriales, etc.). En el caso de que no se conozcan o
que no se espere gradiente importante de contaminacion, las estaciones se intentaran
distribuir de manera uniforme.

2. En las zonas tipo C, las estaciones de muestreo se distribuiran de manera equidistante a
lo largo del canal y, preferentemente, situadas sobre su eje central.

Articulo 13. Conservacion, transporte y almacenamiento de las muestras

1. Para la conservacion, transporte, almacenamiento y manipulaciéon de las muestras se
seguira lo indicado al respecto en el Anejo Il de las presentes Directrices.

2. Las diferentes determinaciones analiticas deberan ser realizadas en un plazo razonable
de tiempo, preferiblemente dentro de las horas siguientes a la adquisicién de muestras para
analisis microbiolégicos y de tres semanas para determinaciones quimicas o, en su caso,
bioensayos. Es recomendable iniciar los bioensayos dentro de la semana siguiente.

Articulo 14. Composicidon de muestras para la caracterizacion de los materiales

1. Para la realizacion de las determinaciones analiticas correspondientes a la
caracterizacién preliminar y caracterizacion quimica, se podra optar por la composicion
ponderada de muestras, siempre y cuando se cumplan todas las condiciones siguientes:

- Que los sedimentos presenten similares caracteristicas fisicas y organolépticas.

- Que las estaciones de muestreo correspondan al mismo tipo de zona (M, G, C u
otras zonas) y estén situadas en localizaciones adyacentes o, dentro de una
misma estacion de muestreo, en estratos contiguos.
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- Que las estaciones de muestreo estén sometidas a similares condiciones
hidrodinamicas, y

- Que no sea esperable un gradiente significativo de contaminacion (en la
horizontal o en la vertical).

2. El informe de caracterizacion de los materiales deberd describir con detalle las muestras
que se han compuesto y justificar adecuadamente los criterios tenidos en consideracion
para dicha composicion.

3. Con caracter general, cada muestra compuesta estara formada, como maximo, hasta por
cuatro muestras individuales, excepto para las zonas tipo M o C en las que cada muestra
compuesta se formara Unicamente con dos muestras individuales.

4. En los casos en que se opte por la composicion de muestras, el nimero total de muestras
a analizar (muestras individuales mas muestras compuestas) no podra ser, en ningln caso y
para cada uno de los tipos de zona, inferior al 50% del nimero minimo de estaciones de
muestreo establecido de acuerdo con el articulo 11.

5. Las muestras compuestas se formardn mezclando partes alicuotas de cada muestra
individual proporcionales al volumen de material a dragar representado por cada una de
ellas. Si m; es la masa total seca de la muestra compuesta, la masa m; de la parte alicuota
de la muestra i se calculard mediante la siguiente formula:

Vi
mi :mTV—
T

Siendo:

- Vi, el volumen de material a dragar representado por la muestra individual i.

- V1, el volumen de material a dragar representado por la muestra compuesta, igual a
la suma de los volumenes representados por las muestras individuales: V+ =V; +....
+ V, siendo n el n°® de muestras que se componen.
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6. A todos los efectos, cada muestra compuesta se considerara representativa de un
volumen de sedimentos igual a la suma de los volimenes representados por cada una de
las muestras individuales que han compuesto y éste debera ser gestionado conjuntamente.

7. La composicion de muestras se realizara en laboratorio, en condiciones que aseguren
gue no se produce contaminacion exdgena.

8. En los casos en que se realice composicion de muestras, debera conservarse una porcion
suficiente de las muestras individuales por si fueran necesarias posteriores determinaciones
sobre las mismas.
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CAPITULO IV: CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

Articulo 15. Caracterizacion preliminar

1. Las determinaciones analiticas y ensayos para la caracterizacion preliminar de los
materiales se realizara sobre la totalidad de muestras compuestas y las muestras
individuales que no se hayan compuesto.

2. La caracterizacion preliminar de los materiales incluira la determinacién de sus
caracteristicas granulométricas, la concentracion de soélidos, el contenido en carbono
organico total (COT) y la realizacion del test previo de toxicidad (TPT)'. Estas
determinaciones se realizaran, de acuerdo con la metodologia indicada al respecto en el
Anejo IV de las presentes Directrices, sobre la muestra total para el caso del analisis
granulométrico y sobre la fraccion inferior a 2 mm para el resto de determinaciones.

3. Cuando y la zona de dragado o la prevista para la reubicacion del material esté proxima a
zonas de bafio, de cultivos marinos, de extraccion de recursos marisqueros o de captacion
de agua para consumo humano o para acuicultura, debera procederse a la determinacién de
los parametros indicadores de contaminacion fecal incluidos en la normativa estatal o
autonémica que resulte de aplicacion, debiéndose adoptar en su caso las técnicas de
gestion o medidas preventivas necesarias para asegurar su cumplimiento.

4. Las determinaciones a las que hace referencia el apartado anterior podrian no realizarse
si a través de los correspondientes estudios de transporte y dispersion, pudiese demostrarse
la no afeccion a las mencionadas zonas.

Articulo 16. Material exento de caracterizacién quimicay biolégica

El material dragado o una parte del mismo podra ser declarado exento de caracterizacion
quimica y biolégica y clasificado directamente como de categoria A cuando los resultados de
la caracterizacion preliminar indican que cada una de las muestras que lo representan
cumple las siguientes tres condiciones:

! Ensayo de ecotoxicidad en fase sdlida con Vibrio fishery segun el protocolo detallado en el Anejo IV,
ensayandose un intervalo de diluciones finales comprendido entre 63 y 8.000 mg/®.

-21-



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacién en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

- contenido de finos inferior al 10%;
- concentracion de COT inferior al 2%, y

- el resultado del TPT indica una concentracion CES0 superior a 2.000 mg/{.

Articulo 17. Caracterizacion quimica

1. En todas las muestras sobre las que sea necesario realizar la caracterizacion quimica se
determinaran, de acuerdo con la metodologia analitica incluida en el Anejo 1V, los siguientes
contaminantes:

- Arsénico (As)
- Cadmio (Cd)
- Cobre (Cu)

- Cromo (Cr)

- Mercurio (Hg)
- Niquel (Ni)

- Plomo (Pb)

- Zinc (Zn)

- Policlorobifenilos (PCBs), determinando de manera individual los congéneres IUPAC
28, 52, 101, 118, 138, 153 y 180.

- Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), determinando de manera individual la
concentracion de los siguientes compuestos: Antraceno, Benzo(a)antraceno,
Benzo(ghi)perileno, Benzo(a)pireno, Criseno, Fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd)pireno,
Pireno y Fenantreno.

- Tributilestafio (TBT) y sus productos de degradacion (Dibutilestafio —DBT- y
Monobutilestafio —MBT-).

- Hidrocarburos (C10-Cao).
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2. No obstante a lo anterior, la determinacion de PCBs, HAPs, TBTs e hidrocarburos no
resultara preceptiva cuando:

- Exista informacion suficiente de investigaciones o estudios de vigilancia previos,
en los 5 afos anteriores, que indiquen la ausencia de contaminacién significativa
por este tipo de compuestos, 0

- En ausencia de fuentes conocidas de contaminacién (puntuales o difusas) las
muestras presentan un porcentaje de finos inferior al 10% y un contenido en COT
inferior al 1,5%.

3. Basandose en la informacion local de las fuentes de contaminacion (puntuales o difusas)
0 aportes histéricos conocidos, podra resultar necesario el analisis de otros compuestos,
como por ejemplo:

- Otros Policlorobifenilos.

- Pesticidas organoclorados, con especial atencion a DDT y sus productos de
degradacioén, pentaclorobenceno, hexaclorobenceno y hexaclorociclohexanos.

- Pesticidas organofosforados.
- Otros compuestos organicos del Estafio.
- Otros agentes anti-fouling.

- Dibenzodioxinas y dibenzofuranos policlorados (PCDDs y PCDFs).

Cuando se proceda a la determinacion de alguno de los anteriores compuestos, la
evaluacién de los resultados se realizard en funcién del mejor conocimiento cientifico
existente, los criterios incluidos en la evaluacién inicial de las estrategias marinas o los
niveles de accion utilizados por otros paises de nuestro entorno.

4. Las determinaciones quimicas se realizardn sobre la fraccion de la muestra inferior a 2
mm, previamente separada mediante tamizado del resto de materiales de mayor tamafio
gue pudieran estar contenidos en la misma, de acuerdo con los procedimientos indicados en
el Anejo IV.
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5. Los resultados de la caracterizacidn quimica se expresaran como concentracion en mg/kg
sobre materia seca.

Articulo 18. Especificaciones técnicas de los analisis quimicos

1. Los laboratorios encargados de la realizacién de los analisis garantizaran la calidad de
sus medidas mediante los pertinentes programas de aseguramiento y control de la calidad
de las mismas de acuerdo con los requerimientos recogidos en el Anejo IV, que deberan ser
especificamente documentados en el informe de resultados analiticos, junto con la
descripcion detallada de los protocolos analiticos empleados en el andlisis de las muestras.

2. Los andlisis quimicos se realizaran, preferentemente, siguiendo la metodologia analitica
incluida en el Anejo IV.

3. El limite de cuantificacion para las determinaciones de metales y metaloides deberé ser al
menos 5 veces inferior a la concentracion establecida para cada contaminante como nivel
de accidon A segun se define en el articulo 22, excepto para el caso del mercurio que debera
ser, al menos, 3 veces inferior a dicho nivel.

4. Para el caso de los PCBs, compuestos para los que los niveles de accién se establecen
como suma de 7 congéneres individuales, el limite de cuantificacion en la determinaciéon de
cada congénere debera ser igual o inferior a 0,002 mg/kg sobre materia seca.

5. Para los HPAs, en los que los niveles de accion se establecen como la suma de 9
compuestos diferentes, el limite de cuantificacion debera ser igual o inferior a 0,04 mg/kg
sobre materia seca para cada uno de los compuestos.

6. Para el caso del TBT y sus productos de degradacion, el sumatorio de los limites de
cuantificacion individuales de los distintos compuestos (TBT, DBT y MBT) debera ser inferior
a la concentracion establecida como nivel de accién A, expresada como concentracion de
Sn sobre materia seca.
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7. Para Hidrocarburos (C10-C40) el limite de cuantificacién debera ser igual o inferior a 100
mg/kg sobre materia seca.

8. Los informes de laboratorio deberan detallar para cada contaminante el limite de
cuantificacion y cémo se ha determinado.

Articulo 19. Caracterizacion biolégica

1. La realizacién de bioensayos sera preceptiva para evaluar la aceptabilidad ambiental del
vertido al mar de materiales que, una vez clasificados de acuerdo con el articulo 24, no
pertenezcan a las categorias A o B y estén representados por muestras cuya concentracion
supera, al menos para uno de los contaminantes, el nivel de accion B sin superar en ningun
caso el nivel de accién C segun se establecen en el articulo 22.

2. En caso de que la caracterizacion quimica se hubiera llevado a cabo utilizando muestras
compuestas, los bioensayos se llevaran a cabo sobre las mismas muestras. Para el caso de
muestras individuales, los bioensayos podran realizarse sobre tales muestras individuales u
optarse por su composicion tras la etapa de caracterizacion quimica y realizar entonces los
bioensayos sobre estas nuevas muestras compuestas.

3. A los efectos de la composicion de muestras para la caracterizacion bioldgica, la misma
sera Unicamente posible cuando las estaciones de muestreo sean contiguas en el espacio y
se realizara de acuerdo con el procedimiento establecido en el articulo 14.5.

4. Los resultados de los bioensayos determinaran exclusivamente la clasificacion final del
material representado por las muestras sobre las que se realizan sin que puedan los mismos
extrapolarse a zonas de dragado representadas por otras muestras diferentes, ain en el
caso de presentar concentraciones de contaminantes inferiores.

5. Para considerar valida la muestra control, todas las concentraciones de contaminantes
analizados en la misma deben resultar inferiores a las establecidas como nivel de accién A
en el articulo 22.
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6. Para la caracterizacion biologica se optard por un bioensayo en fase liquida, realizado
sobre el lixiviado de fraccion de la muestra inferior a 2 mm previamente homogeneizada o
por un bioensayo en fase sélida, realizado sobre la fraccion de la muestra inferior a 1 mm
previamente homogeneizada de acuerdo con la metodologia incluida en el Anejo IV.

7. Caso de optarse por un bioensayo en fase liquida, se realizard con la especie
Paracentrotus lividus, determindndose el éxito de la embriogénesis o el crecimiento larvario,
o alternativamente, el éxito de fecundacion. Se considerara que la muestra presenta
toxicidad negativa cuando el porcentaje medio de éxito en embriogénesis, el crecimiento
larvario o la fertilizacion sea igual o superior a un 70% del detectado en una muestra control.

8. En caso de realizarse el bioensayo sobre fase sélida, éste sera de toxicidad aguda en
anfipodos pudiendo elegirse entre las especies Ampelisca brevicornis o Corophium sp.
indistintamente. Se considerard que la muestra presenta toxicidad negativa cuando el
porcentaje de supervivencia medio sea igual o superior a un 70% del detectado en una
muestra control.

Articulo 20. Plazos de validez de los analisis

1. Con caracter general, los resultados analiticos, y de los bioensayos en su caso,
necesarios para la caracterizaciéon de los materiales a dragar y su posterior clasificacién
tendran un plazo de validez de 4 afios.

2. En caso de no comenzarse la ejecucion del proyecto en el mencionado plazo podra
ampliarse la validez de los resultados en 4 afos adicionales siempre y cuando se proceda a
una validacion de los mismos mediante una caracterizacion simplificada.

3. En el caso de dragados de mantenimiento que consistan en actuaciones con plazo de
duracion total inferior a un afio y sean susceptibles de repetirse periédicamente en afios
sucesivos en idénticas condiciones, se podra extender la validez de los analisis hasta un
namero de afios no superior a 4.
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Articulo 21. Caracterizacion simplificada

1. Podré realizarse una caracterizacion simplificada cuando, contdndose con los resultados
previos de una caracterizacion completa realizada de acuerdo a los articulos 15 al 19, el
proyecto no se haya iniciado dentro del plazo de validez de los andlisis establecido en el
articulo 20, siempre que se cumpla:

- Que el dragado se plantee para idéntica zona, o una parte de la misma, sobre la que
se realizé una caracterizacion completa,

- Que no se conozca la existencia de modificaciones significativas en los aportes
contaminantes a la misma y posibles modificaciones en los traficos y asi se justifique
adecuadamente, y

- Que no se hubieran detectado efectos negativos para el medio ambiente o los usos
legitimos del mar en las actuaciones realizadas con anterioridad.

2. La caracterizacion simplificada de los materiales incluird una nueva campafia de muestreo
en la que se tomaran muestras superficiales de sedimento en un ndmero igual a la tercera
parte de estaciones utilizadas en la caracterizacidén previa, elegidas entre las que presenten
un mayor nivel de contaminacion.

3. En los casos en que alguno de los resultados a validar corresponda a muestras de tipo
compuesto, se tomaran muestras individuales en las estaciones de muestreo utilizadas
anteriormente y se procedera a la composicion de las mismas en idénticas proporciones a
las utilizadas en la caracterizacién completa.

4. Sobre estas muestras, individuales o compuestas, se realizarA una caracterizacion
preliminar de acuerdo con el articulo 15 y una caracterizacién quimica que incluira, como
minimo, la determinacién de aquellos contaminantes cuya concentracion hubiera resultado
superior al nivel de accién A en la caracterizacion completa.

5.- La valoracion de los resultados se realizard mediante la comparacion de las
concentraciones de cada muestra analizada con los obtenidos anteriormente en la
caracterizacion completa.
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6. La clasificacion del material se mantendré respecto a la caracterizacion completa siempre
gque los nuevos resultados analiticos no determinen el cambio de categoria a una superior
para ninguna de las muestras ni las diferencias en el contenido de COT resulten
estadisticamente significativas. En caso contrario resultard preceptiva una nueva
caracterizaciéon completa y subsiguiente clasificacion del material acorde a los resultados
obtenidos en la misma.
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CAPITULO V: CLASIFICACION DEL MATERIAL DRAGADO

Articulo 22. Niveles de accion

La clasificacion de los materiales de dragado se realizard por comparacién, de acuerdo con
los criterios establecidos en el articulo 24, de las concentraciones de contaminantes que
presentan con los niveles de accion definidos por las concentraciones incluidas en la tabla 1.
Todas las concentraciones estan referidas a la fraccion no gruesa del sedimento (inferior a 2
mm) y expresadas sobre materia seca:

Tabla 1. NIVELES DE ACCION
N.A.A N.A.B N.A.C
PARAMETRO (Nivel de (Nivel de (Nivel de
Accion A) Accion B) Accién C)

Hg (mg/kg) 0,35 0,71 2,84
Cd (mg/kg) 1,20 2,40 9,60
Pb (mg/kg) 80,0 218 600
Cu (mg/kg) 70,0 168 675
Zn (mg/kg) 205 410 1640
Cr (mg/kg) 140 340 1000
Ni (mg/kg) 30,0 63,0 234
As (mg/kg) 35,0 70,0 280
¥ 7 PCBs (mg/kg) @ 0,05 0,18 0,54
¥ 9 HAPs (mg/kg) @ 1,88 3,76 18,80
TBT® (mg Sn/kg) 0,05 0,20 1,00
(1) Suma de los congéneres IUPAC numeros 28, 52, 101, 118, 138, 153 y 180.
(2) Suma de los nueve recomendados por OSPAR (Antraceno, Benzo(a)antraceno,
Benzo(ghi)perileno, Benzo(a)pireno, Criseno, Fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Pireno
y Fenantreno)
(3) TBT y sus productos de degradacion (DBT y MBT). Valores provisionales
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Articulo 23. Concepto de sedimento no peligroso a efectos de la Ley 22/2011, de 28 de
julio, de residuos y suelos contaminados

1. A efectos del articulo 2.3 de la Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos
contaminados, tendran la consideracion de “sedimentos no peligrosos” aquéllos que
cumplan las siguientes condiciones:

Las concentraciones analiticas de contaminantes, expresadas sobre masa seca
de sedimento y determinadas de acuerdo con los articulos 17 y 18 no superan los
umbrales incluidos en la tabla 2, todos ellos referidos a la fraccién no gruesa del
sedimento (inferior a 2 mm) y expresados sobre materia seca, con la siguiente
excepcion:

Los sedimentos que superen los umbrales establecidos en la tabla 2 Gnicamente
en, Cobre y/o Zinc, sin superar un umbral maximo de 10.000 mg/kg, podran ser
objeto de comprobacion de su no ecotoxicidad de acuerdo con los métodos vy
criterios establecidos en la OM de 13 de octubre de 1989 sobre métodos de
caracterizacion de residuos téxicos y peligrosos. En caso de resultar no
ecotoxicos, estos sedimentos tendran consideracion de “sedimentos no
peligrosos”.

Para aquellas muestras en las que la concentracion de mas de un contaminante
supere el nivel de accion C deberd demostrarse, adicionalmente, su no
ecotoxicidad de acuerdo con los métodos y criterios establecidos en la OM de 13
de octubre de 1989 sobre métodos de caracterizacion de residuos téxicos y
peligrosos.

2. Aguellos materiales de dragado que no cumplan las condiciones establecidas en el
apartado 1 del presente articulo, deberan ser caracterizados conforme el Anejo Ill de la ley
22/2011 para comprobar si son 0 no residuos peligrosos. En caso de que no lo sean, su
gestion se realizara conforme a lo establecido en el articulo 27.4 de estas Directrices.
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Tabla 2. UMBRALES PARA LA CONSIDERACION DE

SEDIMENTO NO PELIGROSO

PARAMETRO Concentracién
Hg (mg/kg) 17
Cd (mg/kg) 72
Pb (mg/kg) 1000
Cu (mg/kg) @ 2500
Zn (mg/kg) @ 2500
Cr (V1) (mg/kg) @ 1000
Ni (mg/kg) @ 1000
As (mg/kg) @ 1000
¥ 7 PCBs (mg/kg) @ 4,0
¥ 9 HAPs (mg/kg) © 110
TBT (mg Sn/kg) @ 1,2
Hidrocarburos C10-C40 (mg/kg) @ 2500

(1) Basados en las concentraciones de la Orden MAM 304/2002 y
normativa asociada

(2) Suma de los congéneres IUPAC nuameros 28, 52, 101, 118, 138, 153y
180.

(3) Suma de los nueve recomendados por OSPAR (Antraceno,
Benzo(a)antraceno, Benzo(ghi)perileno, Benzo(a)pireno, Criseno,
Fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Pireno, y Fenantreno)

(4) TBT y sus productos de degradacion (DBT y MBT)

(5) Valor provisional
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Articulo 24. Categorias de los sedimentos no peligrosos

1. La totalidad del material a dragar correspondiente a un determinado proyecto que, de
acuerdo con el articulo 23 tuviera la consideracion de sedimento no peligroso, debera ser
clasificado en una o mas categorias de las que se establecen en el presente articulo en
funcién de la concentracion de contaminantes que presenten y/o de los efectos toxicos que
pudieran producir sobre la biota marina.

2. La clasificacion de los materiales en funcidon de la concentracion de contaminantes se
realizara por comparacion de la concentracion media de cada contaminante con las
establecidas como niveles de accion en el articulo 22.

3. A los efectos del calculo de concentraciones medias, se seguird el procedimiento que
seguidamente se detalla, con las restricciones de distribucién espacial y de concentracion
que se indican:

3.1. Cada muestra se considerara representativa de una determinada masa de
material, que se calculara de acuerdo con la expresion:

PA, +PF,
100
donde:

Csi (Ym®) = Concentracion de sélidos en la muestra i (se puede
calcular mediante la expresion indicada al respecto en el
Anejo IV).

Pa; = Porcentaje de arenas en la muestra i.

Pe; = Porcentaje de finos en la muestra i.

Vi (m®) = Volumen de material a dragar representado por la

muestra i.
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3.2. La concentracion media para cada contaminante se calculara en funcion de la
masa de material representada por cada muestra, de acuerdo con la expresion:

o >.C.M,
2M,
donde:
C* = Concentracion media para un contaminante.
C = Concentracion de contaminante en la muestra i.
M; = Masa de sedimentos de la fraccién inferior a 2 mm

representada por la muestra i.

3.3. Con independencia de las estaciones en la zona tipo M, cuya representatividad
espacial serd la establecida en el articulo 11.1, el resto de estaciones de muestreo se
consideraran representativas de la superficie correspondiente a un poligono cuyos
vértices estaran situados en la interseccién de la linea de equidistancia de cada
punto con el mas cercano en cada direccion (teselacién de Voronoi). Para aquellas
estaciones ubicadas en la parte mas externa de la zona de dragado, dichas lineas de
equidistancia se prolongaran hasta intersectar el borde de dicha zona.

3.4. Para el caso de estaciones de muestreo en las que se haya obtenido una
columna de sedimentos, la muestra superficial, tomada mediante cuchara, se
considerara representativa de los primeros 50 cm del material. A partir de dicha cota,
las submuestras procedentes del corer serdn representativas del material existente
entre la cota a la que fueron adquiridas hasta la cota correspondiente a la
submuestra situada inmediatamente mas abajo para la que se cuente con resultados
analiticos. Cuando la columna de sedimentos no alcance el espesor de dragado
proyectado, la submuestra mas profunda analizada en el testigo se considerara
representativa de un espesor de material igual al existente entre la profundidad a la
gue corresponde y el espesor de dragado proyectado para ese punto.

3.5. En los casos en que el proyecto de dragado incluya diferentes zonas
discontinuas en el espacio, el calculo de concentraciones medias debera realizarse
por separado para cada una de tales zonas.
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3.6. Dentro de cada zona, el calculo de concentraciones medias Unicamente podra
realizarse con aqguellas estaciones de muestreo que sean contiguas en el espacio, de
manera que se obtengan zonas de dragado homogéneas cuyos materiales puedan
técnicamente ser gestionados de manera conjunta.

3.7. Respecto a los resultados analiticos:

No podran tomarse en consideracion aquellos materiales para los que no se
cuente con resultados analiticos al haber resultado exentos de
caracterizacion de acuerdo con el articulo 8 o las muestras que hubieran
resultado exentas de caracterizacion quimica y bioldgica de acuerdo con el
articulo 16.

Para aquellos resultados analiticos que resulten inferiores al limite de
cuantificacion, se utilizarda como resultado de la medicién la mitad de este
valor.

No se consideraran, con caracter general, aquellas muestras para las que la
concentracion de algun contaminante hubiera resultado superior al nivel de
accion C.

Excepcionalmente podran considerarse aquellas muestras en las que la
concentracion de algun contaminante supere el nivel de accion C en menos
de un 20%, siempre y cuando se cumplan las condiciones para ser
considerado sedimento no peligroso establecidas en el articulo 23 y la masa
representada por este conjunto de muestras sea inferior al 10% de la masa
total de los materiales para los que se calcula la concentracion media.

4. Pertenecen a la categoria A los materiales correspondientes a proyectos exentos de
caracterizacion y aquellos materiales representados por muestras que cumplan
integramente alguno de los siguientes supuestos:

Muestras exentas de caracterizacion quimica y bioldgica conforme al articulo 16.

Conjunto de muestras no exentas de caracterizacion quimica y biolégica cuya
concentracion individual o media sea inferior o igual al nivel de acci6on A para
todos y cada uno de los contaminantes.
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Los materiales dragados pertenecientes a esta categoria podran verterse al mar excepto en
las zonas de exclusion.

5. Pertenecen a la categoria B aquellos materiales que, no reuniendo los requisitos para ser
clasificados como de categoria A, estan representados por muestras que cumplen
integramente alguno de los siguientes supuestos:

i.  La concentracion individual o media para todos y cada uno de los contaminantes
resulta ser inferior o igual al nivel de accién B.

ii. La concentracion individual o media de algin contaminante resulta ser superior al
nivel de accion B siempre que los resultados de la caracterizacién biologica a la
gue se refiere el articulo 19 indiquen que presentan una toxicidad negativa para
la biota marina.

Los materiales pertenecientes a la categoria B podran ser vertidos al mar excepto en las
zonas de exclusion y las zonas restringidas.

6. El vertido al mar de materiales de categoria A o B debera ser expresamente autorizado de
acuerdo con lo especificado en el Capitulo VIII de las presentes Directrices teniendo en
consideracion los resultados de un estudio que indique la zona mas adecuada para el
mismo de manera que se minimicen los posibles efectos negativos de cualquier naturaleza
(mecénica, litolégica, bioldgica, sanitaria, etc.).

7. Pertenecen a la categoria C aquellos materiales que, no reuniendo los requisitos para ser
clasificados como de categoria A o B, estan representados por muestras para las que se
cumple que:

i.  La concentracion individual o media de al menos un contaminante resulta ser
superior al nivel de accion B pero inferior o igual al nivel de accion C y no se
hubiera realizado caracterizacion biolégica o los resultados de la misma indiquen
gue presentan toxicidad positiva, o

i. La concentracion individual o media de al menos un contaminante resulta
superior al nivel de accion C y cumple las condiciones para ser considerado
sedimento no peligroso establecidas en el articulo 23.
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Excepto en el caso de que se sometan a la adecuada técnica de tratamiento que permita la
separacion o aislamiento de las fracciones contaminadas, los materiales de categoria C
podran ser reubicados en las aguas del DPMT Unicamente de manera confinada y su
gestién debera realizarse de acuerdo con lo indicado en el articulo 27.2.

8. Si el promotor de la actuacién optase por una técnica de gestibn comdn para materiales
clasificados en diferentes categorias, ésta debe de ser la correspondiente a los materiales
con un nivel mas elevado de contaminacion.

9. En caso de resultar clasificado el material en mas de una categoria y optarse por una
técnica de gestion diferente para los materiales de cada una de ellas, debera justificarse
adecuadamente la viabilidad técnica de la separacion de los mismos.
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CAPITULO VI: MEDIDAS PREVENTIVAS Y EVALUACION DE LAS OPCIONES DE
GESTION

Articulo 25. Medidas preventivas y mitigacion de efectos negativos

En el Anejo V de las presentes Directrices se desarrollan con detalle las diferentes medidas
a adoptar si se prevé que pudieran existir efectos negativos sobre el medio marino, asi como
el uso de las mejores practicas ambientales con objeto de minimizar tales efectos.

Articulo 26. Estudio de los usos productivos

1. Para todo el material dragado considerado sedimento no peligroso, incluyendo aquellos
proyectos exentos de caracterizacion y los materiales exentos de caracterizacion quimica y
biolégica, debera realizarse un estudio sobre alternativas de usos productivos frente a su
vertido al mar.

2. Dicho estudio seré& incorporado al proyecto, formara parte de la documentacion necesaria
para la obtencion de los correspondientes permisos e incluira un andlisis de los posibles
usos productivos a los que pudiera ser destinado el material de acuerdo con lo indicado en
el Anejo VI.

3. Para aquel material dragado que reluna las caracteristicas granulométricas y de calidad
ambiental adecuadas de acuerdo con su normativa especifica, se considerara su aporte a
playas como el uso productivo preferente. En estos casos, el promotor del dragado pondra a
disposicién de la autoridad competente en materia de costas, previo acuerdo con la misma,
el material que ésta estime conveniente.

4. Si con la informacién existente sobre el proyecto del dragado, las caracteristicas de la
zona a dragar, la caracterizacion del material segun las presentes Directrices y estudiados
los posibles usos del mismo se decidiera dar un uso productivo al material dragado, el
promotor del dragado pondra a disposicion del 6rgano competente, y previo acuerdo con el
mismo, dicho material.

5. Si, por el contrario, se conviniera en la imposibilidad de dar un uso productivo al material
dragado, se deberan justificar adecuadamente los motivos de esta decisidon, con mencion
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expresa a alguna de las causas siguientes:

- Imposibilidad legal, técnica u operativa de utilizar el material dragado para un uso
productivo.

- No aceptacién del 6rgano competente, sefialando expresamente los motivos por los
que no se llegd a un acuerdo.

- Otras razones tenidas en consideracion por el promotor.

Articulo 27. Opciones de gestion para el material dragado

1. Los materiales de dragado pertenecientes a la categoria A podran ser vertidos al mar en
zonas restringidas o no restringidas. En el caso de los materiales de la categoria B el vertido
se podra efectuar exclusivamente fuera de las zonas de vertido restringidas.

2. Los materiales pertenecientes a la Categoria C podran ser reubicados en el DPMT
Unicamente mediante una técnica de confinamiento en recinto o considerar otras opciones
para su gestiéon entre las que pueden incluirse:

2.1. Recubrimiento o confinamiento subacuatico. Implica la colocacibn muy precisa
de material dragado en el fondo marino, pudiéndose emplear algun dispositivo de
confinamiento lateral, seguida del recubrimiento con un material limpio que tiene
funciones de aislamiento. Los confinamientos subacuaticos deberan disefarse,
construirse y gestionarse de manera que los contaminantes presentes en el material
no puedan incorporarse al medio marino provocando un deterioro en el buen estado
ecolégico o ambiental del mismo. Se deberd prestar especial atencion a su
estabilidad mecénica en funcion de las condiciones hidrodindmicas existentes en la
zona de depdésito y a la protecciéon de las aguas. Con caracter general, se deberan
tomar las medidas adecuadas para asegurar la minima dispersion durante la
colocacion, garantizando su estabilidad y precisa ubicacién del material en el
emplazamiento confinado.

Los fondos marinos que hayan sido objeto de esta técnica, deberan preservarse de
todas aquellas acciones humanas que impliquen el deterioro de la capa de cobertura.
Para ello, las autoridades competentes en la gestion del mar y de sus recursos
deberan tener en cuenta estas zonas en los posibles procedimientos de autorizacion
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de las actividades que comprometan dicho recubrimiento, tales como, por ejemplo, la
pesca de arrastre, la colocacion de emisarios submarinos, la cimentaciéon de
parques edlicos o el tendido de cables submarinos. Asi mismo, a la finalizacion de la
actuacion de recubrimiento o confinamiento subacuético, el promotor deberé informar
al rgano competente en materia de cartografia marina sobre la ubicacién geografica
y superficie de la zona en la que se ha aplicado esta técnica, asi como, en su caso,
de las modificaciones batimétricas significativas que hubieran podido producirse.

2.2. Relleno de estructuras portuarias, para el que resultard de aplicacion lo
establecido en el articulo 28 referente al confinamiento en recintos.

2.3. Técnicas de tratamiento: pretratamiento (separacion de las fracciones del
material dragado o separaciéon del agua de los soélidos mediante balsas de
sedimentacion, hidrociclones y membranas), tratamiento bioldgico (degradacion de
sustancias organicas por microorganismos), tratamiento quimico (ajustes de pH,
oxidacion, intercambio ionico, etc.), tratamiento térmico (desorcion térmica,
incineracién, reduccién térmica, vitrificacion) e inmovilizacion (fijacién, solidificacion,
etc.).

3. En caso de optarse para material perteneciente a la Categoria C por una técnica de
tratamiento, el mismo podra ser considerado como susceptible de vertido al mar Gnicamente
en el caso de procederse, tras la aplicacion de dicha técnica, a una nueva caracterizacion
quimica y, en su caso, biolégica de acuerdo con los articulos 17 y 19 y resultar entonces
clasificado como de Categoria A o B. Se consideraran, a estos efectos, los resultados de los
ensayos experimentales necesarios, realizados a una escala adecuada, que permitan
anticipar los resultados obtenidos por la técnica de tratamiento, sin menoscabo del control
de la calidad de los materiales durante la ejecucion material de la operacion de acuerdo con
lo especificado en el articulo 46.3.

4. Para aquellos materiales que, superando para algin contaminante el nivel establecido en
la tabla 2 del articulo 23, fueran considerados sedimentos no peligrosos o residuos no
peligrosos de acuerdo con el articulo 23, su reubicacibn en el DPMT sera posible
Unicamente mediante su almacenamiento en recintos especificamente construidos para el
almacenamiento de productos contaminados, con paredes impermeables y dispositivos que
permitan controlar la fuga de lixiviados.

5. Sin perjuicio de otra normativa que pudiera resultar de aplicacion, se deberd garantizar
gue, en caso de que el relleno o confinamiento generen una superficie seca por encima de
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la ldmina de agua, los materiales emergidos no cumplen las condiciones para clasificar el
emplazamiento como un suelo contaminado conforme a lo establecido en el Real Decreto
9/2005, de 14 de enero, por el que se establece la relacion de actividades potencialmente
contaminantes del suelo y los criterios y estandares para la declaracion de suelos
contaminados.

6. La seleccion de la técnica de gestion se realizar4d mediante un estudio comparativo entre
la tecnologia de dragado mas moderna disponible y su coste econdmico y los aspectos
ambientales, considerando ademas la viabilidad técnica de la actuacién y las caracteristicas
del programa de vigilancia ambiental.

Articulo 28. Confinamiento en recintos

1. El disefio y construccion de los recintos deberdn cumplir los siguientes requisitos:

1.1. Volumen de almacenamiento adecuado, teniendo en cuenta todos los procesos
por los que va a pasar el material dragado durante su estancia en el recinto, el ritmo
de dragados que se piensa seguir, etc. El volumen del recinto debera calcularse
teniendo en cuenta no sélo el volumen ocupado por el material sélido dragado, sino
también por el agua recogida durante el mismo (en caso de relleno hidraulico) y
eventuales precipitaciones, rebase por oleaje, etc y por el volumen libre entre la
superficie del agua y la coronacion de los diques, y cuyo objetivo es asegurar un
francobordo minimo.

1.2. Area del recinto adecuada para que, con el ritmo de llenado previsto, se
produzca la sedimentacién suficiente (natural o incentivada mediante floculantes)
para que el efluente que rebose por los aliviaderos durante el llenado del recinto
cumpla los criterios de calidad establecidos.

1.3. Aliviaderos adecuados para permitir la eliminacién del agua sobrenadante
después de los procesos de decantacion, debiéndose cumplir que:

i.  Su capacidad sea suficiente como para garantizar la eliminacién efectiva
del sobrenadante durante el relleno sin la resuspension excesiva del
material depositado;
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Vi.

Su cota permita controlar la altura de la lamina de agua, el tiempo de
retencién de los solidos y, por tanto, la concentracion de sélidos en
suspension del efluente;

Su forma, que serd tal que ocupe la superficie minima imprescindible,
siempre y cuando se optimice la longitud efectiva de alivio;

La descarga es subacuatica y se realiza a la menor distancia posible del
fondo;

Se deberdn disponer, asimismo, aliviaderos especificos para la
evacuacion de aguas de tormenta, rebases de oleaje o cualquier otra
aportacion liguida ajena al dragado;

En el disefio de los aliviaderos superficiales se debera tener en cuenta la
necesaria proteccién de los paramentos del recinto.

1.4. Diques de contencién adecuados que, ademas de cumplir los requerimientos de
estabilidad y resistencia, tengan una permeabilidad suficientemente reducida para
impedir la salida de particulas sélidas. En las hip6tesis de disefio se debera tener en
cuenta la variabilidad de las solicitaciones debidas a las diferencias de carga durante
las fases de explotacién, considerandose de manera particular las diferentes
superficies de deslizamiento y la proteccion frente al oleaje?.

1.5. Deberd vigilarse, especialmente durante la construccion, que no se produzcan
vias de salida rapida del material del recinto (sélido o liquido) atravesando la barrera
de permeabilidad reducida.

2. La gestion de los recintos deberd seguir las normas de explotacion establecidas al efecto
en funcion del tipo y tamafio del mismo y las caracteristicas de los materiales a almacenar,
asi como la normativa que resulte de aplicacion. Los principales aspectos que se incluirdn
en tales normas de explotaciéon son:

Operaciones de llenado: métodos de llenado, ocupaciéon de espacios y
planificacion del orden de las capas.

’ En el proyecto de recintos se consideraran las recomendaciones de la ROM 0.5-05 Recomendacion
Geotécnica para las obras maritima y/o portuaria asi como la normativa técnica de presas y embalses
y balsas de residuos mineros que pudieran resultar de aplicacién al caso.
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Gestion del balance de agua: profundidad minima de almacenamiento y
control de los niveles de agua.

Programa de seguimiento y vigilancia ambiental, para lo que se atendera a lo
especificado en el Capitulo IX.

Plan de actuacién ante situaciones de emergencia ambiental.
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CAPITULO VII: REUBICACION DEL MATERIAL DRAGADO EN EL MAR

Articulo 29. Evaluacién de las zonas de vertido

1. Para aquellos materiales pertenecientes a las categorias A 0 B y cuya alternativa de
gestion resulte ser el vertido al mar, el promotor de la actuacion debera proceder a la
seleccion de la zona mas adecuada para el mismo. Para considerar y evaluar las diferentes
alternativas se debera disponer de la siguiente informacion referente a cada zona y su

entorno.

Caracteristicas batimétricas de la zona.

Caracteristicas biologicas, con especial atencién a los habitats y especies,
especialmente bentonicos, y prestando particular atencién a la existencia
habitats marinos de alto valor ecolégico, como p. ej. praderas de fanerégamas
marinas, comunidades de maérl y coraligeno.

Localizacion de &reas amparadas por cualquier figura de protecciéon
autonomica, nacional o internacional, con determinacion expresa de la
distancia minima hasta las mismas.

Identificacién de otros usos legitimos del mar que pudieran resultar afectados
por la actuacién, con especial atencién a la existencia de zonas sensibles y
caladeros de pesca.

Identificacibn de zonas degradadas, especialmente zonas de vertido de
material dragado o de cualquier otro tipo de desecho, o contaminadas e
informacion sobre las causas que originaron dicha situaciéon y los
contaminantes implicados.

2. Cuando esté disponible tal informacién, para la preseleccion de posibles zonas de vertido
se tendrd en cuenta, ademas de la informacioén a la que hace referencia el apartado anterior,

la siguiente:

Caracteristicas hidrodinamicas de la zona, con especial atencion a la
existencia de corrientes de densidad.

Caracteristicas granulométricas y de calidad ambiental del sedimento.

Calidad de las aguas.
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3. En la preseleccion de zonas de vertido se tendran también en consideracion los criterios a
los que hacen referencia los articulos 33 y 34.

4. En actuaciones que, por las caracteristicas hidrodindmicas de la zona y proximidad a
zonas sensibles, pudiera producirse un efecto negativo sobre las mismas, sera preceptiva la
realizacion de un estudio de transporte y dispersion que permita cuantificar tal afeccion.
Dicho estudio debera basarse en un adecuado conocimiento del clima maritimo.

5. Sobre la zona finalmente seleccionada y cuando no se disponga de la informacién
necesaria a través de estudios previos en la misma, se debera proceder a la realizacion de
campafas de reconocimiento y de toma de datos y muestras en campo con el siguiente

alcance:

Levantamiento batimétrico.

Estudio de las caracteristicas fisicoquimicas de las masas de agua
(Temperatura, Salinidad, Oxigeno Disuelto, pH, Potencial Rédox, Clorofila y
Turbidez) en una malla de estaciones de medida repartidas
convenientemente por toda la zona de estudio. En cada estacion de medida
se determinaran estos parametros preferentemente mediante sonda
multiparamétrica, sensores sumergibles con registro en continuo o métodos
similares desde superficie hasta el fondo cada cierto intervalo de metros.

Se tomaran ademas muestras de agua, representativas de toda la columna,
sobre las que se realizaran las siguientes determinaciones analiticas: Sélidos
en Suspension, Nitrégeno Total, Fosfatos, Carbono organico oxidable,
Metales (Mercurio, Cadmio, Plomo, Cobre, Zinc, Cromo y Niquel), Arsénico,
parametros indicadores de contaminacién fecal incluidos en la normativa
estatal o autonémica que resulte de aplicacion vy, si los andlisis de los
materiales a dragar han puesto de manifiesto la presencia significativa de
algun otro contaminante hidrosoluble, se procedera a su andlisis.

Para la realizacién de medidas de calidad fisicoquimica y toma de muestras
de agua se utilizar4, como minimo, una estacién de muestreo situada en el
centro de la zona de vertido propuesta.

Estudio de calidad sedimentolégica. En un minimo de 3 estaciones de
muestreo, distribuidas uniformemente sobre la zona de vertido propuesta se
procederd a la adquisicion de muestras de sedimento superficial sobre las
gue se realizara un analisis granulométrico y se determinara, como minimo, el
contenido en: COT, Metales (Mercurio, Cadmio, Plomo, Cobre, Zinc, Cromo y
Niquel), Arsénico, PCBs y HAPs.
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iv.  Cuando existan zonas sensibles en el entorno de la zona propuesta para el
vertido, resultaran preceptivos en las mismas los estudios de calidad de las
masas de agua y calidad sedimentoldgica a los que se refieren los apartados
anteriores, asi como un estudio de corrientes para conocer y cuantificar las
posibles afecciones derivadas del vertido sobre las zonas cercanas teniendo
en cuenta las caracteristicas de sedimentacion del material a verter.

v.  Caracterizacién bionémica de acuerdo con la metodologia incluida en el Anejo
Il

Articulo 30. Andlisis de espacios protegidos en el entorno

1. Se realizara un inventario de los espacios naturales protegidos, los incluidos en la Red
Natura 2000 o con cualquier figura de proteccién autonémica, nacional o internacional,
existentes en el entorno de la zona de reubicacion, con indicacion de su localizacién
respecto a la misma, los valores ambientales que fueron tenidos en cuenta para su
catalogacién o habitats o especies prioritarios localizados en sus programas de seguimiento
y los objetivos de conservacion de los mismos, asi como la estimacion de la probabilidad de
que el vertido o colocacion les pudiera afectar atendiendo a la dispersién de los sedimentos
en funcion del hidrodinamismo de la zona.

2. Se asegurara que las actuaciones de reubicacion de los materiales resultan compatibles
con los objetivos de conservacion de estos espacios.

Articulo 31. Clasificacion de la zona de vertido

1. A los efectos de evaluar la zona mas adecuada para la reubicacién del material dragado,
el medio marino se clasificara en:

1.1.- Zonas de exclusion: Aquella parte del DPMT cuyo fondo esté constituido por
praderas de fanerdgamas marinas, bosques de laminarias, comunidades de maérl o
formaciones de coraligeno, zonas de bafio, zonas de cultivos marinos, bancos
marisqueros y las ocupadas por cualquier infraestructura submarina. En estas zonas
no podra ser autorizado el vertido de materiales, limitdndose su colocacién en estas
zonas Unicamente a un uso productivo.
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1.2.- Zonas de vertido restringidas: Aquellas que reunan al menos uno de los
siguientes requisitos:

i.  Profundidad igual o inferior a 25 metros.

ii. Zonas marinas o maritimo-terrestres protegidas en virtud de la legislacion
autondémica, nacional o internacional y, en su entorno, hasta una distancia
igual a 2 millas nauticas del limite exterior de las mismas.

ii. Entorno de las zonas de exclusibn hasta una distancia igual a 2 millas
nauticas desde el borde exterior de las mismas.

1.3. - Zonas de vertido no restringidas: resto del medio marino.

2. Siempre y cuando la normativa especifica de conservacion de estos espacios no indique
lo contrario, no tendran la consideracion de zonas de exclusion o restringidas aquellas que
estén historica o tradicionalmente autorizadas para el vertido de material dragado, previa
justificacion de que los vertidos realizados con anterioridad no han tenido efectos negativos
significativos sobre la calidad del medio marino u otros usos legitimos del mar.

Articulo 32. Evaluacion de las zonas para confinamiento subacuatico

Para aquellos materiales pertenecientes a la categoria C y cuya alternativa de gestion
resulte ser el confinamiento subacuatico, el promotor de la actuacion debera proceder a la
selecciéon de la zona mas adecuada para el mismo. Para ello se recopilara la misma
informacion que la incluida como necesaria para la evaluacion de las zonas de vertido en los
articulos 29 y 30.

Adicionalmente, para la zona finalmente seleccionada y cuando no se disponga de la
informacién necesaria a través de estudios previos en la misma, resultara preceptiva la
realizacion de un estudio sobre las caracteristicas hidrodinAmicas de la zona, con especial
atencion a la existencia de corrientes de cualquier tipo, de manera que se pueda asegurar la
minima dispersion del material durante la fase de depésito y la estabilidad de la capa de
recubrimiento.
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Articulo 33. Seleccién de la zona de reubicacion

1. Se justificara la seleccion final de la zona de reubicacién teniendo en cuenta tanto los
condicionantes técnicos como ambientales y socioecondmicos, de manera que se consiga
una solucion que permita la compatibilidad de la actuacién con la conservacion del buen
estado ambiental del medio marino y el buen estado ecolégico de las aguas costeras y de
transicion (o el buen potencial ecoldgico en el caso de masas de agua muy modificadas) en
el entorno del area de actuacion, asi como con sus diferentes usos legitimos.

2. Para la seleccién de la zona de reubicacion se tendra en cuenta que los potenciales
impactos sobre el medio marino, segun se indican en el articulo 34, sean los menores
posibles.

3. Para las zonas de vertido y en ausencia de otros criterios ambientales o de interferencia
con otros usos legitimos del medio marino, se considerara de manera preferente aquella
alternativa en la que los materiales del fondo presenten unas caracteristicas granulométricas
similares a los materiales a verter.

4. Las zonas de vertido que anteriormente hubieran sido debidamente autorizadas para el
vertido del material dragado seran utilizadas preferentemente frente al establecimiento de
nuevas zonas de vertido. En estas ocasiones se requerira de un estudio que permita valorar
los efectos ambientales de los vertidos anteriormente realizados en las mismas.

5. El estudio al que hace referencia el apartado anterior tendra un plazo de validez maximo
de 5 afios, debiendo actualizarse una vez cumplido dicho plazo o cuando desde el momento
de su realizacién se hubiera vertido en la zona un volumen de material superior a 1.000.000
m?® correspondiente a proyectos anteriores.

Articulo 34. Evaluacion de los efectos ambientales

Teniendo en cuenta las caracteristicas del material y de la zona elegida para realizar su
reubicacion, asi como la técnica a emplear para realizar la misma, el proyecto debera
incorporar una evaluacion de los impactos ambientales de la reubicacion del material
dragado que considere:
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i. Efectos mecanicos directos o indirectos de la reubicacion de los materiales sobre la
superficie del fondo marino:

- Enterramiento de comunidades biolégicas;

- Enterramiento de estructuras producidas por procesos geoldgicos e
hidrolégicos de larga duracion (cafiones, depresiones, surgencias, etc.);

- Enterramiento de estructuras construidas o colocadas sobre el fondo
(arrecifes  artificiales, emisarios submarinos, cables, conducciones
submarinas, etc.);

- Enterramiento de elementos arqueoldgicos;

- Formacién de elevaciones del fondo que puedan influir en la navegacion o
modificar de forma significativa la batimetria o las corrientes de fondo.

ii. Efectos debidos al comportamiento sedimentolégico de los materiales:

- Alteracibn de las caracteristicas litol6gicas, tanto texturales como
granulométricas, de la capa superficial de los fondos;

- Alteracién del contenido en materia organica;

- Desplazamiento o movimiento de los sedimentos depositados en el fondo por
efecto de las corrientes;

- Posibles efectos negativos de los soélidos en suspension durante o con
posterioridad al depdsito (sobre habitats o especies, zonas de cultivos
marinos, zonas con uso turistico o recreativo, etc.) prOximas al area de
reubicacion. Se tendran en cuenta los posibles efectos acumulativos o
sinérgicos con otras fuentes de solidos en suspension.

iii. Efectos debidos a la calidad de los materiales:

Posible incorporacion al medio acuatico de contaminantes (materia orgdanica,
nutrientes, metales, contaminantes de origen fecal, etc.) o especies invasoras
que pudieran contener los materiales, debiéndose justificar adecuadamente que
no existe deterioro en el buen estado de acuerdo con los criterios de la
Demarcacion Hidrogréfica o Demarcacion Marina correspondiente.

iv. Efectos sobre la dinamica litoral:

Posible incorporacién de los sedimentos a los movimientos generales de la
dinamica litoral de la zona pudiendo producir fendmenos de aterramiento o
deterioro de la calidad de los materiales transportados por la misma, con especial
atencion al deterioro de la calidad de los sedimentos que pudieran llegar a zonas
de bafio, bancos marisqueros o zonas de acuicultura.

Articulo 35. Gestién de la operacion de reubicacién

-48 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacién en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

1. La operacion de reubicacion debera realizarse de manera que se minimicen sus posibles
efectos negativos.

2. Durante la operacion debera asegurarse que:

El depdsito de los materiales se realiza en la zona autorizada a tal fin y se
minimice su dispersion fuera de la misma. Resultar4 recomendable, a estos
efectos, que la planificacion de la actuacion se realice teniendo en cuenta los
resultados de los sistemas operacionales de prediccion oceanica actualmente
en uso y las condiciones meteorolégicas existentes en el momento de realizar
el depébsito.

Los residuos soélidos de origen antropico que pudiera contener el material
dragado hayan sido adecuadamente separados previamente para su gestion
en tierra.

No se producen pérdidas del material dragado durante el transporte hacia la
zona de depdsito, ni por rebose del material en la cantara ni como
consecuencia de la falta de estanqueidad de las compuertas de vertido de la
draga.

Se cumplen las condiciones generales y especificas, asi como las medidas de
proteccion ambiental que se impongan en la autorizacion de reubicacion.

3. Las comprobaciones a las que hace referencia el apartado 2 se realizardn durante la
ejecucion del programa de vigilancia ambiental segun lo indicado en el Capitulo 1X.
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CAPITULO VIII: PERMISOS Y AUTORIZACIONES

Articulo 36. Informes, permisos y autorizaciones derivados de los procedimientos de
evaluacion ambiental

1. Las disposiciones contenidas en el presente Capitulo no prejuzgaran los necesarios
informes, permisos y autorizaciones que puedan derivarse de los procedimientos de
evaluacién ambiental a que deban ser sometidos determinados proyectos en virtud de la
legislacion estatal o autondmica que resulte de aplicacién.

2. En el caso de que el proyecto sea sometido a procedimiento de evaluacion de impacto
ambiental ordinaria o simplificada, los diferentes estudios e informes previstos en el presente
Capitulo que sean emitidos antes de que finalice el procedimiento de evaluacion de impacto
ambiental formaran parte integrante del mencionado procedimiento.

3. Las autorizaciones para el dragado y la reubicacion de los materiales en el DPMT
incorporaran en su condicionado las determinaciones que, en su caso, se establezcan en la
declaracion de impacto ambiental, informe de impacto ambiental o en la adecuada
evaluacién de los efectos sobre la Red Natura 2000 correspondientes.

Articulo 37. Compatibilidad con la Estrategia Marina

1. Las obras de dragado y la reubicacion del material dragado en el DPMT requeriran
informe previo favorable del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, a los
efectos de determinar su compatibilidad con la Estrategia marina correspondiente.

2. Las autorizaciones para el dragado y la reubicacién de los materiales en el DPMT
incorporaran en su condicionado las determinaciones que, en su caso, se establezcan en el
informe de compatibilidad con la Estrategia marina.

Articulo 38. Operaciones de dragado y de reubicacién de material dragado en puertos

1. Toda ejecucion de obras de dragado y la reubicacién del material dragado en el dominio
publico portuario requerira autorizacion de la Autoridad Portuaria.
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2. Los permisos necesarios para las operaciones de dragado y de reubicacion del material
dragado en el interior de puertos de competencia de las Comunidades Auténomas
corresponderan a éstas.

3. Cuando las obras de dragado, colocacion o el vertido del material dragado puedan afectar
a la seguridad de la navegacion en la zona portuaria, particularmente en los canales de
acceso y en las zonas de fondeo y maniobra, se exigira informe previo y favorable de la
Administracion maritima.

4. Cuando el material o una parte de mismo sea utilizado para la regeneracion de playas se
exigird informe previo y favorable de la autoridad competente en materia de costas.

5. Se incorporara al proyecto de dragado portuario, cuando proceda, un estudio sobre la
posible localizacion de restos arqueolégicos que se someterdn a informe de la
Administracion competente en materia de arqueologia.

Articulo 39. Operaciones de dragado fuera de puertos

1. Las obras de dragado que se pudieran ejecutar fuera del dominio publico portuario o de
las aguas portuarias de puertos de competencia de las Comunidades Autbnomas requeriran
autorizacion de la autoridad competente en materia de costas. El proyecto incorporara un
estudio de evaluacién de sus efectos sobre la dinamica litoral y la biosfera marina, que se
sometera a informe de las Administraciones competentes en materia de pesca y medio
ambiente con caracter previo a su autorizacion.

2. Los proyectos de dragado incluirdn un estudio de caracterizacion y gestion de los
productos de dragado, y en particular la localizacién, en su caso, de la zona o zonas de
reubicacion de los materiales y su tratamiento de acuerdo con los procedimientos
establecidos en las presentes Directrices.
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Articulo 40. Operaciones de reubicacion fuera de puertos

1. El vertido al mar del material dragado fuera de las aguas de la zona de servicio del puerto
debera ser autorizado por la Administracion maritima, previo informe favorable de la
autoridad competente en materia de costas.

2. La autorizacion a que hace referencia el apartado anterior podra ser denegada en caso de
que la Administracion maritima determinase que existen oportunidades adecuadas para la
reutilizacién, reciclado o tratamiento del material sin riesgo para la salud humana o el medio
ambiente y sin que suponga un coste desproporcionado.

3. Las operaciones de colocacion de material dragado fuera de las aguas de la zona de
servicio del puerto deberan ser autorizadas por la autoridad competente en materia de
costas previo informe favorable de la Administracion maritima en relacién con las afecciones
a la seguridad de la navegacion.

4. Deberan efectuarse los estudios o andlisis necesarios que permitan valorar los efectos del
vertido o colocacién sobre la sedimentologia litoral y la biosfera submarina, asi como, en su
caso, la capacidad contaminante de los vertidos de acuerdo con los procedimientos
establecidos en las presentes Directrices, y se someteran a informe de las Administraciones
competentes en materia de medio ambiente y de pesca.

Articulo 41. Evaluacion de las opciones de gestion del material dragado

La evaluacién de las opciones de gestion del material dragado, incluyendo las medidas
preventivas, correctoras 0 compensatorias, correspondera a la autoridad que sea
competente para otorgar el permiso de dragado y, en su caso, de colocacion o vertido
teniendo en cuenta la propuesta del promotor realizada de acuerdo con los criterios
establecidos en los Capitulos VI y VII de las presentes Directrices.

Articulo 42. Autorizacion de reubicacién para dragados de mantenimiento

Para el caso exclusivo de dragados repetitivos de una misma zona que tengan por objeto
Unicamente la restitucion de calados (dragados de mantenimiento), la autorizacion de
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colocacién o vertido podra tener un caracter plurianual, siempre y cuando se respeten los
procedimientos de caracterizacion previstos en el Capitulo IV de las presentes Directrices y
se cumplan los requisitos indicados al respecto en el articulo 20 sobre plazos de validez de
analisis.

Articulo 43. Finalizacién de las operaciones de reubicacion

1. Una vez finalizadas las operaciones de colocacion o vertido del material dragado, el
promotor remitira a la autoridad que otorg6 el permiso y al Centro Directivo del Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente competente en materia de seguimiento de los
convenios internacionales de proteccion del medio marino para el preceptivo informe a los
mismos, la siguiente informacion:

- Tipo de area dragada (puerto, estuario o mar abierto).
- Tipo de dragado (primer establecimiento, mantenimiento, etc.).
- Superficie, expresada en m?, del area dragada.

- Usos productivos que, en su caso, se ha dado a todo o parte del material, con
indicacién del volumen destinado a cada uno de los mismos.

- Localizacion de la zona de vertido o colocacién, con indicacion de sus coordenadas
geogréficas y su profundidad.

- Cantidad efectiva colocada o vertida, expresada como volumen y masa.
- Caracteristicas fisicas del material.

- Carga contaminante, expresada como concentracién media y cantidad total colocada
o0 vertida para cada uno de los contaminantes analizados.

- Métodos analiticos utilizados en la caracterizacion quimica, con indicacion de los
limites de cuantificacion utilizados para cada contaminante, los posibles ejercicios de
intercalibracion en los que hubiese participado el laboratorio y, en su caso, los
materiales de referencia utilizados por el mismo para el aseguramiento de la calidad
de las medidas, segun se detalla en el Anejo IV de las presentes Directrices.

- Descripcion de los bioensayos que pudieran haberse realizado y sus resultados.

- Duracion de las operaciones de colocacion o vertido, con indicacion de las fechas de
comienzo y finalizacion.

- Superficie efectiva sobre la que se ha ejecutado la operacion de colocacion o vertido.
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- Resultados del seguimiento ambiental de las actuaciones, tanto durante la ejecucion
de la obra como los que pudieran realizarse para evaluar su evolucion.

2. En los casos de proyectos de dragado cuya ejecucion se extienda en mas de un afio
natural, la informacion anterior debera remitirse a la finalizacion de cada afo e incluira los
datos correspondientes a esa anualidad y los totales desde el inicio de la ejecucién del
proyecto.

3. El Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente en colaboracion con la
autoridad maritima pondra a la disposicion de los promotores a través de su pagina web un
formulario normalizado para que estos remitan la informacion anterior, que debera ser
actualizado periédicamente en funcibn de los requerimientos de los convenios
internacionales de proteccién del medio marino.

4. La informacién anterior tendrd la consideracién de informacién de caracter ambiental y
serd puesta a disposicion de cualquier interesado, para lo que se publicaran resimenes
periédicos, como minimo con caracter anual, en la pagina web del Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio Ambiente.
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CAPITULO IX: VIGILANCIA AMBIENTAL

Articulo 44. Programa de vigilancia ambiental

1. Resultara obligatorio el desarrollo por parte del promotor de un programa de vigilancia
ambiental en la zona de dragado para aquellos proyectos que impliquen la retirada de
materiales clasificados como de categoria C y, con independencia de la clasificacién de los
materiales, en el caso de la existencia de zonas sensibles en las proximidades que pudieran
verse indirectamente afectadas por la actuacién de dragado.

2. El vertido o colocacion en el mar de material dragado requerira, en todos los casos, la
realizacion de un programa de vigilancia ambiental acorde a la magnitud del proyecto, las
caracteristicas de los materiales y las particularidades de la zona donde se ejecuta la
técnica de gestion.

3. El programa de vigilancia ambiental incluird los controles necesarios para verificar que la
ejecucion de las operaciones se ajusta a lo establecido en el proyecto, el cumplimiento de
las condiciones que hubieran podido establecerse en la autorizacién y la no aparicion de
efectos diferentes a los previstos.

4. El programa de vigilancia ambiental debera ser sometido a revisiones periddicas y analisis
de los parametros a controlar y/o periodicidad de los controles, en funcién de los resultados
que vayan obteniéndose, al objeto de constatar su eficacia y garantizar su funcionalidad.

5. El programa de vigilancia ambiental definira los 6rganos responsables de su cumplimiento
y control y establecera la estructura y organizacién necesarias para la vigilancia ambiental.

Articulo 45. Vigilancia durante la operacién de dragado

1. El programa de vigilancia ambiental durante la operacion de dragado debera asegurar
gue se controlan los siguientes aspectos:

i. Operatividad de la ejecucion de la operaciéon de dragado, en cuanto al
correcto estado y funcionamiento de los medios utilizados para su ejecucion,
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al procedimiento de ejecucion del dragado, al transporte de los materiales y a
la supervision de la correcta gestion de los residuos generados por el dragado
y de restos arqueoldgicos que pudiera contener el material dragado.

Retirada y adecuada gestion en tierra de los residuos sélidos relevantes de
origen antrépico que pudiera contener el material dragado.

Control preciso del posicionamiento de la draga mediante la utilizacién de
GPS diferencial que asegure que se esta dragando dentro de los limites de la
Zzona convenida y correcta en cada instante de la operacion de dragado.

Control de los efectos sobre la calidad de la masa de agua o las zonas
sensibles que pudieran existir en el entorno.

2. Dependiendo de las caracteristicas de la zona de dragado y su entorno, podra incluir los
siguientes controles:

Calidad de las aguas, preferentemente mediante la monitorizaciébn en
continuo, en lo referente a la turbidez generada por la operacién de dragado y
la calidad fisicoguimica. Se incluird un control microbiol6gico en caso de
existir zonas de bafio, de cultivos marinos o con cualquier figura de proteccién
ambiental préximas a la zona de dragado.

Posibles afecciones a los habitats o especies protegidas, con especial
atencion a la deposicion sobre los mismos de material particulado.

En el caso de proximidad a caladeros o a zonas de marisqueo, seguimiento
de los efectos sobre los recursos pesqueros y marisqueros.

Efectos sobre el patrimonio arqueolégico, en cuanto a que la actuacién no
provoca dafios al patrimonio arqueoldgico no catalogado en el caso de zonas
de dragado proximas a zonas de interés arqueoldgico.

Efectos sobre las infraestructuras y servicios en el caso de existir estas
proximas a la zona de dragado.

3. Cuando resulte relevante, para los aspectos de los apartados 1 y 2 se debera establecer
como minimo un indicador con el que expresar su comportamiento ambiental. Para los
indicadores ambientales que requieran de toma de muestras o de medidas de campo se
definira un programa de muestreo y medicién representativo, tanto de la zona de actuacion
como de su area de influencia y de las zonas sensibles que pudieran existir en el entorno,
con indicacion de la frecuencia temporal con que se realizardn las medidas y la toma de
muestras asi como de los parametros a determinar sobre cada una de las muestras.
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4. Una vez definidos los indicadores ambientales, deberan establecerse escalas de
valoracion para realizar un seguimiento efectivo del grado de alteracion del medio y estimar
el grado de recuperacion de la calidad del mismo tras la finalizacién del proyecto.

5 Se estableceran, en su caso, umbrales o condiciones limite para los indicadores
ambientales que determinen la necesidad de adoptar medidas complementarias que
minimicen los efectos no deseados inducidos por la ejecucion del dragado. Para el
establecimiento de tales condiciones limite se utilizaran requisitos normativos y criterios que
sirvieron para definir el buen estado ambiental y los objetivos ambientales de la estrategia
marina correspondiente. Como norma general, y siempre que sea posible, estos criterios
deben ser numéricos aunque en ausencia de estos, pueden establecerse criterios de
aceptacion y de rechazo.

6. Se definirdn las medidas complementarias y/o correctoras a aplicar en el caso de que se
superen los valores maximos establecidos como permisibles para los indicadores
ambientales de control.

Articulo 46. Vigilancia durante la operacién de vertido

1. El programa de vigilancia ambiental durante la operacién de vertido al mar de los
materiales debera asegurar el control de la operacion de vertido y sus efectos ambientales,
asi como el cumplimiento de las condiciones que pudieran haberse incluido en la
autorizacion de vertido.

2. Se garantizar4 que la descarga del material dragado se realiza dentro de la zona
autorizada, con los medios o sistemas proyectados y conforme a los plazos y fechas
previstas.

3. Dependiendo de las caracteristicas de los materiales y de la zona de vertido y su entorno,
podra incluir los siguientes controles:

i Calidad de los materiales, exclusivamente en los casos de vertido al mar de
material dragado que hubiera resultado clasificado como Categoria C y se
hubiera sometido a las correspondientes técnicas de tratamiento de acuerdo
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Vi.

Vii.

viii.

con el articulo 27.3. En estos casos se tomaran periddicamente muestras del
material y se realizaran los analisis necesarios para asegurar que se alcanzan
los resultados previstos por la técnica de tratamiento.

Presencia significativa de residuos solidos de origen antrépico,
estableciéndose en su caso los medios necesarios para su retirada y
adecuada gestion en tierra.

Calidad de las aguas, preferentemente mediante la monitorizacion en
continuo, en lo que se refiere a la turbidez generada por la operacién de
vertido y a la calidad fisicoquimica. Se incluira un control microbiolégico en
caso de existir zonas de bafio, de cultivos marinos o con cualquier figura de
proteccion ambiental proximas a la zona de vertido.

Estado de habitats o especies protegidas del entorno, con especial atencion a
la deposicion sobre los mismos de material particulado.

Para operaciones de vertido de un volumen superior a 250.000 m?, posible
movilidad de los sedimentos vertidos mediante la realizacion de una
batimetria y/o un reconocimiento mediante sonar de barrido lateral de los
fondos de la zona de vertido una vez que se lleve realizado una parte
significativa de la operacion y a la finalizacion del mismo.

En el caso de proximidad a caladeros de la flota pesquera artesanal,
seguimiento de los efectos sobre los recursos pesqueros y marisqueros.

Efectos sobre el patrimonio arqueoldgico, en cuanto a que la actuacion no
provoca dafios al patrimonio arqueolégico no catalogado en el caso de zonas
de vertido préximas a zonas de interés arqueoldégico.

Efectos sobre las infraestructuras y servicios préximos a la zona de vertido.

4. Se estableceran indicadores ambientales y se definira un programa de muestreo y
medicidn representativo para aquellos indicadores ambientales que requieran de una toma
de muestras o de una medicién en campo segun lo indicado en el articulo 45.3.

5. Se identificaran escalas de valoracion de los diferentes indicadores ambientales para
realizar un seguimiento efectivo del grado de alteracién del medio y estimar el grado de
recuperacion de la calidad del mismo segun lo indicado en el articulo 45.4.

6. Se fijaran umbrales inadmisibles o condiciones limite que determinen la necesidad de
adoptar medidas complementarias que eviten los efectos no deseados inducidos por la
ejecucion del vertido segun lo indicado en el articulo 45.5.
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7. Se definirdn las medidas complementarias y/o correctoras a aplicar en el caso de que se
superen los valores maximos establecidos como permisibles para los indicadores
ambientales de control.

Articulo 47. Vigilancia de la colocacion en recintos

1. El programa de vigilancia ambiental para un recinto debera disefiarse para determinar la
efectividad del mismo en retener el material e impedir la liberacion de contaminantes por
diferentes rutas, asegurando el cumplimiento de las hipétesis de construccion y autorizacion
con respecto al proyecto y evaluando los efectos sobre el medio ambiente con objeto de
adoptar las medidas complementarias y/o correctoras oportunas, en caso de resultar
necesarias.

2. El programa de vigilancia ambiental de un recinto constara de dos fases:

i.  Seguimiento durante el llenado del recinto. Se realizar4 un control de los
elementos funcionales del recinto (aliviaderos, sistemas de drenaje y
funcionamiento de las barreras impermeabilizantes) y de los elementos
estructurales (diques, pendientes e integridad fisica de las barreras y
revestimientos).

Como minimo, se deberan tomar y analizar muestras del efluente y el medio
acuatico adyacente, con especial atencion a los efectos sobre habitats y
especies. Para ello se debera disefiar un programa de muestreo y medicion
representativo, tanto de la zona de actuacién como de su area de influencia y
de las zonas sensibles que pudieran existir en el entorno, con indicacion de la
frecuencia temporal con que se realizaran las medidas y la toma de muestras
asi como de los parametros a determinar sobre cada una de las muestras.

ii. Seguimiento del recinto a largo plazo. Una vez finalizada la colocacién del
material dragado, se continuaran los controles de los elementos funcionales y
estructurales del recinto y de toma y analisis de muestras indicados para la
fase de llenado. La intensidad y frecuencia de estos controles podra ser
inferior a la de la fase anterior y durante un periodo de tiempo que variara en
funcién de los resultados obtenidos y que no finalizara hasta que se asegure
la ausencia de efectos negativos sobre el medio ambiente.
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Articulo 48. Vigilancia del confinamiento subacuatico

1. El programa de vigilancia ambiental durante la fase de colocacion de los materiales
incluird el mismo tipo de controles como si de un vertido al mar se tratara, contemplados en
el articulo 46.

2. Adicionalmente se procederd a la inspeccién visual mediante filmacién submarina del
desarrollo de la operacién, a fin de constatar que los materiales quedan dispuestos, de
manera estable, sobre la zona prevista, procediéndose a la interrupcién de las operaciones
de colocacion en caso contrario.

3. Una vez finalizada la colocacion del material dragado y dispuesta la capa de material que
los recubre, se controlara la estabilidad de la obra de confinamiento y la inmovilidad de los
sedimentos confinados, asi como la calidad ambiental del agua y de los fondos adyacentes.
El programa de muestreo y medicion incluird4, cuando resulte procedente en funcion del
volumen de materiales colocado y la superficie utilizada, la realizacién de una batimetria y/o
un reconocimiento mediante sonar de barrido lateral de los fondos de la zona para
comprobar la inmovilidad de los sedimentos colocados. Estos controles deberan extenderse,
al menos, hasta un afio después de finalizada la operacion de confinamiento.

Articulo 49. Informes

1. El programa de vigilancia ambiental describird el tipo de informes técnicos de seguimiento
a elaborar por el promotor asi como su frecuencia. Las autoridades maritima y ambiental, en
el ambito de sus competencias, podran recabar informacion de aquel al respecto, asi como
efectuar las comprobaciones necesarias para verificar el cumplimiento del condicionado
incluido en la autorizacion.

2. Los informes, que deberan ser publicos, recogeran la valoracion de los resultados de los
diferentes aspectos ambientales incluidos en el programa respecto de los valores de
referencia establecidos para determinar el estado ecolégico o ambiental de la zona de
actuacion. En esta valoracion se debera determinar:

i. La afeccion real al medio ambiente durante la realizacién de las obras y su
evolucion en el tiempo respecto del estado inicial.
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i. El grado de desviacion sobre las previsiones iniciales en la identificacion y
valoracién de los impactos.

iii. La eficacia de las medidas preventivas, correctoras y, en Su caso,
compensatorias implantadas y la necesidad de nuevas medidas.

iv.  La identificacién de impactos no previstos o valorados de forma incorrecta en
el proyecto, estudio de impacto ambiental o en el documento ambiental
correspondiente y la necesidad de proponer medidas para su prevencion y
correccion.

3. El promotor informara a la autoridad maritima y a la autoridad ambiental competente de
cualquier aspecto con incidencia sobre seguridad para la navegacion o ambiental que
pudieran sobrevenir durante el desarrollo de las actuaciones.

4. A la finalizacion de las actuaciones de dragado y reubicacién de los materiales, se
suministrara al 6rgano competente en materia de cartografia marina informacién sobre las
modificaciones batimétricas significativas que hubieran podido producirse tras la ejecucién
del proyecto.

5. A la finalizacién de cada afo natural incluido dentro del Programa de vigilancia ambiental,
el promotor suministrard a la autoridad ambiental copia de los informes elaborados durante
ese periodo.

Articulo 50. Plan de actuacion ante situaciones de emergencia ambiental

1. Se dispondra de un plan en el que se identifiquen y evallen las situaciones de
emergencia ambiental y en el que se establezcan los mecanismos de alerta a las
autoridades competentes y los mecanismos de coordinacion con los planes de contingencia
(territoriales, municipales, interiores y de autoproteccién) en caso de emergencia ambiental.

2. Una vez solucionada la emergencia, el promotor remitird a la autoridad competente un
informe sobre la situacién de emergencia ambiental acontecida y las medidas tomadas para
su solucién. Estos informes seran recogidos en el apartado de incidencias de los informes
periédicos establecidos en el Articulo 49.
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ANEJO II: TOMA DE MUESTRAS DE LOS MATERIALES A DRAGAR

1. TOMA DE MUESTRAS SUPERFICIALES Y PROFUNDAS

1. Las muestras superficiales deberan obtenerse mediante el empleo de muestreadores tipo
cuchara especificamente disefiados para el muestreo de sedimentos. Podra admitirse,
cuando las circunstancias asi lo aconsejen, el muestreo directo de los materiales mediante
buceadores, utilizandose en tal caso el mismo recipiente que servirA para su
almacenamiento, conservacién y transporte.

2. Las muestras profundas seran obtenidas mediante el muestreador tipo corer de gravedad
o mediante vibracion (vibrocorer) adecuado en funcion del espesor de sedimentos a dragar
en la zona, obteniéndose una columna de sedimentos que sera segmentada en muestras
individuales de 50 centimetros de longitud.

3. En aquellas estaciones donde se proceda a la toma de muestras profundas se tomara
adicionalmente una muestra superficial, que serd la representativa de la capa de los
primeros 50 centimetros de espesor.

4. Las muestras profundas seran representativas de una capa de material de espesor
equivalente a la diferencia entre la profundidad de adquisicion de cada muestra individual y
la profundidad de la siguiente submuestra analizada en el testigo.

5. Cuando habiéndose obtenido muestras profundas, la profundidad del dragado resulte
superior a la columna de sedimentos recuperada, la submuestra mas profunda de la
columna se considerard representativa del resto del material subyacente, es decir, el
espesor existente entre su profundidad y la profundidad de dragado proyectada en ese
punto.

6. Previamente a la adquisicion de cada muestra individual, el dispositivo de muestreo debe
ser cuidadosamente limpiado y enjuagado repetidamente con agua de mar obtenida en la
propia estacion de muestreo donde se vaya a adquirir la muestra de material.

7. El muestreo directo de materiales de la cantara de dragado no podra ser utilizado para la
caracterizacion de los materiales.
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Cantidad de sedimento necesaria en cada muestra

8. La cantidad necesaria de sedimento para poder realizar los analisis y ensayos posteriores
dependera de la necesidad de realizar andlisis quimicos y bioensayos. En la siguiente tabla
se especifica por parametro la cantidad necesaria de sedimento que es necesario recoger
por muestra.

CANTIDAD MINIMA DE SEDIMENTO NECESARIA POR MUESTRA

TIPO DE ANALISIS VOLUMEN (mf{) MASA HUMEDA (g)

Granulometria 300 500
Analisis fisicos

Carbono organico total 20 35
Analisis Metales 60 100
quimicos

Contaminantes organicos 200 350
Analisis .

. L Contaminantes fecales 100 175

microbiolégicos

TPT 30 50

Fecundacion o 1.000 1.750
Bioensayos embriogénesis en

equinodermos

Toxicidad en anfipodos 875 1.500
TOTAL RECOMENDADO 2.600 4.500

9. Dado que a priori resultara imposible conocer la necesidad de someter los materiales a
determinaciones quimicas y bioensayos, resulta recomendable la obtencion en cada
estacion de muestreo de un volumen de muestra igual o superior al total, de manera que
pueda evitarse el coste de tener que repetir el muestreo.

Anejo Il -2 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

2._MANIPULACION, CONSERVACION, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

1. Inmediatamente tras la obtencién de cada muestra, el material debe ser trasvasado al tipo
de envase adecuado a la naturaleza de las determinaciones a realizar. En la medida de lo
posible se evitard aquel material que hubiera podido estar en contacto con las paredes del
dispositivo de muestreo, optandose por el material del centro de la muestra obtenida.

2. Todos los envases deben estar adecuadamente limpios y ser previamente enjuagados
con agua de mar tomada en la propia estacion de muestreo. Deberan ademas ser
herméticos para evitar la evaporacion de compuestos volatiles y fugas de gas y agua.

3. El material destinado a determinacion de metales, metaloides o materia organica se
dispondré en bolsas o tarros de boca ancha de plastico de alta densidad, refrigerandose a
4°C lo antes posible, modo en el cual podran conservarse durante varias semanas. Para
periodos mayores de almacenamiento las muestras deberan ser congeladas por debajo de -
20°C. La porcion destinada al andlisis de mercurio se almacenara preferiblemente en
recipientes de vidrio cuando la determinacion se realice en un plazo superior a las 48 horas.

4. Para la determinacion de compuestos organicos se evitaran los recipientes de plastico
(excepto PTFE) ya que podria producirse adsorcion de estos compuestos en el material del
recipiente.

5. El material destinado a determinaciones microbiolégicas debera disponerse en envases
preferiblemente de polietileno de alta densidad previamente esterilizados en autoclave y
refrigerarse inmediatamente a 4°C, sin que en ningun caso deban ser congeladas las
muestras. Los andlisis deberan iniciarse dentro de las 24 horas siguientes al muestreo.

6. Para la determinacion del TPT las muestras se conservaran refrigeradas a 4°C. Los
analisis deberan realizarse lo antes posible y en cualquier caso dentro de los 7 dias
siguientes al muestreo.

7. Las muestras se transportaran a la mayor brevedad en recipientes cerrados llenos,
evitando en la medida de lo posible que quede aire en su interior, no excediendo la
temperatura de 25°C. Si las muestras no se van a analizar en el transcurso de 48 horas tras
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el muestreo, se procedera a su almacenamiento a 4°C para conservacion a corto plazo, o a
su congelacion (inferior a -20°C) para periodos superiores a un mes. En el caso de los HAPs
y butilestafios hay que tener en cuenta que se trata de compuestos fotodegradables, por lo
que los envases deberan estar protegidos de la luz en todo momento, siendo altamente
recomendable la utilizacion de recipientes de vidrio &mbar.

8. El material destinado a bioensayos se dispondrd en recipientes de plastico de alta
densidad. Estas muestras no podran ser, en ningun caso, congeladas y se mantendran en
los recipientes herméticamente cerrados en ambiente refrigerado hasta el inicio de la
realizaciéon de los ensayos en un plazo méaximo de 3 semanas recomendandose su
comienzo en la primera semana.

9. Cada muestra, una vez trasvasada al envase correspondiente, debe ser identificada
mediante la anotacion sobre el propio envase con tinta indeleble o0 mediante etiqueta, de la
estacion de muestreo y profundidad a la que corresponde, asi como su fecha de adquisicion.

10. En caso de tratarse de muestras obtenidas mediante corer, los mismos seran
fraccionados en porciones de 50 centimetros preferentemente a bordo de la embarcacion.
Cada fragmento serd trasvasado a los correspondientes envases adecuados a la mayor
brevedad posible o se procedera al cerrado y sellado adecuado de cada fragmento.

11. Una vez lleguen las muestras individuales al laboratorio y previa composicion de
muestras si se opta por la misma, se realizara lo antes posible el tamizado por tamiz de 2
mm para obtener asi la fraccion objeto de analisis y eliminar la presencia de detritos y
posibles organismos bentdnicos presentes.

Manipulacién de las muestras durante la campafia de muestreo

12. Durante las distintas operaciones del muestreo deben tomarse una serie de
precauciones en la manipulacion de las muestras para evitar cualquier alteracion que
pudiera afectar a la calidad de los resultados o a la seguridad del personal que lo realiza:

13. Deben utilizarse sistemas de proteccion individual adecuados que prevengan tanto la
contaminacién de las muestras como la exposicion del personal, evitando contactos
dérmicos e inhalaciones en la medida de lo posible. Hay que tener en cuenta que los
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sedimentos pudieran contener mezcla de multitud de sustancias, incluso bacterias y virus,
potencialmente peligrosos.

14. Las muestras deben ser manipuladas en espacios bien ventilados. Las superficies de
trabajo deben ser de materiales faciles de limpiar, poco porosos, para evitar la absorciéon de
contaminantes.

15. Los procesos de manipulacion deberian minimizarse y llevarse a cabo lo antes posible
tras la toma, para evitar cambios de temperatura y exposiciones al aire que pudieran afectar
a las condiciones geoquimicas y bioguimicas de las muestras de sedimento.

16. Una vez en cubierta, las muestras deben ser protegidas de las posibles fuentes de
contaminaciéon del entorno: humos de escape de los motores y grasa de la embarcacion,
radiacion solar, salpicaduras, etc.

17. Los recipientes de muestreo, preferiblemente preetiquetados, deben llenarse en su
totalidad para evitar la disponibilidad de oxigeno en su interior.,

18. En caso de obtencidn de testigos tipo corer, si no es posible su fragmentacion antes de
su transporte al laboratorio, debe identificarse inmediatamente tras su extraccion, marcando
claramente la orientacion (extremo superficial y profundo), manteniéndolo siempre vertical.
La parte del tubo que pudiera haber quedado vacia debe ser eliminada, para evitar
desplazamientos y mezcla de la muestra, asi como oxidaciones indeseables, sellando los
tubos con tapas herméticas de materiales adecuados. En cualquier caso, deben recogerse
los datos de penetracion real de los testigos e incidencias del muestreo para posibilitar la
buena interpretacion de los resultados.

19. Debe cuidarse la limpieza de los equipos entre los muestreos a fin de evitar
contaminaciones cruzadas entre distintos puntos, utilizando primero agua de la estacién
previamente muestreada y posteriormente con agua del punto en el que se vaya a realizar la
siguiente toma.
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Etiquetado e identificacion de las muestras

20. Los recipientes de muestreo estaran preferiblemente preetiqguetados antes del comienzo
del muestreo, de acuerdo con un cédigo de nomenclatura preestablecido que resulte claro y
conciso, que incluir4 aparte de los cédigos especificos de la muestra, algun tipo de clave
identificativa del estudio, asi como la fecha de muestreo.

21. Se utilizara, a tal fin, un etiquetado resistente al agua y rotulado siempre con tintas
indelebles. Un sistema con buenos resultados, especialmente Util para muestras en bolsas,
es la identificacion mediante el empleo de etiquetas de lamina de plastico semirrigido,
atadas a la bolsa mediante alambre fino, flexible y plastificado, ademéas de la rotulacion
directa en la bolsa o recipiente en cuestion.

22. Resulta recomendable la elaboracion de un informe del muestreo que recoja todos
aguellos datos e incidencias producidas durante el desarrollo de las operaciones, que
ayudaran a la posterior interpretacion de resultados, especialmente en casos anémalos con
respecto a lo esperable. Se completara un estadillo por cada muestra que incluird
informacion sobre:

- Referencia de la muestra. Hora y fecha;

- Tipo de muestra y equipo de muestreo empleado;

- Posicién y Profundidad;

- Condiciones durante la toma (meteorologia, oleaje, tréfico, etc.);
- Personal que realiza el muestreo;

- Desviaciones con respecto al programa previsto;

- Descripcion de la muestra tras su extraccion: textura, color, olor, presencia de biota,
cantidad de sedimento recuperada;

- En el caso de testigos en profundidad: longitud de muestra tras la extraccion y
penetracion real del testigo;

- Fotografias ilustrativas del entorno y de las muestras;

- Otras observaciones.
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ANEJO lIl: CARACTERIZACION BIONOMICA

1. OBJETIVOS Y GENERALIDADES

1. El estudio de caracterizacion bionémica debe permitir conocer la presencia o ausencia de
comunidades y especies ecolégicamente sensibles que pudieran verse significativamente
afectadas, al objeto de descartar o confirmar la idoneidad de la zona propuesta para el
vertido (articulo 29.5.v), asi como servir para establecer el nivel de base o estado cero en
los programas de vigilancia ambiental (articulo 46.3).

2. Si bien la metodologia propuesta se refiere fundamentalmente a la caracterizacion de la
zona de vertido del material dragado, no debe descartarse su aplicacion incluso al estudio
de la zona de dragado si ésta tiene especiales valores naturales, aunque sea dentro de un
ambiente portuario.

3. La caracterizacion bionémica debera contemplar tanto la zona de actuacion como su area
adyacente para evaluar un posible efecto indirecto a largo plazo del material vertido en
hébitats sensibles a la turbidez y deposicion de material.

4. Se propone un guion metodolégico acerca de como debe realizarse dicha caracterizacion,
sin entrar en el detalle de las distintas metodologias (por ejemplo de las técnicas de
muestreo o de la operatividad de un determinado instrumento muestreador), que ya estan
muy desarrolladas en diversas fuentes bibliogréficas.

5. El estudio de caracterizacién bionémica se adaptara a la profundidad de la zona y sus
caracteristicas potenciales, y deberd proporcionar la informaciéon correspondiente a dos
aspectos:

- Caracterizacién morfolégica superficial y clasificacion de los fondos.

- Caracterizacion de las comunidades biol6gicas y sedimentaria.
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6. No se incluye en este anejo la metodologia para la realizacion de un estudio
hidrodindmico y de dispersioni, si bien, tal como se establece en el articulo 29.4 de las
presentes Directrices puede resultar preceptivo en determinadas ocasiones y sus resultados
serdn la base del ambito geografico al que se debe circunscribir la caracterizacion
bionémica. De igual modo, la adquisicién de datos sobre otros parametros fisico-quimicos y
biolégicos como son la irradiancia submarina, concentraciones de nutrientes en la columna
de agua, niveles de clorofila, materia organica del sedimento y potencial red-ox contribuiran
a interpretar adecuadamente la informacion.

7. La primera fase del estudio consistird en la revision de toda la informacion documental
disponible sobre los aspectos mencionados, con el principal objetivo de conocer sus
antecedentes y prever la presencia potencial de habitats o especies relevantes por su alto
valor ecologico — por ejemplo, praderas de fanerégamas, coraligeno, fondos detriticos
costeros (maérl), habitats con macroalgas, laminariales, etc. - , por albergar habitats o
especies protegidas por la legislacion nacional, autonémica o internacional (como la
Directiva Habitats o las listas de habitats y especies protegidas por los Convenios
Regionales de Proteccion del Medio Marino), especies invasoras o de interés pesquero-
marisquero. En dicha revision se debera recoger también la identificacion de caladeros de
interés pesquero-marisquero.

Si tras este estudio bibliografico no se pudiera disponer de la informacién adecuada o no se
pudieran descartar factores ecoldgicos limitantes (que implicaran la consideracion de la zona
de vertido y/o zonas adyacentes como una zona ecolégicamente sensible y por lo tanto
descartable como emplazamiento para el vertido), se procedera a la realizacién de los
trabajos de campo y evaluacién de sus resultados, de acuerdo con la metodologia que se
presenta a continuacion.

2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA SUPERFICIAL Y CLASIFICACION DE FONDOS

1. Es muy importante definir adecuadamente el area de estudio morfoldgico superficial, en
definitiva, el area de estudio a caracterizar bionémicamente. Asi, la escala de la cartografia

Es importante la realizacion de estudios de hidrodinamismo y de transporte y resuspension de
sedimentos (antes, durante y después del dragado/vertido), para conocer los posibles efectos en la
zona de dragado/vertido y sus zonas adyacentes, las cuales pueden tener habitats sensibles a la
perturbacion del sedimento, a descensos de la transparencia de la columna de agua (ej. fanerégamas
marinas, laminariales, agregaciones de corales con zooxantelas tipo Cladocora caespitosa, etc..) o al
aumento de tasas de sedimentacion (e.j. coraligeno, maérl, etc.).
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biondmica resultante debera estar de acuerdo con las caracteristicas de la actuacion y con
las de los procesos de transporte que pueden influir sobre la actuacion de vertido y
reubicacion del material.

2. Como primera accién se deberd realizar un levantamiento morfolégico de la superficie del
fondo marino, siendo las técnicas mas adecuadas para ello la ecosonda multihaz y el sonar
de barrido lateral (SBL) o, alternativamente a las anteriores, la utilizacion de sondas
interferométricas cuando la profundidad de trabajo lo permita.

El orden légico de actuacion seria el siguiente:

i. Toma de datos batimétricos mediante ecosonda multihaz y procesado de los
mismos;

ii.  Adquisicién de un mosaico de SBL;

ii.  Incorporacion de los datos bioldgicos.

Dentro del anterior esquema de actuacién, la aplicacion de programas de cartografia
predictiva de hébitats puede facilitar el esfuerzo de muestreo o reconocimiento biolégico.

A continuacion se desarrollan algunos de estos puntos:

Toma de datos batimétricos:

3. Mediante sistema de ecosonda multihaz con cobertura al 100% del fondo marino y con
“overlap” entre barridos de un 33%, en todo caso cumpliendo o excediendo las normas del
OHI para levantamientos con multihaz. La eleccion de los sistemas mas idéneos dependera
de la profundidad de la zona a trabajar aunque existen sistemas comerciales de alta
resolucion que cubre el rango de profundidad de -5 a -150 m de profundidad y serian los
mas adecuados para este trabajo.

4. Simultaneamente al reconocimiento mediante Ecosonda multihaz se recomienda realizar
una malla de perfiles sismicos de alta a muy alta resoluciéon utilizando sistemas tipo

Anejo Il -3 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

penetrador de fangos 3,5 kHz, o los nuevos sistemas sismicos basados en efecto
paramétrico.

5. En todos los casos, los equipos deberan estar sincronizados con un GPS (diferencial o
RTK) para el correcto posicionamiento de las medidas. Los transectos deben tener cierto
grado de solapamiento (un 20% aproximadamente) para asegurar informacion del 100% de
la zona prospectada. La embarcacion debe navegar a una velocidad adecuada para
registrar una densidad de datos suficientemente elevada como para producir un modelo
digital de elevaciones de suficiente resolucién, que permita identificar las diferentes
morfologias del lecho marino.

6. Los registros obtenidos seran procesados para eliminar datos erréneos y aplicar la
correccion de marea. Posteriormente se recomienda generar un modelo digital de
elevaciones con la maxima resolucién que permitan la densidad de datos. Por otro lado, se
generard también una imagen con los datos de reflectividad adecuadamente filtrados y
corregidos.

7. El procesado e interpretacion de los datos anteriores, comprenderia:

- Realizacion de mapa batimétrico;

- Procesado de la reflectividad acustica de la ecosonda multihaz o interferométrica
(backscater);

- Interpretacion, en su caso, de lineas sismicas;

- Elaboracién de mapas de caracteristicas texturales superficiales.

8. La elaboracion de un modelo digital del terreno (MDT) resulta recomendable para una
mejor interpretacion de los resultados.

Adquisicion de mosaico de SBL:

9. En caso de usar SBL se recomienda un equipo con una frecuencia minima de trabajo de
350 kHz y un rango lateral de 150 m por cada banda del “pez”. La altura del “pez” sobre el
fondo debe ser de aproximadamente 15 m (10% del rango de barrido), siguiendo lineas de
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navegacion espaciadas lo necesario para que la zona isonificada entre lineas adyacentes
tenga un solape minimo entre ellas del 20%. La adquisicidon de los datos se deberd realizar a
la velocidad que el sistema y estado de la mar permitan para una calidad Optima de
cobertura del fondo marino.

10. En caso de zonas con profundidades superiores a los 50 metros se deberd usar un
depresor, al objeto de garantizar el mantenimiento de la correcta altura sobre el fondo y
preferiblemente un winch eléctrico, con control de cable por parte del operador de SBL.

11. La interpretacién de los datos se deberia realizar teniendo en cuenta la morfologia previa
(Ecosondas), el tipo de suelo y subsuelo (sistemas sismicos) y a ser posible con datos
directos (muestras y transectos video-foto). Un software adecuado permitira finalmente
integrar toda esa informacion, de modo que se realice un mosaico del fondo marino,
interpretandose e identificAndose las zonas que ofrezcan la misma impedancia acustica:
rocas, cobertura vegetal, restos y elementos sumergidos en el fondo, etc.

12. La interpretacion conjunta de los datos de distribucion de profundidades y reflectividad
debe permitir discriminar y clasificar el fondo marino en funcién de sus caracteristicas
morfoldgicas y de la distribucién espacial de diferentes tipos sedimentarios.

13. A la vista de la interpretacion de los datos obtenidos se planeara la siguiente fase del
levantamiento, que consistira en una inspeccion visual del fondo marino.

Incorporacion de los datos biolégicos:

14. Se realizara a través de filmaciones submarinas, mediante ROV (vehiculos operados
remotamente), con buceadores (en caso de que la profundidad lo permita) y/o con video
remolcado georeferenciado, realizandose un nimero de transectos tal que permita
reconocer las distintas unidades morfolégicas detectadas. En zonas mas profundas se
podran sustituir por filmaciones georeferenciadas puntuales, en un numero de puntos
suficiente para representar las distintas unidades detectadas y, especialmente, las
anomalias y elementos diferenciados, asi como las zonas donde se encuentren los limites
de cada unidad morfolégica.
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15. Tras esta fase se obtendrd un mapa morfol6gico definitivo, del que se derivara, mediante
interpretacion por especialista, una cartografia bionbmica asociada. Previamente seria de
gran utilidad la aplicacion de programas de prediccion de habitats tipo BTM, ENFA, etc.

3. CARACTERIZACION DE LAS COMUNIDADES BIOLOGICAS Y SEDIMENTARIA

1. El nimero de estaciones de muestreo dependerd del area a muestrear, el habitat o
especie y los descriptores a emplear. Dicho nimero habra de ser estadisticamente
representativo para caracterizar la comunidad y sus variaciones en el espacio y en el tiempo
y deberd& ser suficiente como para representar todas las unidades bionémicas identificadas a
partir de los trabajos descritos en el apartado anterior.

2. Por su sencillez en este tipo de estudios se suele realizar siempre una toma de muestras
mediante una draga adecuada a la profundidad y al tipo de fondo (Van Veen, box corer,
Smith-MclIntyre o similares), si bien se recomienda que puedan ser complementadas con
otro tipo de muestreos lineales (draga de arrastre, tipo Foster, etc).

3. El sedimento extraido se lavara abundantemente con agua marina a través de una malla
de 1 mm de luz con la finalidad de eliminar el material de tamafo inferior. Esta operacion se
realizara de forma inmediata, preferiblemente a bordo de la embarcacion, al objeto de evitar
el deterioro de los ejemplares con tejidos blandos.

4. Posteriormente, para la preservacion del material biolégico las muestras se fijaran con
formol neutralizado en agua marina al 4%. Ya en el laboratorio, se procedera a la
identificacidon taxondmica y recuento del nimero de individuos de cada taxén; se intentara,
en la medida de lo posible, llegar al nivel de especie, para lo que se debe contar con
expertos taxébnomos. En cada una de las muestras se determinaran los parametros
habituales para la caracterizacion de las comunidades benténicas con el objeto de
determinar la existencia de comunidades ecolégicamente sensibles que pudieran verse
significativamente afectadas, Entre tales parametros cabe incluir:

- Abundancia taxonémica: numero de individuos por taxdn;

- Dominancia (%): namero de individuos del taxén i/nimero total de individuos
de la muestra;
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- Diversidad taxonOmica: expresada segun la férmula de Shannon, con
logaritmo en base 2 (Shannon y Weaver, 1963);

- Riqueza taxondmica: expresada como numero de taxones;
- Densidad de organismos: numero de individuos por m2;

- Equitatividad: nivel de estructuracién de la muestra, segun el indice de Pielou
(Pielou, 1959);

- Distribucion porcentual de los principales grupos de macrobentos;

- Se debe de acompafiar todo lo anterior de un listado faunistico/floristico del
total de muestras estudiadas.

5. Adicionalmente, resulta recomendable la utilizacién de indices biéticos marinos -como por
ejemplo el AMBI?, desarrollado en Espafia- para evaluar la calidad ambiental del medio
marino. Podran utilizarse los métodos y criterios aprobados oficialmente en Espafia para el
cumplimiento de la Directiva Marco del Agua.

6. Ademéas de la toma de muestras y andlisis para la caracterizaciébn bionémica, y
adicionalmente a la caracterizacion sedimentolégica establecida en el articulo 29.5 de las
presentes Directrices, en cada estacibn se tomard una réplica adicional para la
caracterizacion sedimentaria; en dichas muestras de determinara el contenido en materia
organica, la distribucion granulométrica y el potencial redox (preferiblemente medido a
bordo, inmediatamente después a la recogida de las muestras mediante draga).

2 AZTI marine biotic index: http://ambi.azti.es

Anejo Il -7 -


http://ambi.azti.es/

Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

ANEJO IV: METODOLOGIA ANALITICA

Con el fin de conseguir una eficiente estandarizacion de los resultados analiticos, se
presentan las pautas metodolégicas basicas que deben seguirse en la caracterizacién de los
materiales a dragar a efectos de aplicacion de las presentes Directrices.

1. PROGRAMA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LAS MEDIDAS

Los laboratorios encargados de la realizacién de los analisis deberan tener implementados
programas de aseguramiento y control de la calidad de los mismos, que deben contemplar
al menos los siguientes aspectos:

- Procedimientos operativos estandar para todos los trabajos realizados en el proceso,
consistentes en una descripcion detallada, especifica del laboratorio, de todas las
acciones adoptadas para llevar a cabo las mediciones.

- Documentaciéon que acredite que todos los procedimientos de manipulacion de
muestras y analisis se siguieron correctamente.

- Protocolos de control de calidad, que incluirdn el andlisis de materiales de referencia
y controles de blancos con cada lote analitico de muestras. Estos materiales de
referencia seran muestras de referencia del laboratorio y Materiales de Referencia
Certificados de producciéon independiente, que contengan las certificaciones de los
pardmetros implicados, basadas en métodos analiticos similares a los empleados en
el anadlisis de las muestras, siempre que exista disponibilidad comercial.

- Realizacion de gréaficos o registros de control de calidad, que permitan evaluar el
rendimiento diario. Si los resultados obtenidos para el material de referencia de
cualquier lote de muestras excedieran los limites de aceptacion establecidos, el lote
debera ser rechazado y volver a ser analizado.

- Participacion en programas de intercalibracion de laboratorios organizados por
organismos reconocidos, que incluyan programas sobre los parametros y matrices
incluidos en las presentes Directrices.

- Cadena de custodia de la documentacién para asegurar la correcta correspondencia
entre los datos analiticos, muestra en proceso y su ubicacion geogréfica.

Los aspectos anteriormente detallados deberan ser especificamente documentados en el
informe de resultados analiticos, junto con la descripcion detallada de los protocolos
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analiticos empleados en el andlisis de las muestras y los limites de cuantificacion utilizados
gque deberan ser, en todo caso, iguales o inferiores a los establecidos en el articulo 18.

2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para las determinaciones analiticas posteriores, las muestras deberdn someterse a las
siguientes etapas preparativas que seran realizadas de manera sucesiva:

2.1. Homogeneizacion inicial

Se realizard sobre la muestra humeda de forma que no se pongan en contacto con la
muestra elementos y materiales susceptibles de aportar elementos contaminantes.

2.2. Separacion de la fraccion inferior a 2 mm

La caracterizacion preliminar (excepto andlisis granulométrico) y caracterizacion quimica del
material a dragar se realizard sobre la fraccidon no gruesa, es decir, sobre la fraccibn menor
de 2 mm, retirando la fraccion superior a este tamafio mediante tamizado manual o
mecanico, utilizando un tamiz de 2 mm de luz de malla construido con materiales libres de
aportes contaminantes que pudieran interferir en las determinaciones posteriores. Teniendo
en cuenta las determinaciones de metales pesados, resultan adecuados los tamices con
malla y bastidor de nailon.

El tamizado deberd realizarse con la muestra en su estado de humedad natural vy, si fuera
preciso, con la ayuda de una espéatula de material adecuado (por ejemplo, teflén). En los
casos en que la muestra no quede compactada tras el secado, el tamizado podra ser
posterior a la etapa de secado adecuada para cada parametro.

Los tamizados en humedo, con aporte adicional de cantidades limitadas de agua para
facilitar el paso a través del tamiz, deberan aplicarse solo en casos de extrema dificultad en
el proceso de tamizado, debido a los no deseables cambios fisicoquimicos que pueden
inducir en la muestra.
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2.3 Fraccionamiento y triturado

Se realizara el fraccionamiento de la muestra para los distintos fines analiticos de acuerdo
con los tradicionales métodos de cuarteo que aseguren la representatividad de la fraccion.
Con posterioridad, cada una de estas submuestras sera sometida a un proceso de secado
especifico y apropiado a las determinaciones que sobre ella deban realizarse. Cada una de
las submuestras, salvo la destinada a andlisis granulométrico, serd sometida a un proceso
de molturacion, gue mediante una adecuada reduccién del tamafio de particula, asegurara
la homogeneidad de la alicuota analitica, facilitando al mismo tiempo tratamientos previos
posteriores, como extracciones o digestiones.

El proceso de triturado debera realizarse con instrumental adecuado, libre de aportes
contaminantes y que garantice la eficiencia y reproducibilidad del proceso. Para tal fin son
recomendables los molinos planetarios de bolas, de materiales resistentes a la abrasion,
como agata, nitruro de silice o cualquier otro libre de interferencias con los parametros de
andlisis.

3. ANALISIS FiSICOS

3.1. Andlisis granulométrico

Se realizara sobre la muestra total previamente homogeneizada y tomando como referencia
general las pautas establecidas en la norma UNE 103101:1995 “Analisis granulométrico de
suelos por tamizado”. El informe de este ensayo granulométrico recogera, al menos, los
siguientes aspectos:

- Porcentaje de gruesos (Pg);
- Porcentaje de finos (Pg);
- Porcentaje de arenas (P,);

- Curva de distribucion granulométrica, segun disefio descrito en la mencionada
norma, basada en una serie no inferior a 11 tamices, comprendidos entre 2 mm y
0,063 mm, ambos inclusive, con tamafios intermedios distribuidos de modo regular
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en este intervalo, segln serie de tamices UNE 7050-3:1997* o equivalente y luces de
malla: 2 mm, 1,4 mm, 1 mm, 0,710 mm, 0,600 mm, 0,500 mm, 0,355 mm, 0,250 mm,
0,180 mm, 0,125 mm y 0,063 mm;

- Calculo del Dsg, entendido como el tamafio de luz de malla que dejaria pasar el 50%
del material.

3.2. Concentracion de sélidos

La concentracion de sélidos, es decir, la masa de sélidos por unidad de volumen de
sedimento "in situ", se calculard mediante la expresion:

_15P. +17P, + 18P,

Cs
100
donde :
Pc = Porcentaje de gruesos.
Pa = Porcentaje de arenas.
P = Porcentaje de finos.

Y debiendo cumplirse la relacién: Pg + P, + P =100

' UNE 7050-3:1997 Tamices y tamizado de ensayo. Parte 3: Exigencias técnicas y verificaciones de
los tamices de ensayo de tela metélica.
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4. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

4.1.- Preparacion de muestras

Para los analisis microbiologicos del sedimento resulta imprescindible la preparacion de una
suspension inicial en un medio adecuado en el que se facilite la liberacion de los
microorganismos y a partir de la cual se puedan preparar las diluciones sucesivas
necesarias en cada caso. Estas suspensiones se prepararan tomando como referencia lo
descrito a este fin en el método UNEP/WHO “Determination of faecal coliforms in sediments
by the pour plate (PP) method”,seguin se describe a continuacion.

Se pesaran 10 g de sedimento (fraccién inferior a 2 mm), con su humedad natural, en
matraz Erlenmeyer u otro recipiente adecuado, previamente esterilizado. A continuacion se
afadiran 89,5 mf de un tampdn de fosfato (descrito a continuacién) y 0,5 m{ de Tween 80
que facilita la liberacibn de las bacterias asociadas a particulas del sedimento. Esta
suspension se mantendra en una placa de agitacion durante 30 minutos, tras los cuales se
dejara en reposo durante otros 15 minutos. Finalizado el tiempo de reposo se procedera a la
preparacion de las diluciones adicionales necesarias, con el mismo tampdén, o bien a la
siembra o filtracion directa, segun las necesidades derivadas de las concentraciones
esperadas y técnica de cultivo utilizada para la determinacion de los parametros indicadores
de contaminacion fecal que correspondan en funcién de la normativa estatal o autondmica
que resulte de aplicacion. (Art. 15.3)

Los resultados se expresaran en unidades formadoras de colonias (UFC) o
microorganismos por gramo de sedimento (humedo) teniendo en cuenta la cantidad de
sedimento de partida en la solucion madre (10 g/100ml)

Tampodn de fosfato (pH=7,2)

NS 2 1210 YA 30¢g
KHoPO e 1,0 g
Agua destilada C.S.p.....ccoeiiiiiiiiii 1000 m¢{

Esterilizacion en autoclave (121°C durante 15 min)

5. ANALISIS QUIMICOS
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5.1. Carbono orgéanico total

La determinacion del Carbono orgénico total se realizard sobre la fraccién de la muestra
inferior a 2 mm, existiendo multitud de alternativas metodoldgicas, cada una de las cuales
con sus ventajas e inconvenientes en cuanto a eficiencia, reproducibilidad, sencillez, coste
econdmico, etc. Con el fin de disponer de una base analitica que garantice resultados
suficientemente reproducibles y comparables a los fines de las presentes Directrices, se han
seleccionado las siguientes alternativas metodolédgicas que, con los matices que se indican,
cubren las expectativas necesarias y posibilitan la realizacion de la determinacién a un
amplio numero de laboratorios aun no disponiendo de sofisticados sistemas automatizados:

I.  Métodos automatizados basados en combustion seca a alta temperatura en
atmaosfera de oxigeno puro y medida del CO, desprendido mediante detector de IR o
de conductividad térmica:

Estos métodos requieren la eliminacién previa del carbono inorganico (carbonatos) mediante
ataque &cido, generalmente con HCI, que debe ser cuidadosamente optimizada y
controlada, requiriéndose un secado posterior de la muestra (105°C). Estos sistemas
requieren de trampas y filtros que garanticen la retencion de particulas, hal6genos
procedentes del contenido en sal de las muestras y del tratamiento previo y vapor de agua,
para evitar interferencias no deseadas en la medida, resultando fundamental su
mantenimiento y control para garantizar su eficiencia.

Alternativamente se puede calcular el carbono organico por diferencia entre las
determinaciones individuales de carbono total y carbono inorganico.

. Métodos basados en la oxidacion quimica:

El carbono organico total presente en las muestras se evalla mediante la medida del
Carbono organico oxidable (COOx) con dicromato potasico en presencia de sulfarico,
valorando el exceso de oxidante con sulfato ferroso aménico (sal de Mohr), calculando asi la
cantidad de carbono organico oxidado a partir de la cantidad de dicromato reducido.

Se recomienda la aplicacion del siguiente protocolo derivado del clasico método de Walkley-
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Black (1934) y las modificaciones propuestas por Mebius (1960):

Reactivos

(a) Dicromato potésico 1 N. Disolver 49,05 g de dicromato potasico en agua y diluir
hasta un litro.

(b) Acido sulfarico concentrado conteniendo 25 g de SO4Ag; por litro.
(c) Acido fosforico concentrado.

(d) Difenilamina en solucion sulfarica. Disolver 0,5 g de difenilamina en 20 m{ de
agua y afiadir 100 m{ de &cido sulfarico concentrado. Si se dispone de potenciégrafo
automatico no se precisa el indicador citado anteriormente.

(e) Sulfato ferroso aménico (Sal de Mohr) 0,5 N. Disolver 196,1 g de
(S04)2Fe(NH,4)2+6 H,O en 800 m{ de agua que contenga 20 m{ de acido sulftrico
concentrado, diluyendo hasta 1 litro. Normalizar esta solucion cada vez que se
emplee, valorandola con 10 m{ de soluciéon 1N de dicromato potasico.

Procedimiento

Pesar una muestra de sedimento triturado, del orden de 0,5 g. (de 0,05 g para materiales
con elevado contenido de materia organica a 2 g para materiales arenosos limpios) y
colocarla en un matraz Erlenmeyer de 500 m{. Afadir, mediante bureta, 10 m{ de reactivo
(a) imprimiendo un movimiento de giro al matraz para asegurar una mezcla intima con el
sedimento. Afadir, lentamente y agitando, 20 m{ de reactivo (b) y mantener en ebullicién
controlada a 150°C (no superar esta temperatura) durante 30 minutos. Afadir 200 m{ de
agua, dejar enfriar y agregar, a continuacién, 10 m{ del reactivo (c) introduciendo también en
el matraz una barra agitadora con recubrimiento de teflén.

Valorar preferiblemente mediante un potenciégrafo automatico con (e) en escala de
milivoltios y utilizando electrodo de placa de platino frente a electrodo de referencia de
sulfato de mercurio. Si no se dispone de potenciégrafo automatico, afiadir 4 6 5 gotas del
indicador (d) y valorar con la sal de Mohr (e) mediante bureta y utilizando agitador magnético
hasta cambio de color. La coloracion vira de rojo burdeos a verde brillante pasando por
tonos azul violaceo.
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Si se observa una reduccién superior al 80 por 100 del dicromato, la determinacién debera
repetirse con una menor cantidad de sedimento.

Calculos

El Carbono organico oxidable, expresado en porcentaje de sedimento seco a 105° C, se
calcula mediante la férmula:

0,003 -100 (M — M")
P

COOX (%) =

donde:

M = miliequivalentes de dicromato potasico afiadidos.

M' = miliequivalentes de sulfato ferroso amdénico consumidos.

P = peso, en gramos, de la muestra referido a peso seco a 105° C.

5.2.- Metales y metaloides

Se determinaran los siguientes metales pesados: Hg, Cd, Pb, Cu, Zn, Niy Cr y el arsénico
(As). Los resultados se expresaran en mg/Kg sobre materia seca.

Preparacion adicional de la muestra

Las muestras destinadas al andlisis de metales deberdn secarse en estufa a 55°C. La
fraccion inferior a 2 mm se sometera a un proceso de trituracion hasta obtencién de un
tamafio maximo de particula no superior a 20 micras, con el fin de asegurar una correcta
homogeneidad y facilitar el posterior proceso de digestion.
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Digestion acida la muestra

Se aplicara un protocolo de digestion de las muestras basado en el tratamiento exclusivo
con &cido nitrico concentrado, complementado con H,O, en aquellos casos en los que una
elevada presencia de materia organica lo aconseje, para facilitar asi la oxidacion de la
misma. Este tratamiento se realizard siempre cerrado, bajo presion, en recipientes
disefiados a tal fin, siendo recomendables los sistemas basados en tratamiento con
microondas. Este procedimiento no sera aplicable para la determinacion analitica de Cr(VI).

La cantidad de muestra a digerir y el volumen de &cido empleado variardn en funcion de las
caracteristicas del sistema, siendo recomendable en los de microondas, trabajar con entre
0,5y 1 g de muestra y un volumen de &cido concentrado entre 2,5 y 5 m{, enrasando
finalmente con agua de calidad reactivo a 50 6 100 m{.

Las condiciones de tiempo, temperatura y presién deberan optimizarse en cada caso, de
acuerdo con las caracteristicas del sistema empleado, para asegurar una buena eficiencia
del proceso y reproducibilidad de los resultados. Como referencia, se presenta el siguiente
programa de digestion estandar en horno microondas:

- Etapa 1: 60 psi durante 2 minutos.

- Etapa 2: 120 psi durante 30 minutos.

- Etapa 3: enfriamiento hasta temperatura ambiente.

Medida de los metales

Se recomienda la técnica de espectrometria de absorcidn atémica, en combinacion con los
distintos sistemas de atomizacion: llama, camara de grafito, generacion de hidruros para el
arsénico y técnica de vapor frio para el caso especifico del mercurio. No obstante, sera
valida cualquier otra técnica de medida tales como ICP en sus distintas versiones y
analizadores especificos de mercurio, siempre y cuando se demuestre la correcta validacion
metodoldgica para el control de interferencias y el alcance de los limites de cuantificacion
minimos exigidos.

5.3.- Policlorobifenilos (PCBs)
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Se determinaran? los siguientes 7 congéneres: 28, 52, 101, 118, 138, 153 y 180. Los
resultados se expresaran en mg/Kg sobre materia seca.

Pretratamientos

La extraccién de los PCBs podra realizarse sobre muestra seca o humeda, aunque la
conservacién, homogeneizacion y extraccion se simplifican trabajando en seco. Entre las
diversas alternativas de secado se pueden contemplar las siguientes:

- Secado quimico. Se utilizara Na,SO, o0 MgSO,. Se dejaran pasar varias horas desde
la mezcla inicial de la muestra con el desecante hasta conseguir la completa
deshidratacion de la muestra.

- Liofilizacién. Se deberdn minimizar las pérdidas por evaporacion para lo cual se
mantendra la temperatura en la camara de evaporacion por debajo de 0°C.
Asimismo, se reducirdn los posibles procesos de contaminacion cruzada entre
muestras colocando una tapa con un orificio de unos 3 mm de diametro en el
recipiente de muestra.

- Secado al aire a temperatura ambiente. El ambiente debera ser limpio y se realizara
la determinacion de la humedad residual.

Extraccion

Previamente al andlisis, los compuestos deberan extraerse del sedimento mediante un
disolvente orgéanico. El proceso de extraccion variard dependiendo de si los sedimentos han
sido desecados o si se trata de sedimentos humedos.

Muestras hiumedas

> El método recomendado se basa en el Anexo técnico 2 “Determination of chlorobiphenyls in
sediments - analytical method” de las “JAMP Guidelines for Monitoring Contaminants in Sediments”
(OSPAR Commission, Monitoring guidelines, Ref. No: 2002-16).
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Los sedimentos humedos se extraerdn en un procedimiento escalonado mediante la mezcla
con solventes organicos. Tal extraccion se mejora con agitacién, mezcla Ultra Turrax, vaso
de molino de bolas o tratamiento con ultrasonidos. Se utilizaran solventes miscibles en agua
(sobre todo en el primer paso), tales como metanol, acetona, acetonitrilo, etc. La eficacia de
la extraccién en el primer paso es baja, ya que habra una cantidad considerable de agua en
fase liquida. La extraccion se continla con una mezcla de disolventes polares y apolares
(por ejemplo, acetona/hexano o metanol/diclorometano). Para una extraccion suficiente de
los compuestos de interés, los sedimentos hiumedos deben ser extraidos con disolventes
organicos por lo menos tres veces. El tiempo de contacto con el solvente debe ser suficiente
para completar la desorcién de los PCBs de los sedimentos.

Cuando se utiliza un Soxhlet, la extraccion de los sedimentos hiimedos se debera realizar
en dos pasos. En primer lugar, para extraer el agua de los sedimentos, se utilizara un
disolvente polar, como la acetona, continuandose con una mezcla de disolventes
polares/apolares, tales como acetona/hexano.

En ambos casos el agua se debe agregar a los extractos combinados y los PCBs se extraen
con un disolvente apolar como el hexano.

Muestras desecadas

Los métodos de extraccion para muestras desecadas podran realizarse por sonicacion, por
el tradicional método Soxhlet o bien por alguna de las nuevas técnicas como extraccion por
microondas, extraccion acelerada con solventes (ASE) o la denominada ESE (Enhanced
Solvent Extraction) que constituyen igualmente alternativas aplicables siempre y cuando se
desarrollen estrictos programas de optimizacion de acuerdo con la naturaleza de la muestra.

La extraccion con ultrasonidos se realizara en etapas sucesivas comenzando con una
extracciéon con un disolvente polar (por ejemplo acetona) seguida de extracciones sucesivas
con un disolvente apolar (por ejemplo hexano, diclorometano o mezcla de ambos) con
sonicaciones en cada paso de una duracion en torno a 5 minutos. Los extractos recogidos
se reconcentran bajo un disolvente adecuado para su andlisis por cromatografia.

Para la extraccion Soxhlet, se recomienda una mezcla de disolvente polar y apolar (por
ejemplo acetona/hexano), considerandose una buen a eleccién un 25% de acetona en
hexano. Una mayor proporcién de disolvente polar mejora la eficiencia de la extraccion, pero
el disolvente polar debe ser eliminado previamente al analisis cromatografico. La extraccion
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puede realizarse tanto en Soxhlet normal como en caliente optimizando el nimero de ciclos
(aproximadamente 8 horas para el Soxhlet en caliente y de 12 a 24 horas para el normal).
La eficiencia de la extraccién debe ser verificada para diferentes tipos de muestra mediante
una extraccion adicional a la anterior cuyo extracto se analizara de forma individual.

Limpieza del extracto (clean-up)

Antes de cualquier proceso de concentracion es preciso afadir un hidrocarburo de alto peso
molecular para evitar la evaporacién por sequedad (por ejemplo isooctano).

Durante la primera fase del proceso de limpieza se eliminaran el azufre y sus compuestos.
Para ello, al extracto se le afiadirdn isopropanol, Na,SO; y tetrabutii amonio (TBA),
posteriormente se eliminara el isopropanol mediante adicion de agua. El exceso de Na,SO;
y sus productos de reaccion pueden eliminarse con adicién de agua y separando disolvente
apolar y agua.

La segunda fase de limpieza estara destinada a la eliminacion de otras sustancias
interferentes coextraidas, como lipidos y HAPs, que podran ser eliminados mediante el paso
del extracto por columna de Al,O; desactivada (5-10% de agua), silice desactivado (1-5% de
agua) o silice activado (una noche a 180°C) y elucién con un disolvente apolar (por ejemplo
hexano o isooctano).

Etapa analitica

La técnica mas recomendable para conseguir una buena separacion de los compuestos es
la cromatografia de gases de alta resolucién. Resulta recomendable ademas, la utilizacion
de dos columnas de diferente polaridad, para conseguir un buen aislamiento de los
compuestos de interés. Deberan utilizarse columnas de al menos 50 m de longitud y un
diametro méaximo de 0,25 mm, con un espesor de recubrimiento entre 0,2 y 0,4 micras, con
fases estacionarias acordes con la aplicacion.

El detector de captura de electrones (ECD) es el mas ampliamente utilizado y
recomendable, con muy buenas prestaciones en cuanto a sensibilidad y combinado con
sistemas de deteccion de masas para la confirmacion, constituye una alternativa idonea.
Actualmente los sistemas basados en espectrometria de masas combinados (GC/MS/MS)
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alcanzan sensibilidades suficientes o incluso superiores en muchos casos, no asi los
sistemas convencionales simples de ionizacién por impacto electrénico que no alcanzan en
muchos casos las sensibilidades de éstos, por lo que resultan poco adecuados para
cuantificaciones. Los sistemas de ionizacion quimica negativa son muy sensibles desde
pentaclorados hasta decaclorados, aproximadamente 10 veces mas que el ECD.

En cuanto a las calibraciones y control de calidad, es recomendable la realizacion punto a
punto de una curva de al menos cinco niveles, utilizando un patrén interno y patrones de
verificacidon de recuperacion, simultaneando analisis de materiales de referencia para el
control de la eficiencia de las fases preanaliticas y analitica.

5.4.- Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (HAPs)

Se determinaran® los 9 compuestos siguientes, recomendados por las Directrices OSPAR
para la gestion del material dragado*: Antraceno, Benzo(a)antraceno, Benzo(ghi)perileno,
Benzo(a)pireno, Criseno, Fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Pireno y Fenantreno. Los
resultados se expresaran en mg/Kg sobre materia seca.

Muestreo v conservacion

Debido a que los HAPs son sensibles a la fotodegradacion deberd evitarse la exposicion a la
luz solar u otras fuentes intensas, durante las fases de muestreo, almacenamiento, asi como
en la preparacion de muestras incluyendo extraccion y almacenamiento de los extractos. El
material utilizado debera ser de vidrio tintado, preferiblemente dmbar, o material de vidrio
adecuadamente protegido.

Pretratamientos

* El método recomendado se basa en el Anexo técnico 3 “Determination of PAHs in sediments” de las
“‘JAMP Guidelines for Monitoring Contaminants in Sediments. OSPAR Commission, Monitoring
guidelines, Ref. No: 2002-16.

* OSPAR Guidelines for the Management of Dredged Material at Sea OSPAR Agreement 2014-6.
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Son de aplicacion las pautas establecidas para los PCBs, con la salvedad de las
precauciones que se deberan tomar para evitar los efectos de la fotodegradacion.

Extraccion

Aunque podria realizarse sobre muestra hUmeda, se recomienda realizar la extraccion sobre
muestra previamente desecada. Para muestra himeda, se requerira el empleo en la primera
extraccion de un disolvente miscible con el agua (acetona, metanol o acetonitrilo) y
posteriormente sucesivas extracciones con disolventes menos polares.

En el andlisis rutinario sobre muestra seca es recomendable la utilizacion de mezclas de
disolvente polar y no polar (por ejemplo acetona/hexano). También pueden utilizarse
disolventes de media polaridad como el diclometano o tolueno.

Los sistemas tradicionales de Soxhlet constituyen una alternativa eficaz y sencilla, asi como
los tratamientos con ultrasonidos. Las nuevas técnicas como extracciébn por microondas,
extraccion acelerada con solventes (ASE) o la denominada ESE (Enhanced Solvent
Extraction) constituyen alternativas aplicables y recomendables, siempre bajo estrictos
programas de optimizacion de acuerdo con la naturaleza de la muestra.

Limpieza del extracto (clean-up)

El extracto obtenido requerira un proceso de purificaciéon para eliminar todas aquellas
sustancias interferentes que acompafan a los analitos de interés. La seleccion del método
adecuado de limpieza dependerd del método instrumental que se vaya a utilizar.
Previamente a esta etapa de limpieza serd preciso concentrar el extracto y eliminar el
disolvente polar utilizado en la extraccion. Nunca se deben evaporar a sequedad los
extractos. En general las interferencias mas polares pueden eliminarse con una columna de
oxido de aluminio (desactivado con un 10% de agua) y eluyendo con hexano.

Los andlisis por GC/MS requerirdn ademas una fase previa para la eliminacion del azufre,
en los términos comentados en la metodologia de PCBs, o bien con tratamientos con polvo
de cobre u otras alternativas.
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Etapa analitica

Para la separacion de estos compuestos se puede recurrir tanto como a la cromatografia de
gases como a la cromatografia de liquidos HPLC.

La opcion de cromatografia de gases en combinacion con detectores de masas
suficientemente sensibles constituye una alternativa, especialmente eficaz cuando se
utilizan sistemas combinados MS/MS. No resulta recomendable el uso de detector de
ionizacién de llama FID, que, debido a su baja selectividad, puede presentar faciimente
desviaciones debidas a la coelucion de sustancias interferentes.

Por otra parte, los sistemas de HPLC en combinacién con deteccién por fluorescencia y
ultravioleta, constituyen una buena alternativa para la mayoria de los HAPs.

En cuanto a las calibraciones y control de calidad, es recomendable la realizacién punto a
punto de una curva de al menos cinco niveles. Los detectores UV y de fluorescencia tienen
un rango lineal bastante amplio, mientras que el de masas a menudo no lo es y ademas la
respuesta de los compuestos puede ser distinta en las soluciones patrén y en la muestra por
lo que podria ser preciso recurrir al método de adiciones. Deben utilizarse patrones internos,
y patrones de verificacion de recuperacion, preferiblemente representantes de diversos
tamafios de anillos, simultaneando analisis de materiales de referencia para el control de la
eficiencia de las fases preanaliticas y analitica.

5.5.- Tributil Estafio (TBT) y productos de degradaciéon (DBT y MBT)

La determinacion de compuestos de butilestafio en sedimentos engloba una serie de
procesos como la extraccién, a menudo derivatizacién, clean-up, separacion cromatografica
de compuestos y finalmente deteccidén. Los procesos de extraccion y derivatizacion, en sus
multiples variantes, pueden resultar frecuentemente incompletos, por lo que resulta
indispensable un control exhaustivo de estas etapas mediante el uso de patrones de
recuperacion. Por lo que respecta a la separacion puede realizarse tanto por cromatografia
liquida, HPLC, como de gases, GC. Finalmente la gama de sistemas de deteccién es
también amplia, encontrandose los detectores de masas, PFPD y AED, entre los mas
utilizados, aunque caben otras alternativas.
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Con el fin de tener una visién esquemética del conjunto de alternativas metodoldgicas y de
los pasos intermedios que cada una de ellas implica, se expone a continuacion el esquema
que a tal fin se recoge en el Anejo Técnico 4, de las “JAMP Guidelines for monitoring
contaminants in sediments” de OSPAR, dedicado a estas metodologias, cuyas
recomendaciones analiticas deberdan ser tenidas en cuenta al abordar estas
determinaciones.
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ANALISIS DE SEDIMENTOS
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recweracién

Y ! ;

Sedimento himedo

Lixiviacion con HCl en Lixiviacién con HBr 6M Tampdn HAc/AcNa 4 mMol 15 mL
presencia de disolvente metanol
> | Ext on con disolvente
organico
Centrifugacion y separacion del Centrifugacion y separacién de la fase
lixiviado orgdnica
( Concentracion por evaporacion
Ajuste a pH=5 Tampon MeOH/agua Extraccion seca (sulfato sddico)
l ‘ ‘ Adicionar tetraetilborato sodico al 5%
Borohidruro Tetraetilborato Tetraetiborato R i6n de Gri 4 a 250 microl/min t=15min
sodico sédico sddico eaccion de Grighar (agitacién vigorosa)
Extraccion con pentano tavado °°',1 fj'somu?rf SouneR Adicionar NaOH pH=12
con acido sulflirico

! :

Centrifugacion y separacion de la fase organica

'

Concentracion por Kuderna Danish hasta S mL aprox. )

!

Purga y trampa

“Clean-up" con silice (2-5% agua) o alimina (5-10% agua); elucién con hexano o pentano

Adicion del ‘
patron intemo (’ Concentracion por Kuderna Danish y pasar una débil corriente de nitrdgeno(g) hasta el volumen deseado )
HPLC Adicion del patrén interno

Formacion de » 5
- hidruros Separacion por cromatografia de gases
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Anejo IV -17 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

Control de blancos y contaminaciones

Deberé evitarse la utilizacion de solventes y reactivos que puedan contener compuestos de
butilestafio. Al no existir procedimientos conocidos para eliminar los compuestos de
alquilestafio del reactivo, deberan probarse distintos proveedores o preparar los reactivos en
el laboratorio.

La limpieza del material de vidrio por los procedimientos habituales de limpieza suele ser
suficiente para evitar efectos memoria y disminuir los blancos y otras interferencias. En
casos de blancos excesivamente altos se debe proceder a la limpieza del vidrio con &cido
nitrico concentrado, enjuagando con agua libre de organoestannicos y acetona.

El valor tipico de los blancos de proceso es 0,3 ng Sn por compuesto o inferior.

Pretratamientos

Son de aplicacion las pautas establecidas para los HAPs.

Se debera prestar especial atencién al proceso de homogeneizacion de la muestra para
obtener submuestras representativas sobre las que realizar la determinacion analitica.
Asimismo, deberan mantenerse los oportunos controles de homogeneidad a través de la
realizacion de andlisis replicados.

Calibracion

El método de calibracién dependera en gran medida de la técnica elegida para la
determinacion. Como norma general ofrecen mejores resultados las calibraciones realizadas
con derivatizacion individual en cada uno de los puntos, siendo necesario, en muchas
ocasiones, recurrir a adiciones estandar o preparacion de un calibrado sobre un sedimento
matriz, para obtener buenos resultados. Es imprescindible asimismo la utilizacion de
patrones de recuperacion para el control en cada una de las etapas, asi como la adicién de
patrones internos.
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Finalmente se expone un breve resumen de la metodologia propuesta por el CEDEX en el
informe técnico realizado para Puertos del Estado en noviembre de 2004 “Desarrollo y
contraste de una metodologia para la medida de compuestos organoestannicos en
sedimentos y biota”. Los dos documentos mencionados, constituyen una apropiada
informacién de base a la hora de seleccionar la metodologia adecuada, ya que recogen una
amplia informacién en cuanto a la problematica de la diversa gama de alternativas
metodoldgicas, con valoraciones de las mismas, asi como informacion basada en el
programa de desarrollo de metodologias QUASIMEME en este campo.

Resumen de metodologia propuesta (CEDEX, informe técnico realizado para Puertos del
Estado, noviembre de 2004 “Desarrollo y contraste de una metodologia para la medida de
compuestos organoestannicos en sedimentos y biota”:

- Masa de muestra: cantidad en humedo equivalente a aproximadamente 2 g en
seco.

- Adicién de patrones de recuperacion.

- Tratamiento acido con HBr:H,O en proporcion 3:2.

- Extraccion con hexano y tropolona (al 0,05%).

- Derivatizacién con bromuro de pentil magnesio (2 mol/f).
- Adicién de H2S04, 1 N, para parar la reaccion.

- Recuperacion de la fase organica y reconcentracion.

- Clean-up en columna de Florisil.

- Reconcentracion y adicion de patron interno.

- Determinacién por GC/MS en modo SIM, monitorizacion selectiva de iones.

Independientemente de la técnica empleada el resultado se expresara en mg de Sn por Kg,
proporcionando las concentraciones individualizadas de TBT, DBT y MBT, asi como el
sumatorio de los tres compuestos.
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5.6.- Hidrocarburos (C19-Cyo)

Se determinara el contenido de hidrocarburos en el rango de Ci,-C4o por cromatografia de
gases, conforme a la norma UNE-EN 14039 (Abril, 2005). De acuerdo con lo definido en la
misma, con este método se determinan como hidrocarburos aquellos con rangos de
ebullicion de aproximadamente 175°C a 525°C, por ejemplo n-alcanos desde Ciq H,, a Cy
Hg,, isoalcanos, cicloalcanos, alquil bencenos, alquil naftalenos y compuestos policiclicos
arométicos, dando por supuesto que no se absorben en columna de Florisil durante la
purificacién, no estando, por tanto, determinados los hidrocarburos volatiles ni los
compuestos mas polares como grasas animales y vegetales.

6. BIOENSAYOS

6.1. TEST PREVIO DE TOXICIDAD (TPT)

El Test Previo de Toxicidad se realizara sobre la fraccion inferior a 2 mm expresando los
resultados como concentracion CE50, es decir, como concentracion que produce un 50% de
disminucién de la bioluminiscencia en miligramos de sedimento por litro de suspension.

1. Antecedentes:

El ensayo de toxicidad basado en la bioluminiscencia de la bacteria Vibrio fischeri se lleva a
cabo de manera rutinaria en distintos paises desde hace muchos afios pero para muestras
de sedimentos presenta el inconveniente de la interferencia que provoca la turbidez propia
de la muestra y que conlleva una sobreestimacién de su efecto téxico sobre las bacterias.
Aunque se han propuesto técnicas de filtrado para retirar la turbidez antes de la lectura final
ninguna ha resultado totalmente satisfactoria. En 2005 T. Campisi y col. propusieron una
modificacion que consistia en la lectura de la luminiscencia inicial inmediatamente (en los 2
primeros segundos) tras la adicion de la alicuota de ensayo, con lo que se consigue que la
lectura de luminiscencia inicial conlleve implicita la reduccién de luminiscencia debida a la
turbidez sin que el efecto toxico se haya manifestado aun (Lappalainen et al, 2001);
transcurrido el tiempo de contacto la lectura de luminiscencia final se realiza en similares
condiciones de turbidez tras la resuspension del sedimento. Los resultados resultaron
satisfactorios obteniéndose una correcciébn mas realista, sencilla y efectiva, especialmente
en los casos mas problematicos de baja toxicidad y alta turbidez.
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El Laboratorio de Calidad del Medio Marino (CEPYC-CEDEX) ya desde los comienzos de la
introduccion del test de bioluminiscencia en la matriz que nos ocupa, en los afios 90, ha ido
acumulando una valiosa experiencia en la aplicacion de las distintas variantes
metodoldgicas del test en fase soélida a través de su aplicacion en diferentes estudios de
caracterizacién de fondos portuarios. Tales experiencias junto con las conclusiones globales
y particulares obtenidas en un ejercicio de interlaboratorios (2004) condujeron a la
conclusion de que el método de Campisi ofrecia mayores ventajas y mejores resultados en
cuanto a reproducibilidad y correlacién con las caracterizaciones quimicas de contaminantes
realizadas al incorporar un método de correccion de la turbidez sencillo y aparentemente
eficaz.

Con las modificaciones propuestas este Test Previo de Toxicidad (TPT) constituye una
herramienta eficaz para la determinacion inicial de la toxicidad de los sedimentos
procedentes del dragado portuario u otros sedimentos marinos que ofrece la sensibilidad y
la rapidez deseada para un ensayo de “screening” de toxicidad.

El presente protocolo se fundamenta en las referencias bibliogréficas expuestas al término
del documento.

2. Objeto y a&mbito de aplicacion:

Este método es aplicable a sedimentos de origen marino o de estuario, tales como los
materiales de dragado.

3. Fundamento:

Se determina la inhibicion de la luminiscencia de la bacteria Vibrio fischeri mediante un
ensayo que pone en contacto directo suspensiones de sedimento de concentraciones
conocidas con una alicuota constante de reactivo bacteriano.

El criterio de evaluacion del ensayo es la disminucion de la luminiscencia para cada
concentracion de sedimento, medida a los 30 minutos teniendo en cuenta un factor de
correccion que se obtiene a partir de la modificacion de la luminiscencia por soluciones
control no toxicas. Un método estadistico sencillo permite calcular a partir de las distintas
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concentraciones y sus efectos la CE50 o concentracion efectiva que reduce la luminiscencia
en un 50%.

4. Interferencias:

Para corregir la interferencia de la turbidez y el color de las muestras sobre las medidas de
luminiscencia se aplicard el método desarrollado por Campisi y col. 2005 basado en la
lectura de la luminiscencia inicial inmediatamente (en los 2 primeros segundos) tras la
adicion de la alicuota de ensayo, con lo que se consigue que la lectura de luminiscencia
inicial conlleve implicita la reduccién de luminiscencia debida a la turbidez sin que el efecto
toxico se haya manifestado aun (Lappalainen et al, 2001); transcurrido el tiempo de
contacto, la lectura de luminiscencia final se realiza en similares condiciones de turbidez tras
la resuspension del sedimento.

5. Reactivos:

Las sustancias quimicas empleadas seran de calidad analitica reconocida y el agua
destilada o de pureza equivalente.

e Bacterias de ensayo

Las bacterias empleadas pertenecen a la especie Vibrio fischeri. Las suspensiones de
bacterias se preparan a partir de reactivos comerciales liofilizados que se conservan
congelados entre -18 y -20°C.

e Reconstituyente

Se empleara la solucion de reconstitucion de las bacterias recomendada por el proveedor de
bacterias. Se conservard refrigerada a 4°C hasta el momento del ensayo.

e Diluyente
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Se preparard la cantidad necesaria, en funcion del nUmero de muestras a ensayar, de una
solucion de cloruro de sodio (NaCl, 35 g/f) en agua. Se conserva refrigerada a 4°C.

6. Material

- Congelador (-20°C)
- Frigorifico (4°C)

- Bafo termostatico a 15°C con una variacion maxima de temperatura durante los
ensayos de 0,2°C

- Luminémetro con celda de medida termostatizada a 15°C
- Termometro de precisién 0,1°C

- Viales de vidrio quimicamente inerte compatibles con la celda de lectura del
lumindmetro y con capacidad para 2 6 mas mi

- Vasos de precipitado, forma alta, de 150 m{

- Matraz Erlenmeyer de 100 m{

- Probetas de 100 m{

- Balanza de precision (0,01 g)

- Crondémetro

- Pipetas automaticas regulables de 5 m{ (opcional), 1 m{y 0,5 m{

- Agitadores magnéticos con barras agitadoras de 30 mm.

7. Muestreo y conservacion de muestras

Las muestras se tomaran y conservaran de acuerdo con los protocolos incluidos en el Anejo
Il. Los analisis deberan realizarse en el menor tiempo posible y en cualquier caso dentro de
los 7 dias posteriores a la toma de muestras.

8. Preparacion de las muestras
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En primer lugar se tamizan las muestras a través de un tamiz de malla de 2 mm de material
plastico. A continuacion se calculara la humedad de cada muestra necesaria para el calculo
de la masa a utilizar para la preparacion de la suspension de ensayo.

Para cada muestra se ensayaran dos réplicas y un control negativo de toxicidad segun el
procedimiento que se describe a continuacion.

9. Procedimiento

El procedimiento de ensayo consta de las diez fases consecutivas siguientes:

- Preparacion del bafio a 15°C.

- Preparacion de los viales.

- Preparacioén del diluyente estandar.

- Preparacion de las soluciones de ensayo.
- Reactivacion de las bacterias.

- Llenado de los viales de bacterias.

- Llenado de los viales de muestra.

- Estandarizacién del luminémetro.

- Medida de la luminiscencia inicial.

- Lectura de la luminiscencia final.

9.1. Preparacion del bano termostatico

Se prepara un bafio a 15+0,5°C con espacio suficiente para introducir 80 viales en la
disposicion indicada en la figura 1. Mientras se estabiliza la temperatura se realizan los
pasos 9.2y 9.3.
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9.2. Disposicién de viales en el bafio termostatico

Se preparan dos grupos idénticos de viales distribuyéndolos como en la figura 1. Esta
distribucion esta disefiada para ensayar simultaneamente 4 muestras con 8 concentraciones
cada una mas sus controles correspondientes (en total 9 viales por muestra).

Los viales del grupo | seran los viales de lectura, rellenos inicialmente con la suspensién
bacteriana (ver 9.4), a los que posteriormente tras las lecturas de luminiscencia inicial se
adicionaran las alicuotas correspondientes de las suspensiones de muestra y soluciones de
control dispuestas de modo similar en los viales del grupo Il (ver 9.8.).

En cada grupo cada fila correspondera a los viales de una muestra completa de acuerdo con
lo siguiente:

- Columna A: viales destinados a los controles negativos de cada una de las muestras.

- Columnas B-H: viales correspondientes a cada una de las concentraciones de la
suspension de ensayo de una muestra obtenidas por diluciones sucesivas.

- Columna [ viales correspondientes a cada una de las suspensiones madre con la
maxima concentracién a ensayar de cada muestra.

9.3. Preparacion del diluyente estandar

Se prepara una solucion de NaCl en agua desmineralizada con una concentracion de 35 g/t

9.4. Preparacion de la suspension bacteriana

Sacar del congelador el tubo de reactivo de bacterias liofilizadas y seguir el protocolo de
reconstitucion recomendado por el fabricante, por ejemplo: afiadir al vial de liofilizado de
bacterias 1 mi de reconstituyente (a 4°C) y mezclar bien mediante pipeteos sucesivos. Una
vez homogéneo, pasar todo el contenido a un matraz Erlenmeyer de 100 m{ de capacidad
con 50 m{ de diluyente (9.3), a 15°C, y mantener en agitacién durante 5 minutos dentro del
bafio termostatico hasta garantizar la perfecta homogeneidad de la suspensién bacteriana.

Anejo IV - 25 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

El objetivo es conseguir una suspension bacteriana directamente a la concentracion final de
uso establecida por el fabricante del preparado bacteriano para su dispensacion directa en
los viales de lectura (0,5 m¢{ /vial, ver 9.5)

9.5. Relleno de los viales de lectura (grupo ).

Cada uno de los viales del grupo | se rellena con 0,5 m{ de la suspension bacteriana (9.4).

Dejar estabilizar los viales asi preparados durante 90 minutos* antes de comenzar el ensayo
de medida de la luminiscencia. En este intervalo de tiempo se iran realizando los pasos 9.6
a 9.8.

*Es conveniente realizar un estudio de estabilidad frente al tiempo de la suspensién
bacteriana cuando se cambie de fabricante o lote de fabricacion para asegurar que el
ensayo se desarrolla en el periodo 6ptimo de actividad y estabilidad de las bacterias.

9.6. Relleno de viales con diluyente

Se rellenaran todos los viales del grupo Il excepto el de la columna |, con 1 m{ de diluyente
(9.3).

A los viales de la columna A no se les afladira nada mas y serviran como controles de modo
gue tendremos un control por cada muestra a ensayar. Esto contribuira a corregir las
posibles variaciones de luminiscencia debidas a la posicion de los viales en el bafio o al
tiempo transcurrido desde la preparacién de los viales de bacterias hasta su lectura.

Los viales de las columnas B-H serviran para diluir al 50% de forma sucesiva la suspension
de muestra de los viales | preparada con arreglo al apartado 9.8.

9.7. Pesada de las muestras
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Se pesara en un vaso de precipitados de 150 m{ una masa de muestra de 1,6 g corregida
de acuerdo con el porcentaje de masa seca calculado previamente para cada una de ellas.

9.8. Preparacion de las suspensiones de muestras

A los vasos de precipitados con las muestras pesadas segun el apartado anterior se les
afiaden 100 m{ de diluyente 9.3 (1). A continuaciébn se ponen en agitacion durante 10
minutos empleando un agitador magnético con barra agitadora de 30 mm, a una velocidad
que genere un vortice que alcance aproximadamente la mitad de la altura de la suspensién
(aproximadamente 600 r.p.m.).

Transcurridos los 10 minutos y sin detener la agitacion, con ayuda de una pipeta automatica
cuya punta (2) se situard a 2 cm del fondo y préxima a la pared del vaso, se tomaran 2 m{
de cada suspension que se depositaran en los viales de la columna | del grupo Il dedicando
una fila a cada muestra.

(1) De este modo se consigue una concentracion de muestra de 16.000 mg/f que se
reducira al 50% (8.000 mg/f) en el momento de su adicibn sobre la suspension
bacteriana durante el ensayo al mezclar las suspensiones de muestra y de bacterias
(apartado .9.4.), por lo que la concentracion final ensayada sera de 8.000 mg/? de
sedimento seco en el caso de la suspension madre.

(2) Para facilitar la operaciéon se puede utilizar una pipeta ajustable en volumen (0,5 a 1 m¢)
y puntas de 1 mf a las que puede cortarse moderadamente la punta para evitar la
obturacion.

Los viales de las columnas B-H servirdn para ir preparando las diluciones sucesivas del
dispersante a partir de la solucion madre. Para ello se tomara 1 m{ de suspension madre del
vial | después de mezclarlo bien y se afadiré al vial H. asi sucesivamente se iran rellenando
todos los viales hasta la columna B para obtener concentraciones en progresion geométrica
con un factor 2.

Es fundamental resuspender la muestra en cada vial pipeteando varias veces antes de
anadirla al siguiente vial.
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Las concentraciones finales ensayadas seran la mitad de las preparadas en los viales del
grupo Il tras mezclar 0,5 m{ de cada dilucion con los 0,5 m{ de bacterias del grupo |.

9.9. Medida de la luminiscencia

Se tendrad preparada una tabla como la de la figura 2 para anotar las lecturas de
bioluminiscencia |y, lp € I30. Entre cada dos viales de bacterias a medir se dispone de 50
segundos de margen de acuerdo con la configuraciébn tomada como ejemplo en este
protocolo. La configuracion de tiempos propuesta podra ajustarse en funcion del nimero de
muestras que se ensayen simultdneamente teniendo en cuenta que cada vial debera
reposar 30 minutos exactos entre la lectura inicial con muestra ly y la final 3.

Es importante secar bien la parte exterior de los viales antes de introducirlos en el
lumindbmetro. También sacar los viales del bafio con cuidado para evitar que entre agua en
los viales contiguos.

A. Estandarizaciéon del luminémetro

Antes de comenzar el proceso de lecturas se introduce en la celda de medida un vial
cualquiera de suspension bacteriana (grupo 1) agitado y se estandariza la lectura a un 100%
de luminiscencia.

B. Medida de la lectura inicial sin muestra (lo)

El ensayo comienza agitando el primer vial de bacterias (1 del grupo 1), midiendo la
luminiscencia y anotando la lectura como |y en la casilla correspondiente.

C. Medida de la lectura inicial con muestra (ly’)
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Inmediatamente después del paso anterior (B) y sin sacar el vial de bacterias del
luminémetro se le afiaden 0,5 m{ del vial correspondiente (1 del grupo Il) y se anota la nueva
lectura como ly’. La figura 3 puede servir de orientacion.

Se pone en marcha el cronémetro.

El vial control (1 del grupo Il) se desecha y el de bacterias se devuelve a su posicién en el
bafio hasta su nueva lectura tras los 30 minutos de incubacion.

Cada 50 segundos se repiten los pasos B y C con los sucesivos viales de bacterias y
muestras/controles hasta completar todas las lecturas de Iy e Iy, siguiendo la tabla de
tiempos y lecturas predefinida propuesta en la figura 2.

Es fundamental resuspender la muestra en el vial pipeteando varias veces antes de arfadirla
al vial de lectura.

D. Medida de la lectura final (lzo)

Transcurridos los 30 minutos de incubacion del primer vial 1-Grupo |, se agita de nuevo para
resuspender la suspension y realizar la lectura de la I3, en similares condiciones de turbidez
a la realizada para la lo'. Realizar la lectura de la I3 y anotar. Cada 50 segundos se iran
agitando, leyendo y anotando las I3, de cada uno de los viales restantes de acuerdo con el
orden establecido en la tabla de la figura 2.

Es fundamental resuspender la muestra agitando el vial antes de realizar la lectura.

10. Evaluacioén
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10.1. Criterios de validez

La medida de |, se emplea sélo para confirmar la estabilidad de las bacterias a lo largo del
ensayo.

Para cada muestra se calcula el factor de correccion a partir de las lecturas de los viales
control:

30 control
K=—2C2

I0 control

Los valores de k deben estar comprendidos entre 0,6 y 1,4.

10.2. Calculo del efecto

Para el céalculo de la inhibicién se utilizan los valores de Iy’ € 3.

Se obtendra un valor k para cada control que se aplicara al calculo del efecto para cada una
de las concentraciones de la muestra correspondiente.

El efecto de inhibicién para cada concentracion se calcula a partir de las |y’ € I3 aplicando el
valor de k del control correspondiente:

|
% efecto =100 - 1—k3‘;—‘

0 muestra

10.3. Calculo de la CE50
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El calculo de la CE50 se realiza mediante una regresién estadistica del logaritmo de la
concentracion frente al logaritmo del parametro I' , siendo:

Esto permite estimar el valor de la CE50 como la concentracion correspondiente a I'=1, es
decir, aquella a la que la luminiscencia inicial es el doble de la final.

Algunos equipos incorporan un programa informatico que permite calcular la CE50 en mg/{ o
ppm de cada réplica a partir de los datos de concentracién y de lo' € I3 proporcionando
también el intervalo de confianza al 95%.

11. Informe de ensayo

El informe de ensayo hara referencia a esta norma e incluira la siguiente informacion:

- ldentificacion de la muestra de sedimento;
- Fechay procedimiento de muestreo y tiempo y técnica de conservacion;
- Fecha de realizacion del ensayo;

- Origen de las bacterias, numero de lote, fecha de caducidad y modo de
conservacion;

- Tiempo de estabilizacion de las bacterias;
- Resultados segun la tabla de la figura 2;

- Cualquier modificacién de este método y cualquier circunstancia que haya podido
influir en los resultados;

- Resultado de CE50 obtenido para cada una de las muestras.
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A B C E F G I

_ 1| 2|3]|4|5s5]6|7]8]09
S o 10]|11]12]|13]14|15]16]17] 18
% 3| 19 | 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26] 27
w28 29|30 31]32]33[34]35]36

_ 1| 2|3]|4|5]|6|7]|8]09
Q o 10|11]|12]|13|14|15|16]17] 18
% 2 19| 20| 21| 22| 23|24 |25 26| 27
2 28|29 |30|31|32[33]34[35] 36

Figura 1. Ejemplo de posicion de los viales en el bafio termostético (4 muestras)

Anejo IV -32 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

TEST DE TOXICIDAD (V. fischeri) METODO: TPT
campaﬁa:| | Lote bacterias:
fecha muestreo| | Caducidad:
Operador:| | Fecha ensayo:|:| to estabilizacién:l
Viales de medida: 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de suspension bacteriana
[INICIAL] | [FINAL] MIN | n°VIAL| o o' MIN. [
MUESTRA 0 0 0:00:00 1 0:30:00
% SECO 125 63 0:00:50 2 0:30:50
250 125 0:01:40 3 0:31:40
500 250 0:02:30 4 0:32:30
1.000 500 0:03:20 5 0:33:20
MASA HUMEDA[  2.000 1.000 0:04:10 6 0:34:10
4.000 2.000 0:05:00 7 0:35:00
8.000 4.000 0:05:50 8 0:35:50
16.000 8.000 0:06:40 9 0:36:40
MUESTRA 0 0 0:07:30 10 0:37:30
% SECO 125 63 0:08:20 11 0:38:20
250 125 0:09:10 12 0:39:10
500 250 0:10:00 13 0:40:00
1.000 500 0:10:50 14 0:40:50
MASA HUMEDA|  2.000 1.000 0:11:40 15 0:41:40
4.000 2.000 0:12:30 16 0:42:30
8.000 4.000 0:13:20 17 0:43:20
16.000 8.000 0:14:10 18 0:44:10
MUESTRA 0 0 0:15:00 19 0:45:00
% SECO 125 63 0:15:50 20 0:45:50
250 125 0:16:40 21 0:46:40
500 250 0:17:30 22 0:47:30
1.000 500 0:18:20 23 0:48:20
MASA HUMEDA| _ 2.000 1.000 0:19:10 24 0:49:10
4.000 2.000 0:20:00 25 0:50:00
8.000 4.000 0:20:50 26 0:50:50
16.000 8.000 0:21:40 27 0:51:40
MUESTRA 0 0 0:22:30 28 0:52:30
% SECO 125 63 0:23:20 29 0:53:20
250 125 0:24:10 30 0:54:10
500 250 0:25:00 31 0:55:00
1.000 500 0:25:50 32 0:55:50
MASA HUMEDA[ 2.000 1.000 0:26:40 33 0:56:40
4.000 2.000 0:27:30 34 0:57:30
8.000 4.000 0:28:20 35 0:58:20
16.000 8.000 0:29:10 36 0:59:10
Figura 2. Ejemplo de tabla para lecturas de luminiscencia (4 muestras)
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agitar

‘ muestra

leer Iy leer Iy’ leer I3
afiadir muestra 30’
> _—
agitar

Grupo |. VIALES DE LECTURA CON BACTERIAS

2 3 4 5 6 7 8 9

11 12 13 14 15 16 17 18

20 21 22 23 24 25 26 27

29 30 31 32 33 34 35 36

4>

Grupo Il. VIALES CON MUESTRAS / CONTROLES

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27

28 29 30 31 32 33 34 35 36

Figura 3. Procedimiento para las lecturas de bioluminiscencia

Anejo IV -34 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

6.2. BIOENSAYO EN FASE LIQUIDA BASADO EN LA EMBRIOGENESIS DEL ERIZO DE
MAR Paracentrotus lividus

1. Introduccidn

Distintas especies de equinodermos se han empleado tradicionalmente en la evaluacion
ecotoxicologica de sedimentos (Geffard et al., 2000; Marina et al., 2001; Brils et al., 2002;
Volpi Ghirardini et al., 2005; Giuliani et al., 2007) y han sido expuestas a distintos tipos de
contaminantes tales como surfactantes (Volpi Ghirardini et al., 2001), pesticidas (Dinnel et
al, 1989) o metales (Fernandez & Beiras, 2001).

La aplicacion ecotoxicolégica de equinodermos estd ampliamente estandarizada, se incluye
en diversas reglamentaciones nacionales para la gestion del material de dragado
(Environment Canada, 1992; RIKZ, 2000; ASTM, 2004; ICRAM-APAT, 2006) y ha sido
sometida de forma satisfactoria a ensayos de intercalibracion (Arizzi Novelli et al. 2007).

Los bioensayos con estadios embrionarios y larvarios de invertebrados marinos son
considerados un método rapido y sensible para la caracterizacién de la ecotoxicidad de los
sedimentos marinos.

La obtencién de gametos y su fecundacion in vitro son simples y debido a la rapidez con que
se completa el desarrollo embrionario pueden obtenerse resultados en un corto periodo de
tiempo (Casado-Martinez, et al. 2006).

Existen abundantes y relevantes investigaciones relativas a distintos efectos de la
contaminaciéon sobre la especie Paracentrotus lividus, tales como la bioacumulacion
(Radenac et al.,, 2000), el crecimiento larvario temprano (Fernandez & Beiras, 2001;
Fernandez Méijome et al., 2006), la embriogénesis (Fernandez & Beiras, 2001; Volpi
Ghirardini et al., 2003; Arizzi Novelli et al., 2004) y el éxito en la fecundacién (Volpi Ghirardini
et al., 2003; Arizzi Novelli et al., 2004; Lera et al.,, 2006; Lera & Pellegrini, 2006) que
fundamentan el presente protocolo. La posibilidad de estudiar efectos ecotoxicol6gicos
subletales resulta especialmente interesante teniendo en cuenta la tendencia internacional
existente (Convenio de Londres, 2008) en esa direccibn para la caracterizacion
ecotoxicologica del material a dragar.
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La seleccion de la especie Paracentrotus lividus para el desarrollo de este protocolo se
fundamenta ademas en su amplia distribucién en las costas espafiolas y en la posibilidad de
ser cultivado en laboratorio (Catoira Goémez et al., 1995; Spirlet et al., 2001; Kelly, 2005;
Schlosser et al., 2005; Plan Nacional del Cultivo del Erizo 2006-2009).

El presente protocolo se fundamenta en las referencias bibliograficas expuestas al final del
documento.

2. Equipo y material necesarios

Material

- Erizos Paracentrotus lividus, maduros (30-60 mm de diametro de testa).
- Sedimento problema.

- Sedimento control de un &rea libre de contaminacion.

- Cu(NO3),-2H,0 (1.000 mg/¥).

- Algas frescas, mejillones o pienso seco.

- Agua de mar natural filtrada por 30 um para el mantenimiento de adultos y por 0,22
um (o agua de mar sintética®) para la realizacion de los lixiviados.

Existen preparados comerciales de uso en acuarofilia que pueden ser utilizados. Para la
preparacion en laboratorio de agua de mar sintética se recomienda (para 1 {) afiadir las sales en el
orden indicado a un volumen del 70% del volumen final deseado (700 m{ de agua de mar) de agua
ultrapura, y al final se enrasa al volumen final. Cada sal debe estar bien mezclada antes de afiadir la
siguiente. Se mantiene la disolucién en agitacion continua durante al menos una hora. Todas las
sales deben tener calidad PA (para analisis) (Lorenzo J.I., Nieto O., Beiras R., 2002)

Sal Cantidad (g)
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Agua desionizada.
Formaldehido al 40%.
KCI 0,5M.

Guantes.

Bafio termostatico.

Contenedor con tapa para el transporte de los erizos del lugar de captura al
laboratorio.

Contenedores para el mantenimiento de los erizos en el laboratorio.
Sistema de aireacion.

Céamara de recuento de plancton.

Cuchara o espétula de teflon.

Frascos de agitacién de capacidad adecuada.

Micropipetas dispensadoras.

0.003
1.- NaF 0.024
2.- SrCl, 6H,0 0.0475
0.100
3.- Nay,B.,O;
10H,0 0.700
1.47
4.- KBr
4.00
6.- CaCl, 2H,0 24.50
0.200
7.- Na,SO,
8.- MgCl, 6H,0
NacCl
NaHCO;
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- Probeta de vidrio de 10 m{.

- Sonda multiparamétrica o similar para medicibn del amonio no ibnico, nitritos,
oxigeno disuelto, pH, salinidad y temperatura.

- Vasos de precipitados de vidrio (50 mf y de mayor capacidad).
- Volteador/agitador rotatorio.

- Microscopio invertido.

Requerimientos minimos de laboratorio

El lugar de trabajo donde se realice el bioensayo cumplira con la normativa nacional
existente en materia de seguridad laboral prestdndose especial atencion al cumplimiento de
las Normas Técnicas de Prevencion elaboradas por el Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo.

Todo equipo o recipiente que vaya a entrar en contacto con el sedimento, el agua
sobrenadante o los organismos de ensayo habra de ser limpiado correctamente antes de su
uso.

Especie

El presente protocolo de ensayo es valido para la especie de equinodermo Paracentrotus
lividus.

Recoleccién y mantenimiento

Recoleccién de animales:

= Los organismos a emplear se recogeran de localizaciones costeras limpias, bien
directamente en agua superficial en marea baja, o bien mediante buceo. También
cabe la opcién de comprar los organismos a un proveedor.
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= El nimero de organismos a obtener sera tal que permita llevar a cabo las pruebas
previas de maduraciéon de los gametos, los ensayos de las muestras problema y
control, y la del téxico positivo de referencia con el mismo lote de organismos.

= El transporte de los organismos se realizard en contenedores con tapa. No hace falta
rellenarlos parcialmente con agua, porque es mas dificil mantener la temperatura (el
agua se calienta). Lo mejor es mantener la humedad con un lecho de algas
recolectadas en el mismo lugar que los erizos o0 con una toalla mojada. EI mejor
contenedor es una nevera portatil o algun contenedor que mantenga la temperatura
(es muy importante para evitar puestas no deseadas). Con este fin también puede
ser recomendable incluir algin paquete de gel helado (no muchos para evitar
cualquier tipo de congelacién y solo mantener la temperatura). Dependiendo de la
duracién del transporte puede ser necesario airear el agua del contenedor.

= Los individuos habran de ser maduros y gravidos para poder obtener los gametos,
por lo que se recomienda la recoleccion de organismos de un diametro comprendido
entre 30 y 60 mm. El didmetro a medir es el diametro de testa, sin espinas.

Condiciones de mantenimiento y aclimatacion:

= No existe una limitacién especifica del tiempo méaximo que los organismos adultos
pueden pasar en el laboratorio antes de proporcionar los gametos necesarios para
el ensayo de ecotoxicidad.

=  Sjse realiza el ensayo el mismo dia de recolecciéon de los erizos no sera necesaria
su aclimatacion. En caso contrario, se requiere que los erizos estén 4 dias antes de
que dé comienzo el ensayo, en las condiciones de temperatura y en el agua que se
empleara en el control del ensayo. Si la diferencia de temperatura entre el lugar de
procedencia de los erizos de mar y la temperatura a la que se mantienen en
aclimatacion es de entre 8 y 10°C, el periodo de aclimatacion se extendera hasta
los 7 dias para evitar una alta variabilidad en el porcentaje de huevos fecundados.
Cuando la diferencia de temperatura llega a ser del orden de los 15°C el periodo de
aclimatacion se prolonga hasta las tres semanas.

= Los animales se mantendran en el laboratorio en contenedores con agua de mar
filtrada (30 um) o sintética procedente de su lugar de muestreo o, en caso de
comprarlos a un proveedor, del lugar de muestreo del control. La cantidad de agua
de mar en cada tanque sera tal que proporcione una profundidad >20 cm de agua.
El nimero de erizos por tanque sera < 20 para evitar la puesta no deseada.

= Los contenedores estaran dotados de sistemas de aireacion y filtros para mantener
el agua de mar en condiciones Gptimas.
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Las condiciones de mantenimiento en el/los tanques de aclimatacion seran las
siguientes:

— Temperatura del agua de mar ajustada a 18+0,5°C, no debiendo exceder los
cambios de temperatura los 3°C al dia;

— Salinidad del agua de mar 35+1 psu;

— baja intensidad de luz y fotoperiodo natural sobre los tanques (las condiciones
de iluminacién no se consideran criticas para esta especie);

— pH del agua de mar entre 7.8y 8.2. Si el valor del pH no esta comprendido entre
estos valores, se habrd de ajustar a ellos mediante la adicién de soluciones
acidas o basicas (acido clorhidrico o hidréxido sédico de concentracién inferior o
igual a 1N), segun proceda;

— sistema de aireacion capaz de mantener una concentracién de oxigeno disuelto
en el agua de mar superior o igual al 90%;

— se controlaran diariamente los niveles de amonio no idénico (debe de ser inferior
o igual a 0,02 mg/?) y nitritos (debe de ser inferior o igual a 0,06 mg/{). En caso
de riesgo de alcanzar niveles peligrosos de ambos compuestos se procedera a
la renovacion de la totalidad del agua del tanque/s de aclimatacion;

— alimentaciéon a base de algas frescas (Laminaria digitata, Litophylum sp. o Ulva
sp.), mejillones (Mytilus edulis) o pienso seco a obtener de proveedores (en
base a proteina de soja o de pescado, por ejemplo). La alimentacion ad libitum
asegura tanto la calidad como la cantidad del rendimiento sexual;

— limpieza diaria de los tanques (restos de comida y heces). Ademas, elllos
tanque/s de aclimatacién se fregaran y limpiaran cada vez que se introduzca un
nuevo lote de organismos;

— registro diario de la mortalidad de los organismos, que debe de ser inferior o
igual al 2% por dia de media durante los 4 dias previos a la recogida de
gametos. Los animales enfermos (pérdida significativa de espinas, ausencia de
actividad de los pies ambulacrales, falta de adhesion al sustrato) se descartan.

Las condiciones de mantenimiento se consideraran satisfactorias si se obtienen
gametos viables que cumplan con los requerimientos del ensayo.

Se consigue mantener un stock de individuos maduros de P. lividus todo el afio
manteniendo a los individuos a altas temperaturas (entre 18 y 20°C) y bajo un
fotoperiodo fijo de 12:12 horas o, mejor aun, en total oscuridad, lo que conduce a
una alteracién de su ciclo reproductivo.
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3. Procedimiento de ensayo

Recoleccién de la muestra

Las muestras problema y control se recogeran y manipularan siguiendo lo indicado en el
Anejo Il de estas Directrices. Se mantendran en recipientes sellados, libres de aire y
debidamente etiquetados. La informacién a recoger en las etiquetas aparece descrita a
continuacion:

- Naturaleza, apariencia, volumen y/o peso de cada muestra;

- Procedimiento y aparato de muestreo;

- El esquema de muestreo;

- Eltipo y numero de contenedores empleado para el transporte de las muestras;

- Temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto de la capa de agua sobrenadante
del lugar de muestreo;

- Condiciones de transporte de las muestras hasta el laboratorio.

Durante el transporte, las muestras se mantendran en oscuridad y a 4 £ 3°C empleando
hielo o paquetes de gel helado.

Determinacidn de las condiciones de ensayo

A su llegada al laboratorio, y siempre hasta su uso, las muestras se mantendran
refrigeradas, a 4°C, nunca congeladas, libres de aire y en oscuridad. Caben para ello dos
posibilidades, o bien se llenan los recipientes de ensayo en su totalidad para evitar la
disponibilidad de oxigeno en su interior, 0 bien se purga el aire presente en el espacio libre
de muestra del recipiente con gas nitrégeno. Se recomienda comenzar el bioensayo lo antes
posible y, en todo caso, antes de las tres semanas posteriores a la toma de la muestra.

El ensayo se realizara sobre el lixiviado de la fraccion de la muestra menor de 2 mm,
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La tabla 1 recoge un resumen de las condiciones en las que el ensayo ha de llevarse a
cabo. El incumplimiento de dichas condiciones implicaria la no validez del bioensayo en
cuanto a la determinacién de la ecotoxicidad del sedimento objeto de estudio.

Tabla 1. Condiciones en las que se ha de desarrollar el bioensayo de éxito de la
embriogénesis en Paracentrotus lividus con material de dragado

Parametro

Condiciones

Tipo de ensayo

Estético, sobre lixiviado de sedimento (250g +
19

Temperatura del medio de ensayo 20°C
Salinidad del medio de ensayo 35 psu
Fotoperiodo Oscuridad

Contenedores/tubos de ensayo/viales de ensayo

20 m{ de capacidad y de vidrio

Renovacion del agua

Ninguna

Calidad del material biolégico

Comprobar el estado de 6vulos y esperma.

Tamario de los erizos de mar (didmetro de la
testa)

30-60 mm

NUmero de organismos por ensayo

3 machos y 3 hembras

Numero de réplicas

Un minimo de 5, también en el control.

Alimentacion

No

Aireacion del lixiviado

20 minutos antes del ensayo

Duracién del ensayo

48 horas

Punto final a medir

Exito de la embriogénesis y anormalidad
larvaria o crecimiento larvario.

Aceptabilidad del ensayo

Exito en la embriogénesis (y desarrollo normal
de las larvas) o crecimiento larvario en el
control > 85%

Desarrollo del ensayo
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Se expone a continuacion un desarrollo temporal pormenorizado del ensayo:

Dia anterior al comienzo del ensayo (dia -1):

Obtencién del lixiviado (valido para sedimentos problema y control):

Se homogeneiza la muestra de sedimento mediante una cuchara o espatula
de teflon;

Se depositan en un frasco de agitacion 250 g de sedimento a los que se
afiade 1 { de agua de mar natural filtrada (0,22 pm) o sintética en una
proporcion de 1:4 (m/m, sedimento:agua). Se elegira el tamafio del frasco de
manera que quede lo mas lleno posible y la capa superior de aire sea tal que
se minimice la pérdida de sustancias volatiles durante el proceso de
elutriacién. Se procede a tapar el frasco;

La mezcla asi preparada se somete a agitacién rotatoria (50 rpm) a
temperatura ambiente durante 30 min;

Transcurrido este tiempo se deja decantar el sedimento contenido en los
frascos cerrados durante al menos 12 h en condiciones de oscuridad y a 4°C;

Transcurrido este tiempo se extraen por succion 500 m{ del sobrenadante con
los que se realizar la totalidad del ensayo;

El lixiviado debe utilizarse tan pronto sea posible; y en todo caso, se
almacenard, a 4°C y en condiciones de oscuridad, por un tiempo maximo de
24h. Transcurrido este tiempo, habra de ser descartado;

Previo a su empleo en el ensayo se procedera a la aireacion del lixiviado
durante 20 minutos mediante un agitador magnético con la minima agitaciéon
necesaria. Se pretende asi evitar la pérdida de compuestos quimicos volatiles
de la solucién, o aumentar su tasa de oxidacién y degradacion a otras
sustancias.

En caso de no estar disponibles sedimentos de caracteristicas similares a las
de los materiales a ensayar y exentos de contaminacion de forma
contrastada, se utilizara como control el agua utilizada para preparar los
lixiviados.
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= Se analizan mediante procedimientos estandar pH, salinidad, oxigeno disuelto y
temperatura en el/los tanques de aclimatacion de los erizos de mar, para
garantizar el cumplimiento de las condiciones de ensayo.

Dia de desarrollo del ensayo (dia 0):

= Obtencién de gametos. Existen dos opciones:

Opcién A: por estimulacion de la puesta.

b)

Estimulacion, recogida y almacenamiento del esperma: se estimula la
puesta de 3 adultos machos (tomados de forma aleatoria del tanque de
aclimatacion) mediante inyeccion de cloruro potasico —KCI- (1.0 m{ de KClI
0,5M, preparada por disolucién de 3.75g de KCI en 100 m{ de agua
desionizada) a través de la membrana peristomial al celoma (ver Figura 4,
Peristomial membrane). Se deposita cada uno de los erizos en un vaso de
precipitados (de vidrio, previamente limpiado con agua de mar control)
colocado con su superficie aboral hacia abajo. Si transcurridos 10 min
desde la inyeccidn no se produce la puesta, se puede repetir una vez mas
la inyeccién de KCI. La liberacion de esperma ha de producirse como
maximo en la media hora posterior a la realizaciobn de la segunda
inyeccion. A continuacién se mezcla el esperma obtenido de los 3 machos
para evitar variaciones en la reproducibilidad del ensayo, se recoge del
fondo del recipiente y se transfiere a un tubo de ensayo que, una vez
cerrado, se conserva a 4°C durante un tiempo maximo de 4 h.
Transcurrido este tiempo se pone en contacto con agua de mar, y se
emplea en el bioensayo en los siguientes 30-120 min.

Estimulacion, recogida y almacenamiento de los 6vulos: se estimula la
puesta de 3 erizos hembra (tomados de forma aleatoria del tanque de
aclimatacion) de igual forma que la descrita para los erizos machos. A
continuacién, se deposita cada uno de los erizos en un vaso de
precipitados (de 50 m{ de volumen, de vidrio, previamente limpiado con
agua de mar) colocado con su superficie aboral hacia abajo.
Seguidamente, se llena hasta el borde con agua de mar a temperatura
ambiente. Una vez terminada la puesta, se separa tanta agua de los
gametos como sea posible. Los dvulos recogidos se lavan 3 veces
diluyéndolos con 100 m{ de agua de mar, se mezclan, se dejan reposar
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10 min, y se decantan (los évulos dafados tienden a flotar). Finalmente,
se mezclan los oOvulos obtenidos de las 3 hembras en un vaso de
precitados de vidrio de mayor tamafio para evitar variaciones en la
reproducibilidad del ensayo. Los 6vulos pueden mantenerse en la ultima
dilucién de agua de mar durante 4h hasta su empleo. Se recomienda que
se aireen suavemente durante este tiempo.

c) Larecogida de gametos masculinos y femeninos ha de terminar en los 15
min posteriores al comienzo de la puesta. De no ser asi, debera repetirse
el proceso de estimulacion y recogida de gametos con nuevos individuos.

Opcién B: por diseccién: se diseccionan los erizos machos y hembras por el plano
ecuatorial y se extraen los gametos de las gbnadas con una pipeta.

Sea cual fuere la opcién elegida para la obtencién de los gametos, se deberan conservar a
4° C durante un periodo méaximo de 4 horas, plazo maximo para el inicio del bioensayo.

= Fecundacion:

Se comprueba al microscopio que los gametos son viables (esperma moévil y 6vulos
esféricos) y en menos de 30 min se introducen primero los 6vulos en una probeta con agua
de mar y después unos microlitros de esperma, agitando suavemente la suspension para
facilitar la interaccion. A los 2 6 3 min aparece en los huevos una membrana de fecundacion
(figura 5) que indica que la fecundacién ha tenido lugar. Se calcula el porcentaje de
fecundacion, que debe ser como minimo del 95%. Es recomendable que la densidad de
huevos fecundados en esta suspension no sea inferior a 6.000 huevos por m{, con el fin de
que la alicuota a tomar para la siguiente fase de exposicién, no sea superior a 0,1 m{.

» Exposicion:

Se introducen 600-800 huevos fecundados en los recipientes previamente preparados con
20 m? del lixiviado (20 mf de agua de mar filtrada o sintética para los controles) mediante
una alicuota (deseable <0,1 m{, para no alterar significativamente el volumen final) de la
suspension preparada en el punto anterior. Se incuban en oscuridad a 20°C durante 48 h.
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= Recuento de larvas:

A las 48 h de incubacion se fijan las larvas con unas gotas de formaldehido al 40% (1 m{ de
formaldehido/10 mf de lixiviado para obtener una concentracion final del 4%) para el
posterior recuento de larvas pluteus normales y anormales.

4. Punto final del ensayo v tratamiento de datos

El punto final a medir en este ensayo es el éxito en la embriogénesis o el crecimiento
larvario.

Para ello, en cada réplica se observa el éxito en la embriogénesis sobre 100 individuos,
registrado como porcentaje de larvas pluteus normales. Estas larvas se definen como
aguellas con los cuatro brazos claramente diferenciados.

Para determinar el crecimiento larvario, se observa en microscopio invertido y se mide el
tamafio (dimensiébn méaxima) de los primeros 35 individuos de cada réplica (tales
individuos podran incluir tanto larvas normales como estados anteriores de desarrollo).
Se consideraran larvas normales aquellas cuya dimensién maxima se corresponde con
una longitud aproximada de 300 pum (Saco-Alvarez et al, 2010; Beiras et al, 2012). Es
conveniente fijar con formaldehido una serie de viales con huevos sin fertilizar al inicio
del bioensayo, cuyo didmetro se restara de la dimension méaxima de cada individuo para
estimar el crecimiento larvario. El resultado se expresa como porcentaje respecto al
control.

El ensayo se considera valido cuando las larvas normales en el control (todas las
réplicas) sean al menos el 85% o cuando la longitud larvaria sea mayor de 300 pum.

. Procedimiento para el ensayo del compuesto téxico de referencia

Este ensayo habra de realizarse una vez al mes, en los meses en los que se realice el
ensayo.

El ensayo se desarrollara, siempre que sea posible, simultdneamente al ensayo de
ecotoxicidad del lixiviado de sedimento.

A menos que se indique lo contrario, todas las condiciones y procedimientos para
preparar y llevar a cabo el ensayo seran idénticas a las ya descritas en el presente
protocolo. El criterio de aceptacion del ensayo también se mantiene.
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El ensayo se realiza sobre una solucion del toxico de referencia, en lugar de sobre
lixiviado de sedimento.

El toxico de referencia a emplear es una solucién estandar de absorcion atdmica de
cobre: Cu(NOs), x 3H,0 (1000 mg/t).

La solucién estandar se diluye (1:1000) afiadiendo agua bidestilada.

El ensayo se realiza sobre 1 blanco (agua de mar natural filtrada por 0,22 um o
sintética), y 4 concentraciones de ensayo diluidas con agua de mar natural filtrada (0,22
KUm) o sintética.

Se realizaran 3 réplicas para cada concentracion de ensayo.

El punto final del ensayo es el porcentaje de larvas pluteus normales o el crecimiento
para cada tratamiento, resultando también necesario el célculo de la CE50 al término de
la exposicion.

Los resultados del bioensayo se expresan como mg Cu/{.

Se ha estimado una CE50 para este ensayo con Paracentrotus lividus de exposicién al
cobre de 0,051-0,087 mg/f. Para que el ensayo se considere valido, el valor de CE50
obtenido ha de estar incluido en este rango de concentraciones, permitiéndose un
coeficiente de variacién sobre estos valores inferior al 30% (CV<30%).

Si un valor de CE50 se encuentra fuera del rango establecido, la sensibilidad de los
organismos de ensayo y el desarrollo y precisién del mismo estarian bajo sospecha. En
tal caso, se recomienda repetir el ensayo de referencia u obtener un nuevo lote de
organismos para evaluar la ecotoxicidad de las muestras.

Una vez se disponga de datos suficientes, se elaborara un diagrama histérico con los
valores de CE50 obtenidos en los ensayos de referencia, con objeto de determinar si los
resultados estan dentro de + 2 DS de los valores obtenidos en anteriores ensayos
usando cloruro de cadmio.

En el diagrama histérico vendran representados el logaritmo de la concentracién en
ordenadas (valor medio + 2 DS), frente al nimero o dia de ensayo en abscisas. Cada
nueva CE50 para el compuesto de referencia deber4d compararse con los limites
historicos establecidos; la CE50 sera aceptable si se encuentra entre de dichos limites.
Todos los calculos de media y desviacion estandar deberdn hacerse en base al
log(CES0).

Si un valor de CE50 se encuentra fuera de los limites histéricos establecidos, la
sensibilidad de los organismos de ensayo y el desarrollo y precision del mismo estaran
bajo sospecha. En tal caso, se recomienda repetir el ensayo de referencia u obtener un
nuevo lote de organismos para evaluar la ecotoxicidad de las muestras.

Valores extremadamente variables para un compuesto de referencia llevaran al
establecimiento de limites historicos anchos; asi un nuevo punto puede encontrarse
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dentro de los limites histéricos y representar una alta variacion en los resultados. Asi
pues, se recomienda un coeficiente de variacién inferior al 30% como limite razonable.

6. Analisis e interpretacion de resultados

= Los resultados del experimento control deberan usarse como criterio para juzgar la
validez y aceptabilidad del ensayo. Asi, el nUmero de larvas pluteus normales en el
control (las 3 réplicas) deber&a ser al menos del 85% para que el ensayo se considere
valido.

» Se considerara que la muestra de sedimento presenta toxicidad positiva si el nUmero de
larvas pluteus normales (los cuatro brazos claramente diferenciados o longitud superior
a 300 um en caso de optarse por el crecimiento larvario) es inferior al 70% del detectado
en el control.

7. Presentacion de resultados

Para cada bioensayo realizado se elaborara un informe que contenga la siguiente
informacion:

1. Material de ensayo: breve descripcion del tipo de muestra; informacién sobre la etiqueta
de cada muestra; fecha de muestreo y llegada de las muestra al laboratorio.

2. Organismos de ensayo: especie, origen, fecha de recogida; cualquier comportamiento
anomalo de los organismos antes de su uso.

3. Instalaciones: nombre y direccién del laboratorio y nombre de la persona que lleva a
cabo el ensayo.

4. Agua de ensayo: tipo, origen y salinidad del agua de ensayo al comienzo del mismo.

5. Metodologia de ensayo: referencias de la metodologia aplicada (frecuencias de
mediciones y observaciones, métodos estadisticos).

6. Condiciones de ensayo y procedimientos: descripcion de cualquier variacion introducida
sobre el presente procedimiento; nimero de réplicas por muestra; fechas de comienzo y
término del ensayo; medidas realizadas de temperatura, oxigeno disuelto, salinidad,
amonio no iénico, nitritos y pH del agua.
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7. Resultados de los ensayos: porcentaje de éxito en la embriogénesis en cada ensayo
(incluyendo el control). Conclusion de ECOTOXICIDAD o NO ECOTOXICIDAD para
cada muestra. Valores de CE50 del ensayo con el téxico de referencia expresados como
mg Cul/f.

Mouth
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Peristomial
Gil membrane
Buccal podium
Spine

Tube feet

Figura 4. Estructura externa de un erizo de mar (I. Livingstone © BIODIDAC)

Figura 5. Membrana de fecundacién (B) en P. lividus @

Huevo morula
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Figura 6. Desarrollo embrionario de erizo de mar hasta la larva pluteus™

(1) Fuente: Universidad de Cadiz, 2002. Investigacion conjunta sobre la seleccion y puesta a punto de
ensayos bioldgicos para la caracterizacion del material dragado.
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6.3. BIOENSAYO EN FASE LIQUIDA BASADO EN LA FECUNDACION DEL ERIZO DE
MAR Paracentrotus lividus

El bioensayo de fecundacion de erizo de mar presenta idénticos requerimientos en lo que a
material, requisitos de laboratorio, especie sobre la que se lleva a cabo y recolecciéon y
mantenimiento de los ejemplares de ensayo que los especificados para el bioensayo de
embriogénesis anteriormente expuesto.

1. Procedimiento de ensayo

Determinacién de las condiciones de ensayo

Las condiciones generales de conservacion de las muestras, preparacion de las mismas y
plazos para la realizacién del bioensayo son idénticas a las expuestas con anterioridad para
el bioensayo de embriogénesis con erizo de mar. La tabla 2 recoge un resumen de las
condiciones en las que este ensayo ha de llevarse a cabo, cuyo incumplimiento implicaria la
no validez del bioensayo en cuanto a la determinacion de la ecotoxicidad del sedimento
objeto de estudio.

Tabla 2. Condiciones en las que se ha de desarrollar el bioensayo de éxito de la
fecundacion en Paracentrotus lividus con material de dragado.

Parametro Condiciones

. Estético, sobre lixiviado de sedimento (250g
Tipo de ensayo

en 1 litro)
Temperatura del medio de ensayo 18°C
Salinidad del medio de ensayo 35+1psu

Contenedores/tubos de ensayo/viales de ensayo | 20 m{ de capacidad, de vidrio con tapa.

Volumen del medio de ensayo 10 m¢
Renovacion del medio de ensayo Ninguna
Calidad del material biolégico Los erizos de mar seran maduros y gravidos

Tamafio de los erizos de mar (didmetro de la 30-60 mm
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testa)

NUmero de organismos por ensayo 3 machos y 3 hembras

Numero de réplicas Un minimo de 5, también en el control.
Numero de medidas por réplica 200 huevos

Alimentacion No

Aireacion del lixiviado Durante 20 minutos antes del ensayo

60 min de exposicién del esperma, y 20 min

Duracién del ensayo . - .
mas una vez afiadidos los 6évulos.

Punto final a medir Exito de la fecundacién.

Aceptabilidad del ensayo Exito en la fecundacion en el control > 95%

Desarrollo del ensayo

Se expone a continuacién un desarrollo temporal pormenorizado del ensayo:

Dia anterior al comienzo del ensayo (dia -1):

= Obtencién del lixiviado (valido para sedimentos problema y control):

— Se homogeneiza la muestra de sedimento mediante una cuchara o espétula
de teflon.

— Se depositan en un frasco de agitacion 250 g de sedimento a los que se
afiade 1 { de agua de mar natural filtrada (0,22 pum) o sintética en una
proporcion de 1:4 (m/m, sedimento:agua). Se elegira el tamafio del frasco de
manera que quede lo mas lleno posible y la capa superior de aire sea tal que
se minimice la pérdida de sustancias volatiles durante el proceso de
elutriacién. Se procede a tapar el frasco.

— La mezcla asi preparada se somete a agitacion rotatoria (50 rpm) a
temperatura ambiente (20+2°C) durante 30 min.

— Transcurrido este tiempo, se deja decantar el sedimento contenido en los
frascos cerrados durante al menos 12 h en condiciones de oscuridad y a 4°C.
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— Transcurrido este tiempo, se extrae el sobrenadante de la mezcla. La
extraccion del sobrenadante se hara por succion, extrayéndose 500 m{ del
volumen superficial de la mezcla, con los que se realizara la totalidad del
ensayo. lixiviados.

— El lixiviado debe utilizarse tan pronto sea posible; y en todo caso, se
almacenard, a 4°C y en condiciones de oscuridad, por un tiempo méaximo de
24h. Transcurrido este tiempo, debera ser descartado.

— Previo a su empleo en el ensayo se procede a la aireacion del lixiviado
durante 20 minutos mediante un agitador magnético con la minima agitacion
necesaria. Se pretende asi evitar la pérdida de compuestos quimicos volatiles
de la solucién, o aumentar su tasa de oxidacidon y degradacién a otras
sustancias.

— En caso de no estar disponibles sedimentos de caracteristicas similares a las
de los materiales a ensayar y exentos de contaminacion de forma
contrastada, se utilizara como control el agua utilizada para preparar los
lixiviados.

= Se analizan mediante procedimientos estandar pH, salinidad, oxigeno disuelto y
temperatura en el/los tanques de aclimatacion de los erizos de mar, para
garantizar el cumplimiento de las condiciones de ensayo.

Dia de desarrollo del ensayo (dia 0):

= Obtencién de gametos:

a) Estimulacién, recogida y almacenamiento del esperma: se estimula la
puesta de 3 adultos machos (tomados de forma aleatoria del tanque de
aclimatacion) mediante inyeccion de cloruro potasico (1,0 mf de KCI 0,5M,
preparada por disolucion de 3,75 g de KCI en 100 m{ de agua
desionizada) a través de la membrana peristomial al celoma (ver Figura 4,
Peristomial membrane). Se deposita cada uno de los erizos en un vaso de
precipitados (de vidrio, previamente limpiado con agua de mar control)
colocado con su superficie aboral hacia abajo. Si transcurridos 10 minutos
desde la inyeccién no se produce la puesta, se puede repetir una vez mas
la inyeccion de cloruro potasico. La liberacion de esperma ha de
producirse como maximo en la media hora posterior a la realizacion de la
segunda inyeccion. A continuacion se mezcla el esperma obtenido de los
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3 machos para evitar variaciones en la reproducibilidad del ensayo, se
recoge del fondo del recipiente y se transfiere a un tubo de ensayo que,
una vez cerrado, se conserva a 4°C durante 4 h. Transcurrido este tiempo
se pone en contacto con agua de mar, y se emplea en el bioensayo en los
siguientes 30-120 min.

b) Estimulacion, recogida y almacenamiento de los évulos: se estimula la
puesta de 3 erizos hembra (tomados de forma aleatoria del tanque de
aclimatacion) de igual forma que la descrita para los erizos machos. A
continuacién, se deposita cada uno de los erizos en un vaso de
precipitados (de 50 m{ de volumen, de vidrio, previamente limpiado con
agua de mar) colocado con su superficie aboral hacia abajo.
Seguidamente, se llena hasta el borde con agua de mar a temperatura
ambiente. Una vez terminada la puesta, se separa tanta agua de los
gametos como sea posible. Los 6vulos recogidos se lavan 3 veces
diluyéndolos con 100 mf de agua de mar, se mezclan, se dejan reposar
10 min, y se decantan (los évulos dafados tienden a flotar). Finalmente,
se mezclan los Ovulos obtenidos de las 3 hembras en un vaso de
precitados de vidrio de mayor tamafio para evitar variaciones en la
reproducibilidad del ensayo. Los 6vulos pueden mantenerse en la ultima
dilucién de agua de mar durante 4 horas hasta su empleo. Se recomienda
gue se aireen suavemente durante este tiempo.

c) Larecogida de gametos masculinos y femeninos ha de terminar en los 15
minutos posteriores al comienzo de la puesta. De no ser asi, debera
repetirse el proceso de estimulacion y recogida de gametos con nuevos
individuos.

Determinacion de la concentracion de gametos en la suspension de esperma: se
dispone 1,0 m{ de acido acético glacial en una probeta de vidrio de 10 m{, se
afiade 0,1 m{ de la suspension de esperma y se enrasa a 10 m{ con agua de
mar. Mezclar suavemente y dejar reposar uno 0 dos minutos para que
desaparezcan las burbujas que se puedan formar. El conteo de los
espermatozoides se realiza con ayuda de una camara cuentaglébulos y un
microscopio. Se afiade una gota de la mezcla a la camara cuentagldbulos y se
deja reposar 15 minutos. A continuacion se cuentan los espermatozoides
presentes en los 400 cuadros centrales de la camara. El numero de
espermatozoides presente en la suspension vendra determinado por la siguiente
expresion:
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100 - ( n°® espermat contados ) - ( factor conversion camara) -1000

N° espermat /ml =
400

El factor de conversién de una camara cuentaglébulos Neubauer es 4.000.

= Preparacion de la suspension de espermatozoides:

Con objeto de lograr una buena reproducibilidad, se ajusta el ratio espermatozoides:évulos a
20.000:1, y el numero de 6vulos a 1.000.

El volumen inicial de ensayo es 10 m{ de lixiviado de sedimento (preacondicionado a la
temperatura de ensayo), a los que se afiade 0,1 m{ de suspensién de espermatozoides y 1,0
m{ de suspensién de 6vulos.

Teniendo en cuenta las cifras expuestas se necesitara una densidad de espermatozoides en
la suspension de 2x10° espermatozoides/m{ que puede alcanzarse diluyendo con agua de
mar filtrada por 0,22 um o sintética o bien concentrando la solucién, segin corresponda.

=  Exposicion del esperma:

Se toma un volumen de 0,1 m{ de la suspension de espermatozoides ajustado a las
caracteristicas expuestas y se afade a 10 m{ de lixiviado de sedimento contenidos en un
recipiente de vidrio con la ayuda de una micropipeta dispensadora. La adicion se realiza al
centro del recipiente y sin que la punta de la pipeta entre en contacto con el lixiviado. Se
agita suavemente y se incuba en un bafo termostatico a 18°C durante 60 min.

= Preparacion de la suspension de évulos:

La densidad de la suspension de ovulos se ajusta a 1.000 6vulos/mf. Para ello, durante la
incubacion de los espermatozoides, se determina la densidad de la suspension inicial de
ovulos por conteo de 1,0 mf con ayuda de una camara de conteo de plancton. Una vez
conocida la concentracion inicial de 6vulos, se alcanza la concentracion de évulos deseada
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de 1.000 o6vulos/mi, bien diluyendo (ahadiendo agua de mar filtrada por 0,22 ym) o bien
concentrando (dejando sedimentar los 6vulos y decantando el agua) la solucion, segun
corresponda.

= Exposicién de los 6vulos:

Transcurridos los 60 minutos de exposicién de los espermatozoides al lixiviado se afiade 1,0
m{ de la solucion de 6vulos (preacondicionada a 18°C y mezclada) al centro del recipiente y
sin que la punta de la pipeta entre en contacto con el lixiviado. Se agita suavemente y se
deja transcurrir un tiempo de 20 minutos para asegurar que se produce la fecundacion. Los
Ovulos se afiaden a los recipientes en el mismo orden que los espermatozoides, y con la
misma diferencia de tiempo entre adicién y adiciébn para cada uno de los recipientes (5
segundos).

= Finalizacion del ensayo:

Transcurridos los 20 minutos de exposicion se concluye el ensayo anadiendo 2 m{ de
formalina buffer al 10% °. Los huevos pueden mantenerse almacenados en estas
condiciones, en recipientes sellados hasta 3 dias antes de proceder a su conteo.

2. Punto final del ensayo y tratamiento de datos

= El punto final a medir en este ensayo es el éxito en la fecundacion de los huevos.

= Si se dispone de un microscopio invertido y contenedores adecuados se procede
directamente al conteo de huevos una vez concluido el tiempo de exposicion. Esto es lo
mas recomendable para reducir la manipulacién de la muestra. En caso contrario, se
extraen los huevos de cada uno de los recipientes que los contiene. Con objeto de tomar
una muestra representativa de los huevos se pipetea y descarta la mayor cantidad
posible del sobrenadante para concentrar asi la suspension de huevos. A continuacion
se mezcla la suspension restante y se extrae la muestra para su conteo.

® La solucién se prepara afiadiendo a 900 m{ de agua destilada, 100 g de formalina, 4 g de fosfato de
sodio monobasico y 6,5 g de fosfato de sodio dibasico anhidro. La formalina es una sustancia
peligrosa por lo que debe manejarse en condiciones de seguridad apropiadas y el conteo de los
huevos ha de hacerse en un lugar ventilado. La solucion ha de mantenerse en un area independiente
a aquella donde se alojan y manipulan los organismos.
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Se cuentan 200 huevos por muestra y se clasifican como fecundados o no fecundados
con la ayuda del microscopio (ver Figura 5).

El criterio de fecundacion lo determina la aparicion de la membrana de fecundacion, lo
gque incluye membranas completas y parciales, puesto que no aparecen en huevos que
no han sido fecundados. Aquellos huevos que presenten una clara anormalidad o estén
muertos (floten) seran descartados independientemente de que estén fecundados o no.

El ensayo se considera valido cuando la tasa de fecundacion en el control (todas las
réplicas) esta comprendida entre el 95 y el 100%.

. Procedimiento para el ensayo del compuesto toxico de referencia

Este ensayo habra de realizarse una vez al mes, en los meses en los que se realice el
ensayo.

El ensayo se desarrollara, siempre que sea posible, simultdneamente al ensayo de
ecotoxicidad del lixiviado de sedimento.

A menos que se indique lo contrario, todas las condiciones y procedimientos para
preparar y llevar a cabo el ensayo seran idénticas a las ya descritas en el presente
protocolo. El criterio de aceptacion del ensayo también se mantiene.

El ensayo se realiza sobre una solucion del toxico de referencia, en lugar de sobre
lixiviado de sedimento.

El toxico de referencia a emplear es una solucién estandar de absorcion atémica de
cobre: Cu(NO3), x 3H,0 (1.000 mg/f).

La solucién estandar se diluye (1:1.000) afiadiendo agua bidestilada.

El ensayo se realiza sobre 1 blanco (agua de mar natural filtrada por 0,22 um o sintética,
y 4 concentraciones de ensayo diluidas con agua de mar natural filtrada (0,22 um) o
sintética.

Se realizaran 3 réplicas para cada concentracion de ensayo.

El punto final del ensayo es el porcentaje de fecundacién para cada tratamiento,
debiéndose determinar también la CE50 al término de la exposicion.

Los resultados del bioensayo se expresan como mg Cu/f

Se ha estimado una CE50 para este ensayo con Paracentrotus lividus de exposicion al
cobre de 0,055 mg/t con una desviacion estandar de 0,0081 (CE50=0,055 mg/t +
0,0081). Para que el ensayo se considere valido, el valor de CE50 obtenido ha de estar
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incluido en este rango de concentraciones, permitiéndose un coeficiente de variacion
sobre estos valores inferior al 30% (CV<30%).

= Si un valor de CE50 se encuentra fuera del rango establecido, la sensibilidad de los
organismos de ensayo y el desarrollo y precisién del mismo estarian bajo sospecha. En
tal caso, se recomienda repetir el ensayo de referencia u obtener un nuevo lote de
organismos para evaluar la ecotoxicidad de las muestras.

= Una vez se disponga de datos suficientes, se elaborard un diagrama histérico con los
valores de CE50 obtenidos en los ensayos de referencia, con objeto de determinar si los
resultados estan dentro de + 2 DS de los valores obtenidos en anteriores ensayos
usando cloruro de cadmio.

= En el diagrama histérico vendran representados el logaritmo de la concentracion en
ordenadas (valor medio + 2 DS), frente al nimero o dia de ensayo en abscisas. Cada
nueva CE50 para el compuesto de referencia debera compararse con los limites
historicos establecidos; la CE50 serd aceptable si se encuentra entre de dichos limites.
Todos los calculos de media y desviacion estandar deberdn hacerse en base al
log(CES0).

= Sj un valor de CE50 se encuentra fuera de los limites historicos establecidos, la
sensibilidad de los organismos de ensayo y el desarrollo y precision del mismo estaran
bajo sospecha. En tal caso, se recomienda repetir el ensayo de referencia u obtener un
nuevo lote de organismos para evaluar la ecotoxicidad de las muestras.

= Valores extremadamente variables para un compuesto de referencia llevaran al
establecimiento de limites histéricos anchos; asi un nuevo punto puede encontrarse
dentro de los limites histéricos y representar una alta variacién en los resultados. Asi
pues, se recomienda un coeficiente de variacién inferior al 30% como limite razonable.

4. Andlisis e interpretacion de resultados

= Los resultados del experimento control deberan usarse como criterio para juzgar la
validez y aceptabilidad del ensayo. Asi, la tasa de fecundacion en el control (las 3
réplicas) habrd de estar comprendida entre el 95 y el 100% para que el ensayo se
considere valido.

= Se considerara que la muestra de sedimento presenta toxicidad positiva si la inhibicién
de la fecundacién que produce es superior al 30% del detectado en la muestra control
(tasa de fecundacion observada inferior o igual al 70%).

5. Presentacién de resultados

Anejo IV -58 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

Para cada bioensayo realizado se elaborara un informe que contenga la siguiente
informacion:

1. Material de ensayo: breve descripcion del tipo de muestra; informacion sobre la etiqueta
de cada muestra; fecha de muestreo y llegada de las muestra al laboratorio.

2. Organismos de ensayo: especie, origen, fecha de recogida; cualquier comportamiento
andémalo de los organismos antes de su uso.

3. Instalaciones: nombre y direccién del laboratorio y nombre de la persona que lleva a
cabo el ensayo.

4. Agua de ensayo: tipo, origen y salinidad del agua de ensayo al comienzo del mismo.

5. Metodologia de ensayo: referencias de la metodologia aplicada (frecuencias de
mediciones y observaciones).

6. Condiciones de ensayo y procedimientos: descripcion de cualquier variacion introducida
sobre el presente procedimiento; nimero de réplicas por muestra; fechas de comienzo y
término del ensayo; medidas realizadas de temperatura, oxigeno disuelto, salinidad,
amonio no iénico, nitritos y pH del agua.

7. Resultados de los ensayos: porcentaje del éxito de fecundaciébn en cada ensayo
(incluyendo el control). Conclusién de ECOTOXICIDAD o NO ECOTOXICIDAD para
cada muestra. Valores de CE50 del ensayo con el toxico de referencia expresados como
mg Cu/l.
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6.4. BIODENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA EN FASE SOLIDA CON ANFiPODOS

1. Introduccién

Los anfipodos son pequefios crustdceos malacostraceos que se emplean de forma habitual
en ensayos de ecotoxicidad sobre sedimentos marinos y estuarinos y en material a dragar
(Swartz et al., 1985; DeWitt et al., 1989; Scout & Redmond, 1989; DeWitt et al., 1992).

El ensayo de ecotoxicidad de sedimentos con anfipodos es simple, de un coste
relativamente bajo y emplea individuos sensibles a la presencia de diversos contaminantes
habituales en el material de dragado (Craymeersch et al., 2000; Collier & Pinn, 1998) como
bioindicadores de ecotoxicidad. Su aplicacion esta ampliamente distribuida y recomendada
en la reglamentacion mundial del material de dragado (USEPA, 1991; Environment Canada,
1992; Environment Australia, 2002; OSPAR, 2004; RIKZ, 2004), disponiéndose actualmente
de informacion que garantiza su sensibilidad y viabilidad gracias a ejercicios de
intercalibracion llevados a cabo entre diversos laboratorios de reconocido prestigio
(BEQUALM, 2006; Bay et al., 2003; Hiscock et al., 2004). Ademas, existen estudios que
analizan indicadores de ecotoxicidad subletales basados en el crecimiento (Scartett et al.,
2007).

El presente protocolo se fundamenta en las referencias bibliograficas expuestas al final del
documento.

2. Equipo y material necesarios

Material

- Anfipodos: Ampelisca brevicornis (3-5 mm) o Corophium sp (4-10 mm).
- Sedimento problema.

- Sedimento control de un &rea libre de contaminacion (preferiblemente el area de
recoleccién de los anfipodos).

- Cloruro de cadmio, CdCl, referencia de un area contaminada.
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- Agua de mar natural filtrada (30 pm) o sintética (de uso en acuariofilia).
- Agua destilada.

- Balanza analitica de 0,01 g de precision.

- Lupa binocular.

- Botes de vidrio cilindricos de aproximadamente 1,5 £ de capacidad con tapa.
- Camara con control de temperatura.

- Cuchara o espatula de teflén para la homogeneizacion de la muestra.

- Guantes de latex.

- Pipetas de 1y 10 m{.

- Pipetas Pasteur.

- Sistema regulador de la intensidad y duracion del fotoperiodo.

- Sistema de aireacion (ver tabla 3).

- Sonda multiparamétrica o similar para la determinacion del pH, oxigeno disuelto,
amonio, temperatura y salinidad.

- Tamices de acero inoxidable o nailon de 500 y 1000 pm de luz de malla.

Reguerimientos minimos de laboratorio

El lugar de trabajo donde se desarrolle el bioensayo cumplira con la normativa nacional
existente en materia de seguridad laboral prestandose especial atencion al cumplimiento de
las Normas Técnicas de Prevencion elaboradas por el Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo.

Todo equipo o recipiente que vaya a entrar en contacto con el sedimento, el agua
sobrenadante o los organismos de ensayo habra de ser limpiado correctamente antes de su
uso.
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3. Organismos de ensayo

Especie

El presente protocolo de ensayo es valido para las especies de anfipodos: Ampelisca
brevicornis y Corophium sp. Las condiciones de recoleccion, mantenimiento de los
organismos y desarrollo del ensayo serdn las mismas para ambas especies, salvo que se
indique de forma expresa.

Recoleccién y mantenimiento

= Recoleccion de animales:

El nimero de organismos a recolectar sera tal que permita llevar a cabo tanto los ensayos
de las muestras problema, como la del control y toxico positivo de referencia con el mismo
lote de organismos. La recoleccion de animales tendra lugar en una zona intermareal limpia
(fango o arena fangosa). Los animales se recogeran de los 5 cm mas superficiales del
sedimento con una espatula, tamizdndolos (500 um) y depositandolos suavemente en
contenedores con tapa, donde previamente se habra depositado una capa > 2cm de
sedimento. La densidad adecuada de los anfipodos por contenedor sera aproximadamente
de 1 ejemplar/cm2. Los contenedores se llevaran al laboratorio tan pronto sea posible.

= Condiciones de mantenimiento y aclimatacion:

Los animales deberan aclimatarse (7-10 dias) a las condiciones de luz, temperatura y
salinidad que se aplicaran durante el ensayo (ver tabla 3). La temperatura de la capa de
agua sobrenadante se ajustara de forma gradual, no pudiendo variar mas de 3°C por dia;
analogamente, se ajustara la salinidad, no pudiéndose variar mas de 5 psu por dia.

Los anfipodos se mantendran, sin recibir alimento, en los contenedores de vidrio empleados
para su transporte, salvo que el numero de individuos por contenedor sea elevado (mas de 1
anfipodo/cm?), en cuyo caso la muestra sera transferida (sin tamizar) a un contenedor de
mayor tamafio. El espesor de sedimento en los contenedores sera de entre 2y 4 cm y el
espesor de la capa de agua sobrenadante de al menos 5 cm. El agua sobrenadante se
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cambiara diariamente por agua de mar fresca natural o sintética, manteniéndose en todo
momento un contenido en oxigeno disuelto superior o igual al 90% de saturacion,
aplicandose aireacién en caso necesario.

La temperatura, pH, salinidad y oxigeno disuelto se mediran a diario siguiendo protocolos
estandar. La mortalidad registrada en la etapa de mantenimiento tiene que ser inferior al
10% para poder llevar a cabo el bioensayo.

Debera descartarse todo animal que no se entierre o cuyo aspecto o comportamiento sea
atipico.

4. Procedimiento de ensayo

Recoleccién de la muestra

Las muestras problema y control se recogeran y manipularan siguiendo lo indicado en el
Anejo Il de estas Directrices. Se mantendran en recipientes sellados, libres de aire y
debidamente etiquetados. La informacién a recoger en las etiquetas aparece descrita a
continuacion:

- Naturaleza, apariencia, volumen y/o peso de cada muestra;

- Procedimiento y aparato de muestreo;

- El ndmero de réplicas tomadas;

- El esquema de muestreo;

- Eltipo y nimero de contenedores empleado para el transporte de las muestras;

- Temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto de la capa de agua sobrenadante
del lugar de muestreo;

- Condiciones de transporte de las muestras hasta el laboratorio.

Durante el transporte, las muestras se mantendran en oscuridad y a 4 + 3°C empleando
hielo o paquetes de gel helado.
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Determinaciéon de las condiciones de ensayo

A su llegada al laboratorio, y siempre hasta su uso, las muestras se mantendran
refrigeradas, a 4°C, nunca congeladas, libres de aire y en oscuridad. Caben para ello dos
posibilidades, o bien se llenan los recipientes de ensayo en su totalidad para evitar la
disponibilidad de oxigeno en su interior, o bien se purga el aire presente en el espacio libre
de muestra del recipiente con gas nitrégeno. Se recomienda comenzar el bioensayo lo antes
posible y, en todo caso, antes de las tres semanas posteriores a la toma de la muestra. La
tabla 3 recoge un resumen de las condiciones en las que el ensayo ha de llevarse a cabo,
cuyo incumplimiento implicaria la no validez del bioensayo en cuanto a la determinacion de
la ecotoxicidad del sedimento objeto de estudio.

Tabla 3. Condiciones en las que se ha de desarrollar el bioensayo de

toxicidad aguda de material de dragado sobre anfipodos

Parametro

Condiciones

Tipo de ensayo

Estatico, sobre sedimento bruto

Temperatura del agua sobrenadante

20+2°C Ampelisca brevicornis*

15+2°C Corophium sp

Salinidad del agua sobrenadante

30-40 psu para Ampelisca brevicornis

24-36 psu para Corophium sp

lluminacién

Espectro solar diurno capaz de mantener 500-1000
lux en todo momento

pH inicial del agua sobrenadante

7,0-9,0

Amonio del agua sobrenadante

pH = 8,0: <75 mg/t

pH = 8,6: <26 mg/{
pH = 8,1: <62 mg/t

pH = 8,7: <21 mg/t
pH = 8,2: <50 mg/t

pH = 8,8: <17 mg/t
pH = 8,3: <49 mg/t

pH = 8,9: <14 mg/t
pH = 8,4: <39 mg/{

pH =9,0: <11 mg/t
pH = 8,5: <32 mg/t

Contenedores

1-2 £ de capacidad, cilindricos, de 10 cm de
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diametro interno, de vidrio, con tapa

Volumen de sedimento

175 m{ (aprox. 2 cm de profundidad)

Volumen de la capa de agua sobrenadante

775 me

Renovacion del agua sobrenadante

Ninguna

Calidad del material biologico

Los anfipodos mostraran comportamiento activo
natatorio al ponerlos en contacto con el agua y
exhibiran una coloracién normal

Tamario de los anfipodos (longitud total)

3-5 mm Ampelisca brevicornis

4-10 mm Corophium sp

Numero de organismos por contenedor

20

Numero de réplicas

Un minimo de 5 (también en el control)

Alimentacion No
Difusores porosos individuales de aireacion o
pipetas de plastico que formen burbujas. En todo
Aireacion caso el contenido de oxigeno disuelto sera >90%

en la capa de agua sobrenadante y en ninglin caso
se alterara el sedimento.

Agua sobrenadante

Agua de mar natural filtrada (30 um) o sintética

Calidad del agua sobrenadante

Determinacion diaria de pH, temperatura, salinidad
y oxigeno disuelto. Determinacién de amonio en
los dias 2 y 8 de ensayo

Duracién del ensayo

10 dias

Punto final a medir

Supervivencia

Aceptabilidad del ensayo

Supervivencia media en el control > 90%.
Contenido de oxigeno disuelto >60% en la capa de
agua sobrenadante aun en aquellos casos en que
el aporte de oxigeno sea interrumpido.

* El valor de temperatura seleccionado para esta especie se corresponde con el valor cercano al maximo
del intervalo térmico estival que encontraria en su medio natural, como es la costa cantabra y vasca.

Desarrollo del ensayo
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Se expone a continuacion un desarrollo temporal pormenorizado del ensayo:

Dia anterior al comienzo del ensayo (dia -1):

Caracterizacion del agua intersticial:

Se extrae el agua intersticial de cada muestra de sedimento (problema y control)
mediante una decantacién natural del sedimento bruto o tras su centrifugado.

Se analizan mediante procedimientos estandar el pH, la salinidad y el amonio del
agua de mar intersticial. Los valores estaran comprendidos en el mismo rango de
tolerancia que el determinado para el agua de mar sobrenadante para cada una
de las especies de anfipodos.

Preparacion de las muestras de sedimento:

Preparacion de los sedimentos problema: se homogeneiza la muestra de
sedimento mediante una cuchara o espatula de teflén. No se realiza tamizado en
hamedo porque se retirarian los contaminantes presentes en el agua intersticial o
ligeramente adsorbidos a las particulas. Con objeto de retirar los organismos que
pudieran estar presentes o el material de gran tamafio se tamiza por presion el
sedimento (tamiz de acero inoxidable o de nylon de 1 mm) sin afiadir agua.

Preparacion del sedimento control: se tamiza (tamiz de acero inoxidable o de
nylon de 500 um) en himedo (empleando agua de mar de ensayo) la porcién de
sedimento control obtenida en el lugar de muestreo de anfipodos (o0 sedimento
marino con ausencia contrastada de contaminacion en caso de no recurrirse a
recoleccién de anfipodos en la naturaleza).

Preparacion de los contenedores de ensayo:

Se afiaden 175 m{ de sedimento homogeneizado a los contenedores para formar
una capa de un espesor aproximado de 2 cm.

Se afiaden a los contenedores 775 m{ agua de mar filtrada (30 um) o sintética y
se tapan para minimizar las posibles pérdidas de agua por evaporacion.
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- Tras esperar a que decante el sedimento se airean suavemente los contenedores
con cuidado de no alterar el sedimento.

- Se mantienen los contenedores en estas condiciones durante al menos 12 h.

Dia de comienzo del ensayo (dia 0):

Se afiade agua destilada a los contenedores de ensayo preparados el dia anterior hasta
volver a alcanzar el volumen total de 950 mi, logrando asi diluir el agua de mar y
devolverla a su salinidad inicial, ya que la aireacibn constante provoca cierta
evaporacion. Se recomienda marcar el nivel de agua de mar en el tanque el dia 0 y en
caso necesario rellenar cada dia hasta la marca con agua destilada.

Extraccién de los organismos del contenedor de aclimatacion: se utiliza para ello un
tamiz (500 um) hasta obtener, aproximadamente, un tercio mas de los organismos
necesarios para llevar a cabo el ensayo. El tamizado se llevara a cabo con agua de las
mismas caracteristicas que la del contenedor de aclimatacion.

Se trasladan los organismos de forma aleatoria y en numero de 20 a los contenedores
de ensayo. La aireacion se detiene durante el proceso de adicion de los organismos.

Se tapan los contenedores y una hora después se reanuda la aireacién, que se
mantendra durante los diez dias de duracion del ensayo salvo en los momentos de
medicién de los parametros fisicoquimicos requeridos.

Durante la primera hora de ensayo se ha de observar detenidamente el comportamiento
de los organismos. Aquellos anfipodos que durante ese tiempo no se hayan enterrado
seran reemplazos por otros procedentes del mismo tamizado a menos que de forma
repetida se entierren y reaparezcan inmediatamente. Se registra el numero de
organismos reemplazados.

Dia 1 a9 de ensayo:

Se mide la temperatura, el pH, el amonio (dias 2 y 8), la salinidad y el oxigeno disuelto
del agua sobrenadante. Se recomienda medir el oxigeno disuelto, pH y salinidad
mediante electrodos y medidores calibrados. La determinacién de amonio se hara
extrayendo una alicuota de la capa de agua sobrenadante (siempre menor del 10% del
volumen total) para el analisis. El agua se tomara mediante una pipeta colocada a 1-2
cm por encima de la superficie del sedimento. Se repondra la cantidad de agua extraida
con agua de mar. El agua de mar empleada en la reposicion serd de las mismas
caracteristicas que la inicialmente empleada para el llenado de los contenedores.
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= Se tomara nota de los animales que naden en el agua o que floten en su superficie o
emerjan aparentemente muertos. Los organismos atrapados en la interfase aire-agua
seran empujados suavemente al fondo mediante una pipeta. Los organismos que
parezcan estar muertos no se retiraran.

Dia 10 de ensayo: finaliza el ensayo.

= Se registra el niumero de organismos que flota en la superficie del agua sobrenadante,
gue nadan en ella, que se mueven por la superficie del sedimento y que emergen de él,
aparentemente muertos. Antes de tamizar la muestra, se retiran todos los anfipodos que
estén en la columna de agua o en la superficie del sedimento. Aquellos individuos que
no muestren actividad, pero cuya muerte no resulte evidente (no existe descomposicion)
seran pinchados suavemente bajo una lupa para asegurar que no manifiestan signo
alguno de vida (movimiento neuromuscular del ple6podo o de las antenas).

= Se tamiza el sedimento con una malla metélica o de nylon de 500 um y empleando agua
de ensayo. El material retenido en la malla sera lavado con agua de ensayo limpia. Los
organismos se iran retirando a medida que vayan apareciendo y la forma de discernir si
estan vivos o muertos sera la anteriormente expuesta. Los animales que no aparezcan
seran contabilizados como muertos al asumirse que murieron y se desintegraron en el
transcurso del ensayo.

5. Punto final del ensayo y tratamiento de datos

= El punto final a medir en este ensayo es la supervivencia.

= El porcentaje medio de supervivencia de anfipodos que sobreviven al cabo de los 10
dias de exposicion se calcula para cada grupo de réplicas que representan una muestra
de sedimento.

= Cuando se dé la circunstancia de que la mortalidad de anfipodos registrada en 1 de las 5
réplicas realizadas para el analisis de una muestra discrepe de forma considerable de
las otras 4 réplicas, esta puede llegar a eliminarse del célculo del porcentaje medio de
supervivencia de anfipodos del bioensayo. Para ello se calcula, por un lado, el
porcentaje medio de supervivencia de anfipodos con las 5 réplicas, y por otro, el
porcentaje medio de supervivencia de anfipodos con las 4 réplicas (desestimando la
réplica cuyo valor discrepa considerablemente del resto de las réplicas). Si la diferencia
entre ambos porcentajes es superior al 5% se eliminara la réplica discordante y el
porcentaje medio de supervivencia de anfipodos para el bioensayo sera el calculado con
las 4 réplicas de la muestra de sedimento restantes. En todo caso se podré eliminar a

Anejo IV - 68 -



Directrices para la caracterizacion del material dragado y
su reubicacion en aguas del dominio publico maritimo-terrestre

efectos del calculo del porcentaje medio de supervivencia de anfipodos del bioensayo
una, y sélo una, de las 5 réplicas ensayadas.

6. Procedimiento para el ensayo del compuesto téxico de referencia

Este ensayo habra de realizarse con cada lote de anfipodos recolectado.

Se trata de un ensayo estéatico de 96 h de duracién que emplea cloruro de cadmio de
calidad reactivo.

El ensayo comienza el mismo dia que el ensayo de ecotoxicidad del sedimento.

Se necesitan como minimo 1 blanco y 5 concentraciones de cadmio en agua por cada
tratamiento.

A menos que se indique lo contrario, todas las condiciones y procedimientos para
preparar y llevar a cabo el ensayo seran idénticas a las ya descritas en el presente
protocolo. Se realizaran 3 réplicas para cada concentracion de ensayo.

El ensayo se desarrolla sobre un minimo de 10 anfipodos por cAmara de ensayo.

El sedimento a emplear en este ensayo sera el mismo que el utilizado en la muestra
control del ensayo de la muestra problema.

El ensayo se desarrolla en oscuridad y con aireacion.

Las concentraciones seleccionadas para el ensayo de referencia habran de producir
mortalidades parciales en dos 0 mas concentraciones y permitir el calculo de una CE50
a las 96 h con unos limites de confianza del 95% aceptablemente estrechos.

Se han estimado unos valores de CE50 a las 96 h para Ampelisca sp. expuesto a
cadmio de 0,55 mg/t (ASTM, 2003) y para Corophium sp de 0,93 mg/t (USEPA, 2001).
Para que el ensayo se considere valido se podra aceptar un coeficiente de variacién
sobre estos valores inferior al 30% (CV<30%).

El agua de ensayo sera aireada hasta alcanzar un contenido en oxigeno superior o igual
al 90% de saturacion y su temperatura ajustada a los requerimientos de cada especie.

La temperatura del agua en cada contenedor se medira diariamente.
Oxigeno disuelto, salinidad y pH se mediran al principio y final de cada ensayo.

Al término de las 96 h de exposicion, se cuentan el numero de anfipodos vivos y
muertos.
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El punto final del ensayo es el porcentaje de supervivencia para cada tratamiento y la
CE50 a las 96 h.

Los resultados se expresan en mg Cd/t, considerandose validos y aceptables si la
supervivencia en el control a las 96 h es superior o igual al 90%.

Una vez se disponga de datos suficientes, se elaborara un diagrama histérico con los
valores de CE50 obtenidos en los ensayos de referencia, con objeto de determinar si los
resultados estan dentro de + 2 DS de los valores obtenidos en anteriores ensayos
usando cloruro de cadmio.

En el diagrama histérico vendran representados el logaritmo de la concentracion en
ordenadas (valor medio + 2 DS), frente al nimero o dia de ensayo en abscisas. Cada
nueva CE50 para el compuesto de referencia deber4 compararse con los limites
historicos establecidos; la CE50 sera aceptable si se encuentra entre dentro de dichos
limites. Todos los calculos de media y desviacién estadndar deberan hacerse en base al
log(CE50).

Si un valor de CE50 se encuentra fuera de los limites histéricos establecidos, la
sensibilidad de los organismos de ensayo y el desarrollo y precision del mismo estaran
bajo sospecha. En tal caso, se recomienda repetir el ensayo de referencia u obtener un
nuevo lote de organismos para evaluar la ecotoxicidad de las muestras.

Valores extremadamente variables para un compuesto de referencia llevaran al
establecimiento de limites histéricos amplios; asi un nuevo punto puede encontrarse
dentro de los limites histéricos y representar una alta variacion en los resultados. Asi
pues, se recomienda un coeficiente de variacion inferior al 30% como limite razonable.

. Andlisis e interpretaciéon de resultados

El personal que desarrolle el ensayo habra de demostrar que es capaz de recuperar una
media de al menos el 90% de los organismos presentes en el sedimento control. Para
ello se pueden afiadir organismos al sedimento control y recuperarlos 1 h después
(Tomasovic et al., 1995).

Los resultados del experimento control deberan usarse como criterio para juzgar la
validez y aceptabilidad del ensayo: la supervivencia media en el control tiene que ser
igual o superior al 90% para que el ensayo se considere valido.

Se considerard que la muestra de sedimento presenta toxicidad positiva si la
supervivencia es inferior al 70% de la detectada en la muestra control.

. Presentacion de resultados
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Se elaborara un informe para cada bioensayo realizado, que contenga los puntos expuestos
a continuacion:

1. Material de ensayo: breve descripcion del tipo de muestra; informacion sobre la etiqueta
de cada muestra; fecha de muestreo y llegada de las muestra al laboratorio.

2. Organismos de ensayo: especie, origen, fecha de recogida; cualquier comportamiento
anomalo de los organismos antes de su uso.

3. Instalaciones: nombre y direccion del laboratorio y nombre de la persona que lleva a
cabo el ensayo.

4. Agua de ensayo: tipo, origen y salinidad del agua de ensayo al comienzo del mismo.

5. Metodologia de ensayo: referencias de la metodologia aplicada (frecuencias de
mediciones y observaciones, etc.).

6. Condiciones de ensayo y procedimientos: descripcion de cualquier variacion introducida
sobre el presente procedimiento; nimero de réplicas por muestra; volumen de sedimento
y de capa de agua sobrenadante en cada contenedor; nUmero de organismos por
contenedor; fechas de comienzo y término del ensayo; todas las medidas de
temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, amonio y pH del agua sobrenadante para al
menos una réplica por ensayo; toda medida inferior al 60% de oxigeno disuelto
registrada en el agua sobrenadante.

7. Resultados de los ensayos: porcentaje medio de anfipodos que sobrevivieron en cada
tratamiento (incluyendo control) durante los 10 dias de ensayo. Conclusion de
ECOTOXICIDAD o NO ECOTOXICIDAD para cada muestra. Valores de CE50 del
ensayo de 96 h con cloruro de cadmio (incluyendo los limites de confianza al 95%)
expresados como mg Cd/t, junto con el valor medio geométrico (x 2 DS) si se hubiera
hecho este ensayo con anterioridad en las instalaciones.
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ANEJO V: MEDIDAS PREVENTIVAS Y USO DE LAS MEJORES PRACTICAS
AMBIENTALES

1. MEDIDAS PREVENTIVAS Y DE MITIGACION DE LOS EFECTOS NEGATIVOS DE LAS
OPERACIONES DE DRAGADO DE LOS MATERIALES

1. Las medidas de prevencion y mitigacion seran definidas en las etapas iniciales del
proyecto, de manera que puedan ser tenidas en consideracion en la evaluacion de
alternativas. Debera establecerse, con el suficiente grado de detalle:

- Eltipo de medida a establecer
- Las variables del medio sobre la que se pretende actuar y los resultados esperables
- Los parametros que determinaran su establecimiento y el umbral para los mismos

- Su extension espacial y/o temporal

2. Las medidas de prevencion y mitigacion a considerar en los proyectos de dragado seran:

= De caracter general o estratégico:

- Control operacional de los equipos de dragado.

- Seleccion de los equipos de dragado y calendario de las operaciones adecuado, de
manera que se minimicen los impactos espaciotemporales sobre las comunidades de
bentos y necton (y sus fases plancténicas), atendiendo a sus ciclos de vida.

- Seleccidn de equipos de dragado dotados de tecnologia antiturbidez (ecodragas).

- En caso de dragas de succién en marcha, ajuste de los rumbos de la draga para que
al final del llenado (méaximas pérdidas por lavado), se encuentre lo mas alejada
posible de las posibles zonas a proteger.

- Disefo adecuado de la orientacion, forma y dimensiones finales de las zanjas de
dragado, para evitar la formacion de canales preferenciales que puedan modificar
sustancialmente la dinamica sedimentaria.
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Especificas de cada proyecto:

En zonas sensibles 0 muy cercanas a ellas: uso de sistemas de dragado de alta
precision y que reduzcan la resuspension del material (p. ej. mediante tecnologia de
recirculacién del agua de dragado). Empleo de cortinas antiturbidez que impidan el
paso de sedimentos en suspension hacia las zonas aledafias sensibles.

Zona con intensas corrientes mareales: realizacion de las labores de dragado
coincidiendo con periodos de mareas muertas para limitar el area de afeccion
influenciada por la resedimentacion del material suspendido.

Zonas con caladeros cercanos: zonificacién del area para programar las operaciones
de dragado de manera que las pesquerias mas sensibles queden protegidas y se
posibilite el acceso de las embarcaciones a sus caladeros tradicionales.

Zonas de interés arqueoldgico: realizacibn de una prospeccién subacuatica
superficial mediante métodos directos (buceadores), o métodos indirectos (filmacién
submarina georeferenciada, sonda multihaz, sonar de barrido lateral, sondas
interferométricas), y una prospeccion subacuatica profunda si se va a extraer una
capa importante de sedimentos (perfiladores acusticos y magnetométricos).
Seguimiento de las actuaciones por personal especializado para evitar posibles
afecciones sobre el patrimonio argueoldégico.

Proyectos que requieren especial proteccion del entorno: empleo de sistemas que
incorporan los “ultimos desarrollos en sistemas de dragado menos impactantes”.

Proyectos a ejecutar en zonas de escaso hidrodinamismo: empleo de pantallas
antiturbidez o pantallas de burbujas (antiturbidity bubble air wall).

2. MEJORES PRACTICAS AMBIENTALES PARA EL DRAGADO DE LOS MATERIALES

1. Las operaciones de dragado se deberan planificar y controlar adecuadamente con el
objeto de minimizar sus efectos en el medio marino. Durante el desarrollo de estas
operaciones se aplicaran las mejores practicas ambientales para minimizar los impactos del
dragado, mejorar la calidad del sedimento y optimizar las cantidades vertidas.

2. De cara a minimizar los impactos del dragado se podra disminuir el incremento de
turbidez utilizando equipos de excavacion y cabezales de dragado dotados de recirculacion
de agua, mediante el empleo de pantallas antiturbidez, reduciendo el overflow o rebose en
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caso de dragas de succion, usando dragas especialmente disefiadas para el dragado de
sedimentos contaminados o evitando la utilizacion de dragas que introduzcan grandes
cantidades de sedimentos en suspension en la columna de agua. La disminucién de oxigeno
disuelto en la columna de agua podra conseguirse evitando realizar el dragado en periodos
de temperaturas elevadas.

3. La mejora de la calidad del material a dragar o verter al mar se podra realizar in situ antes
del dragado mejorando los aspectos fisicos del material dragado (cohesién, consistencia y
densidad) mediante la utilizacién de medios fisicos como la vibracion para el incremento de
la densidad de los sedimentos, y/o en la cantara de la draga mediante la separacion
mecanica (hidrociclones para la separacion de las fracciones granulométricas, flotacion,
floculacion y desecacion).

4. La optimizacién de las cantidades vertidas se llevara a cabo dragando el minimo volumen
de material y mejorando el proceso de dragado.

- Para dragar el minimo volumen de material se deberan optimizar las necesidades de
dragado (dragando solamente la cantidad de material requerido para la navegacion,
dragando estructuras arenosas moviles, utilizando estructuras hidraulicas para
reducir la sedimentacion y vigilancia precisa de las profundidades dragadas con una
frecuencia adecuada) y optimizando la gestién de las operaciones de dragado
(utilizacion de sistemas de reconocimiento y medicidn precisos, disponibilidad de
datos de reconocimiento y medicion a bordo y evaluacion del proceso mediante la
visualizacién/evaluacion de los recorridos, perfiles y zonas dragadas, intensidad del
dragado, etc.).

- Para mejorar el proceso de dragado se deberd llevar a cabo un control efectivo del
proceso (medidas en continuo, control del area, rumbo y velocidad de la draga,
posicion de los cabezales de succién, de la retroexcavadora..., medida de la
velocidad de mezcla y concentracion, diagrama de la carga, sistema de medida de la
cantara de vigilancia del proceso de llenado), mejorando las técnicas de produccién
(sistemas de succién gue mejor se adapten, bombas de dragado sumergidas,
instalaciones de degasificacion, etc.) y empleando técnicas selectivas de dragado
(por ejemplo, dragado selectivo para separar el material contaminado).
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3. MEJORES PRACTICAS AMBIENTALES PARA EL VERTIDO O CONFINAMIENTO DE
LOS MATERIALES

1.- Suspender las operaciones de vertido al mar en situaciones meteoroldgicas (oleaje,
viento, corriente) que no permitan asegurar la deposicion del material dragado en la zona
autorizada.

2.- En aquellas actuaciones en las que se detecte un contenido significativo de residuos
sblidos de origen antropico, la embarcacién debera estar dotada de los dispositivos
necesarios para su separacion del material sedimentario. Dichos residuos deberan ser
gestionados adecuadamente en tierra en lugar de ser vertidos al mar.

3.- Restricciones temporales (por ejemplo en determinados estados de la marea o
estacionales) para las operaciones de vertido de manera que se eviten interferencias con la
reproduccién o migracion de especies marinas.

4.- Planificacibn de la operacion de vertido de manera que materiales diferentes se
dispongan de tal modo que su distribucién ayude al aislamiento de aquellos materiales que
sean potencialmente mas contaminantes.

5.- Técnicas de confinamiento previas al vertido de los materiales de categoria C que
contribuyan a mejorar sus resultados, siempre y cuando se cumpla con lo dispuesto en el
articulo 27.2.

6.- Restriccion o prohibicion de actividades (como pudiera ser la pesca de arrastre) que
pudieran alterar la capa de recubrimiento en zonas de confinamiento de los materiales.
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ANEJO VI: GUIA PARA LA REALIZACION DEL ESTUDIO DE USOS PRODUCTIVOS

1. El estudio de usos productivos se realizard, con caracter general, para los materiales a
dragar exentos de caracterizacion quimica y biolégica y para los materiales a dragar
incluidos dentro de las categorias A y B, es decir, para materiales no contaminados o con
concentraciones moderadas de contaminantes. El objetivo del estudio, sera la evaluacion de
las diferentes alternativas de usos productivos de los materiales de dragado frente a su
vertido al mar.

2. Para los materiales clasificados como pertenecientes a la categoria C o como residuos no
peligrosos, para los que Unicamente cabe la utilizaciobn de una técnica adecuada de
confinamiento o su tratamiento, se debera considerar su utilizacién como material de relleno,
gue tendrd la consideracién de uso productivo. Asimismo, si el material es sometido a una
técnica de tratamiento, se deberd considerar la posibilidad de usos productivos tras la
misma.

3. El estudio de usos productivos se desarrollara siguiendo los siguientes pasos:

Consideracion de las diferentes opciones de usos productivos en ubicaciones en el
DPMT

4. Se deberan considerar los diversos usos productivos a los que puede ser sometido un
material dragado no contaminado, entre los que cabe destacar:

Usos en obras publicas:

- Regeneracion y creacion de playas. Trasvases.

- Creacion de tierra firme y mejora de terrenos.

- Rellenos, sustituciones y recubrimientos.

- Construccién de bermas sumergidas.

- Defensa de costas como creacion de barras, proteccion de taludes, etc.

- Construccioén de diques y presas de tierra.
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- Regeneracion de suelos contaminados.

Usos en agricultura y pesca:

- Creacion y mejora de tierra vegetal (limitada cuando se trate de sedimentos
marinos por efecto de la salinidad).

- Acuicultura, regeneracién de bancos marisqueros.

- Mejora de recursos pesqueros.

Usos en medio ambiente:

- Regeneracion de fondos marinos contaminados.
- Regeneracion y creacién de zonas humedas.

- Creacion de islas de nidificacion.

Evaluacion de la oferta y la demanda en cuanto al suministro de materiales de
dragado

5. Se debera evaluar si los materiales de dragado cubren las necesidades de los usos
productivos considerados en cuanto a cantidad y si estan disponibles para su uso en el
momento oportuno.

Caracterizacion de los materiales a dragar

6. En principio, la caracterizacion de los materiales de acuerdo con las presentes Directrices
puede resultar suficiente para evaluar su potencial utilizacion para un uso productivo, si bien
en determinadas ocasiones podria requerirse de la determinacién de parametros
complementarios como el pH, la salinidad y los nutrientes si se considera, por ejemplo,
utilizar el material para usos agricolas o bacteriologia si el material se destina a
regeneracion de zonas de bafo.
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7. Un aspecto importante a tener en consideracion son las caracteristicas granulométricas
de los materiales, ya que los diferentes usos productivos previstos dependen en gran
medida de la distribucion del tamafio de grano de los sedimentos.

8. Para el caso especifico de utilizacion del material dragado para su aporte a playas se
estara a lo dispuesto en su regulacion especifica.

9. Por ultimo, en el caso de los usos productivos en obras publicas se debera considerar la
determinacién de paradmetros geotécnicos, mineraldgicos y reolégicos y la realizacion de
pruebas de asentamiento y de consolidacion de los materiales que aseguren la integridad y
la estabilidad de las obras.

10. Si fuera necesaria una caracterizacion adicional de los materiales a dragar, se disefara
una nueva toma de muestras segun lo establecido en el Capitulo Il de las presentes
Directrices.

11. De manera indicativa se presentan en la tabla 1 los aspectos de la calidad del material a
dragar que deberan considerarse en cada uso productivo.

Tabla 1

Aspectos de la calidad del material de dragado a considerar en el analisis de usos productivos

ion Tamafi Nutrien- ntamin nteni Valor -
CRENESEE amano COoT utrie Desechos co fa. Metales Contenido a,o. ©s Toxicidad
uso grano tes organica en sales estéticos

Usos en obras publicas

Creacion de
tierra firme y * * * * * * * * *
mejora de
terrenos

Rellenos,
sustituciones y
recubrimientos

Regeneracion * * * * * *
y creacion de

playas.
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Trasvases

Construccion
de bermas
sumergidas

Defensa de
costas como
creacion de
barras,
proteccion de
taludes, etc.

Construccion
de diques y
presas de
tierra

Usos en agricul

turay pesca

Creacion y
mejora de
tierra vegetal

Acuicultura 'y
regeneracion
de bancos

marisqueros

Mejora de
recursos
pesqueros

Usos en medio

ambiente

Regeneracion
fondos
marinos
contaminados

Regeneracion
y creacion de
zonas
hdamedas

Creacion de
islas de
nidificacién

Seleccion del emplazamiento
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12. Se deberé seleccionar el emplazamiento mas adecuado para el uso productivo previsto
para los materiales de dragado.

Viabilidad técnica

13. Se debera evaluar la viabilidad técnica para implementar un uso productivo concreto en
un lugar determinado. Se consideraran los métodos de dragado, los equipos necesarios
para la ejecucion de la obra, la distancia a cubrir en el transporte de los materiales, las
necesidades de un almacenamiento intermedio y de tratamiento ex situ para los mismos
(separacion, contencion, consolidacion, desecacién, bioremediacion, inmovilizacién quimica
y estabilizacién, inmovilizacion térmica, etc.), la adecuacion del emplazamiento de los
materiales de dragado (aislamiento, contencién, desbroce), los sistemas de colocacion de
los materiales en el lugar elegido (difusores, impulsion por cafién o “rainbow”, colocacion en
el fondo marino, etc.) y la necesidad de tareas de mantenimiento y vigilancia.

14. Se deberéan tener en cuenta, ademas, las limitaciones técnicas en cuanto a distancias de
bombeo, profundidad de la masa de agua, accesos, existencia de infraestructuras, etc.

Consideraciones normativas

15. Los usos productivos considerados junto con el emplazamiento seleccionado
cumplirdn con la normativa en vigor, y, de manera particular, las disposiciones
establecidas por la Ley 22/1988, de 28 de julio, de Costas y el Real Decreto
876/2014, de 10 de octubre, por el que se aprueba el Reglamento General de
Costas. en lo referente a los dragados y las extracciones de aridos del mar, y la
normativa sectorial y autonémica que le sea de aplicacion.

Evaluacién de la aceptabilidad ambiental

16. Se deberdn evaluar los potenciales efectos adversos de los usos productivos
considerados sobre el medio ambiente, en concreto:

- Fauna (bioacumulacién, ecotoxicidad y biomagnificacion).
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- Flora (bioacumulacién y ecotoxicidad).

- Aguas subterrdneas (contaminacion de las aguas subterraneas y de la red
tréfica).

- Aguas superficiales (contaminacion de las aguas superficiales y de la red trofica).
- Suelo (contaminacién y erosion).
- Aire (contaminacion, polvo y olores).

- Impactos sobre el paisaje, impactos visuales, econémicos y sobre los usos del
suelo.

17. Si se identificaran impactos potenciales significativos, el proyecto de implantacion del
uso productivo debera descartarse o se deberan realizar modificaciones en el mismo que
aseguren su viabilidad ambiental

Vigilancia y Seguimiento

18. Se definird un programa de vigilancia con el fin de verificar el impacto del uso productivo
adoptado y de su funcionamiento. El programa constara de vigilancia fisica para comprobar
la integridad y estabilidad de la obra realizada y de vigilancia ambiental de los efectos sobre
la flora, la fauna y la calidad de las aguas, ajustando su extension temporal y la periodicidad
de los controles en funcién de las caracteristicas de los materiales y los resultados que
vayan obteniéndose en el propio programa de vigilancia.
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