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1. INTRODUCCION.

Podria afirmarse que una de las principales caracteristicas del estudio de la Contaminacién Ambiental
es su interdisciplinaridad. Se trata de un terreno en el que casi todas las ciencias, tanto naturales como
sociales, se interrelacionan y complementan contribuyendo a su desarrollo conceptual y metodoldgico.
Dentro de los métodos de estudio, las técnicas de analisis de los contaminantes, y de sus efectos, des-
empenan un importante papel.

Descubrir los diferentes elementos que afectan a un sistema contaminado (lo que corresponderia al
concepto clasico de “analisis” tan propio de las ciencias quimicas), establecer la forma en que tales
componentes interactian, y conocer el modo en que el sistema responde ante la alteracion (cuestiones
mas caracteristicas de la vision “sistémica” de las ciencias bioldgicas), son puntos clave para abordar
los problemas de contaminacion ambiental, tanto en lo relativo a la prevencion como al diagnostico, la
correccion y la remediacion.

El gran desarrollo técnico de las tltimas décadas ha suministrado herramientas cada vez mas podero-
sas de analisis, y prediccion. Gracias a ellas podemos detectar compuestos xenobidticos en concentra-
ciones de partes por trillon, contar particulas de apenas unos micrometros de tamafo, o identificar
cepas microbianas con rapidez y fiabilidad. Ahora bien, es necesario distinguir entre aquellas técnicas
empleadas en la investigacion cientifica, y aquellas otras que, de forma cotidiana, son utilizadas en los
laboratorios medioambientales para controlar la contaminacion. En esta distincion entran en juego dos
poderosos factores estrechamente ligados: los normativos y los economicos.

En los ultimos 25 afios los paises mas desarrollados, y especialmente los pertenecientes a la UE, a
través de estamentos legislativos nacionales, y supranacionales, han producido abundante normativa
ambiental. Parte de esa normativa ha ido dirigida al control de la contaminacion, tanto en los medios
receptores como en las fuentes emisoras. Para ello indican, generalmente, una serie de parametros de
control, las técnicas a emplear en su evaluacion, y los valores de referencia que se deben considerar
aceptables. La forma en que las diferentes normas tratan estos aspectos es muy variable: unas sefialan
parametros con valores de referencia, en ocasiones dificilmente alcanzables por las técnicas de analisis
descritas, otras proporciona valiosos detalles en cuanto a metodologia y parametros de control de
calidad a cumplir, y por ultimo las hay tan abiertas a la libre interpretacion que el éxito de su implan-
tacion queda en manos de la voluntad de las administraciones locales. La lentitud inherente a todo
proceso legislativo, junto con la inercia de permanencia de las normas una vez incorporadas al orde-
namiento juridico, hacen que los avances técnicos en materia de analisis se introduzcan en las leyes,
por lo general, de manera muy tardia.

Del lado econdémico nos encontramos con los intereses empresariales, energéticos, urbanisticos, indus-
triales, e incluso en ocasiones de los propios Gobiernos, que ven con recelo toda normativa ambiental
a la que deben someter sus actividades, y a la que suelen considerar un recorte a la libertad de merca-
do. Esta concepcion se traduce, la mas de las veces, en destinar a labores de seguimiento y evaluacion
de contaminantes la menor cantidad de dinero posible, prefiriendo hacer solo lo imprescindible para
no situarse al margen de la ley.

Por tanto nos encontramos de un lado con una evolucion sin precedentes en tecnologias de investiga-
cién de contaminantes, y por otro con un marco politico y econémico caracterizado por la lentitud en
un caso, y por la primacia de la minima inversion posible en el control cotidiano de fuentes, medios, y
efectos, en el otro. Como consecuencia, el grupo de técnicas para analisis de contaminantes y sus
efectos a las que, normativamente, debemos cefiirnos representa tan solo una parte de la totalidad que
nos ofrece el desarrollo cientifico y técnico.
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2. TIPOS DE TECNICAS. METODOS Y PROCEDMIENTOS.

Atendiendo a los parametros de control incluidos en las normas legales actualmente en vigor, las téc-
nicas de de analisis pueden clasificarse en cuatro grupos: Quimicas, Microbioldgicas, Toxicoldgicas, y
Biologicas.

TIPOS DE TECNICAS

Quimicas Microbiologicas Toxicologicas Biologicas

Decreto 833/1975.Proteccion de
ambiente atmosférico.

R.D. 1613/1985. Calidad del aire
(SO, y particulas)

R.D. 646/1991. Emision de
contaminantes de grandes instala-
ciones de combustion.

R.D. 1073/2002. Aire ambiente
(SO,, NOx, particulas, Pb, bence-

no, CO).

R.D. 117/2003. Limitacién de
COVs.

R.D. 653/2003. Incineracion de
residuos.

Directiva 2000/60/CE. Directiva | Directiva 2000/60/CE. | Ley 10 CAM, vy | Directiva

Marco. Directiva Marco. analogas en otras | 2000/60/CE. Directi-
Decision 2455/2001/CE. Sustan- CCAA. Vertidos a la | va Marco.
cias prioritarias. R.D. 734/1988. Aguas | red
de bafo.
R.D. 849/1986. Reglamento del | R.D. 865/2003. Legio-
Dominio Publico Hidraulico. nella

R.D. 734/1988. Aguas de bafo.
R.D. 995/2000. Sustancias listas I
y 1L

R.D.140/2003. Aguas de consumo
R.D. 865/2003. Legionella.

R.D. 606/2003. Vertidos.

Orden MAM/1873/2004. Mode-
los de solicitud de vertidos.

Ley 10 CAM, y anilogas en
otras CCAA. Vertidos a la red.
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TIPOS DE TECNICAS
Quimicas Microbiologicas Toxicologicas Biologicas
R.D.9/2005. Suelos contamina- R.D.9/2005.  Suelos
dos. contaminados.
Orden 13/10/1989. Caracteriza- Orden  13/10/1989.

cion de residuos peligrosos.

R.D. 1310/1990. Lodos de depu-
radora.

R.D. 363/1995. Clasificacion,
etiquetado y envasado de sustan-
cias peligrosas.

Caracterizacion ~ de
residuos peligrosos.

R.D. 363/1995.
Clasificacion, etique-
tado y envasado de
sustancias peligrosas.

R.D. 952/1997. Constituyentes de R.D. 952/1997.
residuos peligrosos. Constituyentes de
residuos peligrosos.
Decision 2003/33/CE. Aceptacion
de residuos en vertederos.

A parte de las peculiaridades intrinsecas a cada uno, las principales caracteristicas de estos grupos
son:

e  Técnicas quimicas:

- Son los que estan mas arraigadas, tanto en su implantacion practica como en la le-
gislacion, al ser las mas antiguos.

- Es mas sencillo evaluar en ellas parametros de control de calidad (limites de cuanti-
ficacion, incertidumbres, exactitud, precision), debido a que no estan directamente
influenciadas por la variabilidad inherente a la materia viva.

- Son, en general, las mas rapidos para evaluar las caracteristicas de un efluente o de
un medio receptor.

e  Técnicas microbiologicas:

- Se encuentran limitadas a contaminantes biologicos, y a su presencia en efluentes y
en medios receptores.

e  Técnicas toxicologicas:

- En especial las llamadas ecotoxicoldgicas, permiten prever la reaccion del compo-
nente bidtico de los ecosistemas ante la contaminacion, si bien suelen restringirse a
determinados niveles de organizacion biologica, a determinados eslabones de las
cadenas troficas, y a reacciones “in Vitro”.

- Son mas lentas, en general, que los quimicas.

- Requieren, en general, de una infraestructura muy diferente a la de las quimicos, lo
que les hace con frecuencia mas costosas
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e  Técnicas bioldgicas:

- Tienen en comun con las toxicoldgicas la lentitud, pero a diferencia de estas esta-
blecen la respuesta de los ecosistemas “in vivo”, y abarcan un significativo numero
de elementos bidticos.

- Son menos costosas en infraestructuras que las anteriores, pero requieren, en gene-
ral, de personal con un mayor nivel de cualificacion.

Cualquier técnica tiene por objeto la determinacion, cuantitativa o cualitativa, de un parametro (un
analito, un organismo, una respuesta biologica), mediante equipos e instrumentos, aprovechando al-
guna propiedad fisica, quimica, o biologica, de la materia. Asi, las técnicas espectroscopicas se basan
en las interacciones posibles que se dan entre la radicacion electromagnética y la materia inerte; las
técnicas microbiologicas de cultivo aprovechan la capacidad de muchas bacterias para crecer “in
vitro” formando colonias, etc.

La aplicacién concreta de las diferentes técnicas se lleva a cabo mediante METODOS DE ENSAYO.
El método tiene un caracter menos genérico que la técnica, y especifica la forma en que ésta se aplica
para la determinacion de un parametro en una matriz y bajo unas condiciones concretas. Actualmente
se dispone de un gran nimero de métodos de ensayo normalizados, redactados y editados por entida-
des de reconocida solvencia ( United State Enviromental Protection Agency (USEPA), International
Standaritation Organization (ISO); etc). En ellos se indica, entre otros: el ambito de aplicacion del
método, la manera en que se debe realizar el ensayo, los medios instrumentales, reactivos y fungibles
necesarios, y la forma en que se deben realizar los calculos y expresar los resultados.

Un laboratorio puede realizar sus ensayos de dos maneras diferentes:

- Adaptandose a un método normalizado, lo que implica asumir y seguir punto por
punto lo que indique la norma, sin desviarse de ella.

- Elaborando un PROCEDIMIENTO INTERNO. El procedimiento se confecciona a
partir de diversas fuentes: métodos normalizados, bibliografia cientifica, experiencia
propia, etc).

Optar por una u otra opcion tiene una gran importancia de cara a validar un método de ensayo. Por
validacion se entiende el proceso que permite demostrar si los resultados obtenidos por un método son
fiables, reproducibles y permiten utilizarlos para lograr un objetivo dado. Cuando para poner a punto
un ensayo elige por seguir un método normalizado, el trabajo de validacion suele ser menor que si se
opta por un procedimiento interno, pero también suele limitar el rango de aplicacion del ensayo. Con
todo, la tendencia actual, marcada por las nuevas legislaciones y por los organismos de acreditacion,
es la puesta a punto de técnicas mediante la incorporacion de una norma en lugar de por procedimien-
to interno.
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3. PARAMETROS DE CALIDAD DE UN METODO ANALITICO.

Los “parametros de calidad de un método analitico” nos permiten conocer si resulta o no adecuado
para la resolucion de un problema. Los principales de estos parametros son:

- La exactitud.

- Laprecision.

- La sensibilidad.

- El limite de deteccion.

- El limite de cuantificacion.
- Intervalo de linealidad.

- Laincertidumbre.
- Laselectividad o especificidad.

La exactitud es el grado de concordancia entre un resultado obtenido experimentalmente y el valor
real. Ese resultado puede ser el de una medida individual o el de la media de una serie de medidas
realizadas sobre un niimero n de alicuotas idénticas de una misma muestra.

La exactitud puede cuantificarse mediante el error absoluto (E,) o mediante el error relativo (E,):

Ea:(i)ufx

E, = (HEJ/x

Doénde p es la media de las medidas, y X el valor verdadero.
En funcién del error relativo se pueden considerar tres tipos de métodos de analisis quimicos:
Veraz, si E, < 1%
Moderadamente veraz, si E; esta entre el 1% y el 5%

Poco veraz, si E; > 5%

La precision mide el grado de dispersion que presenta una serie de resultados obtenidos con replica-
dos de la misma muestra. Cuanto mayor es la precisiéon de un método, mayor sera su reproducibilidad:
cuando se repita el andlisis en momentos, e incluso en laboratorios, distintos, se obtendran siempre
resultados similares.

La forma matematica de expresar la precision es el coeficiente de variacion (CV), que es el cociente
entre la desviacion normal de una serie de medidas (s) y su media () expresado en %:

CV (%) = (s/p).100
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La sensibilidad de un método analitico es la relacion entre la variacion de la sefial analitica medida y
la variacion de la concentracion del analito que la provoca:

S = Ax/AC

Doénde:
AX es el incremento de la sefial
AC es el incremento de la concentracion del analito

El limite de deteccion (LD) es la concentracion mas baja de analito que puede detectarse aunque no
cuantificarse con exactitud. Formalmente se define como la cantidad minima de analito que origina
una sefial analitica (X p) estadisticamente distinta a la generada por el blanco (ug) . Se considera esta-
disticamente distinta si supera tres veces la desviacion estandar de la sefial del blanco:

Xip = pg + 3sp

El limite de cuantificacion (LC) es la concentracion mas baja de analito que puede cuantificarse con
exactitud. Numéricamente es la concentracion minima de analito que origina una sefial analitica (X p)
diez veces superior a la generada por el blanco (i) . Se considera el limite inferior del rango lineal
del método, esto es, del intervalo de concentraciones donde el método es aplicable:

Xip = pg + 10sg

El intervalo de linealidad es el rango de concentraciones del analito en el que el método es aplicable,
esto es, en el que la relacion concentracion/sefial es ajustable a la ecuacion de una recta. El limite
inferior de este rango viene dado por el limite de cuantificacion.

La incertidumbre del método marca el intervalo de valores dentro del cual se espera encontrar el
valor verdadero de la magnitud medida. Se trataria del rango en el que, con una probabilidad determi-
nada, se encuentra el valor real del analito. Por ejemplo, una incertidumbre del 10% en el analisis de
particulas en emision mediante un método gravimétrico nos indica que el resultado real de particulas
esté entre el 10% por arriba y el 10% por debajo de la pesada obtenida. Asi, si el valor de la pesada es
de 100 mg/filtro, el valor real de particulas estara comprendido entre 90 mg/filtro y 110 mg/filtro.

La selectividad o especificidad es la capacidad de un método para originar resultados que so6lo de-
pendan de la cantidad de analito presente en la muestra. Se encuentra relacionada con las interferen-
cias que puedan producir los diferentes componentes de la matriz de la muestra: cuanto menos influ-
yan en la medida mas selectivo sera el método.
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4. TECNICAS DE ANALISIS QUIMICO.
4.1. Pretratamientos.

Con frecuencia el analito no se encuentra en la muestra en un estado adecuado para su determinacion.
La mayoria de las técnicas analiticas necesitan que el analito se encuentre disuelto en un solvente
adecuado, y que la concentracion de la especie a determinar esté dentro de unos limites; por lo que, en
general, la medida no se puede realizar directamente sobre la muestra tal cual. La complejidad y el
nimero de operaciones que se deben realizar en esta parte del proceso de analisis dependen de la natu-
raleza de la muestra (gas, liquido, o so6lido) y del tipo de analito que deseamos medir (inorganico u
organico).

En el analisis quimico de contaminantes ambientales en el laboratorio, las muestras pueden proceder
de muestreos de atmosfera, de agua, de suelo, y de residuos. Las muestras de atmoésfera suelen reco-
gerse sobre sustratos captadores (por filtracion y por adsorciéon), y sobre soluciones absorbentes, sien-
do menos frecuente el muestreo y transporte del gas tal cual hasta el laboratorio (caso de las bolsas
tedlar, y recipientes similares). Por ello usualmente nos encontraremos que la matriz de una muestra
de atmosfera sera liquida o solida.

Los principales tratamientos a los que se someten las muestras en funcion de su naturaleza y del tipo
de especie quimica que se quiere analizar se resumen en el cuadro siguiente:

TIPO DE ESPECIE QUIMICA

TIPO DE MUESTRAS INORGANICA ORGANICA
e  Filtracion e  Extraccion liquido-liquido
Liquidas y gaseosas e Centrifugacion e  Extraccion en fase solida
e Lixiviacion e  Extraccion sélido-solido
e  Solubilizacion e  Extraccion so6lido-liquido

La filtracion permite la separacion de las particulas solidas presentes en una muestra liquida o gaseo-
sa. Los sistemas de filtracion son dispositivos mas o menos complejos que constan de un portafiltro en
el que se coloca el filtro sobre el que van a quedar retenidas las particulas. Los filtros pueden ser de
muy diferentes formas y materiales, y diametros de poro muy variables. Los mas frecuentes en anali-
sis de contaminantes son los de esteres de celulosa y los de fibra de vidrio, con tamafios de 47 mm de
diametro y porosidad de 0,45 micrometros.

Ala trompa I‘F
devacio 49

c—
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La centrifugacion permite separar las particulas en muestras liquidas. La velocidad y el tiempo de
centrifugacion dependeran del tamafio de particula que deseamos separar.

o oD
/

La lixiviacién consiste en separar selectivamente algtin componente de una muestra solida mediante
una reaccion quimica. Terminada la reaccion, los productos resultantes se separan mediante filtracion.
En quimica ambiental, el agente lixiviante suele ser poco agresivo: agua destilada (caso del método
DIN S4) o una disolucion de acido acético diluido (caso del método USEPA), que estan en contacto
con la muestra durante 24 horas.

La solubilizacién de una muestra solida, o de los solidos presentes en una muestra liquida, puede
realizarse de diferentes maneras. Aqui sefialaremos cuatro:

- Agitacion

- Disolucion asistida por ultrasonidos
- Digestion en vaso abierto

- Digestion asistida por microondas

La solubilizacién mediante agitacion trata de lograr la separacion del analito de la muestra sélida
mediante medios mecanicos. Su variante mas sencilla es el empleo de barras agitadoras magnéticas, o
de agitadores tipo orbital o de vaivén, en los que se introduce la muestra junto con el disolvente ade-
cuado en un recipiente sometiéndolo a agitacion. La solubilizacion puede acelerarse calentando la
mezcla.

La disolucién asistida por ultrasonidos, se basa en el empleo de vibraciones sonoras superiores al
nivel auditivo humano. Los ultrasonidos agitan la disolucion mediante la formacion de burbujas mi-
croscopicas que se dilatan y contraen. Existe un punto en el que la burbuja se dilata tanto que explota,
momento en el que, por un brevisimo instante, se generan, puntualmente, elevadas presiones y tempe-
raturas. Como consecuencia de la agitacion de la disolucion, y de las pequeiias explosiones, los so6li-
dos de la mezcla se agrietan y fragmenta, facilitindose el paso de los analitos a la disolucion. La apli-
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cacion de ultrasonidos suele hacerse mediante sondas, que se introducen en la disolucién, o mas
usualmente mediante bafios relleno con agua en los que se sumerge el recipiente conteniendo la mez-
cla a tratar.

La digestion en vaso abierto consiste en disolver la muestra sélida con ayuda de soluciones acidas. El
tipo de solucion, y su concentracion dependera del analito que deseemos desprender del sdlido. El
proceso esta acompafiado de agitacion y calefaccion.

La digestion asistida por microondas aprovecha el efecto que produce este tipo de radiacion sobre las
disoluciones. Las microondas son ondas electromagnéticas cuya frecuencia esta entre 3.10° y 3.10"!
Hz. Esta radiacion provoca la rotacion de las moléculas de agua, la migracion de los iones, y el movi-
miento de los electrones de los metales. Las moléculas de agua ven frenada su rotacion al chocar con
moléculas circundantes lo que provoca la transformacion de esa energia cinética en térmica, calentan-
dose la disolucion. Los electrones de los metales ven también frenado su movimiento lo que provoca
un rapido calentamiento de los componentes metéalicos. La aplicacion de esta modalidad de digestion
se realiza mediante hornos de microondas dotados de vasos de teflon PFA (perfluoroalkoexitileno), un
tipo de teflon con elevado punto de ebullicion (306°C). La muestra se introduce en los vasos de teflon,
generalmente junto con una mezcla de 4cidos adecuada a cada caso. Los vasos van provistos de senso-
res de temperatura y de presion que detienen la digestion si se superan los valores de seguridad esta-
blecidos.

Extracciones. A diferencia de la solubilizacion, en la que se pasa un analito de un s6lido a una disolu-
cion circundante; en la extraccion lo que se persigue es pasar el analito de una matriz a otra de dife-
rente naturaleza. La extraccion suele estar referida a compuestos orgdnicos de diferente polaridad a los
que se les trata de extraer aprovechando su mayor solubilidad en determinados disolventes.

La extraccion liquido-liquido consiste en poner en contacto un determinado volumen de muestra
liquida con otro de disolvente poco o nada miscible con la muestra pero si con el analito. La mezcla se
agita y posteriormente se deja en reposo hasta que nitidamente aparezcan dos fases facilmente separa-
bles: una polar, correspondiente a la muestra, y otra apolar, que contendra la especie quimica que
queremos determinar. El dispositivo mas empleado para llevarla a cabo es el embudo de decantacion.

La extraccion en fase sdlida (solid phase extraction, 0 SPE) es un procedimiento que consiste en
hacer pasar una porcion de muestra liquida, que contiene el analito, a través de un material sorbente
(extractante solido) por el que el analito posee mayor afinidad que por el disolvente en que se encuen-
tra, y sobre el que queda adsorbido. Tras la adsorcion, los analitos se eluyen con una pequefia cantidad
de otro disolvente extractor con el que interacciona con mayor fuerza que con el sorbente. La SPE no
solo consigue un cambio de matriz, sino que reduce el volumen de la muestra. Se realiza mediante
pequeiias columnas abiertas de plastico (entre 3 y 20 ml de capacidad), con una abertura de entrada de
mayor didmetro, y otra de salida mas pequefia. El sorbente se coloca en el fondo de la columna y suele
consistir en silice modificada con diferentes grupos quimicos.
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La extraccién solido-solido consiste en mezclar una pequefia cantidad de muestra sélida con una
cantidad similar de extractante, también sélido, y homogeneizar. El homogeneizado se introduce en un
cartucho especial por el que se hace pasar un disolvente adecuado a la especie quimica que queremos
determinar, con lo que ésta quedara en disolucion.

La extraccion sdlido-liquido consiste en poner en contacto la muestra sélida con un liquido extrac-
tante y someter a la mezcla a una serie de operaciones que permitan que la mayor parte posible del
analito a determinar pase de la muestra al disolvente. Entre estas operaciones las mas usuales son la
agitacion mecdnica (manual o mediante ultrasonidos) y la extraccion con calentamiento mediante
dispositivos tipos Soxhlet.
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4.2. Tipos de técnicas de analisis quimico.
Pueden clasificarse en dos grandes grupos: técnicas clasicas, y técnicas instrumentales.

e Las técnicas clasicas estan basadas en reacciones cuantitativas en las que se alcanza el equi-
librio quimico con la intervencion del analito. La propiedad analitica que se mide es la masa
o el volumen de analito, de reactivo o del producto de reaccion que se consume o genera tras
alcanzar el equilibrio quimico. La concentracion de analito se determina a partir de calculos
estequiométricos. Entre sus principales ventajas esta el que pueden aplicarse sin necesidad de
un equipamiento ni una cualificacion técnica sofisticada. Entre sus desventajas, el que no
suelen suministrar limites de cuantificacion bajos, y que las incertidumbres asociadas a los
métodos de aplicacion acostumbran a ser elevadas.

e Las técnicas instrumentales estin basadas en la medida de una propiedad fisica de la mues-
tra cuyo valor esté relacionado con la concentracion de analito, y en la mayoria de los casos
con factores ajenos a dicha concentracion. Los métodos basados en técnicas instrumentales
tienen como principales ventajas, la rapidez de respuesta, la mayor sensibilidad y selectivi-
dad, y la posibilidad de automatizacion. Entres sus desventajas mas notables sefialar: la in-
fluencia del disefio del instrumento, la mayor complejidad, y su mayor coste economico.

4.2.1. Técnicas analiticas clasicas.

En este grupo se encuentran las gravimetrias y las volumetrias.

4.2.1.1. Gravimetrias. Consisten en separar la especie quimica que se quiere determinar del resto de
los componentes de la muestra y proceder a su pesada. A partir de este valor se obtiene la concentra-
cion del analito en la muestra inicial.

La instrumentacion bésica necesaria para el andlisis gravimétrico consiste en balanzas analiticas,
estufas de secado regulables a las temperaturas que indiquen los métodos de aplicacion, y hornos
mufla igualmente regulables.

# Ji
=
-
Entre las aplicaciones de estas técnicas en el analisis medioambiental, tenemos:

e La determinacion de particulas, procedentes de muestreos atmosféricos.

e La determinacion de materia en suspension, materia disuelta, y materia volatil, presentes en
las aguas.

e El andlisis de aceites y grasas, en aguas residuales.

e La determinacion de sulfatos, en aguas residuales.
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4.2.1.2. Volumetrias. En ellas la sefal analitica es el volumen de reactivo, de concentracion conocida,
que se necesita para que reaccione exactamente, de forma directa o indirecta, con la cantidad de anali-
to que queremos determinar. Por ello, tanto el reactivo como la muestra deberan estar en estado liqui-
do. El momento en que se produce el equilibrio de la reaccion se conoce gracias a un indicador. El
indicador puede ser de muy diferente naturaleza (desprendimiento de calor, cambios en alguna pro-
piedad eléctrica en la disolucion, cromogénicos, etc).

4 ,

L

La instrumentacion basica suele consistir en material de vidrio de uso corriente, buretas (manuales o
automaticas), y en ocasiones, segiin el método de aplicacion, algun dispositivo indicador del final de
la reaccion (electrodos, termometros,etc).

Las volumetrias, dentro del campo del medio ambiente, se emplean para determinar bastantes parame-
tros. Algunos de ellos son:

Oxidos de azufre, en soluciones captadoras procedentes de muestreos atmosféricos.
Sulfuros, en soluciones captadoras procedentes de muestreos atmosféricos.
Amoniaco, en soluciones captadoras procedentes de muestreos atmosféricos
Alcalinidad en matrices liquidas (de atmosfera o de aguas).

Materia organica (tanto en suelos como en residuos y en aguas).

4.2.2. Técnicas analiticas instrumentales.

Dentro del campo de la analitica ambiental, hay tres tipos de técnicas instrumentales muy utilizadas:

- Las técnicas ESPECTROSCOPICAS.
- Las técnicas SEPARATIVAS O CROMATOGRAFICAS.

- Las técnicas ELECTROQUIMICAS.
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4.2.2.1. Técnicas ESPECTROSCOPICAS

Estan basadas en las interacciones que se producen entre la materia y la radiacion electromagnética.
Tales interacciones pueden implicar intercambios de energia, como la absorcion o la emision de radia-
cion. A partir del estudio de esa absorcion o de esa emision se puede determinar la presencia y la
cantidad de un analito en la muestra. Las radiaciones electromagnéticas mas utilizadas con fines anali-
ticos son la radiacion visible (intervalo de longitudes de onda entre los 400 y los 750 nm), la radica-
cion ultravioleta (UV) (intervalo de longitudes de onda entre los 400 y los 200 nm), y la radiacion
infrarroja (IR) (intervalo de longitudes de onda entre los 750 y los 50 um).

Todos los 4tomos o moléculas poseen un nimero discreto de niveles de energia. En general, a tempe-
ratura ambiente, la mayoria de las especies quimicas se encuentran en un nivel energético basal o
fundamental. Cuando una onda electromagnética alcanza a un 4tomo o a una molécula, si su energia
coincide exactamente con la necesaria para pasar a un nivel energético superior, la radiacion es absor-
bida y la especie quimica pasa a un estado excitado. La excitacion apenas dura unos nanosegundos, al
cabo de los cuales la molécula se relaja devolviendo la energia absorbida. Estas transiciones a estados
excitados pueden ser de dos clases:

- Electronicas, cuando se promueve el paso de electrones a orbitales de mayor energia. Se
producen como consecuencia de la absorcion de radiacion visible y UV,

- Vibracionales, asociadas a los modos vibracionales de los enlaces moleculares. Se pro-
ducen como consecuencia de la absorcion de la radiacion IR.

Los métodos analiticos basados en la absorcion de radiacion electromagnética permiten determinar la
concentracion del analito gracias a la ley de Lambert-Beer, que relaciona abosrbancia con concentra-
cién a través de la siguiente ecuacion:

A=¢£b.C

Donde:
A es la absorbancia de la muestra
¢ es la absortividad especifica de la especie que estamos estudiando. Depende tanto de la na-
turaleza quimica de la especie quimica como de las condiciones de medida.
b es el espesor de muestra que es atravesado por la radiacion
C es la concentracion del analito en la muestra

La absorbancia se define como log I,/1, siendo I, la intensidad de la luz incidente e I la intensidad de
la luz emergente. Al cociente I/, también se le conoce como TRASMITANCIA (T), por lo que la
absorbancia también puede definirse como:

A= -logT

Las técnicas espectroscopicas pueden clasificarse en funcidon de su aplicacion a atomos o a moléculas,
y en funcion de que lo medido sea la energia absorbida o emitida. De este modo tendremos:
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Espectroscopia de absorcion molecu-
lar en el visible o Colorimetria.

Atomos

Absorcion

Espectroscopia de absorcion molecu-
laren el UV.

Espectroscopia IR

Espectroscopia de absorcion atomica (EAA)

Espectroscopia de fluorescencia

Espectroscopia de emision atomica (EEA)

A continuacidn revisaremos sucintamente cada una de ellas.

Espectroscopia de absorcion MOLECULAR.

El instrumento empleado en las técnicas de espectroscopia de absorcion molecular recibe el nombre
genérico de espectrofotometro. Los elementos basicos de un espectrofotometro son:

La fuente de radiacion
El monocromador
Las celdas o cubetas
Sistema de medida

Estos elementos sufren variaciones segun el tipo de espectrosocopia de que se trate, si bien la forma
en que se ordenan viene a ser siempre la misma.

La fuente de radiacion es el elemento de la radiacion que interaccionara con la muestra. Las princi-
pales fuentes, seglin el tipo de espectroscopia, se muestran en el siguiente cuadro:

Radiacion

Lamparas de incandescencia

Lamparas de arco
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e El EMISOR DE INCANDESCENCIA DE NERNST consiste en una varilla de unos pocos
centimetros de largo y 1 mm de diametro, de 6xido de zirconio. La varilla se calienta con una
resistencia eléctrica adyacente hasta alcanzar lo 1800 K, temperatura a la que emite radiacion
infrarroja. Como a esa temperatura el material de la varilla se hace conductor, se puede man-
tener la temperatura haciendo pasar una corriente eléctrica. Debido a que el vidrio y el silice
son materiales opacos al IR, no se pueden emplear en la fabricacion de fuentes para este tipo
de espectroscopia.

e Las LAMPARAS DE INCADESCENCIA son lamparas dotadas de un filamento de tungste-
no capaz de calentarse hasta 3000° C emitiendo entonces un espectro continuo entre 320 y
750 nm.

e Las LAMPARAS DE ARCO estan formadas por una ampolla hermética rellena de un gas,
generalmente Deuterio, y dotadas de dos electrodos conectados a una fuente de energia. Cu-
nado se produce una descarga eléctrica, se excitan las moléculas del gas, y cuando vuelven a
su estado fundamental emiten luz ultravioleta en un espectro continuo de 190 a 320 nm.

El monocromador es elemento que selecciona una longitud de onda determinada de entre las muchas
que parten de la fuente. Para ello esta dotado de una serie de lentes, prismas, espejos, y rendijas.

Las celdas o cubetas son los dispositivos en los que se coloca la muestra a analizar, y que seran atra-
vesados por la radiacion, por lo que deben disponerse perpendicularmente al paso de €sta. Segun la
clase de radiacion se deben usar cubetas de distinta naturaleza:

Radiacion Cubeta

Visible Plastico, vidrio o cuarzo

Cuarzo

El sistema de medida es el encargado de detectar la radiacion que atraviesa la muestra y transformar-
la en una corriente eléctrica que se mide una vez amplificada en el circuito electronico de lectura. Para
tal fin suelen emplearse fototubos, y fotodiodos.

Existen dos grandes categorias de espectrofotdmetros:

e  Espectrofotometros de haz sencillo
e Espectrofotometros de doble haz.

En los de haz sencillo el haz de luz sigue una Uinica trayectoria desde la fuente hasta el detector. Estso
equipos pueden disponer de una o de dos celdas portamuestras. Cuando tienen una sola celda, hay que
realizar primero la medicion con la celda con el blanco, y después con la muestra. Cuando existen dos
celdas, un sistema mecanico mueve la celda con el blanco después de la medida.
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Los espectrofotdmetros de doble haz disponen de un sistema Optico, emplazado tras el monocroma-
dor, que divide en dos el haz de luz. Ambos haces siguen caminos paralelos y van hasta fotodetectores
independientes cuyas sefiales son integradas y amplificadas, lo que permite medir simultaneamente el
blanco y la muestra. Este sistema resulta mucho mas estable que el de haz sencillo.

Con frecuencia los equipos de espectrofotometria visible estan provistos de fuentes de radiacion que
les permiten trabajar en el espectro UV.

Las técnicas espectrofotométricas no pueden emplearse en la determinacion de cualquier analito, pues
la capacidad de absorcion de las especies quimicas a esas longitudes de onda va a depender de la es-
tructura de la molécula, del tipo de enlaces, y de su absortividad. Con todo su empleo en quimica
ambiental esta muy extendido. Algunas aplicaciones son:

e Determinacion de aniones, y de indicadores de contaminacion organica (DQO, indice de fe-
noles, detergentes), por espectrofotometria UV-visible. En todos los casos es necesario tratar
las muestras con reactivos que permitan un desarrollo del color y una eliminacion de las in-

terferencias.

e Determinacion de aceites y grasas e hidrocarburos por espectrofotometria de IR.

Espectroscopia de emision MOLECULAR.

Determinadas moléculas pueden absorber radiacion electromagnética excitandose, para luego relajarse
emitiendo esa energia en forma de fotones. Este fenomeno también se conoce como
FLUORESCENCIA, y la técnica que permite determinar la presencia de un analito fluorescente,
ESPECTROSOCOPIA DE FLUORESCENCIA. Las principales caracteristicas de la espectroscopia
de fluorescencia son:

- Una sensibilidad superior a los métodos de absorcion.

- Un mayor intervalo de respuesta lineal que el de los métodos de absorcion.
- Una aplicacién restringida a un menor numero de especies moleculares.

- Un equipamiento mas costoso que el de la espectroscopia de absorcion.

No todas las moléculas fluorescen, porque pueden presentar otras vias de relajacion alternativas, por
ejemplo las vibracionales. El que una molécula sea o no capaz de fluorescer dependera en gran medi-
da de su estructura. Asi, la mayoria de los compuestos con anillos aromaticos fluorescen, y dentro de

éstos lo hacen en mayor cuantia los que presentan estructuras rigidas.

El equipo de medida de fluorescencia, o fluorimetro consta de los siguientes componentes:
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Escuela de Negooo!

Una fuente de luz,

Un selector de longitud de onda de entrada
Una celda, en la que se coloca la muestra
Un selector de longitud de onda de salida
Un detector

Un registrador

Dentro del campo de la quimica ambiental, la principal aplicacion de las técnicas de fluorescencia la
encontramos en los detectores de equipos de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) emplea-
dos en la determinacion de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos.

Espectroscopia de absorciéon ATOMICA.

Sus principales caracteristicas son:

- Se aplica a atomos aislados.

- Sélo se puede llevar a cabo dentro de un medio gaseoso.

- Permite la determinacion cuantitativa y cualitativa de 70 elementos quimicos.
- Esun método de determinacion unielemental.

- En general son rapidos, selectivos y sensibles.

Los componentes de un equipo de absorcion atdmica son:

El nebulizador.

El atomizador.

La fuente de radiacion.
El monocromador.

El detector.
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El nebulizador es un dispositivo que convierte la muestra liquida en un aerosol que pasa luego al
atomizador. Los dos principales tipos de nebulizadores son los nebulizadores neumaticos y los nebuli-
zadores ultrasonicos.

El nebulizador neumético funciona de modo similar a un pulverizador de perfume: una corriente de
gas a alta presion choca contra el liquido en la punta de un capilar descomponiéndolo en finas gotas.
El nebulizador ultrasonico es un nebulizador neumatico en el que las gotas de liquido nebulizado se
hacen impactar contra una placa que vibra por efecto de un sistema de ultrasonidos, rompiéndolas en
gotas alin mas diminutas.

El atomizador es el componente encargado de vaporizar la muestra nebulizada. Basicamente se em-
plean dos tipos: los atomizadores de llama, y los atomizadores electrotérmicos.

El atomizador de llama consiste en un quemador alimentado por una mezcla de combustible y oxidan-
te, capaz de alcanzar temperaturas de entre 1700 y 3100 °C.

El rango de temperatura a aplicar dependera de los elementos que se quieran analizar: asi los metales
pesados necesitan temperaturas de excitacion mas elevadas que los demés. La temperatura dependera
de la composicion de la mezcla de gases que se quemen: la mezcla gas natural/aire suministra tempe-
raturas mas bajas, y la de acetileno/0xido nitroso las mas elevadas.

La muestra nebulizada es inyectada por la base de la llama, en cuyo seno se produce la evaporacion de
la matriz y la separacion y excitacion de los atomos de analito.

Puesto que la espectroscopia de absorcion sigue la ley de Lambert-Beer, la mayor longitud del paso
optico aumenta la sensibilidad, motivo por el cual se suelen emplear quemadores denominados de
ranura o de flujo laminar, que suministran llamas de una gran longitud.

Los atomizadores electrotérmicos, también llamados camaras u hornos de grafito, consisten en pe-
quefios cilindros de grafito (de 1 cm de didmetro), abiertos por los extremos, y con un orificio para la
introduccion de la muestra. En los extremos del tubo existen unos contactos eléctricos por lo que se
suministra durante un corto espacio de tiempo una corriente de alta intensidad. Como consecuencia
del calentamiento asi inducido, la muestra se atomiza.
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La fuente de radiacion proporciona la radiacion que atraviesa la muestra atomizada. Se suelen empe-
lar dos tipos de fuentes: las ldAmparas de catodo hueco, y las lamparas de descarga sin electrodo.

Una lampara de catodo hueco consiste en un cilindro de vidrio, en uno de cuyos extremos se disponen
dos alambres de volframio. Uno de ello actia como anddo, y el otro como catodo. Este ultimo se une
por su extremo a un cilindro hueco de metal, recubierto por el metal que se desea determinar. La lam-
para esta llena de helio o de argén. Cuando se hace pasar corriente el gas se ioniza, y sus particulas
bombardean el catodo, excitando a los atomos metalicos. Cuando éstos se relajan lo hacen emitiendo
radiacion en una longitud de onda caracteristica.

Las lamparas de descarga sin electrodo, son ldmparas de cuarzo llenas de argdn y de una sal del ele-
mento que se quiere analizar. La fuente de energia para ionizar el gas no proviene de electrodo alguno,
sino de un intenso campo electromagnético de radiofrecuencias o de microondas.

El monocromador consiste en un dispositivo que selecciona la longitud de onda del elemento que
queremos determinar.

El detector es el dispositivo que recoge la radiacion seleccionada por el monocromador y la compara
con la enviada por la fuente, permitiendo la deteccion y cuantificacion del elemento analizado.

Existen dos variantes de la absorcion atomica de interés en quimica ambiental. Se trata de la absorcion
atomica de vapor frio y de la absorcion atomica con generador de hidruros.

La técnica de absorcion atdmica de vapor frio se aplica en la determinacion de mercurio. Aprovecha
la volatilidad que presenta este elemento. Para ello se transforma el mercurio presente en la muestra
en sales de mercurio II mediante digestion con acidos nitrico y sulfurico. A continuacion se pasa el
mercurio a estado metélico mediante reduccion con hidroxilamina o con sulfato de estafio II. Una vez
que el mercurio se encuentra en estado metalico, se bombea a través de disolucion aire que arrastra al
mercurio hacia una celda por la que pasa una radiacion de 254 nm. Para evitar la presencia de agua, la
corriente de aire que porta el mercurio se hace pasar antes por un tubo desecador.

En la generacion de hidruros se aprovecha el hecho de que los hidruros de algunos elementos (Arsé-
nico, Bismuto, Germanio, Plomo, Antimonio, Selenio, Estafio, Teluro) son mas volatiles que el ele-
mento mismo, lo que permite una mejor atomizacion. La obtencion del hidruro correspondiente se
logra mezclando borohidruro sédico en medio basico con una disolucion acida del metal.
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Espectroscopia de emision ATOMICA.

Las principales caracteristicas de esta técnica son:

- Esta basada en que cada elemento presente en una muestra va a emitir, una vez excitado,
radiacion a una longitud de onda especifica.

- El atomizador sustituye a la fuente de radiacion.

- Se trata de una técnica multielemental, es decir, puede analizar simultineamente muchos
elementos.

- Puede presentar problemas de interferencia espectral: existen elementos que emiten a
longitudes de onda muy proximas (por ejemplo, el Calcio a 423 nm y el Cromo a 425
nm).

- Resulta mas rapida y menos costosa que la espectroscopia de absorcion atomica.

- Su sensibilidad y selectividad se pueden ver enormemente mejoradas si se acopla a un
espectrometro de masas.

El componente mas relevante de un equipo de emision atomica es el atomizador. Como dispositivos
de atomizacion pueden utilizarse una llama, un arco eléctrico, o mas habitualmente, un plasma de
induccion.

Un plasma es un gas ionizado. Cuando se induce en un flujo de un gas, generalmente argon, recibe el
nombre de “induced coupled plasma” o ICP. Las antorchas de ICP consisten en tubos de cuarzo por
los que circula una corriente de argon. El gas se ioniza por efecto de una corriente eléctrica, y los
iones generados son obligados a circular por un espacio anular cerrado dentro de un campo magnético
de radiofrecuencia. La resistencia a su circulaciéon provoca un calentamiento del gas que da lugar a
una nueva ionizacioén, pasando asi a estado de plasma, alcanzdndose temperaturas de hasta 10000 K.
La muestra es introducida dentro del plasma por una corriente de argon, produciéndose en su seno la
atomizacion y consecuente excitacion.
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4.2.2.2. Téenicas CROMATOGRAFICAS

Se trata de un conjunto de técnicas que permiten la separacion de los componentes presentes en una
mezcla en base a su diferente movilidad en un medio poroso cuando son arrastrados por un fluido. El
medio poroso recibe el nombre de fase estacionaria, y el fluido (gas o liquido) el de fase movil. En
lineas generales, en todo sistema cromatografico se distinguen los siguientes componentes:

- La fase estacionaria; se trata del material inmovil sobre el que se produce la separacion
de los analitos.

- El soporte, que es el material sobre el que descansa la fase estacionaria.

- La fase mévil, que es el fluido que arrastra a la muestra a través de la fase estacionaria.

- Detector, aparato que registra una propiedad fisico-quimica del analito que va saliendo
(eluyendo) de la fase estacionaria.

- Cromatograma, representacion de una propiedad fisico-quimica del eluido en funcion
del tiempo o del volumen de elusion.

Las caracteristicas de cada uno de estos componentes varian segtin el tipo de técnica. Existe un gran
numero de técnicas cromatograficas, de entre ellas las mas utilizadas en quimica del medio ambiente
son:

e Cromatografia idnica.

e Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

e Cromatografia de gases (GC).

Cromatografia IONICA

Se trata de un tipo de cromatografia liquida, una modalidad de separacion en la que la fase movil es un
liquido. Sus principales caracteristicas son:
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- La fase estacionaria es una resina, natural o artificial, dotada de cargas en su superficie.
Segun la carga la resina podra ser de intercambio anidnico (si estd cargada positivamen-
te) o de intercambio catidnico (si la carga es negativa).

- El soporte es una columna en cuyas paredes interiores se encuentra la fase estacionaria.

- La fase movil es un liquido, generalmente agua destilada. Se puede variar la fuerza i6ni-
ca de esta fase para lograr la elucion de los analitos de la fase estacionaria.

- Detector, el su aplicacion mas comun, la determinacion de iones inorganicos, se suele
emplear un detector de conductividad; un sistema que mide la resistencia al paso de la
electricidad por una solucion acuosa. También pueden emplearse equipos de absorcion
molecular.

- El cromatograma podra registrar bien volimenes de elucion frente a conductividad eléc-
trica, o bien frente a absorbancias a determinadas longitudes de onda.

Como ya se ha sefialado, la principal aplicacion de esta técnica es la determinacion de iones inorgani-
cos, especialmente aniones. Resulta muy versatil en el analisis de estos componentes en muestras

liquidas (soluciones absorbentes procedentes de muestreos atmosféricos, o en muestras de agua).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se trata de una variante de cromatografia liquida (LC) en la que la fase movil y la muestra se hacen
pasar a través de la columna mediante una bomba de alta presion, y en los que la muestra se inyecta de
modo tal que el flujo no se ve interrumpido. Todo ello para lograr que los analitos de la muestra inter-
acciones con una fase estacionaria formada por particulas alteamente empaquetadas, lo que propor-
ciona una mayor eficiencia del proceso cromatografico.

Los principales componentes de un cramtografo HPLC son:

La bomba de impulsion.
El sistema de inyeccion.
La columna.

Detector.

La bomba de impulsion debe ser capaz de suministrar una presion de varias atmoésferas. Las modali-
dades mas utilizadas son las bombas de desplazamiento positivo, o de jeringa; y las bombas de piston
con movimiento de vaivén. Las primeras deben ser rellenadas cada vez que se vacian, mientras que las
segundas pueden mantener el flujo por tiempo indefinido.
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Escuela de Megodos

El sistema de inyeccién introduce la muestra en la corriente de fase movil que fluye de la bomba a la
columna, sin producir una interrupcion del flujo ni alterar la presion. Puede ser manual o automatico.

La columna en HPLC consiste en un cilindro de acero de 10 a 25 cm de largo y 4 a 5 mm de diametro
interno, y contienen la fase estacionaria dividida en particulas de 2 a 10 micras. Suelen tener filtros a
la entrada para evitar la entrada de particulas que pudiesen existir en la muestra.

Los detectores mas usuales en HPLC son el de absorcidon UV-VIS, y el de fluorescencia. Entre los
detectores de UV-VIS los mas frecuentes son los de longitud de onda variable, y los de diodo array.
En los primeros se selecciona la longitud de onda a la que se desea medir mediante una red de difrac-
cion. En los segundos, el detector suministra el espectro de absorcion de UV-VIS del material eluido.

Entre las aplicaciones de la HPLC en el campo de la determinacion de contaminantes ambientales
destacan el analisis de los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (PAHs), Trazianas, y cianotoxinas

como las microcistinas.

Cromatografia de GASES (GC)

En la GC los analitos, en estado gaseoso, se reparten entre una fase movil gaseosa, y una fase estacio-
naria s6lida o liquida.

Los componentes basicos de un cromatografo de gases son:

Deposito de gas portador.
Regulador de flujo.
Inyectores.

Columnas.

Detectores.
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El depésito de gas portador suele consistir en una bala de gas comprimido. Su mision es doble, por
un lado desplazar a los analitos por el interior de la columna, y por otro suministrar una matriz ade-
cuada al detector. Para ello debe cumplir tres requisitos: ser inerte, poder obtenerse con una elevada
pureza, y no representar un gasto econémico importante. Como gases portadores suelen utilizarse el
nitrogeno, el helio, el hidrégeno, y el argon.

El regulador del flujo del gas, consiste en un dispositivo electronico que permite controlar la veloci-
dad de la fase movil.

Los inyectores, son las partes del sistema por donde se introduce la muestra, mediante microjeringas;
bien manualmente, o preferiblemente, por medio de un inyector automatico. Ademas de ser el punto
de entrada en la columna cromatografica, es el sitio donde se produce la volatizacién y mezcla de las
sustancias a determinar, por lo que la temperatura de esta parte del equipo tiene que estar muy bien
controlada.

Las columnas, que contienen la fase estacionaria, pueden ser de dos clases: empaquetadas y capilares.
Ambas se diferencian en su longitud, diametro interior, y naturaleza. Las empaquetadas tienen entre 1
y 2 m de largo, su diametro interior es de 1 a 2 mm, y estan fabricadas en acero inoxidable. Las capila-
res alcanzan los 10 m de longitud, y estan hechas de silice fundida. Las columnas se alojan en el inter-
ior de un horno dotado de un sistema de calefaccion eléctrico, un ventilador y un dispositivo de aper-
tura, todos ellos controlados por un microprocesador. El control de la temperatura en la columna es
crucial para una buena separacion cromatografica: debe ser lo suficientemente alta como para permitir
la volatilizacion de los componentes de la muestra pero no tan elevada como para descomponerlos.

Los detectores mas empleados en GC son: de conductividad térmica (TCD), de ionizacion a la llama
(FID), de captura electronica (ECD), de fosforo-nitrogeno (NPD), fotométrico de llama (FPD), y el
espectrometro de masas (MS). De entre todos ellos, los mas habituales en quimica de contaminantes
ambientales son el FID, el ECD, y el MS. En el cuadro adjunto se muestran las aplicaciones mas co-
rrientes para cada tipo de detector:

ANALITOS TECNICA CG
Compuestos Organicos Volatiles no halogenados | Deteccion mediante FID
Compuestos Organico Volatiles halogenados Deteccion mediante espectroscopia de masas
Bifenil policlorados/Plaguicidas organoclorados | Deteccion mediante ECD
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4.2.2.3. Técnicas ELECTROANALITICAS

Estan basadas en la interaccion entre un campo electromagnético y la disolucion del analito que se
quiere determinar. Como sefial analitica pueden utilizar la conductividad de la disolucion, la diferen-
cia de potencial entre dos puntos de la misma y la corriente o carga que circula en ella.

Los procesos electroquimicos en que se basna tienen lugar en las llamadas celdas electroquimicos.
Estos dispositivos estan formados por:

e Una cuba electrolitica, formada de material inerte y que va a contener la disolucion objeto de
analisis.

e Dos o tres conductores eléctricos, los electrodos.

e Un circuito externo responsable de generar el campo eléctrico entre los electrodos

Las técnicas electroanaliticas pueden clasificarse en dos grupos:

* Técnicas interfaciales, basadas en los fendmenos que ocurren en las interfases electrodo disolucion.
Las mas habituales en el campo medioambiental son las potenciometrias.

* Técnicas no interfaciales, basadas en fenomenos que ocurren en el seno de la disolucion. La mas

habitual en el estudio de muestras ambientales es la conductimetria.

Potenciometrias.

Cuando en la disolucién no hay paso de corriente, o éste es despreciable, su composicion permanece
inalterada. En estas circunstancias, el potencial del electrodo se puede relacionar con la actividad de la
especie quimica objeto de estudio a través de la ecuacion de Nerst:

E = E° - (0,05916/n)logQ

Donde:
E es el potencial del electrodo.
E° es el potencial en condiciones estandar.
n es el namero de electrones transferidos en la reaccion de reduccion de la especie idnica.
Q es el cociente entre las concentraciones de las formas reducida y oxidada de la especie.

La instrumentacion basica para el andlisis potenciométrico consiste en la celda electrolitica, dos elec-
trodos, y un sistema de medida. Uno de los electrodos el indicador, y el otro es el de referencia. El
primero es el que tiene un potencial sensible a la concentracion del idn que queremos analizar, y el
segundo dispone de un potencial constante.
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Los electrodos indicadores més ampliamente utilizados son los de membrana. Estan dotados de una
membrana permeable a un solo tipo de i6n, por lo que también se les llama selectivos. El interior del
electrodo suele estar relleno de una solucion interna de referencia atravesada por un hilo conductor.
Como electrodo de referencia, el mas ampliamente utilizado es el de plata/cloruro de plata: esta for-
mado por un hilo de plata en contacto con una disolucion de cloruro potasico a través de un deposito
de cloruro de plata.

Las principales aplicaciones medioambientales de la técnicas potenciométricas las encontramos en la
medicion del pH, la determinacién de amonio, y el analsis de una amplia gama de aniones, especial-

mente fluoruros, cloruros, sulfuros, y cianuros.

Conductimetria.

Tiene como fundamento la medida de la resistencia de una disolucion al paso de la corriente eléctrica.
De acuerdo con la ley de Ohm:

I=E/R

Doénde I es la intensidad de corriente que atraviesa, E es la diferencia de potencial, y R es la resisten-
cia al paso de la corriente. Se define la CONDUCTANCIA como la inversa de R, y se mide en ohms™
o también mhos o siemenes. Cuanto mayor sea el paso de corriente, menor sera el valor de R y por
tanto mayor sera la conductancia de la disolucion. Ello se cumple en disoluciones con un elevado
contenido en sales disueltas. Este hecho convierte a la medida de la conductividad en un parametro de
gran interés a la hora de evaluar rapidamente el contenido en sales de una masa de agua, por lo que se
le incluyen en numerosas normativas relacionadas con el control de este medio.
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5. TECNICAS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO.

De una manera un tanto arcaica, se entienden por microorganismos o microbios todos aquellos seres
vivos que no pueden observarse a simple vista: virus, bacterias, protozoos, y un gran nimero de taxo-
nes de hongos y de algas. El objeto de estas técnicas es el aislamiento, la identificacion y la cuantifi-
cacion de microorganismos. Para lograrlo existen dos vias principales:

-Aislando el grupo que queremos investigar a través de promocionar su crecimiento selectivo bajo
condiciones de laboratorio, y luego identificarlo en funcioén de sus caracteristicas fenotipicas. Esta es
la modalidad clasica, basada en el uso de medios de cultivo e identificaciones por pruebas bioquimicas
y/o serologicas.

-Aislando y amplificando selectivamente su material genético; modalidad mas moderna basada en el
empleo de las técnicas de biologia molecular.

En la actualidad, y cifiéndonos a lo que la normativa medioambiental establece para el control de
parametros microbiologicos, la modalidad mas extendida en los laboratorios de medio ambiente es la
clasica. La inica matriz ambiental en la que se encuentra legislada la determinacion de microorganis-
mos es el agua, y los principales microorganismos sujetos a norma son bacterias. Dentro de estas
normas se encuentran las de caracterizacion de aguas continentales superficiales destinadas a la pro-
duccion de agua potable, y la de bafio en aguas no tratadas. Ademas, existen dos normativas que,
aunque sanitarias, estan en realidad a caballo entre la sanidad y el medio ambiente: la legislacion so-
bre aguas de consumo, y la de control de la legionelosis. En cuanto a las bacterias a investigar, su
tipologia es bastante limitada, pudiendo distinguirse entre dos categorias:

- Grupos de bacterias con caracteristicas comunes pero sin categoria taxondmica alguna: por
ejemplo, los gérmenes aerobios a 22°C, o los coliformes totales.

- Taxones especificos: caso de Escherichia coli, Salmonella, o Legionella pneumophilla
En lineas generales, los métodos cléasicos de analisis microbioldgico de aguas, constan de tres partes:

Concentracion de la muestra.
Siembra.

Incubacion.

Identificacion

Concentracion de la muestra. Este paso depende del tipo de agua que se desea estudiar y del tipo de
microorganismo que se pretende aislar. Cuando se sospecha que la presencia de las bacterias objeto de
estudio es muy elevada se obvia o incluso se reemplaza por la dilucion de la muestra. Seria el caso de
la investigacion de E.coli en aguas residuales domésticas. El método mas habitual de concentracion es
la filtracién de un volumen importante de muestra (de 1 a 5 litros) a través de filtros de membrana
estériles de no mas de 0,45 micrémetros de poro. Para la filtracion se emplean dispositivos esteriliza-
bles dotados de una bomba de vacio o peristaltica.
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Siembra. Se realiza en medios de cultivo, esto es, sustratos que contienen una serie de nutrientes que
permiten el crecimiento de las bacterias. Estos medios pueden ser liquidos (caldos de cultivo) o soli-
dos (agares). En el caso de los primeros, la siembra se realiza por incorporacion de determinados
voliumenes de muestra al caldo; en el caso de los segundos la siembra puede efectuarse, basicamente,
mediante tres formas:

- Filtracion. En cuyo caso la concentracion ya serviria como procedimiento de siembra. En
ocasiones lo que se filtra va a ser un volumen conocido de la muestra diluida con solucion sa-
lina estéril o con un medio de cultivo liquido estéril. La diluciéon de la muestra con agua des-
tilada puede dafiar las células debido a fendmenos de choque osmotico. Una vez filtrada la
muestra, el filtro de deposita, con ayuda de unas pinzas estériles, sobre un medio solido de
cultivo adecuado.

- Inoculacion en superficie. A partir de la muestra bruta, de una dilucion de la misma, o de la
suspension del filtro de concentracion, se siembra en un medio sélido apropiado depositando
en superficie un pequefio volumen (generalmente entre 100 y 500 microlitros), y extendién-
dolo uniformemente con la ayuda de un asa de siembra.

- Inoculacion en profundidad. En el interior de una placa de Petri vacia se coloca un determi-
nado volumen de la muestra y a continuacion se vierte sobre ¢l medio de cultivo licuado, se
homogeiniza, y se espera a que el conjunto solidifique. La temperatura del medio licuado de-
be ser tal que le permita estar fundido pero que no sea tan elevada como para destruir a las
células.

Incubacién. Una vez inoculados, los medios se incuban a temperaturas especificas para cada tipo de
microorganismo, en incubadores capaces de regular la temperatura en rangos bajos (el intervalo de
trabajo suele estar entre los 22°C y los 44°C), y durante tiempos que pueden ir de 24 horas para los
coliformes a los 15 dias para Legionella. Esta incubacion puede realizarse bajo dos tipos de condicio-
nes:
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- Aerdbicas; cuando el metabolismo de la bacteria que deseemos aislar requiera la presencia
de oxigeno. En estos casos no el incubador no necesita dispositivo adicional alguno.

- Anaerdbicas; si para el metabolismo del microorganismo objeto de estudio el oxigeno resul-
ta toxico (caso del Clostridum perfringens, un indicador de la calidad de agua de consumo).
En este caso las placas conteniendo el medio de cultivo inoculado se introducen en jarras de
anaerobiosis, unos dispositivos con cierre hermético dotados de un reactivo quimico que eli-
mina el oxigeno del interior de la jarra, y de un indicador coloreado que sefiala la ausencia de
oxigeno.

Identificacion. La identificacion puede realizarse directamente a partir de la siembra en medios selec-
tivos, esto es, medios de cultivo cuya composicion inhibe el crecimiento de una posible flora acompa-
fiante. Los medios selectivos en general constan de:

- Nutrientes especificos para el microorganismo que deseamos aislar.

- Inhibidores de flora acompafiante (antibioticos, sales biliares, sale minerales).

- Indicadores cromogénicos, sustancias quimicas que cambian de color cuando, como conse-
cuencia del metabolismo de la bacteria objeto de estudio, se modifica el pH del medio.

Segun el microorganismo se puede utilizar un solo medio selectivo (caso de los enterococos) o varios
(como ocurre con Salmonella).

En cualquier caso, una vez aisladas las colonias suele requerirse una identificacion mas exacta, lo que
se logra mediante tests bioquimicos, pruebas serologicas, o microscopia de epifluorescenia.

Los tests bioquimicos estan estandarizados bajo la forma de galerias de identificacion. Las galerias se
acompafan de claves numéricas y programas de ordenador que permiten una rapida identificacion de
las colonias a nivel de género y de especie.

Entre los seroldgicos los mas populares son los de aglutinacion, que se basan en reacciones antigeno-
anticuerpo.
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La microscopia de fluorescencia es un tipo de microscopia dptica que requiere la reaccion de las colo-
nias con un reactivo fluorescente a través de reacciones tipo antigeno-anticuerpo. En el campo que nos
ocupa se suele emplear s6lo para la identificacion de Legionella pneumophilla.
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6. TECNICAS DE ANALISIS TOXICOLOGICO.

La toxicologia tiene por objeto el estudio de los efectos de las sustancias quimicas con los seres vivos
en sus circunstancias particulares. De sus diferentes ramas, la que aqui resulta de interés es la toxico-
logia ambiental o ecotoxicologia cuyo ambito de aplicacion son los contaminantes ambientales y su
influencia sobre los ecosistemas. Para abordar este estudio se puede partir de dos enfoques relaciona-
dos con diferentes niveles de organizacion biologica:

- El nivel de los organismos individuales; en cuyo caso se evaluan los efectos sobre indivi-
duos aislados, extrapolandose los efectos a especies de similares caracteristicas.

- El nivel de los ecosistemas; en donde se pretende evaluar el impacto de los toxicos sobre las
biocenosis a partir de los diferentes niveles troficos.

El primer enfoque se enraiza con la toxicologia clasica, y el segundo se identifica con la ecotoxicolo-
gia propiamente dicha.

6.1. Técnicas clasicas.

Dentro de este apartado debemos sefialar dos grupos:

-Técnicas in vivo.
-Técnicas in vitro o alternativas.

Las primeras se definirian, de forma tradicional, como aquellas que emplean como animales de expe-
rimentacion, a los mamiferos, debido a que los resultados se suponen extrapolables a la especiec huma-
na. Las segundas. Las técnica in vitro emplean organismos llamados inferiores (hongos, bacte-
rias,algas), 6rganos prefundidos, cultivos celulares y de tejidos, etc. Algunas pruebas pueden sustituir
a los ensayos in Vivo y otras servir de cribado previo, con lo que se reduce el empleo de animales de
laboratorio.

Tanto unas como otras fundamentan el estudio de la toxicidad en observar la respuesta biologica de un
organismo de experimentacion frente a diferentes dosis de toxico, en un intervalo dado de tiempo,
suministrado a través de una via concreta de administracion.

Diferentes individuos de una misma especie presenta distinta sensibilidad a un mismo toxico. Ello se
debe, en general, a que los mecanismos de detoxificacion estan mediados por proteinas especificas
(citocromo P450, alcoholdeshidrogenasas, receptores, metalotioneinas) muchas de ellas sujetas a va-
riabilidad genética, en ocasiones ligada al sexo. Con el fin de paliar este efecto y de lograr una mayor
significacion estadistica, los ensayos no se realizan sobre un unico individuo, sino sobre un conjunto
de ellos de diferente sexo (entre 5 y 10 especimenes por género).

Tradicionalmente, la respuesta bioldgica que se evaliia es la muerte del individuo. Ello da lugar al
concepto de “Concentracion Letal 50” o LCs, definido como la concentracion de sustancia toxica que
produce la muerte del 50% de la poblacion de estudio en unas condiciones de experimentacion dadas.
Cuando la respuesta bioldgica no es la muerte, sino, por ejemplo, la aparicion de eritema, o lo cambios
en una determinada actividad enzimatica, la LC es reemplazada por la EC o “concentracion efectiva”.
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Generalmente se distinguen dos formas de toxicidad en funcién del tiempo de exposicion: aguda y
crénica. La primera corresponde a tiempos cortos (48 6 96 horas), y la segunda a tiempos mas prolon-
gados (semanas, meses, o afios). Para un estudio completo de la posible toxicidad de un compuesto es
necesario realizar ensayos de toxicidad agudos y cronicos, puesto que ciertos efectos bioldgicos, como
la aparicion de tumores, s6lo pueden apreciarse tras largos periodos de exposicion.

La forma en que se administra un toxico es de gran importancia para evaluar la toxicidad de una sus-
tancia. Asi, por ejemplo, el mercurio metalico manifiesta una toxicidad mucho mas alta por inhalacion
que por ingestion. Las principales vias de administracion en los ensayos in vivo son:

- Inhalacion.

- Ingestion (via oral).
- Dérmica.

- Ocular.

- Parenteral.

Ensayos in vivo.
A titulo de ejemplo describiremos someramente los ensayos de toxicidad oral y de toxicidad dérmica.

Toxicidad oral aguda.

Como animales de experimentacion suelen emplearse ratas o ratones de laboratorio de una determina-
da raza y con pedigri certificado. Deben ser animales sanos, adultos de ambos sexos y en un numero
por lo general no inferior a 10 (5 machos y 5 hembras), con un peso conocido y similar para todos los
componentes de lote.. La sustancia problema se les suministra por via oral, con frecuencia a través de
una sonda, en una o varias dosis segun el protocolo. A lo largo de varios dias se observa el comporta-
miento de los animales, registrandose el nimero de muertes. Pasado el tiempo del ensayo se contabili-
zan los animales muertos, se realizan necropsias en busca de posibles alteraciones anatomopatologi-
cas, y se calcula la LCs,. Los supervivientes son sacrificados.

Toxicidad dérmica aguda.

Los animales de experimentacion mas utilizados suelen ser conejos de una raza concreta, con certifi-
cado de pedigri, y en perfecto estado de salud. El nimero puede ser inferior que en el caso del ensayo
de toxicidad oral, pero como en este ensayo, se debera conocer su peso que deberd ser lo mas homo-
géneo posible para todo el lote. El lomo de los animales es escrupulosamente rasurado y sobre el se
aplica, en forma de pomada y con ayuda de un aposito, la muestra a ensayar. Se observa durante el
periodo de prueba la alteracion de la piel, anotandose el nimero de animales afectados, asi como las
caracteristicas de la lesion. Terminado el periodo de la prueba se calcula la ECsg, y se procede al
sacrificio de todos los animales del lote.

En el campo de la contaminacion ambiental, este tipo de analisis se realiza para la caracterizacion de
residuos con el fin de poder clasificarlos como toxicos, y en consecuencia asignarle una o varias ca-
racteristicas de toxicidad. La normativa a aplicar es el Real Decreto 952/1997 por el que se modifica
el reglamento para la ejecucion de la ley 20/1986 de Residuos Toxicos y Peligrosos. Este R.D. no
sefiala explicitamente que métodos de ensayo se deben aplicar, remitiendo para ello al Real Decreto
363/1995 sobre notificacion de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas. E1 363/1995, en su anexo V parte B contempla diversos métodos para determinar la toxici-
dad, si bien no indica cuando emplear uno u otro. De estos ensayos los mas demandados suelen ser la
determinacion de la toxicidad oral aguda, y la determinacion de la toxicidad aguda via dérmica.
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Ensayos in vitro.
Existe una amplia gama de este tipo de pruebas, pero desde el punto de vista practico nos limitaremos

a describir uno de los métodos mas aceptados para establecer la caracteristica H11 “mutagenicidad”
descrita por el R.D. 952/1997. Se trata del tests de Ames.

Test de Ames. La mutagenicidad es la capacidad de alterar la estructura del ADN causando una abe-
rracion genética o mutacion. Algunos productos quimicos, o sus derivados metabdlicos son sustancias
mutagénicas 0 mutagenos. Para evaluar este potencial, el Dr. Ames, de la Universidad de California,
ided, en los afios setenta del pasado siglo, un test que emplea a las bacterias como organismos de
experimentacion. El ensayo puede utilizar cepas de Salmonella typhimurium o de Eschercichia coli.
Se trata de cepas seleccionadas incapaces de crecer en ausencia del aminodacido histidina, debido a que
su ADN estda mutado para su sintesis. Si las bacterias mutantes ( His") son expuestas a mutagenos,
éstos pueden corregir la mutacion en algunas células (reversion), dando lugar a células revertientes
(His") que si pueden crecer en agar sin histidina formando colonias visibles y cuantificables. La po-
tencia del mutageno sera directamente proporcional al nimero-de colonias revertientes que produzca.
Con objeto de que el sistema sea mas aplicable a los mamiferos puede anadirse al medio de cultivo
enzimas hepaticas en forma de extracto microsomal S-9 proveniente de higado de rata.

Doses
Mutagen ; Low
\ o
)
Bacteria —— | — + 1 Medium
3
Rat liver Mix with 2 .
homogenate top agar .o High

Flate on His-selective
agar and count colonies!

6.2. Técnicas Ecotoxicologicas.

La evaluacion del impacto de los toxicos sobre los ecosistemas mediante ensayos de laboratorio se
enfrenta con la dificultad que tiene reproducir in vitro, y de manera controlada, la complejidad de un
ecosistema, y la amplia variedad de éstos. Necesariamente se debe acudir a simplificaciones, mucho
mas factibles en lo que se refiere a ecosistemas dulceacuicolas que a ecosistemas marinos y terrestres.
En general el interés de los investigadores se centra sobre organismos abundantes y caracteristicos de
cada uno de los principales niveles troficos. Los ensayos pueden realizarse sobre microcosmos (eco-
sistemas simplificados y miniaturizados a escala de laboratorio) o sobre poblaciones de organismos de
niveles troficos concretos. Son estos Ultimos los que mayor aplicacion practica tienen. De ellos pasa-
mos a describir dos, seleccionados por su presencia en las normativas y su difusion comercial. Se trata
del ensayo de bioluminiscencia con la bacteria Vibrio fischeri; y el de inhibicion con el microcrusta-
ceo Daphnia magna.:
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Bioluminiscencia con V.fischeri. El organismo que emplea el ensayo es la bacteria marina bioluminis-
cente V.fischeri. Este microorganismo posee en su metabolismo una cadena respiratoria dotada de un
intermediario luminiscente, de manera que, bajo condiciones normales, la bacteria emite luz de mane-
ra continua. Si el organismo entra en contacto con una sustancia potencialmente toxica, su cadena
respiratoria puede verse directa o indirectamente bloqueada, disminuyendo o desapareciendo la emi-
sion de luz sin que ello comporte necesariamente la muerte de la bacteria. En el ensayo de bioluminis-
cencia un pull de bacterias, suspendido en una solucion salina adecuada, se pone en contacto con
diferentes concentraciones de la sustancia de ensayo. La emision de luz se, mide y registra con ayuda
de un fotoamplificador, a distintos intervalos de tiempo (5, 15 y 30 minutos)y se compara con la emi-
sion de la suspension sin muestra. A partir de estos datos se calcula la correspondiente ECs,.

Inhibicién con Daphnia. El microcrustaceo Daphnia es un decapodo frecuente en aguas continentales,
en las que se desplaza moviendo activamente sus apéndices locomotores. El ensayo de inhibicion
consiste en poner en contacto, dentro de frascos apropiados conteniendo un agua exenta de contami-
nantes y de dureza adecuada, al menos 10 individuos jovenes por frasco con diferentes diluciones de
la sustancia problema. Como respuesta biologica se observa la movilidad de los individuos. El ensayo
agudo dura 48 horas, al cabo de las cuales se cuentan los individuos inmovilizados y se calcula la
correspondiente ECs.

Los ensayos de ecotoxicidad con Vibrio y con Dahnia estdn contemplados por normativas de aguas
residuales y de caracterizacion de residuos. Asi, a nivel autonémico existen diferentes legislacion de
control de vertidos industriales a la red integral de saneamiento que exigen la determinacion del para-
metro “sustancias inhibidoras” mediante uno de los dos ensayos o mediante ambos. En cuanto a los
residuos, la Orden de 13 de Octubre de 1989 sobre métodos de caracterizacion de residuos toxicos y
peligrosos, incluye el ensayo de bioluminiscencia, y el ya sefialado Real Decreto 363/1995 contempla
en su anexo V, parte C, el ensayo de ecotoxicidad con Daphnia.
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7. Técnicas de analisis bioldgico.

Bajo este epigrafe se pretende encuadrar a aquellas técnicas de analisis ambiental vinculadas a la iden-
tificacion de especies macroscopicas, in situ o en el laboratorio, y a la elaboracion de indices cualitati-
vos y cuantitativos que permitan evaluar el impacto de los contaminantes sobre los ecosistemas. Es de
todos sabido que la biodiversidad es un parametro relacionado directamente con la madurez y buena
salud de los ecosistemas, y que el conocimiento de las comunidades de organismos de un ecosistema
dado nos suministra valiosa informacion sobre alteraciones pasadas, y presentes, a veces demasiado
sutiles como para que queden de manifiesto a través de analisis fisico-quimicos mas o menos puntua-
les.

Existen muchas técnicas de recogida, identificacion, y confeccion de indices biologicos. En esta apar-
tado sdlo nos detendremos en considerar a algunas que se estan incorporando a la rutina de laborato-
rios y gabinetes de estudios con el fin de dar cumplimiento a la Directiva Marco del Agua. Segin esta
Directiva, antes de 2016 todos los paises miembros tienen que haber conseguido el buen estado ecolo-
gico de sus masas de agua empleando para ello el estudio de sus comunidades de plantas acuaticas,
peces, y macroinvertebrados bentonicos.

7.1. indice ECOESTRIMED.

ECOESTRIMED (ECOlogical Status RIver MEDiterranean) pretende valorar la calidad de todo el
ecosistema fluvial en su conjunto. Para ello incluye la ribera ademas de la calidad de las aguas. Re-
quiere una escasa infraestructura y un tiempo corto de muestreo. Se calcula a partir de dos indices de
calidad:

- El de calidad biologica del rio (FBILL o IBMWP)
- El de valoracion del estado de conservacion de la ribera (QBR)

Los indices FBILL y IBMWP estan basados en la diversidad y abundancia de los macroinvertebrados
bentonicos presentes en el rio. Entendemos por macroinvertebrados bentonicos aquellos invertebrados
de mas de 0,200 mm de tamafio que habitan en el lecho fluvial durante toda su vida (moluscos) o
durante parte de su ciclo vital (muchos insectos con una fase adulta terrestre y otra larvaria, acuatica).
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El indice FBILL est4 indicado para zonas con piedras y corriente. Consiste en muestrear el lecho flu-
vial con la ayuda de una red de 250 micrometros de malla, en varios puntos de tramos predefinidos
que cumplen una serie de caracteristicas (anchura, longitud, situacion respecto a puentes y pasarelas).
Los ejemplares recogidos se guardan en frascos y se conservan con etanol al 70% o formol al 4% para
su posterior identificacion en el laboratorio con la ayuda de lupas binoculares y claves taxonomicas.
En funcion de las familias identificadas, y de la abundancia de cada una de ellas, se busca en unas
tablas el valor del indice FBILL. Este indice va del 0 (aguas extremadamente contaminadas) hasta el
10 (aguas con muy buena calidad).La presencia de familias tipicas de zonas contaminadas (Syrphidae,
Chironomidae rojos, Culicidae, Oligochaeta, Physidae), la baja diversidad, o la ausencia de macroin-
vertebrados da lugar a valores bajos, mientras que la presencia de familias propias de aguas limpias
(Plecoptera, Leuctridae, Tricopteros con estuche) proporciona valores altos.

Nivel de calidad FBILL
Aguas con muy buena calidad 8all
Eutrofia, aguas con contaminacion moderada 6y7
Aguas contaminadas 4y5
Aguas muy contaminadas 2y3
Aguas extremadamente contaminadas Oyl

El indice IBMWP, esta concebido para rios muy pequefios sin piedras o con muchas pozas. Las mues-
tras se recogen con una red de las mismas caracteristicas que en el indice FBILL, y bajo unas condi-
ciones de muestreo algo diferentes. Una vez identificados los diferentes taxones recogidos, a través de
una tabla se les asigna un valor numérico, del 1 al 10, para cada familia (las familias indicadoras de
aguas limpias tienen un valor mas alto, y las de aguas sucias un valor mas bajo). Se suman todos los
puntos y se compara con una tabla en el que el IBMWP puede tomar valores desde <15 hasta >100:

Nivel de calidad IBMWP
Aguas muy limpias > 100
Eutrofia, aguas con contaminacion moderada 61-100
Aguas contaminadas 36 - 60
Aguas muy contaminadas 16 - 35
Aguas extremadamente contaminadas <15
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El indice QBR, relativo a la calidad del bosque de ribera, se elabora a partir de visitas de campo en
las que se valoran una serie de inputs tabulados en una plantilla de campo. Estos inputs se ordenan en
cuatro bloques, cada uno con una puntuacion propia que va de 0 a 25. Estos bloques son:

Sumando las puntuaciones de los cuatro bloques se obtiene el valor de QBR:

Grado de cobertura de ribera y conectividad con el ecosistema forestal adyacente.
Estructura de la cobertura.

Calidad de la cubierta.

Grado de naturalidad del canal fluvial.

Nivel de calidad QBR
Bosque de ribera sin alteraciones >95
Bosque ligeramente perturbado 75-90
Inicio de alteracién importante 55-70
Alteracion fuerte 30 -50
Degradacion extrema <25

Con el indice bioldgico y el QBR calculados, se obtiene el ECOSTRIMED a partir de la siguiente

tabla:
Indice biolégico QBR
FBILL IBMWP >75 45-75 <45
8-10 >100 MUY BUENO MEDIOCRE
BUENO
6-7 61-100 BUENO MEDIOCRE MALO 4 ECOSTRIMED
4-5 36-60 MEDIOCRE MALO PESIMO
0-3 <36 MALO PESIMO PESIMO
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