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PRESENTACION

La creacién de espacios naturales protegidos en todo € mundo y € acercamiento del
hombre alanaturaleza, unido alaval orizacién creciente por parte delasociedad, consciente
de las funciones y los vaores que reportan los humedales, han hecho que en los Ultimos
afos estos ecosi stemas hayan sido considerados como uno delos més valiosos delaTierra.

Pese a que la proteccion y conservacion de los humedal es se hace evidente, todavia pre-
sentan graves amenazas derivadas de la inapropiada utilizacion que el hombre ha realizado
de susrecursos. Con €l fin de evitar esta situacion, se debe dotar a los responsables ambien-
tales asi como ainvestigadores, docentes y administradores de los &mbitos publico y priva
do de instrumentos y herramientas con las que hacer frente a esta situacion y, asi, poder in-
corporar laevaluacion delacalidad ecol 6gicaen laplanificaciony gestion deloshumedales.

En este sentido, el presente trabajo, realizado por la Sede para €l Estudio de los Hu-
medales Mediterraneos (SEHUMED) de la Universidad de Valencia, cumple con este ob-
jetivo, atravésdel estudio realizado sobrelos protocol os paralatoma de muestras de agua,
sedimentos y biota en las zonas hiumedas.

El compromiso de realizacién de este trabajo surge, fundamental mente, de dos acon-
tecimientos. El primero, como respuesta espafiola alaresolucion presentada por €l Minis-
terio espafiol de Medio Ambiente, referente ala calidad de las aguas en humedales, asu-
mida en la COP 7, celebrada en San José (Costa Rica, 1999), como Resolucion V11.25:
«Evaluacion de la calidad de las aguas en humedales» y, en segundo lugar, la Recomen-
dacion 27 del MedWet/Com2 surgida en lareunidn celebrada en VValencia (Espafia, 2000):
en lagque se sefialaba la posibilidad de elaborar nuevos titulos de la serie de publicaciones
MedWet, uno de los cuales estaba referido ala «Calidad del Agua».

Por otro lado, en los planes estratégicos de |os paises firmantes de la Convencion sobre
Humedales se recogen algunas de estas directrices relativas ala calidad de las aguas. Ta es
€l caso del Plan Estratégico parala Conservacion y el Uso Racional de los Humedales, que
constituye un marco de referencia en la gestion de los humedal es espafioles.

Este manual se presenta como innovador, por cuanto en el &mbito de las zonas hime-
das no existe, en laactualidad, iniciativa alguna similar cuya metodol ogia pueda ser trans-
ferida a paises de la cuenca mediterranea.

Inés Gonzdlez Doncel

Directora General de Conservacion de la Naturaleza
Ministerio de Medio Ambiente

4 de noviembre de 2002
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PREFACIO

La Oficina de la Convencion de Ramsar dala bienvenida ala publicacion de este ma-
nual por parte de SEHUMED. Como se expresa en la introduccion a esta publicacion, la
Convencion se interesa cada vez en los asuntos relativos ala cantidad y calidad del agua
gue es necesaria para mantener |as caracteristicas ecol dgicas de los humedales. Pero esta
preocupacion, fundamental como es (jy de un gran sentido comun!), es nuevaparala Con-
vencién y, en general, para aguellos que se interesan en la conservacion y uso sostenible
de los sistemas de agua dulce y marino-costeros.

Cuanta agua es suficiente para que un sistema funcione correctamente sigue siendo
tema de debate. Por ello debemostrabajar en €l desarrollo de metodol ogias adecuadas que
permitan una respuesta répida a esta pregunta, ya que en muchas ocasiones la presion por
utilizar el agua disponible estal que no hay tiempo paralargas elucubraciones. El resulta-
do ha sido, con demasiada frecuencia, unas decisiones mal informadas que han tenido un
impacto muy negativo sobre el funcionamiento de los sistemas acuéticos.

Con respecto a otro temafundamental estrechamente relacionado al de la cantidad de
agua, el de su calidad, también necesitamos hacer avances alamayor brevedad posible. El
contar con poca agua puede ser desastroso, pero poca agua, 0 mucha agua, de mala cali-
dad esigualmente perjudicial.

Este manual para latoma de muestras, cadena de custodiay ensayos ecotoxicol 6gicos
en humedales constituye, por lo tanto, una contribucién practica que puede ser de mucha
utilidad para los responsables de conservar las caracteristicas ecol dgicas de los humedal es
en general y, en particular, de aquellos que han sido incluidos por |os paises miembros de
laConvencion en laListade Humedales de Importancialnternaciona (laListade Ramsar).
La Convencion ha elaborado y sigue elaborando orientaciones técnicas para ayudar a los
paises acumplir con las obligaciones que contraen al incluir sitios en la Lista. Estoy segu-
ro que este manual, si bien no ha pasado por el proceso de revision del Grupo de Examen
Cientificoy Técnico dela Convencion, serdmuy bien recibido por |os técnicos que muchas
veces son conscientes de las obligaciones que tienen con respecto a Ramsar, pero se sien-
ten indefensos ante la falta de instrumentos adecuados para cumplir con ellas.

Agradezco sinceramente este esfuerzo de SEHUMED y espero que la Convencion pue-
da seguir contando con aportes tan Utiles como éste en € futuro.

Delmar Blasco

Secretario Genera

Convencién sobre los Humedales (Ramsar, Iran, 1971)
2 de octubre de 2002
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CAPITULO
INTRODUCCION GENERAL

I.1. ANTECEDENTESY FINALIDAD DEL PROYECTO. REFERENCIA
A LA CONVENCION DE RAMSAR

La Convencién sobre los Humedales (Ramsar, Irén, 1971) haido estableciendo reso-
luciones y recomendaciones relativas a la calidad de las aguas. En este sentido, la Reco-
mendacién 6.14 de la 62 Reunion de la Conferencia de las Partes Contratantes de la Con-
vencion de Ramsar sobre los Humedales (COP6), relativa a los productos téxicos en los
humedales, insta a las Partes a mantener programas de estudio, seguimiento y control so-
bre dichos productos en los ecosistemas de humedal . Por su parte, fue en la 72 Reunion de
la Conferencia de | as Partes Contratantes de la Convencién de Ramsar sobre los Humeda-
les (COPY), celebrada en San José (Costa Rica, 1999), cuando se adopté la Resolucion
V11.25 de «Evaluacioén de calidad de las aguas en Humedal es».

El presente trabajo, realizado por la Sede para e Estudio de los Humedales Medite-
rréneos (SEHUMED) de la Universidad de Valencia, atendiendo a las indicadas recomen-
dacionesy resoluciones Ramsar, tiene como finalidad |a elaboracién de unarevision sobre
métodos de toma de muestras en agua, sedimentosy biota paralarealizacion de andlisisy
estudios biol6gicos y fisico-quimicos.

I.2. AMBITO TEMATICO DEL PROYECTO

En este manual se realizan recomendaciones metodol gicas para |os siguientes pro-
tocolos,

— tomade muestras de agua, biotay sedimentos paraanalisisfisico-quimicosy/o bio-
|6gicos.

— tomade muestras para ensayos biol 6gicos de la calidad de las aguas;

— bioensayos de ecotoxicidad en aguas y sedimentos.

Se pretende que el manual sea utilizable en la redaccion de estudios e informes, asi
como en la gjecucion de proyectos y programas de actuaci én sobre calidad de |os habitats
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Recomendaciones parala toma de muestras de agua

de humedal. Cabe, asimismo, recomendar su uso para el desarrollo de criterios y métodos
paralaincorporacién de la evaluacion de la calidad ecol 6gica de los humedales en lapla-
nificacién medioambiental.

También tiene un uso como herramientadocente en laformacion y capacitacion de per-
sonal técnico especializado.

Esta destinado a técnicos y agentes medioambientales, asi como a investigadores, do-
centes, administradores y gestores del medio ambiente, en los ambitos publico y privado.

Por otro lado, el trabajo que se presenta se configura como una herramienta que pue-
de ser utilizada y extrapolada a paises de |a cuenca mediterrdnea en el seno de la Iniciati-
va paralos Humedales M editerréneos (M edWet), creada en Grado (Italia) en 1991. Setra-
ta de una estructura de aplicacion de la Convencion, anivel regional, apoyada por unared
de centros especializados en humedales, entre ellos SEHUMED.

I.3. INTRODUCCIONA LA TOMA DE MUESTRAS

Los humedales son ecosistemas de una extraordinaria importancia, tanto por su rele-
vancia ecol 6gica como por ser depositarios de un gran valor cultural, cientifico, econémi-
co y recreativo. En el manual de la Convencién Ramsar publicado en 1996 se recoge una
primera aproximacion alas caracteristicas de los humedal es:

«Los humedales, en general, son sistemas intermedios entre ambientes permanente-
mente inundados y ambientes normalmente secos. Muestran una enorme diversidad de
acuerdo con su origen, localizacion geografica, régimen acuético y quimico, vegetacion
dominantey caracteristicas del suelo y sedimentos. Puede existir una variacion considera-
ble en un mismo humedal y entre diferentes humedal es préximos unos a otros, formando
no sdlo ecosistemas distintos, sino paisajes diferentes.»

Quizala definicion anterior no aclare totalmente lo que es un humedal, méas adn si
se trata de identificar con ello la amplia lista de tipologias (ver anexo ). En ellase re-
cogen como humedal es tanto zonas marinas y costeras como multitud de zonas hime-
das continentales. Posiblemente resultaria de mayor utilidad usar una definicion mas
intuitiva donde, manteniendo el criterio amplio, se podria considerar como humedal
aguella «zona de terreno que esta cubierta de agua de forma temporal 0 permanente»,
0 en las que «se produce afl oramientos de acuiferos hasta zonas muy proximas ala su-
perficie del terreno con lo que determinan las condiciones paralos seres vivos que alli
habitan». Si se limita en esa definicion el espesor de lamasade agua, en el caso de sis-
temas marinos, a unos escasos metros todavia se mantiene en esta definicién diversos
tipos de humedales costeros y, ademas, engloba a todas las zonas himedas continenta-
les, riosy lagosincluidos. También incluiriaatodo lo que a primera vista se asocia con
la pal abra «humedal » muy proxima al concepto de zona encharcable o palustre més o
menos permanentemente (Figuras 1 a 4). No se debe olvidar que la actividad humana
también construye humedal es artificiales y un buen ejemplo de éstos puede ser un em-
balse (Figuras5 a7).

Este tipo de consideraciones aproxima ala definicion amplia de humedal es que adopta
la Convencion Ramsar para determinar los humedal es que se incluyen bajo su proteccion:

18



Introduccion general

«extensiones de marismas, pantanos y turberas, o extensiones cubiertas de
agua, sean éstas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales,
estancadas o corrientes, dulces, salobres o saladas, incluidas las de agua
marina cuya profundidad en marea baja no exceda de seis metros»

Paralaevaluacion y control de la calidad ecol6gica de las zonas himedas resulta im-
prescindible la toma de muestras tanto de la matriz agua o los sedimentos cubiertos por
ésta como de la biota que los habita. La forma en que las muestras son obtenidas resulta
determinante para recabar una informacion veridica sobre el estado ecoldgico del hume-
dal. Unviejo axiomadeladeterminaci on analiticaes que «cual quier método analitico, aun-
gue utilice latécnica mas sensible, ve limitada su precision por la representatividad de la
muestra analizadax.

Lamuestra, pues, debe representar con exactitud al material del que procedey no debe
sufrir alteraciones desde el momento en que estomada hasta larealizacion del andlisisre-
guerido. Durante latoma de muestrasy en €l tiempo transcurrido hasta el inicio del andli-
sispueden producirse alteraciones de las mismas, bien derivadas de una contaminacion por
unalimpieza defectuosa del material utilizado, bien por los propios cambios fisico-quimi-
cos 'y hioldgicos que se producen en ella con el paso del tiempo. Los métodos que se em-
plean en laanalitica han sido normalizados, pero |os resultados de los andlisis sdlo alcan-
zaran una calidad maxima que viene determinada por latoma de la muestra.

En € presente manual se pretende ilustrar sobre los procedimientos generales y parti-
culares paralatomay conservacion de muestras en humedales, tanto de las matrices (agua
y sedimento) como de |os principal es grupos de seres vivos que son utilizados como indi-
cadores de la calidad ecoldgica de las zonas himedas. Estos procedi mientos se han desa-
rrollado tratando de simplificar al maximo las técnicas sin descuidar los detalles que sean
fundamental es. La consulta de este manual permitiraalas personas encargadas de latoma
de muestras determinar los procedimientos de muestreo més adecuados para sus aplica-
ciones especificas, que en su caso pueden ser complementados con la blsqueda en biblio-
grafia més especifica. En cualquier caso, la eleccion de los procedimientos se hara siem-
pre, si lahubiera, siguiendo lanormativalegal vigente en el territorio en €l que se aplique.

Paraevitar larepeticion de determinados aspectos en el texto, algunos temas que af ec-
tan adiversos apartados se han recogido sélo en alguno de ellos, haciendo referenciaen el
resto. Por €ello, parala obtencion de unavision de conjunto se recomienda lalectura com-
pleta de este manual, pudiendo consultar posteriormente |os apartados especificos en caso
de necesidad. Dado que los métodos de muestreo son diferentes en funcion del material a
muestrear, se describen una serie de métodos generales, asi como su particul arizacién para
|a toma de muestras de materiales concretos, divididos en tres tipos. agua, sedimentos 'y
seres vivos (biota).

Lagran mayoriadelasgeneralizacionesrealizadasen laprimeraparte son directamente
aplicables a caso de muestras de agua, realizandose en capitul os posteriores la particul a-
rizacion para el muestreo de biota (basicamente organismos indicadores) y sedimentos.

I.4. ENTIDADESDE NORMALIZACION DE METODOS

Tanto para algunos de |os métodos de muestreo como para todos |os analiticos se pue-
den encontrar protocol os establ ecidos por entidades de normalizacion o agencias estatales
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o plurinacionales que tienen entre sus objetivos la edicidén de normas. Entre €ellas se en-
cuentra la Organizacion Internacional de Normalizacién (International Organization for
Standardization, 1 SO), con sede en Ginebra (Suiza), de la que son miembros las entidades
nacionales de normalizacion y cuyos comités de trabajo dictan métodos normalizados.

En laUnion Europea € organismo encargado de establecer normas europeas (EN) es
el Comité Europeo de Normalizacion (CEN), con sede en Bruselas, que actlia en coordi-
nacion con 1S0O, por 1o que las normativas de ambos organismos son similares. Las enti-
dades nacionales de normalizacion trabajan en los comités internacionales y son las en-
cargadas de transponer a pais en cuestion la normativa internacional, como AENOR
(Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion) en Espafia (normas UNE) o AF-
NOR en Francia

En Espafia AENOR distribuye, previo pago, la normativa transpuesta. En lo que sere-
fierea muestreo paraladeterminacién de lacalidad de las aguas, algunas de las principa-
les normas | SO actualmente vigentes son las siguientes (AENOR, 1997):

— 1S0 5667-1:1980 (UNE-EN 25667-1:1993). Calidad del agua. Muestreo. Parte 1:
Guiapara el disefio de los programas de muestreo.

— 1S0 5667-2:1991 (UNE-EN 25667-2:1993). Calidad del agua. Muestreo. Parte 2:
Guia para las técnicas de muestreo.

— 1S0 5667-3:1994 (UNE-EN 25667-3:1995). Calidad del agua. Muestreo. Parte 3:
Guia paralaconservacion y la manipulacion de muestras.

Ademas, existen otras normas | SO 5667 (desde la 4 hastala 18) en las que se recogen
caracteristicas especiales del muestreo en distintos ambientes acuéticos o diferentes tipos
de aguasy sedimentos. Paralabiota, la normativa | SO hace especia hincapié en el mues-
treo de macroinvertebrados acuéticos, siendo las principales normas las siguientes:

— S0 7828:1985 (UNE-EN 27828:1994). Calidad del agua. Métodos de muestreo bio-
I6gico. Guia para el muestreo manual con red de macroinvertebrados bentdnicos.

— 1S0 8265:1988 (UNE-EN 28265:1994). Calidad del agua. Concepcion y utiliza-
cion de los muestreadores de macroinvertebrados bénticos sobre substrato rocoso
en aguas dulces poco profundas.

— 1S0 9391:1993 (UNE-EN 9391:1995). Calidad del agua. Muestreo de macroin-
vertebrados en aguas profundas. Guia de utilizacion de aparatos de toma de mues-
trade colonizacion cuantitativos y cualitativos.

La Union Europea, en su Directiva 2000/60/CE, «Marco comunitario de actuacion en
el ambito de lapolitica de aguas» (Unién Europea, 2000), establece que «los métodos em-
pleados para controlar los parametros de cada tipo seran conformes a las normas interna-
cionales EN-1SO o a cualesquiera otras normas nacionales o internacionales que garanti-
cen e suministro de informacion de calidad y comparabilidad cientifica equival entes».

Por otro lado, la Agencia Ambiental Europea (EEA) tiene elaborados numerosos in-
formes sobre el estado de |os ecosistemas y recursos acuaticos en la Union Europea.

En los Estados Unidos de América existen diversas entidades que han establecido mé-
todos normalizados rel acionados con latomay analisis de muestras ambientales. Unade
ellas es laAgencia de Proteccion Ambiental (USEPA) que tiene publicados diversos ma-
nual es sobre muestreos en matrices propias de los humedales y en general sobre el mues-
treodeagua(USEPA, 1992). Por otrolado, laAmerican Public HealthAssociation (APHA),
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en colaboracion con la American Water Works Association (AWWA) y laWater Environ-
ment Federation (WEF), publican periédicamente el manual «Standard methods for the
examination of water and wastewater» (APHA-AWWA-WEF; 1992), en € que se recogen
detalladamente todos |os métodos normalizados parael andlisisdelas aguasy que incluye
un capitulo referido alatoma de muestras.

Lainformacion recogida en las publicaciones de | as entidades citadas en este apartado
puederesultar de utilidad parael agente muestreador, quien deberd, en dltimo término, ate-
nerse alanormativalegal vigente en el lugar en el que se realizalatoma de muestras. Los
contenidos del presente manual se han elaborado considerando dichas publicaciones, com-
plementadas por los conocimientos personales de los autores y el asesoramiento de otros
expertos en la materia de reconocido prestigio internacional.

I.5. BREVE DESCRIPCION DE LA PROBLEMATICA QUE INCIDE
SOBRE LOSHUMEDALES

Aunque la problemética e impactos que inciden sobre los humedales es muy diversa,
en las siguientes lineas se recoge, a efectos ilustrativos, una breve descripcién de algunos
de los principales impactos que sufren estos ecosistemas. Su lectura répida orientara a
agente muestreador sobre determinados impactos a los que debera prestar atencion en e
trabajo de campo para dar constancia de su existencia cuando corresponda. No debe ol vi-
darse que losimpactos sufridos por |os humedal es no son siempre puntual es, sino que mu-
chas veces son crénicos y persistentes en el tiempo; no por ello debe dejar de prestarse
atencion a su tratamiento y estudio.

1.5.1. Eutrofizacién delasaguas

Es el aumento del nivel tréfico del sistema. Esto es, la cantidad de alimento disponible
seincrementa. L os seresvivos precisan parasu vida, entre otras, de unafuente de nutrientes
y de unafuente energética. Lamateria orgénica, procedente de otros seres vivos, constitu-
ye la fuente de ambos para los organismos heterétrofos (quimioheterétrofos). La materia
organica aportada a | os sistemas acuéticos constituye, de por si, una fuente de alimentos
para muchos seres vivos que cuando es aportada en grandes cantidades al medio acuético
hace que la abundancia de los mismos pueda aumentar a niveles superiores a los natura-
les, constituyendo una alteracion del ecosistema. Por otro lado, existen organismos cuyas
fuentes de nutrientes son inorganicas y cuyo suministro energético proviene de laluz so-
lar; son los organismosfotoautotrofos, cuyo € emplo mas conocido serian las plantas. Pues-
to que estos organi smos necesitan fuentes inorgani cas de nutrientes, cualquier proceso que
aporte cantidades adicional es de estos nutrientes a las aguas favorece su crecimiento mas
alladelo que supondrian las condiciones naturales (Figuras 8y 9).

Entre estos elementos inorgani cos, necesarios para la generacion de materia viva por
los organismos autétrofos, estan el nitrdgeno y el fosforo, cuya disponibilidad de forma na-
tural en las aguas suele ser bastante reducida. De esta manera se controla la proliferacion
excesiva de | os organismos fotoautétrof os. Tanto la degradaci én de lamateria organica, en
laque se liberan sus constituyentes fundamental es (entre ellos nitrégeno y fosforo), como
€l aporte directo de compuestos con estos elementos, normalmente asociado a las activi-
dades humanas (aguas residual es o depuradas sin tratamiento terciario, fertilizantes, ...), su-
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ponen un aumento de sus concentraciones naturales alterando las poblaciones que alli se
desarrollan, asi como su abundancia. El exceso de materia organica, tanto de origen al6c-
tono como autdctono, es depositado en los sedimentos del humedal o exportado aotrossis-
temas acuéticos, donde sigue alimentando el proceso eutrofizador.

1.5.2.  Contaminacién por sustancias potencialmente toxicas

La actividad humana es responsable del aporte al medio ambiente de numerosos pro-
ductos, normalmente de sintesis o resultantes de procesos de transformacién, que pueden
producir dafios ambientales también en las zonas himedas. Los productos fitosanitarios
(plaguicidasy otros biocidas) y las sustancias derivadas de su degradaci én pueden produ-
cir efectos letales o cronicos en los seres vivos, potenciados por la bioconcentracion que
se da en la cadena alimentaria desde niveles inferiores hacia los superiores. Los residuos
industrial es pueden contener materias téxicas (metal es pesados, sustancias organicas) que
son arrastradas por las aguas acabando en los humedales. Las aguas residuales urbanas y
los lixiviados de los vertederos de residuos solidos urbanos también contaminan las aguas
aportando microorganismos patdgenos, materia organica, nutrientes y moléculas comple-
jas con potencial efecto perjudicial. Incluso las aguas residual es depuradas pueden ser de-
letéreas sobre la calidad ambiental si € proceso de eliminacion de materia organicano ha
sido completo e incluso, aun siéndolo, si ho se acompafia de un tratamiento terciario de
eliminacion de nutrientes, puede provocar |a eutrofizacion de las aguas. Asimismo, losre-
siduos agricolasy ganaderos (purines, vinazas, alpechines, etiércol, ...) pueden provocar un
efecto similar.

Por otro lado, cada vez es mas frecuente el vertido de hidrocarburos, aceites y grasas
alos sistemas acuéticos donde forman una pelicula superficial que impide el intercambio
de gases entre € aguay la atmdsfera, provocando la muerte por asfixia de numerosos se-
res vivos, ademas de latoxicidad quimicay €l efecto fisico directo sobre labiota.

1.5.3. Vertidos sdlidos, aterramientosy desecaciones

En algunos casos |os humedal es han sido utilizados como vertederos, un lugar donde
se abandonaban desechos solidos y también organicos (restos de muebles, escombras, ani-
mal es muertos, etc.). Esto supone tanto un impacto visual como potencial mente contami-
nante del humedal.

L os humedal es también han sido considerados historicamente como zonas insal ubres.
Este hecho, unido ala ambicion por conseguir terrenos cultivables o urbanizables, halle-
vado al aterramiento no autorizado de muchas zonas himedas en aras alograr su total de-
secacion. También el encauzamiento desproporcionado de cauces fluviaes destruye va
liososecosistemasderibera, al igual quelosaterramientosy construccionesilegal espueden
provocar un taponamiento del lecho natural causando efectos catastréficos sobre €l medio
ambiente y la poblacién. Todos estos impactos son tan perjudiciales, 0 mas, para el hume-
dal como pudiera serlo un vertido de aguas residuales.

El uso indiscriminado de los recursos hidricos, tanto superficiales como subterraneos,
merma la alimentacién y el mantenimiento de los niveles hidricos de los humedales. De
igual manera, la derivacion de caudales aléctonos hacia los humedales puede provocar
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cambios en sus caracteristicas naturales, por lo que Unicamente son aconsejables después
del estudio previo de sus posibles efectos.

1.5.4. Dafosalafaunay floray expoliacion de especies protegidas

L os humedal es son lugares de extraordinaria importancia como reservas de una eleva-
dadiversidad bioldgicay refugio de seres vivos, incluyendo en muchos casos especies en-
démicas o en peligro de extincion.

1.6. OBJETIVO DE LA TOMA DE MUESTRAS

El objetivo de la toma de muestras es recoger una porcion del material que se desea
analizar, suficientemente pequefia para ser transportada adecuadamente y manejada en €l
laboratorio, mientrastodaviarepresente fielmente el material muestreado. Ello implicaque
las proporciones relativas y las concentraciones de cada componente de la muestra deben
ser las mismas que en el material original, que la muestra debe ser homogéneay debe ser
mani pul ada de manera que no se produzcan cambios significativos en su composicion an-
tes del andlisis. Una vez tomada la muestra se debe seguir un protocolo de conservacion
gue permita que la muestra llegue sin alteracién a laboratorio. Dicho protocolo incluye
procedimientos generales y otros particulares para analiti cas determinadas.

L os programas de muestreo se disefian con el objetivo de caracterizar €l estado de un
determinado ecosistema, controlar su calidad, planificar lagestion o investigar losposibles
impactos que pueda sufrir el sistema en cuestion.

Las muestras tomadas se pueden dedicar alarealizacidn de determinaciones de varia-
bles fisicas, quimicas o biol 6gicas. Cada muestra debe ser tratada de formaindividualiza-
da dependiendo de las caracteristicas de la matriz, de los factores que influyan sobre ella
y de las sustancias que deban analizarse

I.7. REQUISITOSDEL AGENTE MUESTREADOR. REQUISITOSLEGALES
Y FORMATIVOS PARA EL MUESTREO

La persona que realiza latoma de muestras es responsable de la validez de la misma.
Para la determinacion exacta del protocolo de muestreo deberia ponerse en contacto con
el laboratorio que va arealizar la analitica, ya que los protocol os de tomay conservacion
pueden depender del método analitico a utilizar.

La persona que realiza la toma de muestras con efectos legales debera estar facultada
por la autoridad competente, resultando de utilidad la expedicién por la misma de un per-
miso de toma. Su formacion deberd estar orientada a conocer aquellos aspectos que pue-
denincidir en la buenarealizacion del proceso de latoma de muestras, pero debera estar
asesorado por los especialistas oportunos, cuando sea necesario, requiriéndose por lo ge-
neral unacoordinacion entrelosdiferentes profesionalesimplicados. Larealizacion decur-
S0s, eminentemente préacticos, en los que el agente muestreador pueda adquirir una for-
macion especifica en los distintos aspectos de interés en la toma de muestra resulta muy
conveniente para el perfeccionamiento del proceso de muestreo.
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CAPITULOII
MUESTREO

I1.1. COORDINACION DEL MUESTREO

Latoma de muestrasy su posterior analisis es unalabor costosa. Por €llo, antes de co-
menzar la recoleccién sistemédtica de muestras, debe plantearse qué es lo que se pretende
obtener del muestreo y disefiarlo de acuerdo con |os objetivos marcados.

En generadl, el estudio de la calidad ambiental del medio natural requiere la coordina-
cion del trabajo de profesionales de muy diversas disciplinas, por lo que el presente ma-
nual y sus recomendaciones puede servir como guia orientativa, pero nunca podra por si
solo sustituir al necesario proceso de coordinacion para una buena obtencidn de muestras,
en laque seimplican lapersona que actlia como agente muestreador, €l solicitante del ané-
lisis, e laboratorio encargado del andlisis de las muestras, las autoridades competentes,
etc... En cualquier caso esrecomendabl e definir auna personaresponsabl e que actlie como
coordinador del proceso, aquien se dirigiran el resto de los miembros del equipo en caso
de necesidad, y que debera estar localizable de manera permanente. Resulta conveniente
gue el coordinador posea un suplente.

Los protocolos a utilizar en cada caso deberan ser recogidos por escrito, con la mayor
precision posible. Ello permite que, en caso de urgencia, puedan tomarse las muestras si-
guiendo un protocolo normalizado, sin mayor dilacion. En estas ocasiones €l agente mues-
treador debe prestar una atencién maxima alaidentificacion del problema, lo que le per-
mitirdaplicar el protocol o de muestreo adecuado sobre labase de su propio criterio cuando
esto sea hecesario.

L anecesariacoordinacion permitiraestablecer losobjetivosy laplanificacion del mues-
treoy € protocolo especifico de muestreo en cada caso, incluyendo:

— localizacion de los puntos de muestreo

— frecuencia del muestreo

— matrices a muestrear

— preferencias en el caso de existir limitaciones
— método de muestreo

— nUmero de muestras
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— tipo de muestras atomar

— cantidad de muestra a tomar

— material especifico de muestreo

— envases

— determinaciones arealizar in situ

— métodos de conservacion

— sistemas de transporte

— medidas de seguridad

— control de calidad

— niveles de sensibilidad requeridos en los andlisis
— codificacién e informacién necesaria sobre las muestras.

A efectos de coordinacion y disefio del programa de muestreo, puede encontrarse una
descripcion detallada del mismo en lanormal SO 5667-1:1980 (UNE-EN 25667-1:1993),
«Guiaparael disefio delos programas de muestreo» (AENOR, 1997). Endichanormatam-
bién se pueden encontrar especificaciones sobre latoma de muestras de agua en otros sis-
temas (aguas industriales, de abastecimiento, subterréneas, residuales urbanas, etc.).

[1.2. TIPOSDE MUESTRAS. MUESTRAS SIMPLES, COMPUESTAS
E INTEGRADAS

Las muestras pueden ser representativas de un material recogido en un lugar determi-
nado en un momento puntual, del mismo material y sus cambios a lo largo de un periodo
de tiempo, o de unamismamatriz tomada en distintos puntos de muestreo mas 0 menosre-
lacionados. En lo que aesto serefiere, la eleccion de la estrategia de muestreo depende de
los objetivos que se persigan, ya que a veces resulta mas informativo el andlisis de muchas
muestras en vez de una sola, mientras que en otros puede ser conveniente mezclar muestras
tomadas en distintos puntos o en un mismo punto a diversos tiempos para obtener lainfor-
macion requerida. Asi, podemos distinguir entre los siguientes tipos de muestras:

Muestras simples o puntuales. Son representativas de un punto de muestreo concre-
to en un momento determinado y se toman para su andlisisindividual. Este tipo de mues-
tras es adecuado para matrices de composicion estable en el tiempo, o bien pararealizar el
muestreo en distintos puntos o adi stintos tiempos, obteniendo informacion sobrelanatura-
lezay amplitud de variaciones. En ese caso la frecuencia de recogida de muestras debera
ser suficiente para mostrar la variacion temporal que pueda producirse.

Muestras compuestas-tiempo. Las muestras compuestas (integradas en el tiempo)
consisten en lamezclay homogeneizacion, realizada con suavidad, de muestras puntuales
recogidas en un mismo punto alo largo de un periodo de tiempo. Son apropiadas paraeva
luar la calidad media de matrices cuya composicién presenta variabilidad temporal, redu-
ciendo € nimero de muestras a analizar, pero también la informacion obtenida. La con-
tribucion de cada muestra ala mezcla debe, por lo general, ser proporcional a caudal; no
obstante, varias modalidades de muestreas compuestas. a) fijando el intervalo detiempo y
manteniendo constante el volumen de muestra, b) fijando €l intervalo de tiempo y obte-
niendo un volumen de muestra proporcional a caudal, c) fijando el volumen de muestray
variando €l tiempo de obtencién proporcionalmente al caudal. La amplitud del intervalo
de tiempo durante el cual submuestras puntuales tomadas a diferentes tiempos se pueden
integrar en una muestra compuesta-tiempo viene limitada por el tiempo maximo en el que
se pueden demorar los andlisis arealizar en dicha muestra.
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Lamuestra compuesta més utilizada es aquella que abarca un periodo de 24 horas, in-
tegrando temporal mente la variabilidad diaria de la matriz mediante latoma de cantidades
iguales de muestra cada cierto intervalo de tiempo. En ese sentido debe tenerse en cuenta
gue debido a los ciclos productivos asociados a la actividad humana pueden existir mar-
cadas diferencias entre los dias laborables y |os fines de semana o periodos vacacionales.
También en aquellos puntos de muestreo afectados por vertidos debera gjustarse lainte-
gracion tempora al ritmo de las actividades que alli se generan. La utilizacion de mues-
treadores automati cos estara condi cionada a una adecuada conservacion de lamuestra du-
rante el periodo de tiempo en el cual se esta muestreando.

M uestrasintegradas. Consisten en lamezcla de muestras puntual es recogidas simul -
taneamente en distintos puntos o profundidades de muestreo. Son apropiadas para eval uar
la calidad media de matrices en las que existe heterogeneidad en el espacio, aunque con
€llas se pierde parte delainformaci6n sobre dicha heterogeneidad. Lacontribucion de cada
muestra alamezcla puede ser similar, o proporcional apardmetros como volumen, caudal
o lamagnitud del espacio del que son representativas. La muestra integrada en profundi-
dad puede ser recogidatambién de manera unitaria, mediante diversos procedimientos (ver
apartado 11.5.3). Lamezcla de las muestras puntuales para dar la muestra integrada debe-
rarealizarse de manera que se evite la alteracion de sus componentes.

Puesto que para determinados andlisis, como son |os compuestos organicos voléatiles,
aceites, grasas e hidrocarburostotales, el proceso de mezclay lamanipulacion de lamues-
tra pueden alterar el resultado del andlisisy, ademas, S se trata de sustancias menos den-
sas que el agua se acumulan en la pelicula superficial, la determinacion de estos parame-
tros se realizara siempre sobre muestras puntual es, tomadas en la superficie.

Por otro lado, existen diversas analiticas que deben hacerse rpidamente en el labora-
torio, como los andlisis microbioldgicos, in situ, como la temperatura o la transparencia
del agua, o afadiendo un reactivo inmediatamente después de su recoleccidn, tales como
los sulfuros que se bloguean con acetato de zinc. Esto hace que resulte inviable la deter-
minacion de estos analitos en muestras compuestas o integradas, debiendo tomarse parasu
determinacion muestras simples o medidas directas in situ, cuando sea posible.

Ademas de los analitos ya mencionados, existen otros cuyas concentraciones relativas
pueden cambiar como consecuencia de variaciones en |os anteriores, por 1o que su deter-
minacion no podréa realizarse tampoco en muestras compuestas.

Un gjemplo, extensible aladeterminacién de otros compuestos cuyo estado de oxidacion
puede ser alterado por el cambio en las condiciones de 6xido-reduccion, seria el andlisis de
hierro soluble, ya que laformareducida del hierro (F€**) se mantiene mayoritariamente so-
luble en € agua, mientras que la oxigenacién de la muestra puede provocar la oxidacion a
hierro trivalente (Fe**) que forma complgjosinsolubles; en este mismo g emplo no habria, en
cambio, mayor problemasi la determinacion arealizar fuerade hierro total.

[1.3. LOCALIZACION DE LASESTACIONESY PUNTOS DE MUESTREO
Parala correcta realizacion de una campafia de muestreo debe recopilarse previamen-

tetodalainformacion posible sobrelazonaa estudiar. Este requisito puede ser obviado en

el caso de que la urgencia de la actuacion exija de un muestreo inmediato. Entre lainfor-

macion gue es deseabl e disponer previamente al muestreo se puede sefialar:
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— Accesibilidad de la zona, cartografiay posibilidad de acceso con vehiculos.

— Personas de contacto: Guarderia, agentes de seguridad, lugarefios.

— Caracteristicas naturales de la zona de muestreo.

— Impactos habitual es en la zona de muestreo. Uso del territorio y principales activi-
dades econémicas en la zona.

Debe establecerse un nimero de estaciones suficiente para caracterizar las diferencias
fundamental esentrelasdistintaspartesdel humedal. Si existieran aporteso salidasde agua,
algunas estaci ones de muestreo deberan recoger su influencia, siendo necesariatambién la
caracterizacion de los mismos. Las aguas estancadas presentaran también caracteristicas
diferentes alas aguas corrientes, lo cual establece otro criterio de seleccion de las estacio-
nes, yaque si se quiere obtener una representatividad total deberan tomarse muestras tan-
to en las zonas de aguas estancadas como corrientes, si las hubiera. No obstante, si existe
unarestriccion en el niimero de muestras que es posible obtener y procesar y las zonas de
aguas corrientes son dominantes, €l muestreo de éstas aporta masinformacion, ya que son
mas representativas del conjunto de la masa de agua, debiendo optarse por su muestreo
preferente. Laaccesibilidad de lazonatambién setendraen cuentaalahoraderedizar la
eleccion de los puntos de muestreo, aunque no serd un criterio preferente.

Deben situarse exactamente | os lugares de muestreo, tanto mediante su localizacion en
mapas como incluyendo sefial es que permitan identificar el punto exacto de la estacion de
muestreo, asimismo seflalando referencias paisgjisticas inequivocas de caracter perma-
nente. Estas sefiales pueden ser mojones u otro tipo de marcas sobre estructuras perma-
nentes, o boyas en el caso de sistemas profundosy extensos. También es posible el uso de
los modernos sistemas de informaci 6n geogréfica, como el GPS, paralalocalizacion exac-
tadel punto de muestreo, aunque en ese caso cualquier agente muestreador que tuvieraen
un futuro que muestrear en la misma estacion deberiair provisto del mismo sistemadelo-
calizacion; hasta que se produzca la generalizacion del uso de estos sistemas, sigue sien-
do preferible el balizado por técnicas clésicas.

I1.3.1. Aguascorrientes

En aguas corrientes en las que se sospeche que se produce cualquier tipo de vertidos
0, aun sin existir éstos, se desee conocer su estado quimico o ecol6gico deberan estable-
cerse diversos puntos de muestreo.

En todos | os casos es recomendabl e que uno delos puntos de toma se localice aguas arri-
ba de |a posible fuente de vertidos, a una distancia suficiente como para no verse afectado
por e mismo, otro punto de muestreo se localizara aguas abajo de ese lugar, ala distancia
adecuada para determinar lainfluencia del mismo. Una tercera muestra debe ser represen-
tativadel propio vertido, siempre que sea posible su localizacion y toma directa. Cuando la
toma de muestras se redice en alguna estacion de cualquier Red (referencia, representativa
0 deimpacto) preestablecida, sera suficiente realizar un solo punto de muestreo.

La deteccidn de vertidos y sus zonas de influencia podra realizarse tanto por su impac-
to visual como por medidas de determinados parametros realizadas in situ (temperatura,
conductividad, etc.). Todas esas tomas se realizardn en zonas donde la mezcla sea homo-
génea (integral). En el caso de puntos de toma de agua para cualquier otro uso debera to-
marse también una muestra en ese punto. Cuando se tenga que muestrear un cauce tributa-
rio, el muestreo se realizara en un punto cercano ala confluenciacon el cauce principal.
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Las aguas corrientes, como las de los rios, pueden presentar una mezcla total muy ra-
pida como consecuencia de las turbulencias; por ello, la toma de una muestra a una pro-
fundidad de un metro puede ser suficiente, aunque si €l curso es profundo resulta conve-
niente la obtencion de una muestra profunda, sin tomar contacto con el fondo. No resulta
conveniente latomade agua directamente de |a superficie, salvo que sea paraladeteccion
de sustancias o materiales con menor densidad que el agua, en cuyo caso solo la muestra
parala deteccion de esa sustancia debera tomarse en superficie. El resto, como se haindi-
cado, debe tomarse en un punto central de la corriente, siempre por debajo de la capa su-
perficial, incluso si la profundidad no es grande.

Si sedispone de equipo adecuado, por €jemplo, un tubo integrador (ver apartado11.5.3),
resulta conveniente la toma de una muestra integrada desde la superficie hasta el fondo.

Cuando en lamuestra se vayan arealizar determinaciones de compuestos volatiles se
evitaran los puntos de muestreo con el evada turbulencia, ya que dichos componentes pue-
den perderse parciamente.

Si las muestras se van a obtener de una fuente de caudal regulado, debera dejarse que
fluya durante el tiempo suficiente como para que ésta sea significativa.

11.3.2. Aguasretenidas

Se entiende como tales aquellas masas de agua en las que no existe un flujo aprecia-
ble, como lamayoriade loslagos, embal ses, lagunas someras, balsas, etc. En las masas de
aguas retenidas, la heterogeneidad horizontal también puede ser importante, por lo que la
situacion de las estaciones de muestreo deberatratar de recogerla al maximo, acogiéndo-
se alos criterios marcados en |os apartados anteriores. Dicha heterogeneidad puede venir
determinada no solo por los aportes de caudal es externos, sino también por otros factores
como la morfometria del humedal, la época del afio, la accién del viento, etc. Si Unica
mente se establece un punto de muestreo, éste se localizara preferentemente en una zona
central del sistema.

Ademés delaheterogenei dad horizontal, las masas de aguaretenidas pueden, en funcién
de su profundidad y de factores fisicos, presentar una heterogeneidad vertical. Por |o gene-
ral, en zonas poco profundas (1-2 metros) puede ser representativo € muestreo a 0,5 m de
profundidad. Si lamasa de agua es mas profunda, se requiere latoma de mas muestras, es-
pecialmente si existe una estratificacion vertical debidaaun gradiente de densidad, no sien-
do recomendable en este caso |a obtencion de muestras integradas. En masas de aguas pro-
fundasenlasqueno esposible el acceso apiee muestreo serealizaradesde unaembarcacion
convenientemente anclada para evitar la deriva en lalocalizacion del punto de muestreo.

Laestratificacion vertical de la columna de agua se da cuando diversas partes la masa
acuaticatienen densidades distintas, de manera que las aguas més densas se sittian a fon-
do y las menos densas en la zona més superficial. Estas diferencias de densidad se expli-
can por diferencias de temperatura y/o de contenido en sales disueltas. Puesto que lamé&
ximadensidad del aguasedaa4® C, si las aguas superficiales se calientan diferencialmente
(como sucede en verano) o se enfrian por debagjo de 4° C, su densidad disminuye y éstas
permanecen en la zona superficial sin mezclarse con las profundas, apareciendo un gra-
diente de densidad (picnoclina) originado por dichas diferencias de temperatura (ter-
moclina).
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Enlatitudes medias, como enlaPeninsulalbérica, laestratificacion térmicadelasaguas
suele darse, s lahay, desde primavera hasta principios de otofio. Por otro lado, el aumento de
laconcentracién de sales en el aguatambién confiere unamayor densidad aésta, por |o que,
aigualdad de temperaturas, un agua de mayor salinidad serdmas densay selocalizarden
las zonas profundas. En consecuencia, para una buena caracterizacion de la heterogenei-
dad vertical en lamasade agua, que puede af ectar tanto alas caracteristicas quimicas como
bioldgicas, deberan tomarse muestras a diferentes profundidades en funcion de la situa-
cion de la picnoclina. Esta puede localizarse mediante la medicion de temperaturay con-
ductividad del agua en € perfil vertical, estando la picnoclina (si existe) en la parte de la
columna de agua en las que estas variables varien considerablemente a aumentar la pro-
fundidad (por ejemplo, un descenso de 1° C m* en el caso delatemperatura). Deberén, pues,
tomarse muestras por encimay por debajo de la picnocling, asi como a diversas profundi-
dades de la misma, basandose el disefio del muestreo vertical en los parametros previa-
mente medidos in situ (fundamentalmente conductividad, temperaturay turbidez o trans-
parencia del agua).

1.4, FRECUENCIA DEL MUESTREO

En las aguas corrientes, en caso de producirse variaciones apreciables en las caracte-
risticas de la corriente y del agua fluyente, debera tomarse el nimero suficiente de mues-
tras parareflgjar |a heterogeneidad temporal, ya sea como muestras simples 0 como mues-
tras compuestas integradas en el tiempo (ver apartado 11.2).

En el caso de aguas retenidas, dados los cambios en el metabolismo del sistema aso-
ciados a ciclo dia-noche, la heterogeneidad temporal alo largo del ciclo diario podrare-
flgarse en latoma de muestras, éstas deberan realizarse, como minimo, aunahora central
del diay poco antes del amanecer, si quiere reflgjarse esa heterogeneidad.

Las variaciones estacionales que se dan en los sistemas naturales (estratificacion,
cambios de flujo, variaciones en el régimen de evaporacion, etc.) exigen, para una bue-
na caracterizacion del humedal, la obtencion de muestras en distintos momentos del ci-
clo anual.

11.5. APARATOSPARA LA OBTENCION DE MUESTRAS DE AGUA

Existen diversos aparatos de utilidad parala obtencion de muestras; a continuacion se
reflgja una descripcion de algunos de los més usados. La parte de estos aparatos que se
pone en contacto directo con lamuestra debe cumplir los requerimientos especificados en
diversos apartados de este manual para otro material usado en el muestreo. Basicamente,
sus paredes no deben adsorber o liberar [os componentes aanalizar, €l recipiente no hade
permitir ni provocar lapérdida de componentesy no tiene que contaminar lamuestracomo
consecuencia de unalimpiezainadecuada (no deben ser de pléstico paralatoma de mues-
tras de organicos, sino preferentemente de acero, vidrio o teflon). Las caracteristicas de-
seables para el aparato muestreador pueden diferir segin los pardmetros a analizar; por
ello, en ocasiones, puede ser necesario el empleo de diferentes aparatos muestreadores para
la obtencion de determinada muestra.
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I1.5.1. Botellashidrogréficas

L as botellas hidrogréficas son aparatos que permiten la obtencion de muestras en luga-
res de la columna de agua que no se encuentran al alcance de la mano. Norma mente con-
sisten en un tubo cilindrico con tapones en ambos extremos y accionados por un dispositi-
vo de cierre, unido en su extremo aun cable métrico de longitud variable (Figuras 10y 11).
Por medio del cable, previamente medido, |a botella en posicion abierta se sitlla a la pro-
fundidad deseada. Una vez dli se envia el mensajero (peso que actia como dispositivo de
cierre) que cierralabotella, recogiéndose de esa manerala muestra de agua de la profundi-
dad deseada. Tomada la muestra, se recuperalabotellay su contenido se depositaen e re-
cipiente correspondiente mediante un tubo que se colocaen e fondo del muestreador, €l cual
diferirden funcion del tipo de andlisisaredizar. Estas botellas pueden utilizarse parala ob-
tencion de muestras de agua destinadas tanto para determinaciones fisi co-quimicas como de
las poblaciones de microorganismos que viven en suspension en e agua (plancton).

Un dispositivo similar es el [lamado «bailer», cuyadiferencia esencial consiste en que
€l propio empuje del agualo mantiene abierto durante la bajada, pero se cierraa cambiar
€l sentido del movimiento cuando deja de bgjar y comienza a ascender, colectando el agua
de laprofundidad maxima ala que se bgja (Figura 12).

I11.5.2. Sistemasdebombeo

Son sistemas mecanicos que pueden utilizarse para elevar agua profunda hacia la su-
perficie, donde es recogida. Existen de diferentestipos. manuales, eléctricas, peristélticas,
centrifugas y de aire comprimido. Los tubos que se sumergen deben estar lastrados y co-
nectados a una cinta métrica, o bien medidos si no son flexibles. En el extremo sumergido
puede acoplarse algun dispositivo que permita afinar la profundidad a la que se toma la
muestra. (Figura 13). Todos los componentes que entren en contacto con la muestra (tu-
bos, etc.) deben cumplir 1as especificaciones necesarias para que no las alteren.

11.5.3. Integradoresen profundidad

Un método de utilidad para recoger muestras que integren aguas de diversas profundi-
dades consiste en disponer de un tubo de longitud suficiente como para cubrir ladistancia
entre la superficiey e fondo o la profundidad deseada; dicho tubo puede introducirse de
manera vertical en el agua, taparse posteriormente mediante un tapdn que cierre herméti-
camente la parte superior, y extraerse pararecoger su contenido. La muestraintegrada se
puede recoger en un recipiente suficientemente grande como para poder homogeneizarl a;
a partir de ella se dispone en envases adecuados para cada uno de los diferentes analitos,
procediéndose al tratamiento que corresponda. Tanto el tubo, €l tapony € recipiente dere-
cogida deben cumplir los requisitos generales y particulares especificados paralos apara-
tos muestreadores.

I11.5.4. Muestreadores automaticos

L os muestreadores automaticos son aparatos capaces de obtener las muestras de for-
ma auténomasin necesidad de lapresenciadel operador. En consecuencia, €l muestreador
automatico debe ser programable para poder especificar las caracteristicas deseadas del
muestreo (cantidad muestreada, frecuencia, etc.). LanormalSO 5667-2:1993 presenta un
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anexo en el que se reflejan més detalladamente las caracteristicas adecuadas para el mate-
rial de muestreo automatico.

Existen muestreadores automaticos en los que la toma puede programarse para ser
realizada en funcion del caudal; la aternativa es programar la toma de muestras para ser
realizada cada cierto tiempo. También existen muestreadores automaticos mas sofistica-
dos que permiten la separacion y conservacion en recipientes separados de la parte de la
muestra a utilizar para el andlisis de diferentes componentes, asi como otros que Ilevan
acoplados mecanismos de concentracion para permitir el andlisis de sustancias presentes
en la muestra en concentraciones muy bajas.

Laparte del muestreador que entre en contacto con lamuestradeberd, a igual que cuaquier
otro aparato muestreador, estar construida en un material inerte para que no la contamine.

El sistema de muestreo automatico debera disponer de un sistema complementario de
conservacion de las muestras para que éstas no se alteren hasta el momento de ser recogi-
das. En ocasiones, los muestreadores automaticos se encuentran en estaciones de control
delacalidad del agua, estando asociados a sensores que permiten la determinacion de di-
versas variables. En cualquier caso, tanto €l sistema de toma automética como, en su caso,
los sensores deberan mantenerse en un adecuado estado de conservacion para evitar que
alteren lamuestra o que las medidas realizadas sean incorrectas.

Puesto que | os sistemas automéati cos son costosos, deberan tomarse las medidas de pre-
caucion adecuadas para evitar que el mismo sufra dafios o expoliaciones durante el perio-
do de utilizacién.

11.6. PREPARACION DE LOSAPARATOS MUESTREADORES

El material de muestreo, concretamente los aparatos muestreadores, deberan mante-
nerse en perfectas condiciones de limpiezay funcionamiento. Antes de |a salida de mues-
treo los equipos deben revisarse para comprobar que su funcionamiento es correcto.

L os equipos deben limpiarse siguiendo procedimientos especificos, previamente ala
realizacion del muestreo y también entre diferentes puntos de muestreo. Es preferible uti-
lizar detergentes libres de fosfato y amonio (imprescindible en €l caso de tener que anali-
zar compuestos de fosforo o nitrégeno), disol ventes como isopropanol y agua destilada del
tipo que se usa en la preparacion de reactivos.

Al término de cada campafia de muestreo se realizara unalimpiezaafondo de los apa-
ratos muestreadores segun €l siguiente procedimiento:

— Lavado y cepillado en un bafio con agua caliente y jabonosa.

— Aclarado con agua del grifo.

— Aclarado con HNO: al 10-15% (s6lo en equipos no metdicos) o con HCI a 10-
15% (cuando se vaya arealizar el andlisis de nutrientes inorganicos).

— Aclarado con agua desionizada.

— Aclarado con isopropanol (solo si se vaatomar muestras para el andlisis de com-
puestos organicos).

— Aclarado con agua destilada para reactivos.

— Secado dl aire.

— Envolver en papel de aluminio parael transporte.
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El procedimiento de limpiezaen el campo, entre puntos de muestreo, incluye:

— Enjuague con agua destilada y agua de |a muestra para muestras destinadas a ana-
lisis de parametros inorganicos.

— Si el equipo esta muy contaminado en muestreos de organicos, aclarar con aceto-
nay después cepillar y frotar el equipo con agua jabonosa hasta eliminar toda la
suciedad, aclarar con aguadel grifo, aclarar con agua desionizaday secar al aire.

I1.7. ENVASES
11.7.1. Generalidades

Los envases a utilizar paralarecogiday almacenamiento de la muestra deberan evi-
tar cualquier alteracion de la misma, ya sea por adicion o por mermas como la adsor-
cion alas paredes del recipiente o lavolatilizacién. L os envases mas utilizados estan fa-
bricados en vidrio o en plasticos de diversos tipos, siendo adecuado uno u otro material
en funcién del andlisis a realizar. Los recipientes deben ser herméticos y resistentes a
alteraciones fisicas, quimicas o bioldgicas. Son caracteristicas necesarias de los enva-
ses:

— No desprender sustancias que puedan contaminar la muestra.

— No adsorber 1os componentes que se desean analizar.

— Estar construidos en materiales inertes (no reactivos).

— Ser de cierre hermético, de material resistente y de tamafio adecuado.

Los envases de vidrio pueden liberar silice, sodio y adsorber metales, por lo que no
deben utilizarse paralas analiticas de los elementos antedichos. El vidrio mas utilizado
es el de borosilicato. Los envases de vidrio actinico (normalmente de color topacio, ver
Figura 14) son especia mente adecuados para las muestras en las que el atague delaluz
pueda provocar alteraciones importantes, como es el andlisis de pigmentos fotosintéti-
cos o de plata.

Los envases de pléstico mas usuales (polietileno de alta densidad o similar) no deben
utilizarse para recoger muestras para andlisis de compuestos organicos y volétiles, ya que
éstos pueden reaccionar con el plastico perdiéndose parcialmente o lixiviando sustancias
del mismo, o bien perderse a su través. Por €ello, parala determinacion de sustancias orga-
nicas se utilizarén envases de vidrio, con tapones de metal o plasticos fabricados con po-
limeros fluorados como el teflén (politetrafluoroetileno y otros derivados), inertes para es-
tas sustancias. Los tapones de metal nunca se utilizaran cuando se trate de muestras con
capacidad de corrosion. Es preferible utilizar un obturador del recipiente, por encima del
cual se colocard un tapon de rosca, ambos con las caracteristi cas adecuadas para evitar que
se produzcan alteraciones en la muestra.

Podran tomarse en un mismo envase las muestras para la determinacion de aquellos
analitos cuyos requerimientos de muestreo, procesado y almacenamiento sean similares.
En consecuencia, la muestra para la determinacion de cualquier analito que requiera un
método de recol eccidn especifico o un procesado o almacenamiento particular debera te-
ner su propio envase. Por gemplo, no podra utilizarse el mismo recipiente paralas deter-
minaciones microbiol égicas (que exigen un recipiente estéril) que para la determinacién
de metales (que precisan de acidificacion de la muestra).
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I1.7.2. Limpiezadelosenvases

Resultaobvio quelos envases en |os que serecojalamuestra, a igual quelas partesde
| os aparatos muestreadores que entren en contacto con lamisma, deben estar perfectamente
limpios de manera que no aporten ningln contaminante ala muestra.

S se utilizan detergentes para el lavado de los envases (al igual que para el materia de
muestreoy andlisis), éstosdeben ser detergentes especia esparauso en quimicaanaditica. Sera,
en cualquier caso, preferible no utilizar estos detergentes especia mente para las muestras en
las que deban analizarse fosfatos, boro, silicio, sulfato, detergentes y agentes de superficie.

L os envases deben ser lavados siempre, aun cuando sean nuevos, ya que incluso éstos
pueden aportar contaminantes. Los procedi mientos de limpieza que se requieren paralos
diferentes andlisis son los siguientes:

Compuestosinorganicos. Lavar envasesy tapones con agua calientey jabon libre de
fosfato y enjuagar con agua del grifo hastalograr un aclarado total. Enjuagar envasesy ta-
pones con agua destilada para reactivos 3-5 veces. Secar y guardar |os envases hermética-
mente cerrados hasta su uso en el muestreo.

Compuestos inorganicos de nitr égeno, fésforo y silice, DBO, DQO y andlisisra-
diolégicos. Procedimiento similar al anterior sin usar detergentes, incluyendo el enjuague
con HCI al 50% antes de hacerlo con agua destilada para reactivos.

Analiticas microbiolégicas. Lavar los envases con agua y detergente, enjuagar con
agua destilada, enjuagar con acido nitrico 10% (v/v) y lavar concienzudamente con agua
destilada.

M etales. Procedimiento similar a anterior incluyendo el enjuague con HCI a 50% y
después con HNO: antes de hacerlo con agua destilada para reactivos.

Compuestosorganicosextraibles. Durante el lavado no debe ponerse pléstico o goma
(cepillos, guantes) en contacto con los envases, incluso hay que evitar que el propio enva-
se del jabon empleado en la limpieza sea de plastico. Lavar con agua caliente y detergen-
te, y enjuagar hasta un aclarado total, posteriormente pasar acetona (cuando €l recipiente
haya sido utilizado anteriormente se dejara actuar durante 12 horasy se enjuagara con he-
Xano) y enjuagar con agua destilada hasta que no quede olor en la botella (unos 5 enjua-
gues). Traslos lavados y el secado en corriente de aire purificado, |os envases deben per-
manecer cerrados hasta su uso.

Compuestos organicosvolatiles. Lavar con aguacalientey detergentey enjuagar con
agua hasta un aclarado total. Evitar cualquier contacto del envase con goma y/o plastico,
tal como se comenta en el apartado relativo a compuestos organicos extraibles. Enjuagar
con metanol y secar |os envases en estufa hasta 200° C durante 8 h; posteriormente, dejar-
los enfriar en posicion invertiday cerrarlos tan pronto como sea posible.

11.8. CONSIDERACIONESDE SEGURIDAD

Siendo importante la obtencidn de una muestra representativa, aln lo es més la segu-
ridad de la persona que realiza la toma de muestras. Se debe evitar cualquier tipo deries-
gos que, como consecuencia del muestreo, puedan derivarse para otras personas o para el
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medio ambiente. Respecto a este Ultimo punto, € agente muestreador deberd asegurarse
gue, como consecuencia del muestreo, no se esta generando ningln riesgo aterceros o, en
Su caso, desistir del mismo.

Generalmente |os riesgos derivados del muestreo suelen centrarse en el agente mues-
treador. Las muestras pueden contener compuestos que entrafien un riesgo paralasalud de
las personas que se exponen a é. Ademés, algunos de los compuestos utilizados, como
conservantes o reactivos de adicion inmediata, pueden tener también un efecto dafino. Las
sustancias téxicas pueden absorberse por la piel, por inhalacion o por ingestion acciden-
tal. Es por ello que latomay manipulacion de las muestras, reactivosy conservantes de-
bera realizarse con guantes de latex y, siempre que se detecten olores, utilizar una masca-
rilla. No obstante, como existen sustancias volétiles perjudiciales cuyo olor no siempre es
detectable, €l uso de la mascarilla es una recomendacion de carécter general.

El equipo de proteccion incluird también gafas protectoras y ropa especial en €l caso
de ser necesario. Cuando se tenga sospecha de la existencia de vapores toxicos latoma de
muestra se realizard Unicamente en lugares bien ventilados y utilizando un respirador. La
manipulacién posterior de las muestras se realizara en el laboratorio en una campana de
gases. La persona que haya tomado y/o manipulado las muestras debera lavarse cuidado-
samente al finalizar el muestreo, especia mente antes de manipular alimentos o bebidas, y
de manera inmediata en caso de haber tomado contacto directo con una muestra poten-
cialmente toxica. Las muestras que puedan contener sustancias inflamables o explosivas
deberan mantenerse lgjos del acance de cualquier chispa, llama o fuente de calor.

Cuando las muestras puedan tener componentes toxicos, radioactivos o peligrosos se
debera usar siempre el equipo protector adecuado. En cualquier caso, latoma de muestras
en las que existala certeza de la presencia de compuestos téxicos o peligrosos deberarea-
lizarse siempre por personal especializado bajo la supervision de un experto en la materia.

Ademas de |os riesgos por exposicién a sustancias potencialmente téxicas, existen ries-
gosfisicos que deben ser evitados. Cuando se esté a bordo de embarcaciones (que deben ser
suficientemente seguras) debe llevarse un chaleco salvavidas'y abstenerse de llevar botas al-
tas, yaque en caso de caida accidental éstas podrian llenarse de agua dificultando € rescate.
Cuando se entre a pie en un medio acudtico, excepto cuando se use un equipo auténomo de
inmersion, deben usarse botas suficientemente altas paraimpedir que entre aguaen ellas, te-
niendo sumo cuidado a avanzar, ya que pueden encontrarse de forma inesperada pozas, 1o-
dazales, corrientes, faunaagresiva, etc. Nuncase realizard el muestreo descal zo. Deberapres-
tarse especial atencién alascorrientes, puesto quelafuerzadel aguapodriaarrastrar a agente
muestreador, por o que éste no debera introducirse en cauces cuando las corrientes y pro-
fundidad en € mismo puedan entrafiar un riesgo, siendo aconsgjable la utilizacién de cuer-
das 0 arneses de seguridad como medidaprecautoria. También deberd prestarse atencion alos
riesgos el éctricos derivados del uso de material de muestreo accionado por energia eléctrica.

La propiedad del material de muestreo deberd estar identificada en etiquetas en cada
utensilio. Paraevitar actos vandalicos o robos, el material se colocaraen lugares discretos.
11.9. NUMERO DE REPLICASDE LA MUESTRA

Puesto que en el muestreo pueden existir variaciones de tipo aeatorio, es necesario la
obtencion de réplicas de la muestra. EI nimero de réplicas a obtener vendra marcado por
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un andlisis estadistico previo (EPA, 1992), que debera ser considerado por €l solicitante del
muestreo. En cualquier caso, la obtencion de réplicas que puedan ser utilizadas en un con-
traandlisis supone una préactica recomendable cuando sea posible, aunque en realidad sdlo
tendria sentido cuando el andlisis arealizar no deba ser inmediato.

Cuando la toma de muestras tenga como objeto la apertura de un procedimiento san-
cionador es conveniente que ésta se realice en presencia de un representante de la empre-
sa 0 industria presuntamente contaminadora. En este caso, cada muestra se tomara, al me-
nos, por duplicado, debiéndoseentregar unaal aspersonasqueaparezcan como responsabl es
del vertido o alas que se designen, con €l fin de que puedan gercitar su derecho a anali-
zar dichas muestras y a confrontarlas con los andlisis oficiales que se van aredlizar.

11.10. CANTIDAD DE MUESTRA

La cantidad de muestra arecoger serdlaestrictamente necesariaparael cumplimiento
de los objetivos del muestreo, incluyendo las réplicas correspondientes, cuando sean ne-
cesarias. La muestra se repartird en diversos recipientes en funcion de la manipulacion y
tratamiento que se deba hacer para cada andlisis.

1.11. MATERIAL GENERAL DE MUESTREO

Realizar un listado exhaustivo del material necesario para €l muestreo en humedales
detodo tipo y en cualquier circunstancia resulta de todo punto imposible, por lo queen la
preparacion del muestreo debera realizarse unalista especifica para cada caso. No obstan-
te, amodo orientativo, se refleja a continuacion un listado del material mas habitual utili-
zado en el muestreo de humedales:

— Libro con protocol os de muestreo y manual.

— Agenda con los datos de | as personas de contacto.

— Libreta de campo.

— Formularios a cumplimentar.

— Permiso de recogida de muestras expedido por |a autoridad competente.

— Aparatosderecogidade muestras (botellas hidrogréficas, dragasu otro material para
el muestreo de sedimento, sistemas de bombeo, muestreadores autométicos, etc.).

— Redes, mangas de plancton y otro material para muestreos biol 6gicos.

— Pértiga para la obtencion de muestras a distancia.

— Integrador de muestras de columna de agua.

— Envases adecuados para depositar |as muestras a obtener.

— Aparatos parala medidain situ (termometro, oximetro, conductivimetro, pH-me-
tro, disco de Secchi, etc.).

— Bateriasy pilas para dimentar alos aparatos el éctricos.

— Cargador de baterias.

— Caudalimetro.

— Piezémetro.

— Limnigrafo.

— Papel adhesivo u otro sistema para el precintado de las muestras.

— Conservantes y fijadores (&cido nitrico, &cido clorhidrico, formol, lugol, al-
cohol, etc.).
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— Aguadestilada.

— Reactivos.

— Jeringasy portafiltros.

— Filtros de diversos tamarios de poro.

— Probetas de diversos tamafios.

— Sistema de medida parala adicidn de conservantes y reactivos (pipetas, €tc.).

— Sistema de almacenamiento de muestras en refrigeracion (nevera eléctrica, neve-
ras de camping, hielo, acumuladores de frio).

— Embarcacion, hinchador si labarcaesneumética, remos, motor y depdsito con com-
bustible.

— Chalecos salvavidas.

— Anclas.

— Materia parael balizado (boyasy cuerdas, pintura, estacas, etc.).

— Botas de goma o vadeadores.

— Ropa de repuesto.

— Impermeabley ropa de abrigo.

— Linterna

— Cuerdas.

— Cintaaidlante pléstica, precinto y cinta americana.

— Herramientas varias.

— Cintamétrica.

— Pinzas de relojero.

— Guantes de latex, mascarilla, y demés equipo de proteccidn personal.

— Papel aluminio.

— Bolsasde pléstico inerte.

— Baoligrafo, lapicero y rotulador indeleble.

— Céamarafotogréficay/o de video, carretesy cintas.

— Cartografiade la zona.

— Reloj con cronémetro.

— Brujula o sistema de informacion geogréfica.

— Calculadora

— Emisorao teléfono movil.

11.12. DETERMINACIONESA REALIZARIN SITU

Existen algunas determinaciones que pueden (o0 en la mayoria de los casos deben) ser
realizadas in situ por parte del agente muestreador, si se dispone de los instrumentos ade-
cuados. Larealizacion in situ de estas medidas es opcional en el caso de algunos parame-
tros, pero obligadaen el caso deotros, yaque el resultado se alterariainevitablemente como
consecuencia de latomay transporte de la muestra. Incluso en el caso de no ser estricta-
mente necesario por exigencias analiticas, la realizacion en el campo de todas las deter-
minaciones sefial adas en este apartado resulta muy conveniente, pues evita alteraciones y
permite disponer de una valiosainformacién para afinar el muestreo.

El instrumental utilizado paralas determinaciones de campo debe mantenerse en buen
estado de funcionamiento siguiendo las especificaciones del fabricante. Cuando proceda
su calibracion se realizara también siguiendo los protocol os establecidos en las instruc-
ciones del aparato. Dado que muchos de estos aparatos funcionan con pilas o baterias in-
ternas, debe prestarse especial atencion al mantenimiento del buen estado de las mismasy
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comprobar su estado de carga antes de iniciar la campafia de muestreo. Existen aparatos
especificos para determinar un pardmetro concreto, aungue también hay sondas multipa-
ramétricas que permiten la medicién simultdnea de varios de €llos.

11.12.1. Temperatura

Latemperaturasiempre se determinarain situ. Puede utilizarse un termémetro de mer-
curio, cuyo bulbo se introducira en €l agua directamente hasta su estabilizacion. Si sedis-
ponedeé€llo, resulta preferible utilizar un termémetro el éctrico con sonda, que permite de-
terminar el perfil térmico de la masa de agua.

11.12.2. Conductividad

Laconductividad el éctricadel agua permite determinar de modo aproximado, y de ma-
neraglobal, lasalinidad del agua. Laresistencia (inversa de la conductividad) del agua a
paso delacorriente el éctricadepende delaconcentraciony tipo deionesdisueltos asi como
de latemperatura.

La conductividad se mide mediante un conductivimetro (Figura 15) que lleva un elec-
trodo con alimentacién por pilasy cuyos polos, de 1 cm?, estan separados por una distan-
ciade 1 cm. Launidad de medidaes el uS/cm (S = Q™). Dado que la conductividad de-
pende también de la temperatura, debera consignarse la misma junto con lamedidade la
conductividad y se realizara una transformacion para estandarizarlaa 20 o 25° C, aunque
muchos conductivimetros realizan la correccion autométicamente. La medida serealizara
introduciendo el electrodo en el agua sin necesidad de agitacion. Cuando se trate de aguas
profundas se obtendrd, si se dispone del material, un perfil vertical de conductividad del
agua. La calibracion del aparato se efectuara, cuando sea necesario, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante.

Aunque la conductividad no necesariamente tiene que ser medida in situ, resulta con-
veniente realizar esta medida directamente en el agua, ya que junto con latemperatura, la
concentracién de sal es (determinada por medio de laconductividad eléctrica del agua) re-
gulala estratificacion de las masas de agua, por 1o que su conocimiento es fundamental
para determinar las muestras a obtener en profundidad en los sistemas con estratificacion
vertical de las aguas.

11.12.3. Oxigenodisuelto

Lamedicion del oxigeno disuelto en el agua puede realizarse directamente en el cam-
po utilizando un oximetro (Figuras 16 y 17), consistente en un electrodo de membrana co-
nectado por un cable de longitud variable a un microprocesador. Alternativamente, puede
utilizarse el método de Winkler, mas sensible que el anterior, pero que exige €l inicio del
andlisisen el campo y su continuacion en el laboratorio, por 1o que no permite disponer de
los resultados in situ.

Ladeterminacion del oxigeno disuelto se realiza por polarografia mediante un oxime-
tro con electrodo tipo Clark con anodo de platay catodo de oro, a que seincorporaun dis-
positivo para asegurar la medida en agitacion, unido todo ello por medio de un cable aun
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medidor digital. El aparato presenta normalmente una precision de 0,1 mg O/l de agua.
La medida con un electrodo de membrana exige la calibracion del aparato en funcién de
los factores que determinan |a solubilidad del oxigeno en este medio, a saber: temperatu-
ra, salinidad (estimada mediante |la conductividad) y presion parcial de oxigeno (estimada
mediante la presién atmosférica). Todos |os oximetros estdn dotados de un termémetro
eléctrico, por lo que realizan automati camente la oportuna correccion ATC (correccion au-
tomatica de la temperatura). Respecto a la presion y la conductividad, existen oximetros
gue tienen sensores para estas medidas y se autocorrigen, mientras que en otros se deben
seguir las instrucciones marcadas por el fabricante para que el aparato pueda transformar
automaticamente su lecturareal (porcentaje de saturacion) en la medida que habitual men-
te se quiere obtener (concentracion, mg/l). Si el aparato no dispone de esta Ultima opcion,
el cdculo de la concentracion correspondiente a una determinada saturacion deberd ha-
cerse a posteriori teniendo en cuenta | os val ores de | os antedichos factores determinantes
delasolubilidad. Lamedidadel oxigeno con el electrodo se realizar siempre en agitacion
(agitando manualmente de forma suave el electrodo o mediante €l dispositivo que llevan
muchos oximetros).

L os electrodos polarograficos deberan mantenerse conectados unos 10 0 15 minutos (o
lo que especifique el fabricante) para acanzar |la polarizacién necesaria antes de realizar
las medidas.

La membrana del electrodo debe ser sustituida cada cierto tiempo y €l electralito in-
terno renovado. La duracion de las membranas aumenta si una vez colocadas en el oxi-
metro se mantienen en una cdpsula con agua destilada o en una camara himeda, paraim-
pedir que se sequen y resquebrajen. Periodicamente se realizard una comprobacion de la
calibracion del electrodo mediante el método de Winkler.

11.12.4. pH

El pH del agua se define como —{og [H*] en el aguay dauna medida de su acidez o ba-
sicidad. En consecuencia, su escala es logaritmica de manera que un pH 6 representa una
concentracién 10 veces mayor gque un pH 7. El pH tiene una gran importancia en la qui-
mica del agua, puesto que determina el estado de disociacion en el que se encuentran mu-
chos compuestos, condicionando también la vida de |os organi smos acuaticos. Existen di-
versos procedimientos de medida:

— pHmetro: Lamedida se realizaba mediante dos el ectrodos, uno de pH y uno de re-
ferencia, aunque actualmente casi todos |os equipos incorporan un electrodo com-
binado acoplado a un medidor del potencial creado al penetrar los protones en €l
electrodo que da directamente lalectura. El electrodo se agita suavemente durante
la medida hasta que |a lectura se estabiliza, tomandose entonces el valor. Puesto
gue el pH varia con latemperatura, estos aparatos suelen llevar acoplada una son-
da de temperatura. Los mejores pHmetros suelen tener tres puntos de calibracion
para calibrar con tampones de pH 4, 7'y 10, aunque si solo tuvieran dos puntos la
calibracion se hard alos dos pH més proximos ala muestra (generalmente 7'y 10
en aguas naturales, excepto en aguas acidas donde la calibracion serealizariaa pH
4y 7). Lamedida mediante el pHmetro es la preferible.

— Comparador de color. A lamuestrase le afiade un indicador de pH y €l color que ésta
adquiere es comparado con la escala de colores de un disco giratorio. El valor de pH
se lee directamente sobre el disco. El indicador es especifico para cada disco.
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— Papel indicador. La medida consiste en comparar el color que adquiere el papel in-
dicador sumergido en el agua de la muestra, con una escala de colores asociada a
diferentes valores de pH. Esta medida es s6lo aproximada.

11.12.5. Transparencia del agua

Lapresenciade particulas en suspension y de sustancias disueltas en €l agua, junto con
la propia absorcién de las mol éculas de agua, hace que a medida que la luz penetra hacia
capas mas profundas, la cantidad que llega sea menor. El aumento de la carga en nutrien-
tes en un sistema acuético suele derivar en un mayor crecimiento del fitoplancton, esto es,
delos microorgani smos fotosi ntéticos que viven suspendidos en el agua. En consecuencia,
un mayor grado de eutrofizacién supone un descenso en la transparencia del agua debido
alamayor abundancia de fitoplancton, que absorbe o reflgja parte de laluz. El descenso
de latransparencia puede deberse a otras causas, por ejemplo, la puesta en suspension del
sedimento o los aportes de materias en suspension de origen aoctono. El coeficiente de
extincién de laluz (K) en una masa de agua nos da una medida de esa transparencia, ad-
quiriendo mayores valores cuanto menor es la misma.

Latransparencia del agua debe medirse in situ. Existen dos métodos:

— Cuantémetro o radiémetro. (Figura 18). Este aparato realizala medida de la canti-
dad deluz que llegaaunaprofundidad determinada de lamasade agua. Paralame-
dida de la penetracién luminosa en €l agua se utilizan sensores subacuaticos que
detectan laradiaci 6n fotosintéticamente activa (PAR), conectados aun medidor ca-
paz de almacenar datos.

Se pueden utilizar dos tipos de sensores, uno plano y otro esférico. El sensor detipo
plano permite medir ladensidad de flujo fotonico por unidad de &read tratarse de un
sensor corrector de coseno que corrige las variaciones debidas al angulo deinciden-
cia, en é ladeteccion serealizapor un detector fotovoltaico de silicio de ata estabi-
lidad. El sensor esférico permite medir especificamente latasa de afluenciadel flujo
de fotones fotosintéticamente activos, la cua se define como los fotones de longitud
de onda comprendida entre 400 y 700 nm que inciden por unidad de tiempo en lasu-
perficie de una esfera dividido por € areatransecciona de dicha esfera captando la
radiaci6n fotosintéticamente activa proveniente de todas |as direcciones, ya que este
sensor dispone de un difusor acrilico, aunque laexistenciade labase del sensor pro-
voca una pequefia merma en la respuesta angular. El sensor elegido pararedizar la
lectura se une por medio de un cable subacuético a un medidor multicanal capaz de
almacenar datos, del que se obtiene la medida de densidad de flujo foténico (en
el caso del sensor plano).

Por tanto, lo medido con ambos sensores no es o mismo, ya que mientras el sensor
plano mide laradiacién fotosintéticamente activaincidente a sensor desde arriba, la
fotocélula esférica detecta también la radiacién difusa, ya que capta la proveniente
de todos los éngulos. Las unidades de medida utilizadas son los HE-m?-s?, siendo €l
E (Einstein) un mol de fotones. Por medio de este aparato obtendremos un perfil
de penetracion luminosa, con valores delaluz quellegaacadaprofundidad. Laex-
tincion de laluz en el agua viene dada por la siguiente expresion:

l.=1o-€%

40



Muestreo

siendo I la cantidad de luz que llega ala profundidad z,
lo la cantidad de luz incidente en superficiey
k el coeficiente de extincion.

La transformacion logaritmica de esta ecuacion da una recta, cuya pendiente co-
rresponde a coeficiente de extincién.

Inl:=Inlo Kz

— Disco de Secchi. Consiste en introducir en el agua un disco de PV C pintado de blan-
€0, de unos 20 cm de didmetro, con un contrapeso en su parte central inferior parafa
cilitar su hundimiento (Figura 19). Este disco se enganchaaun cabley se baja hasta
que deja de verse, anotando la profundidad (Dg). Esta medida nos permite hacer un
calculo aproximado del coeficiente de extincion mediante laexpresion = 1,7/Ds. El
factor utilizado en estaecuacion (1,7) puede variar en funcién del tipo de sistemaque
se esté estudiando por |o que, ademas de algunas otras consideraciones, el cdlculo del
coeficiente de extincién mediante €l disco de Secchi siempre sera mas inexacto.

11.12.6. Andlisisde CO:y clororesidual

Puesto que el CO: esun gas que es producido o consumido en los procesos vitales (res-
piraciony fotosintesis) y puede intercambiarse con la atmdsfera, es precisa su determina-
cion in situ mediante una volumetria acido-base. También debe analizarse in situ el cloro
residual, ya que se alterainmediatamente, utilizandose técnicas col orimétricas basadas en
la adicién de N,N-dietil-p-fenildiamina (DPD) y la comparacion con una escala de color
o lamedida con un peguefio espectrofotémetro portétil (Figura 20). Para ambos casos, €
laboratorio encargado de los andlisis facilitard a agente muestreador los instrumentos, re-
activos y protocol 0os necesarios para realizar las determinaciones en el campo.

11.13. DETERMINACIONESDE CAUDALES, NIVELESPIEZOMETRICOS
Y LIMNICOS

La determinacion de los caudales y los niveles de agua en humedales y acuiferos re-
sulta de interés en la evaluacion de la calidad ecol 6gica de los humedales. La determina-
cion delos caudales resultaimprescindible paraeval uar las cargas de sustancias aportadas,
ya que en las determinaciones analiticas se obtienen las concentraciones, con o que para
hallar las cantidades absol utas se precisa conocer |os caudal es circulantes o |os vol imenes
de aguaretenidos. Para cal cular este Ultimo aspecto, se precisaconocer lamorfometriadel
humedal y la seccion del mismo ocupada por agua (dependiente del nivel). Tanto parala
determinacion de caudal es como paralamedidadel nivel de las aguas superficiales o sub-
terraneas existen diversos métodos. En este apartado se realiza una breve introduccién a
dichos temas, debiendo consultarse manuales mas especificos para la eleccion adecuada
del método a utilizar.

11.13.1. Caudal

El caudal es el volumen de liquido que pasa por un punto dado en unaunidad detiem-
po. Lainformacion relativaalamediay alos valores extremos del caudal es esencial para
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la concepcidn y larealizacion de las instalaciones de tratamiento de aguas 'y para el esta-
blecimiento de limites racionales de calidad destinados ala preservacion de los cursos de
aguas naturales.

La determinacion del caudal se hace habitualmente determinando la velocidad de la co-
rrientey laseccion del cauce por € quecircula o, en estaciones de aforo, por medicion del ni-
vel. Las medidas de lavelocidad se realizan mediante sistemas de flotadores, trazadores (qui-
micos, microbiol égicos o radioactivos), molinetes (Figura21), ultrasonidos, etc. (EPA, 1992).

A modo de g empl o seresefiaacontinuaci 6n un sencill o procedimiento de medidaapro-
ximada de caudal es basado en lamedida de la seccién del cauce en un tramo homogéneo
y sinirregularidades y laadicion al agua de un colorante, midiéndose lavelocidad de des-
plazamiento del frente de colorante. En primer lugar se realiza el sondeo transversal en el
punto de medida para calcular la seccidn del tramo. A continuacion, se introducen ondas
coloreadas en la corriente de agua, y se puede evaluar la velocidad de la corriente. Poste-
riormente, se aplicaun coeficiente de correccion segun el material y revestimiento del tra-
mo, de acuerdo con laférmula de Fischer para cauces no torrenciales:

Vn=K* Vs

Siendo Vn~ lavelocidad mediay Vs la velocidad medida, teniendo K |os siguientes va-
lores seguin el tipo de cauce:

Cauce con vegetacion 0,55
Cauce con gravay piedras 0,64
Cauce con grava normal 0,71
Cauce detierra 0,74
Cauce de mamposteria 0,78
Cauce de hormigdn o enlucido 0,80
Cauce revestido de meta 0,81

No siendo éste € procedimiento mas exacto, se incluye aqui por su sencillez, frente a
otros métodos que, aunque probablemente son méas exactos, tienen un requerimiento ins-
trumental mayor.

11.13.2. Medidasdel nivel del agua superficial

Las medidas del nivel de agua son indispensables cuando se practica una gestion hi-
dréulica activa. Se trata de medidas simplesy poco costosas. Deben incluirse en los obje-
tivos de seguimiento y en el protocolo de toma de muestras (precision, frecuenciay loca-
lizacion de medidas) y tenerse en cuentaen el anadlisisdelosresultados. Hay queidentificar
previamente las diferentes unidades hidroldgicas y las comunicaciones entre ellas, puesto
gue diferentes masas de agua pueden estar en contacto durante un periodo del afio y des-
conectados en otros periodos.

Se pueden realizar las medidas del nivel de agua de dos maneras: puntualesy visuales
0 autométicas y en continuo:

— De maneravisual, gracias a las miras limnimétricas (reglas verticales graduadas,
fijadas sobre un soporte y clavadas a suelo o alas paredes de la cubeta). Su coste
variacon ladturay su calidad (resistencia a choques sobre todo). Hay que tener en
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cuenta las perturbaciones que pueden sufrir con €l fin de elegir un modo defijaciony
una calidad adaptadas. Su emplazamiento debe permitir una lectura f&cil a distancia
(con prisméticos s hace falta) y en toda época (por gjemplo, se debe pensar en laal-
tura de la vegetacidn circundante en otras épocas). Con este material sencillo se pue-
de realizar un seguimiento riguroso del nivel de agua, normalmente todas las sema-
nas, 0 més frecuentemente en el caso de eventos excepcionales (inundaciones, entrada
o salidade aguainhabitual). Se puede afiadir escalas de maximo, que permiten detec-
tar d méximo nivel alcanzado. Si laamplitud delos niveles de aguaes masgrande que
la altura de miras disponibles (el modelo estandar mide 1m), se puede encargar una
miraespecial o bien disponer més miras suplementarias paralos niveles extremos.

— Con un aparato registrador denominado limnigrafo. El coste de este aparato es ele-
vado, por 1o que se recomienda colocarlo en el punto mas representativo del eco-
sistema considerado. Existen diferentes modelos de limnigrafos registradores. Se
recomienda los limnigraf os mecanicos con medidores flotantes

11.13.3. Medidasdel nivel piezométrico del acuifero

Lamedidadel nivel de las aguas subterraneas es relevante en € estudio de los hume-
dales, ya que cuando la alimentacién es subterranea el nivel del agua en la superficie del
humedal depende, entre otros factores, de los procesos de carga-descarga del acuifero.

Parala medida del nivel del acuifero se utilizan piezdmetros. Un piezmetro es sim-
plemente un tubo perforado, se sittia penetrando el suelo paraque el aguadel acuifero suba
asu interior; se completa con un sistema graduado que permite unalecturafécil y, si esne-
cesario, un sistema para posibilitar la toma de muestras (en cuyo caso debera procederse
alarenovacion del agua del piezdmetro antes de tomarlas).

L os piezOmetros son tubos de longitud variable (algunos metros bastan generalmente)
y de 35-50 mm de didmetro interior del tubo. EI modelo recomendado esta formado por
tubos de PV C con un diametro inferior de 50 mm y borde inferior cortante. Lainstalacion
del tubo puede realizarse con la ayuda de un taladro o por simple presién manual si €l te-
rreno lo permite. Paraevitar la subidade sedimentos en el tubo es conveniente cubrir el ex-
tremo inferior con unared de nylon. El extremo superior tiene que cubrirse con € fin de
evitar quelalluviaolas particulas entren dentro, pero la proteccién debe dejar pasar €l aire
paraque el agua pueda subir en € tubo. Los piezometros se pueden construir también con
regjillas a diversos niveles.

Normalmente con un piezometro no se mide el nivel real del agua, sino €l nivel piezo-
meétrico, parametro que integra el nivel del acuiferoy su presion. El aguadel acuifero sale
generalmente bajo presion y sube en € tubo de medida. El nivel medido en el tubo es €
nivel piezométrico, a menudo superior a del acuifero.

11.14. PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRAS

11.14.1. Toma manual

Ademés de | as especificaciones realizadas en este apartado hay que tener en cuentalas
yadetalladas en el apartado I1.3 (localizacion del punto de muestreo).
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Al tomar lamuestra, €l recipiente muestreador debe lavarse dosveces con aguadelamis-
mamuestra, excepto cuando se tome directamente en un envase estéril 0 que contengaalgin
conservante o reactivo previamente adicionado, o bien que vaya a destinarse parael andisis
de compuestos orgénicos, en cuyo caso la muestra se tomard sin realizar ninglin enjuague.

Paraevitar tomar agua de laorilla se podra utilizar una pértiga con una pinzaen su ex-
tremo, alaque se sujetara el recipiente autilizar pararecoger €l agua, que serabien un re-
cipiente de boca ancha o bien el mismo envase en el que se guardard la muestra. Si exis-
tieraflujo, lamuestra se obtendra enfrentando el recipiente colector a flujo de agua. Esta
toma se realizara, siempre que la profundidad lo permita, por debajo de la superficie ex-
cepto cuando se muestree para la determinacion de sustancias menos densas que el agua
(g., aceites y grasas), en cuyo caso € muestreo para esta determinacion se adaptara para
colectar los flotantes.

A fin de evitar larecogida de particulas sedimentadas y la contaminacién de las mues-
tras de agua con sedimentos deberd evitarse laremocion del fondo, o en caso de que éste se
remueva, tomar lamuestraen un punto no afectado por dicharesuspension. El muestreo para
obtener muestras compuestas o integradas se atendra alo especificado en €l apartado I1.2.

Si latoma se realiza directamente, puede, por lo general, realizarse en €l mismo reci-
piente en €l que se amacenard, salvo que éste lleve adicionado alguna sustancia, en cuyo
caso latoma se realizard en un recipiente de boca ancha sometido al mismo procedimien-
to de limpieza que el utilizado paralos envases y |0s aparatos de muestreo.

Generalmente el envase se llenara por completo sin dejar aire por encima de la mues-
tra, excepto que €l aguatomada sea para determinadas anal iticas que, como los analisis mi-
crobiol 6gicos, requieren que se deje una cdmara de aire en €l recipiente. Tampoco se lle-
naran totalmente | os envases que vayan a congelarse. El Ilenado completo sin burbujeo es
especialmente importante en el caso de muestras para el andlisis de compuestos organicos
vol&tiles y gases disueltos; en este caso se debe rellenar hasta rebose y sellar con tefléon y
capsulade auminio.

Cuando el muestreo se haga desde una embarcacion la muestra superficial podra to-
marse directamente sumergiendo €l recipiente con la mano (excepto cuando esté adicio-
nado de alglin conservante o reactivo), utilizandose aparatos muestreadores para obtener
las muestras profundas.

11.14.2. Muestreo automatico

Latoma de muestras de manera automética utiliza aparatos que son capaces de realizar
el muestreo de forma autonoma, permitiendo la toma de muestras en multiples puntos si-
multaneamente, Si se usan varios aparatos, o bien la toma de muestras compuestas inte-
grandolas en €l tiempo sin necesidad de la presenciadel operario. Paralarealizacion de es-
tastareas, dichos aparatos deben cumplir |as caracteristicas especificadasen el apartado11.5.
11.14.3. Procesado

Previamente a la recogida de una muestra debe estar claro qué fraccién se va a anali-
zar. Por giemplo, €l andlisis de metales se puede efectuar sobre la fraccién disuelta, parti-
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culada, total o extraible con &cido. En funcion de lafraccion aanalizar, lamuestra de agua
debera ser o no filtraday se trabajara con el liquido filtrado o con lo recogido en €l filtro,
procediendo o no a una posterior acidificacion

En otros casos, parael andlisis delaconcentracion de determinados analitosen el agua
es necesario realizar un filtrado previo de la muestra antes de introducirla en el recipien-
te, ya que de esa manera se retrasan las alteraciones que la muestra pudiera sufrir hasta
su llegada a laboratorio, actuando dicha filtracién como un procedimiento conservante.
Pararealizarla se utilizara un filtro de fibra de vidrio. Estos filtros se pueden obtener co-
mercialmente (por ejemplo, filtros tipo GF/F fabricados por Whatman, Gelman u otros
fabricantes) y se montan en un portafiltros (por ejemplo, un portafiltro tipo Swinnex, fa-
bricado por Millipore), que se conecta a una jeringa en la que se introduce el agua a fil-
trar accionando €l embolo hasta que todo el volumen se haya filtrado (Figura 22) y reco-
giéndose el aguafiltradadirectamente en el recipiente especifico paraguardar lamuestra.
Si el volumen filtrado no es suficiente, se separa €l portafiltros de lajeringa antes de sa-
car € embolo de lamisma (ya que si no se romperia el filtro por la succién en vacio), se
saca el embolo, se vuelve a conectar jeringay portafiltro y se introduce el volumen adi-
cional afiltrar.

Si se debe afadir algin conservante o reactivo, éste puede ser previamente afiadido a
labotellaen la que se guardala muestra, o bien mantenerse en un recipiente por separado,
apartir del cual deberatomarse una determinada cantidad para adicionar ala muestra (Fi-
gura 23).

Cuando una muestra precise de un tratamiento inmediatamente después de ser obteni-
day previo a su transporte al laboratorio, ya sea filtrado, adicién de conservantes, reacti-
vos 0 cualquier otro tipo de tratamiento, debera venir especificamente sefialado por €l la-
boratorio que vayaarealizar €l andlisis 0, en su caso, por la persona que encargue latoma
de muestras. Cuando intervengan agentes muestreadores resultaimprescindible larealiza-
cion de reuniones de coordinacion con la direccion técnica o miembro cudificado del la-
boratorio analitico encargado del proceso de andlisis, asi como la comunicacion por parte
de este Ultimo de cualquier cambio en el procedimiento analitico que incida sobre el pro-
tocolo de muestreo.

Como g emplo, las muestras que generalmente suelen filtrarse son aguellas que se uti-
lizan para el andlisis de algunos compuestos inorganicos de nitrégeno (amonio y nitrito) o
fosforo (fosforo reactivo soluble), ya que con €l filtrado se consigue eliminar 1os microor-
ganismos presentes en €l agua que aterarian rapidamente la concentracion de estos com-
puestos. Sin embargo, otras determinaciones de compuestos de 1os mismos el ementos,
como el nitrégeno total o el fésforo total, deben realizarse sobre muestras sin filtrar, por
ello esimportante seguir las especificaciones del |aboratorio.

En cuanto ala adicion inmediata de reactivos, algunos andlisis también o requieren,
como, por ejemplo, la determinacién del oxigeno disuelto utilizando el método de Win-
kler, que precisala adicion de hidréxido de manganeso. La aplicacion de conservantes es
frecuente en aguellas muestras que sirven para la determinacién microscopica de micro-
organismos propios del medio acuatico pero no debe hacerse cuando el método analitico
requi era que dichos organismos estén vivos, como es el caso de las analiticas de indicado-
res microbiol égicos de contaminacion fecal, en los que se requiere € cultivo.

Antes de abandonar el punto de muestreo se comprobara que se han recogido todos los
recipientes necesarios, que se harealizado el proceso de conservacién adecuado y que se
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ha anotado en €l libro de registro de campo toda la informacién requerida. En caso con-
trario se subsanara el error, repitiendo el muestreo si es necesario.

Cualquier impacto que se detecte o caracteristicas determinadas que puedan ser ilus-
tradas con imégenes se recogeran, en lamedida de lo posible, en reportajes fotograficos o
de video, dedicando negativos o cintas separadas a cada lugar de muestreo, 1os cuales se-
rén debidamente etiquetados. Por ello es conveniente el uso de peliculas o cintas de video
de formato reducido (12 fotos, 45 minutos de cinta) para evitar malgastar material; cuan-
do sea necesario se empleara més de un carrete o cinta.

11.15. ETIQUETADO DE LASMUESTRAS

Cadaenvase que contengaunamuestradebera ser convenientemente etiquetado, de ma-
nera que no exista duda alguna sobre cudl eslamuestra que contiene. Lamarca debera ser
indeleble, sobretodo al contacto con €l agua o lamatriz en la que se encuentre la muestra.
Si se utilizan rotuladores para marcar |as etiquetas, éstos deberan ser resistentes al agua.
No deben rotularse nunca las etiquetas con un boligrafo convencional. Conviene escribir
dos veces el codigo de identificacion de lamuestra por si se borrara.

Como normageneral, para mantener laconfidencialidad, suele utilizarse una codifica-
cion que permita identificar la muestra, el agente muestreador y el laboratorio. Si la eti-
gueta es suficientemente amplia pueden anotarse en ella otras informaciones que puedan
considerarse de utilidad (condiciones meteorol dgicas, datos de |as determinacionesin situ,
€tc.), pero, incluso en ese caso, esa informaci én deberd anotarse también en el libro dere-
gistro de campo o en €l acta de inspeccion (ver apartado 11.16).

Cuando lamuestravayaa utilizarse en un proceso judicial, €l recipiente debera ser se-
Ilado para evitar una posible manipulacién o falsificacion. Entonces podran utilizarse se-
Ilos adhesivos suministrados por la autoridad judicial o cualquier otro sello que impidala
aperturadel recipientey que seafécilmente identificable por el tomador de lamuestra (por
giemplo, un adhesivo en el que figure la firmadel tomador).

En las muestras que contengan componentes potencial mente toxicos o peligrosos, esta
circunstancia debera ser puesta de manifiesto de manera evidente en la etiqueta.

11.16. LIBRO DE REGISTRO DE CAMPOY EL ACTA DE INSPECCION

Es muy conveniente reflejar toda la informacion recogida como consecuencia de la
toma de muestras en un libro de registro o en actas de inspeccion.

Esta informacion deberdincluir para cada punto de muestreo:

— Tipo de humedal muestreado.

— Localizacion exacta del punto de muestreo, con toponimos, coordenadas y refe-
rencias. Esta se resefiarg, de manera adicional, en un mapaalamenor escala posi-
ble o bien en un croquis. Para estaciones fijas preestablecidas sera suficiente con
indicar lareferencia de las mismas.

— Descripcién del entorno del punto de muestreo, morfometriay geologia del lugar.

— Condicién aparente de la faunay vegetacion acuética.

— Caudal, si hubieraflujo. Nivel.
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— Caracteristicas morfométricas del cauce o la cubeta.

— Caracteristicas de los posibles vertidos u otros impactos recibidos por la zona de
toma de muestras y, en general, por el humedal. Identificacion del presunto cau-
sante del impacto.

— Usosdel territorio en €l entorno (poblaciones, industrias, cultivos, instalaciones tu-
risticas, reservas naturales, etc.).

— Caracteristicas meteorol 6gicas durante el muestreo (preci pitacion, temperatura del
aire, viento, etc.).

— Incidencias del transporte.

Para cada muestra se incluira:

— Cdadigo deidentificacion de la muestra.

— Fechay hora del muestreo.

— Tipo de muestra (simple, compuesta, integrada) y especificaciones en su caso.
— Coordinador del muestreo.

— Personas a contactar pararealizar latoma de muestray modo de localizarlos.

— Personas que intervienen y/o que puedan aportar testimonios.

— Persona que realiza latoma de muestras. Cargo y departamento al que pertenece.
— Matriz muestreada.

— Duracion de latoma.

— Profundidad (en su caso) ala que se hatomado la muestra.

— Procedimiento de muestreo utilizado.

— Numeroy tipo de envases tomados.

— Tratamientos realizados a las muestras.

— Resultados de las determinaciones realizadas in situ.

— Aspecto delamatriz (color, olor, presenciade indicadores de contaminacion, etc.).
— Fechay horade entrega en €l |aboratorio.

Ademas de las anteriores, se incluira cualquier informacién que pueda tener interés a
lahoraderealizar los andlisis 0 en lainterpretacion de |os resultados de los mismos.

Lainformacion recogidaen el libro de campo o en las actas de inspeccion se suminis-
trardal laboratorio de andlisis 0, en su caso, alas personas con competencialegal enlama-
teria, o con laautorizacion de éstas cuando sea preceptivo, y actras partesinteresadas como
€l propiolaboratorio querealizarael andlisis. Debetenerse en cuentaque el laboratorio ne-
cesita, por lo general, conocer determinados parametros determinados in situ para la co-
rrecta calibracién y adecuacion de los métodos analiticos.

Cuando concurra un procedimiento sancionador, resulta conveniente (e incluso im-
prescindible en los casos de agresiones graves al medio ambiente) la obtencién de testi-
monios gréficos (fotografias, videos) que acompafien alainformacién reflejadaen el libro
de registro, asi como levantar un acta de toma de muestras (ver apartado 11.21, cadena de
custodia).

[1.17. CONSERVACIONY TRANSPORTE DE LA MUESTRA
Puesto que la alteracion de las muestras es inevitable con € paso del tiempo, las téc-
nicas de conservacion tratan de retrasar a méximo los cambios quimicosy biol 6gicos que

se producen tras la toma de la muestra. Por lo general, cuanto menor sea el intervalo de
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tiempo transcurrido entre la toma de muestras y el momento del andlisis, menores seran
los cambios producidos en lamisma.

11.17.1. Alteraciones potenciales de la muestra durante el almacenaje

L os cambios que se pueden producir en la muestra son de naturaleza mdiltiple.

Una serie de parametros analiticos sufren un cambio rapido unavez obtenidala mues-
tra, ya sea por procesos fisico-quimicos o bioldgicos, por lo que su andlisis debe redlizar-
sein situ. Tanto latemperatura, €l pH, los gases disueltosy el cloro residual pueden cam-
biar rapidamente en la muestra, por ello deben determinarse directamente utilizando
medidores portétiles. En algiin caso, alternativamente, se puede iniciar €l andlisisin situ
dejando la muestra en un estado en € que € analito se encuentre fijado para evitar su al-
teracion hastalallegadaal |aboratorio, como sucede en €l andlisis de oxigeno disuelto me-
diante el método de Winkler.

L os compuestos organicos volatiles pueden volatilizarse si existe una camara de aire
en el recipiente, por lo que los envases para estas determinaciones (de vidrio, como ya se
especifico en el correspondiente apartado) deben llenarse totalmente y cerrar sellados.

Diversos cationes pueden adsorberse al envase si éste es de vidrio. Entre ellos se en-
cuentran el aluminio, cadmio, cromo, cobre, hierro, plomo, manganeso, platay zinc. Ade-
mas, el vidrio puede liberar ala muestra boro, silice y sodio; por esto, parala determina-
cion de estosiones €l envase debe ser siempre de plastico. De formaadicional, puesto que
varios elementos metdlicos presentan una mayor solubilidad a pH bajo, la determinacion
de los cationes se realizara en una muestra acidificada a pH inferior a 2 mediante la adi-
cion de acido nitrico. Si serequirieradiscernir entre las fracciones solubles y particuladas
de alguno de estos metales deberarealizarse, previamente alaacidificacion, un filtrado de
la muestra con un filtro de fibra de vidrio GF/F pasando la fraccién soluble, que es reco-
gidaen un recipiente de plastico, para acidificarse posteriormente y recogiéndose €l filtro
con lafraccion particulada (o determinandose la misma a partir de la diferencia entre la
fraccion solubley €l total). Dicho proceso deberarealizarse de manerasimultaneaa mues-
treo, ya que la oxidacion de algunos elementos metdlicos (especia mente las formas redu-
cidas de hierro y manganeso) es muy rapida al ponerse en contacto con €l aire, dando lu-
gar acompuestos altamente insolubles al oxidarse.

Los cambios de pH pueden afectar a la solubilidad de diversos compuestos, en espe-
cial alterando €l equilibrio de los carbonatos, dando lugar ala precipitacion o redisolucion
de carbonato célcico, |o que debera tenerse en cuenta en larealizacion de estos andlisis.

Las muestras para la determinacién de compuestos inorganicos de nitrégeno (nitrato,
nitrito y amonio) y fésforo (principa mente ortofosfato soluble) pueden sufrir alteraciones
considerables en las concentraciones de estos compuestos como consecuencia de la acti-
vidad microbiana. Es por ello que las muestras para |a determinacién de los compuestos
antedichos deben ser filtradas inmediatamente después de ser obtenidas mediante un sis-
tema de filtrado portétil (ver Figura 22). El filtrado a través de un filtro inerte de tamafio
deporo entre 0,45-0,8 um practi camente eliminal os mi croorganismosresponsables de esas
alteraciones. Respecto a nitrégeno y fésforo, nunca deberan filtrarse las muestras para la
determinacion de nitrégeno y fosforo total, ya que éstos integran tanto la fraccién soluble
como la particulada.
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La actividad microbiana puede alterar también la muestra en lo que se refiere a otras
determinaciones, como la DBO (demanda biogquimica de oxigeno), o provocar € cambio
de estado de oxidacion de diversos compuestos como algunos de azufre. Sin embargo, las
muestras para estas determinaciones no deben ser filtradas.

Las muestras para determinaciones biol égicas pueden alterarse con €l paso del tiem-
po, especialmente aquellas en las que la determinacién se realiza por cultivo de los orga-
nismos vivos. Es por ello que estas determinaciones, en especial las analiticas microbio-
|6gicas, deben realizarse en un breve plazo de tiempo tras |atoma de muestra, puesto que
€l nimero de microorganismos viables puede cambiar en un lapso breve de tiempo debi-
do a su bajo tiempo de generacion y/o a su elevada sensibilidad a unas condiciones am-
bientales adversas.

11.17.2. Métodos de conservacion

Seincluye aqui un breve resumen de los métodos de conservacion mas utilizados. No
obstante, la informacidn completa sobre €l tipo de recipiente a utilizar, la técnica de con-
servacion utilizaday el tiempo maximo de conservacion recomendado antes del andlisis
para cada uno de los analitos puede consultarse en la norma 1SO 5667-3:1994 publicada
en espariol por AENOR (1997), puede adquirirse la version completa en la citada entidad.
Antes de su aplicacion, dichas técnicas deberan ser corroboradas por €l responsable del la-
boratorio o programa de muestreo.

El método de conservacidn mas generalizado consiste en mantener lamuestrarefrige-
rada en torno a 4° C y en oscuridad. Con €llo se retrasan los cambios quimicos y, sobre
todo, biol égicos, activados o acentuados por latemperatura o por laluz. En consecuencia,
las muestras siempre serefrigeraran y mantendran en la oscuridad, salvo especificacion en
contrario. En cuanto alarefrigeracion, es preferible realizarla en un refrigerador eléctrico
aunatemperatura constante. Si esto no es posible, puede utilizarse una neverade camping
en la que se colocara hielo (a ser posible en una bolsa o recipiente hermético para que a
derretirse no entre en contacto directo con los envases de muestra) o sustitutos, como los
acumuladores de frio (no utilizarlos en caso de andlisis de sustancias organicas). El uso de
nieve carbonica pararefrigerar esté desaconsejado, puesto que puede llegar a congelar 1a
muestra asi como aalterar su pH. El refrigerador o contenedor utilizado debera estar libre
de contaminantes que puedan alterar as muestras, especialmente en el caso de compues-
tos organicos volétiles en los que la atmosfera de almacenamiento debera estar totalmen-
te libre de disolventes organicos, por |o que debera someterse alos mismos procedimien-
tos de limpieza que el material de muestreo.

El filtrado de las muestras usando € filtro adecuado permite la diferenciacion de las
fracciones solublesy particuladas de diversos elementos, ademas de eliminar gran parte o
todos los microorganismos, evitandose |os cambios provocados por éstos. El filtrado no se
utilizara cuando pueda retener alguno de los constituyentes a analizar.

La congelacién de las muestras sélo es recomendable cuando dicho proceso no vayaa
afectar alas concentraciones de los analitos a determinar, lo cual debera consultarse con
€l especialista correspondiente.

La adicién de conservantes quimicos se limitard a las muestras en cuyas determina-
ciones no interfiera dicho conservante, eligiéndose el mismo en funcién de los andlisis a
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realizar, ya que un producto conservante puede ser conveniente para un anaisis, pero no
para otro. Los conservantes retrasan en los cambios quimicos y bioldgicos que se produ-
ciran en la muestra, actuando como bacterioestaticos o manteniendo |a muestra en condi-
ciones de pH u oxido-reduccion adecuadas pararetrasar dichos cambios. Asi, por g emplo,
las muestras para el andlisis de metales se acidifican con acido nitrico aun pH < 2 (pre-
viamente filtradas si son para el andlisis de metales disueltos), excepto para el andlisis de
mercurio en el que se suele afiadir 2 ml por litro de una soluciédn de dicromato potasico a
20% (p/v) preparadaen écido nitrico 1:1. Aunque el cloruro de mercurio y otros derivados
de este metal se han utilizado como conservantes, actualmente se desaconseja su Uso por
laatatoxicidad delasformas solubles del mercurio. En general, en el manejo de cualquier
conservante se tomaran | as precauciones adecuadas para evitar riesgos derivados de su po-
sible peligrosidad. La adicién de conservantes se realizard siempre a partir de soluciones
concentradas de | os mismos usando vol imenes pequefios, de manera que se reduzcaal mi-
nimo su efecto de dilucion.

En ocasiones el proceso de andlisis puede comenzarseinmediatamente alarecoleccion
de lamuestra mediante la adicion de un reactivo. Este reactivo reacciona con la sustancia
aanalizar, dando lugar a un compuesto mas estable que permite el transporte de la mues-
traal laboratorio para proseguir con su andlisis. Este es el caso de la adicién de sulfanila-
mida a agua que ha de servir para el andlisis de nitrito, 0 una sal de manganeso para €l
andlisis de oxigeno disuelto mediante el método de Winkler. No puede considerarse esta
préctica como la adicion de un conservante, ya que en realidad €l compuesto quimico afia-
dido corresponde a uno de los reactivos del proceso analitico.

Laadicién de conservantes o reactivos debe reali zarse utilizando generalmente un ma-
terial especifico (pipetas u otros) para cada uno de ellos. La adicion se realizard general -
mente sin tocar la muestra con la pipeta o cualquier otro dispensador, tapando y homoge-
neizando suavemente el compuesto afladido con la muestra. Si fuera necesario realizar
alguna medida para determinar la cantidad de conservante o reactivo a afiadir, esta medi-
da se redlizara sobre una alicuota de la muestra dispuesta en otro recipiente. Los conser-
vantes 0 reactivos se prepararan de nuevo antes de cada campafia de muestreo, salvo aque-
Ilos cuya conservacion sea prolongada, debiendo asegurarse de que no se encuentran
contaminados. La pureza de los productos utilizados para preparar 10s conservantes sera
lamismaque la delos reactivos a utilizar en el andlisis.

Tanto €l filtrado, la congelacion, como la adicidn de conservantes o de reactivos alas
muestras debera realizarse de acuerdo con el analista, mientras que la refrigeracion y e
mantenimiento en la oscuridad son normas generales de aplicacion.

11.17.3. Transporte

El transporte delasmuestras desde € punto de muestreo al |aboratorio serealizaraman-
teniendo las condiciones de conservacion especificadas. Como norma general, las mues-
tras se mantendran refrigeradas y en oscuridad siguiendo las especificaciones del aparta-
do1.17.2. Al colocarlas en los contenedores se evitara gjercer presién sobrelosrecipientes
y también su vuelco. Si éstos fueran de material fragil se realizard un empaquetado que,
sin afectar alarepresentatividad de las muestras, evite la rotura o deformacion de los en-
vases. Paraimpedir su recalentamiento nunca se dejaran las muestras expuestas alainso-
lacion directani en vehiculos expuestos al sol cuando éstos estén estacionados.
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Si el envio de las muestras se va arealizar por un servicio publico de transporte, éstas
se catalogaran como “material fragil”, debiendo empaquetarse de formasuficiente parare-
sistir posibles impactos y manejos incorrectos sin deteriorarse. Debera especificarse en €l
exterior del contenedor en que se envien que las muestras deben mantenerse en refrigera-
cion y que son de entrega urgente a su destinatario.

11.18. CONTROL Y GARANTIA DE CALIDAD

El seguimiento de un protocolo adecuado en el muestreo debe dar como resultado una
elevada calidad. En este caso se llevaran a cabo | os siguientes procedimientos:

— Elaboracion de blancos de tres tipos: de equipo, de campo y de transporte:

— El blanco de equipo es un test para comprobar que € equipo de muestreo no
esta contaminado. Este blanco se preparaal inicio del muestreo y después cada
20 muestras aproximadamente (si €l equipo se va limpiando en el campo).
Se llena el equipo de muestreo con agua desionizada y ésta se trata después
como una muestranormal. Este control debe hacerse con todos |os equipos de
muestreo.

— EI blanco de campo se prepara a final del muestreo y tiene por objeto com-
probar quelos envasesy los conservantes no introducen error sobre €l andlisis.
Setratade llenar un envase paramuestra con agua desionizada, afadir |os con-
servantesy tratarlo como el resto de las muestras.

— El blanco de transporte se utiliza para verificar que no se producen contamina-
ciones durante el trasiego de los envases desde que salen vacios del laborato-
rio hacia el campo hasta que vuelven con lamuestra. En cada unade las neve-
ras se coloca uno de estos blancos que consiste en un envase del mismo tipo
gue los de las muestras |leno de agua desionizaday cerrado. Este tipo de blan-
co se suele utilizar para muestreo de sustancias organicas volatiles.

— Duplicados. Las muestras duplicadas se toman para comprobar la precision del
muestreo; consisten en muestras tomadas en un mismo punto y a mismo tiempo.
Se recomiendatomar a menos un duplicado por muestreo.

— Submuestras. Se toman para evaluar la precision analitica. La muestra se dispone en
un recipiente, se homogeneizay de é setoman dos o varias alicuotas, cadaunadelas
cudes se consideran submuestras. Las submuestras se envian alaboratorios distintos.

— Muestras con adiciones conocidas. En muestras de campo se afiaden concentra-
ciones especificas de |os pardmetros que interesen. Este test se realiza para verifi-
car lacalidad del proceso analitico global, incluyendo interferencias con la matriz.
Estas muestras tienen un tratamiento similar a de las demés.

[1.19. PETICION DE ANALISISY ENTREGA DE LA MUESTRA
AL LABORATORIO

Es conveniente entregar lamuestra al laboratorio acompariada de un formulario de pe-
ticion de andlisis, seguin el modelo utilizado por €l demandante del andlisis o el laborato-
rio receptor. Dicho formulario incluira lainformacion reflejada en €l libro de registro de
campo asi como |as especificaciones adicional es que sean necesarias, incluyendo lafecha
en laque se necesitan los resultados y a quién deben dirigirse los mismos. También sein-
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cluye en ladocumentaci6n que acompafia alamuestra el impreso de registro de cadenade
custodia

En el formulario de cadena de custodia se reflgjard |a personay laboratorio en € que
se entrega la muestra, asi como las condiciones de la entrega. La persona responsable de
larecepcion de las muestras deberd comprobar que el nimero total de recipientesy mues-
tras coincide con lo reflejado en el informe o listado entregado. A partir de ese momento
la responsabilidad de la muestra recae sobre €l |aboratorio y sus responsables, que segui-
ran sus protocol os previamente establ ecidos.

11.20. INFORME DEL MUESTREO

Se recomienda realizar un informe del muestreo que incluird, como minimo, lainfor-
macion que sereflejaen €l libro de registro de campo (ver apartado 11.16) asi como la do-
cumentacion correspondiente ala cadena de custodia.

11.21. CADENA DE CUSTODIA

Siempre es deseabl e que todo proceso de investigacion cientifica medioambiental y,
en particular, aquellos que se desarrollan en los humedales, sea garantizado mediante
una cadena de custodia de todas las evidencias obtenidas. No solo por su clara utilidad
para reconstruir las circunstancias ocurridas durante la investigacion e interpretar co-
rrectamente |os resultados obtenidos posteriormente, sino porque, Ilegado el momento,
podria suponer una valiosa herramienta en el esclarecimiento de episodios de contami-
nacion presentesy futuros. La complejidad de lainvestigacion de delitos medioambien-
tales exige un especia cuidado en la adquisicion y gestion de la informacién relevante
en cada caso.

Para asegurar laintegridad de la muestra se establ ece una cadena de custodia desde €l
momento de su toma hasta la obtencién de los resultados analiticos. El seguimiento de di-
cha cadena se reflgja en un formulario cuyas caracteristicas deben ser establecidas por €l
organismo de laadministracién con competencias al respecto. Como normageneral, en di-
cho formulario se reflgja el nombre y firma de todas las personas implicadas en el proce-
so de toma, manipulacion y transporte de lamuestra, asi como el tiempo durante el que la
muestra ha estado en poder de cada una de esas personas y |0s procedimientos de mani-
pulacién y almacenamiento de la misma.

La cadena de custodia es necesaria no solo para garantizar laintegridad de la muestra
ante un posible uso probatorio de la misma, sino también resulta de utilidad para detectar
posibles anomalias en el proceso de toma de muestra que puedan explicar posibles resul-
tados andbmal os.

En una cadena de custodia tipica cabe resaltar |os siguientes aspectos:
— Identificacion del personal implicado en la investigacion

Al menos el nombre, los apellidos y la firma del personal cualificado que garantiza
la autenticidad e integridad de las muestras, asi como aguellas personas que actlien como
testigos.
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— Seguimiento documental de la toma de muestras

Se puede definir el seguimiento documental como la parte de la cadenade custodia, di-
rigida a evitar ingerencias externas que puedan afectar ala muestra. Consiste en una serie
de documentos que acomparian todo el proceso, siguiendo un método que a continuacion
se describe.

El seguimiento esta general mente compuesto por tres tipos de documentos. documen-
to interno, registro de custodia, y actas de inspeccién y toma de muestras.

— Documento interno

El documento interno consiste bésicamente en la identificacion que acompafa a la
muestra. En este documento irén reflejados unos datos diferentes segiin €l tipo de mues-
tra, pero que en lineas general es son:

NUmero de referencia (codigo de identificacion utilizado) y nimero de actuacion ju-
dicia (si procede), tipo de muestra, descripcion delamisma (peso, volumen, especie, etc.),
origen, fechay hora de la recogida, forma de recogida y personas que la efectlian, orga-
nismo solicitante, condiciones de conservacion, tipo de estudio que se solicitay, por Ulti-
mo, un apartado destinado a cualquier tipo de observacion. Todo esto, protegido con los
correspondientes precintos.

El objetivo del precintado es garantizar en o posible lainaccesibilidad del contenido
de lamuestra aterceras personas y evitar su contaminacion durante el transporte utilizan-
do los medios a disposicion de los técnicos encargados de la recogida.

En procedimientos sancionadores administrativos o penales, siempre que sea posible,
deberia constar de, al menos, dos réplicas destinadas a garantizar diversas caracteristicas
deseables de la prueba.

o Unamuestradestinadaa andlisis por parte del organismo designado por € instructor.
o Unamuestra por cada parte implicada que desee redizar sus propias determinaciones

Sean cuales sean las muestras y las réplicas disponibles, todas ellas deben ser obteni-
das por lamisma personay conservadas e identificadas del mismo modo hasta el momen-
to de su remision.

— Registros de Custodia 0 Acompanamiento

Junto con las muestras debe acomparfiarse una hoja de registro que, junto con los li-
bros de registro de cada uno de | os estamentos por |os que discurren las muestras, garan-
tizalano manipulacion y la conservacion de sus caracteristicas hasta su entradaen el la-
boratorio.

En €l registro de custodia vienen reflgjados |os nimeros de referencia de las muestras,
las fechas y horas en las que la muestra es recogida y entregada en el laboratorio o depé-
sito de destino, con la firmay nombres de las personas responsables, y las observaciones
relativas al modo de transporte y las irregularidades o defectos que se puedan apreciar en
€l envasado y conservacion de las muestras.

En el caso de que la muestra pase por diversos lugares durante |a fase de transporte o
andlisis, debe reflgjarse todo el proceso, mediante lafecha, horay lugar donde se detiene,
con los nombres de las personas con acceso ala muestray por su orden de intervencion.
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Como ultimo paso, se considera muy conveniente la comunicacion entre el lugar de
destino y el de origen, para confirmar su recepcion y comprobar el estado de la muestra,
los precintos, o cualquier otraincidencia rel evante.

También es interesante la utilizacion de libros registro, con todas sus hojas numera-
das, en donde quedan anotados los datos referentes al envio: fecha, nimero de registro,
personas que intervienen, breve descripcion de lamuestra. No existe un modelo unificado
pero hoy en dia comienza a extenderse €l empleo de libros de registro en formato elec-
tronico.

— Actas de inspeccion

No existe un modelo estandarizado para este tipo de documentos y, debido a su diver-
sidad, no puede establecerse un modelo fijo para €l caso de lainvestigacion en zonas hi-
medas.

Habitual mente, toda acta de inspecci6n debe contener con un encabezamiento en el que
figuren, junto con lafechahoray lugar de comienzo, los nombres de los participantesy su
profesion o funcidn en lainspeccion, para continuar con una descripcion de todalainfor-
macion relevante para la descripcion de los hechos investigados.

La persona encargada de la redaccién del acta debe estar especialmente atenta a las
apreciaciones que realice el agente muestreador, reflejando todas sus apreciaciones, espe-
cialmente | as descripciones de los equipos utilizados, el envasey precinto de las muestras,
lahoray lugar concreto de larecogiday el niUmero de registro de la muestra.

Conviene cerrar el actaen horay fecha definida con la firma de todos los que han in-
tervenido.

En el Anexo |11 seincluyen varios model os de actas que pueden servir como ejemplos.

11.22. DESTINO DE LASMUESTRAS

Unavez terminado el proceso analitico, las muestras deberén tratarse delamaneracon-
veniente para evitar que produzca dafios al medio ambiente y la salud publica. Los resi-
duos de/con reactivos y/o conservantes serén procesados seguin la normativa correspon-
diente cuando setraten de residuos toxicos o peligrosos, al igual quelosrestos de muestras
gue presenten estetipo de productos. Las muestras deberan conservarse mésalladelaemi-
sién del informe cuando asi searequerido por el coordinador del equipo detrabajo o el so-
licitante del andlisis.

En lo que se refiere a muestras biol 6gicas, todos |os desechos resultantes deberan ser
destruidos de manera conveniente para que no produzcan dafios a medio ambientey ala
salud publica. En el caso de animales vivos, Unicamente deberan ser retornados a su siste-
ma natural (y solo a de su procedencia) cuando el efecto del muestreo y el analisisno les
impidael desenvolvimiento normal en dicho medio. En el caso de muestras fijadas de ani-
males o plantas, éstas podran almacenarse en el deposito correspondiente o ser asignadas
a una coleccion cientifica que muestre interés por su conservacion.



CAPITULO 11
MUESTREO DE ORGANISMOS

[11.1. INTRODUCCION

L os seres vivos tienen unos requerimientos ecol 6gicos, esto es, un rango de condicio-
nes en el que pueden vivir y una necesidad de determinados recursos. Conociendo los re-
guerimientos de determinados grupos de organismos Vvivos, la presenciay abundancia de
estos seres vivos puede ser utilizada para evaluar €l estado ecolégico del medio en € que
viven. El conocimiento por parte del agente muestreador de |os principal es grupos de or-
ganismos indicadores le permitird, con una rapida observacion, inferir posibles problemas
gue estén ocurriendo en el humedal. Por gjemplo, laausencia de larvas de plecopteros, un
indicador de aguas limpias, en un arroyo permanente en €l que aparecen habitualmente
puede poner en la pistaal agente muestreador de un posible vertido, lo que le llevariaato-
mar unas determinadas muestras para andlisis de contaminantes. Por lo contrario, la pre-
sencia de las larvas de estos insectos le indicaria un buen estado de las aguas y ahorraria
la obtencion de otras muestras.

Puesto que la calidad del agua afecta a las poblaciones de organismos acudticos, la na-
turalezay salud de las comunidades acuéticas son una expresion de la calidad de ese medio.

Entre los métodos biol 6gicos utilizados para evaluar esa calidad, se incluyen la obten-
cion, recuento e identificacion de organismos acuéticos asi como la toxicidad, bioconcen-
tracion y bioacumulacién de contaminantes.

Lainformacion que se obtiene con este tipo de determinaciones puede servir para:

e ayudar alainterpretacion de los andlisis quimicos
o identificar lanaturaleza, acancey efectos bioldgicos de la contaminacion
e proporcionar datos sobre €l estado de un sistema acuatico de una forma regular

La naturaleza concreta de un problemay |as razones de obtencion de las muestrasin-
dicarén qué comunidades de organi smos acuéticos deben ser examinadas asi como latoma
de muestrasy las técnicas analiticas a emplear.
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Como criterio general se pueden considerar |0s siguientes grupos de organismos acu&
ticos:

— PLANCTON. Son comunidades de algas (fitoplancton) y animales (zooplancton),
gue nadan o estén suspendidasen el agua, sin motilidad o con motilidad insuficiente
para evitar ser arrastrados por las corrientes.

— PERIFITON. Comunidades de algas microscopicas asociadas a las superficies de
objetos sumergidos.

— MACROFITON. Las plantas grandes sujetas a fondo o flotando libremente.

— MACROINVERTEBRADOS. Invertebrados de tamarfio superior a 200 pm. Gene-
ralmente viven en |os fondos (bentos)

— PECES. Para estos fines son solo |os peces con aletas.

— ANFIBIOS, REPTILESACUATICOS, AVESY MAMIFEROS. Estos vertebrados
pueden ser afectados, directa o indirectamente, por vertidosy son Gtilesen el con-
trol de la presencia de sustancias toxicas en las aguas.

No debe olvidarse que en este caso € muestreo esta realizandose sobre organismos vi-
vos, siendo necesario limitar la cantidad de muestra ala estrictamente necesaria para reali-
zar las analiticas deseadas. Puesto que |os organismos muestreados pueden ser caracteristi-
cosdelazonade muestreo, debe evitarse su traslado aotras zonas. En consecuencia, no solo
no deben liberarse en otras zonas, sino que el material utilizado en el muestreo debera es-
tar suficientemente limpio como para garantizar que no se estatrasladando faunao florade
unos lugares a otros. Laintroduccion de organismos a éctonos en un sistema natural puede
provocar graves dafios alos seres que de maneranatural habitan esas zonas, provocando un
grave desequilibrio del ecosistema. Asi, deberan cumplirse estrictamente todos los requisi-
tos establecidos por lalegislacion para evitar estas ateracionesy, de formaespecial, se de-
bera ser respetuoso con los seres vivos que habitan la zona de muestreo.

[11.2. MUESTREO PARA ANALITICASMICROBIOLOGICAS
11.2.1. Introducciony generalidades

L os microorganismos son pequefios seres vivos no visibles directamente por el ojo
humano. Incluyen bacterias, pequefias algas, hongos y animales. Algunos de ellos son
empleados como indicadores de la calidad del agua, principal mente determinados gru-
pos metabdlicos bacterianos, que son utilizados como indicadores de contaminacién de
origen fecal, esto es, de aguas contaminadas con heces humanas o de otros animales. Es-
tos indicadores lo son porgue al formar parte de la flora bacteriana del tracto intestinal
de los animal es se encuentran siempre presentes en sus heces en cantidades ingentes, de
manera que su deteccion y cuantificacion permite detectar |a contaminacion del agua por
dichas heces. Las heces son una potencial fuente de enfermedades, yaque losindividuos
enfermos y/o portadores pueden excretar con ellas microorganismos patdgenos que al
contactar con otro individuo, potencialmente infectable, podrian provocarle la enferme-
dad. Las aguas contaminadas por heces constituyen, pues, el vehiculo de transporte de
muchas enfermedades. Dado que los microorganismos indicadores son extraordinaria-
mente abundantes en las heces, su ausencia garantizara la ausencia de microorganismos
patégenos (al menos |os de caracteristicas rel ativamente similares), mientras que su pre-
sencia alertara de la posibilidad de presencia en |las aguas de microorganismos poten-
cialmente patdgenos.
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I11.2.2.  Seleccién del lugar de muestreo

Para la seleccion del lugar de muestreo se seguirén las directrices del apartado 11.3,
coincidiendo |os puntos de muestreo paralos andlisis fisico-quimicos y microbiol égicos.

111.2.3. Procedimiento de muestreo

Puesto que en las analiticas microbiol 6gicas se va a determinar |a presencia de micro-
organismos, y dado que éstos no son visiblesasimplevista, unadelas caracteristicas prin-
cipales que son exigibles al muestreo para analiticas microbiol 6gicas es €l uso de material
estéril (especialmente en lo que se refiere a los envases de almacenamiento de muestras)
gue no aporte contaminantes que puedan propiciar o inhibir el crecimiento de los micro-
organismos. Estos recipientes, una vez limpios siguiendo €l protocolo general de lavado
de envases (ver apartado 11.7.2) deberan ser esterilizados previamente alarecogidade las
muestras. Pueden utilizarse recipientes previamente esterilizados, como son los frascos
paraanalisis de orina que se venden en farmacias, ya que dichos frascos vienen en €l inte-
rior de una bolsay cerrados de manera que las condiciones de esterilidad no se rompen
hasta su apertura en e momento de tomar la muestra. También pueden prepararse reci-
pientesde otro tipo si se dispone de algiin método de esterilizacidn, que usualmente en los
|aboratorios suele ser €l autoclave con un ciclo de 30 minutosa 121° C. En este caso sere-
comiendautilizar recipientesdevidrio, yagque muchostipos de plastico no resisten las con-
diciones de alta temperatura que se dan en € proceso de esterilizacion por autoclave.

Los recipientes a utilizar no se abriran hasta el momento del muestreo y no seran en-
juagados con aguadelamuestra. Se evitaraen todo momento que nada, que no sealamues-
tra, toque € interior de la botella o la carainterna del tapon, por lo que éste debera suje-
tarse con lamano mientras se realiza el muestro, no depositandol o sobre ninglin material.
Para el muestreo se sumergira la botella boca abajo, tras lo cua se girard de manera que
su boca apunte hacialacorriente (S es que éstaexiste), o bien creando dicha corriente por
arrastre de labotellaen el interior del agua, evitandose el contacto con laorillao €l lecho.

Dado que muchos de los microorganismos que pueden incluirse en el andlisis requie-
ren oxigeno pararespirar, debe dejarse unaporcion del recipiente sin llenar, de maneraque
€l aire contenido en esa zona asegure un adecuado suministro de oxigeno paralos micro-
organismos que lo necesiten hasta el momento del andlisis. Esta consideracion de tipo ge-
neral solo deberd ser obviada, esto es, Unicamente debera rellenarse totalmente el reci-
piente, cuando |os microorganismos a determinar sean anaerobios estrictos, 1o que debera
especificarse previamente por el solicitante del andlisis.

Para latoma de muestras en profundidad existen aparatos especial es que permiten in-
troducir el recipiente estéril hastala profundidad deseada, donde se abrey obtienelamues-
trasin romper la esterilidad del proceso.

El muestreo se realizara preferentemente de manera directa, sin utilizar recipientesin-
termedios paralatoma de muestras, ya que éstos deberian garantizar asi mismo la esteri-
lidad. No obstante, en ocasiones esto no es posible cuando la muestra a obtener no se en-
cuentra al alcance directo, debiendo utilizarse dispositivos contenedores que permitan
acceder y extraer lamuestra deseada. En ese caso la situacion ideal seriala utilizacion de
un aparato muestreador especial paralatoma de muestras en condiciones de esterilidad o
bien la esterilizacion de un aparato muestreador de los habitualmente utilizados, aunque
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esto no siempre es posible. En el caso de que seafactible, se debe intentar que la parte del
aparato muestreador que se pondra en contacto con la muestra esté estéril, aunque €l res-
to del aparato muestreador no lo esté.

Respecto al material utilizado para el muestreo, como podrian ser las botellas hidro-
gréficas, de forma précticaresultaimposible mantener su esterilidad, pero puede ser par-
cialmente subsanado este impedimento si el aparato se mantiene limpio antes de su uso
(puede flamearse con alcohol previamente asu uso, si esde material resistente), y selava
abundantemente con agua de la misma muestra a tomar, preferentemente haciendo cir-
cular agua a través del receptaculo contenedor previamente a la toma definitiva de la
muestra.

En aguas con presenciade cloro residual debe afadirse un agente desclorante para evi-
tar la accion bactericida del cloro. Como desclorante se puede utilizar tiosulfato sodico
anadiendo entre 0,3y 1 ml (0,3 para aguas cloradas para su potabilizacion, las cantidades
se aumentan hasta un maximo de 1 ml en €l caso de cloraciones extremas de aguas resi-
duales) de una solucion de NaSO:s al 8,3% (p/p) por cada litro de muestra (o las cantida-
des correspondientes para volimenes menores). Si en €l agua pueden existir altas concen-
traciones de metal es pesados se afiadira un agente quelante, como la sal disddicadel &cido
etilendiaminotetracético (EDTA-Na) alas concentracionesindicadas por €l |aboratorio re-
ceptor de lamuestra.

I11.2.4. Conservacion, transportey almacenamiento

La muestra debe trasladarse en condiciones de refrigeracion (alrededor de4°C) a la-
boratorio, donde debe analizarse rapidamente (antes de 6-8 horas), ya que € bajo tiempo
de generacion de los microorganismos y la sensibilidad de muchos de ellos (especialmen-
telosindicadoresy patégenos) alas condiciones de conservacion (adversas paraellos), ha-
cen que laateracion de las abundancias y viabilidad de las poblaciones microbianas en la
muestra se alteren réapidamente.

111.3. PLANCTON
I11.3.1. Introducciény generalidades

El plancton lo forman los organismos acuaticos microscopicos que viven en sus-
pension en el agua (Figuras 24 y 25). Dado que esos organismos tienen unos determi-
nados requerimientos ecol 6gi cos, sus ciclosvitales son cortosy responden répidamente
alos cambios ambientales, ladeterminacion de su presenciay abundanciaen las aguas
puede usarse para evaluar lacalidad de las mismas. Por otro lado, algunos de estos mi-
croorganismos pueden presentar problemas de toxicidad o produccion de sustancias
indeseables. Asi pues, la determinacion de la presencia de especies potencial mente t6-
xicas resulta de interés en las aguas. El fitoplancton esta constituido por algas mi-
croscopicas unicelulares, filamentosas o coloniales, generalmente con capacidad fo-
tosintética y que contienen, entre otros, pigmentos clorofilicos. EI zooplancton, sin
embargo, esta formado por animales microscopicos, basicamente microcrustaceos, ro-
tiferos y protozoos.
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I11.3.2. Seleccién del lugar de muestreo

Parafacilitar laacumulacion deinformacion complementaria, latomade muestras debe
realizarse preferentemente en | as mismas estaci ones sefial adas para el muestreo fisico-qui-
mico y microbioldgico, por 1o que las especificaciones generales para la eleccion de los
puntos de muestreo son las mismas que | as sefial adas en aquella seccién. No obstante, debe
resefiarse que en aguas corrientes parte del plancton que se recoja puede tener su origen en
€l perifiton o e bentos, o bien de las aportaciones provenientes de zonas con aguas estan-
cadas, donde las condiciones favorecen el desarrollo del plancton.

111.3.3. Procedimiento de muestreo

El procedimiento aemplear difiere en funcion de que serequierao no laconcentracion
delasmuestrasy desi lamuestravaautilizarse parala cuantificacion delaabundancia del
plancton o si Uinicamente se pretende obtener datos de presencia/ausencia. Por [o general,
dado que la abundancia del fitoplancton es mayor que ladel zooplancton, es parael mues-
treo del segundo para el que, en ocasiones, se requiere la concentracion de las muestras o
unamayor cantidad de la misma.

Fitoplancton. La muestra se recogera directamente, sin filtracion previa, en un reci-
piente de vidrio preferentemente de color topacio. Para el muestreo en aguas superficiales
facilmente accesibles puede rellenarse el recipiente de manera directa sumergiéndol o unos
20-25 cm por debajo de la superficie. No obstante, como procedimiento general de mues-
treo en zonas de mayor profundidad, éste se realizard mediante una botella hidrogréafica
como las descritas en € apartado I1.5.1. El volumen a muestrear variara en funcién de la
abundanciadel fitoplancton (que se puede estimar de manera grosera observando latrans-
parenciay coloracion —intensidad del color verde— del agua). Asi, para aguas oligotroficas
y/o pobres en plancton puede ser necesario obtener hasta 5 litros de agua, aunque por re-
glagenera suele ser suficiente con una muestra de 0,25-0,5 litros.

Zooplancton. Dado que € zooplancton es, por o general, menos abundante que €l fi-
toplancton, suel e ser necesarialaconcentracion delas muestrasapartir de un volumen gran-
de de agua. Dicha concentracién debe hacerse in situ, ya que €l traslado de los volimenes
afiltrar hasta el laboratorio seriainviable por la gran cantidad de muestra necesaria. Para
la concentracién existen diversos procedimientos. Uno de ellos, que permite una cuantifi-
cacion exacta de las densidades poblacionales del zooplancton y la obtencidn de muestras
de una profundidad determinada, es la obtencidn de muestras con una botella hidrogréfi-
cay el filtrado de un volumen conocido a través de una malla de nylon con un tamafio de
poro suficientemente pequefio como pararetener el zooplancton. Usando unamallade 20-
30 um practicamente se recogen todos | 0s organi smos zoopl anctdnicos, aunque existen al-
gunos protozoosinferiores a ese tamafio. No obstante, salvo que este grupo de organismos
tenga un especial interés en las determinaciones a realizar, no es conveniente utilizar ta-
marios de poro més pequefios, ya que €l filtro se obturaria mas rapidamente y €l volumen
de agua muestreada podria no ser suficiente (en ese caso podrian utilizarse variosfiltros re-
emplazando € obturado por otro). Una vez recolectados los organismos zooplancténicos,
el (los) filtro(s) se colocara(n) en un recipiente'y se adicionarael conservante adecuado.

Lasbotellashidrogréficasautilizar pueden ser similaresalasusadasparael fitoplancton
(tipo Ruttner, Niskin), aunque existen botellas hidrogréficas més adecuadas en las que los
tapones no distorsionan €l flujo de agua a través del cilindro, como son las botellas Van
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Dorn (Figura 26). Para los organismos zooplancténicos méas grandes, con facilidad para
escapar del muestreo con botella, es conveniente utilizar trampas de captura de zooplanc-
ton tipo «bailer», como la de Schindler-Patalas (Figura 12).

Cuando Unicamente se necesitan datos cualitativos, el muestreo de zooplancton puede
realizarse utilizando mangas de plancton (Figura 27). Mediante el uso de mangas se pue-
de muestrear unagran cantidad de agua, |0 que las hace de especial utilidad en sistemasen
los que la densidad zooplancténica es baja, aunque tienen el inconveniente de que en las
muestras asi tomadas no es posible la determinacién exacta de |as densidades pobl aciona-
les (se podria hacer una aproximacion para saber el volumen muestreado aproximado sa-
biendo el didmetro delabocay lalongitud —o profundidad— muestreada). L as redes deben
ser preferentemente conicas con €l cono truncado, construidas con nylony reforzadas con
lona en las costuras. Pueden ser de distintos tamafios de poro, aunque una red de 30 um
tendriaun poro suficientemente peguefio como paracolectar todo el zooplancton. El mues-
treo con la manga de plancton puede hacerse en profundidad (red vertical), sumergiendo
lared hasta la profundidad deseaday recuperéndola a una velocidad de aproximadamen-
te 0,5 m/s, o en horizontal en superficie (red de arrastre) arrastrando lared desde unaem-
barcacion o bien lanzandola desde la orilla 'y recuperandola con la cuerda anudada a la
boca. Para su mejor conservacion lared debe lavarse con agua del grifo tras su utilizacion
y dejarse secar bien antes de guardarla en un lugar seco y en oscuridad.

I11.3.4. Conservacion, transportey almacenamiento

Las muestras de plancton pueden ser analizadas vivas o unavez fijadas. Si serequiere
unamuestravivalos envases no se rellenaran totalmente, sino que se dejara una buena par-
te del recipiente sin rellenar para evitar €l agotamiento del oxigeno y la asfixia de los or-
ganismos planctonicos. La muestra viva se mantendra refrigerada, sin tapar, en la oscuri-
dady se entregarargpidamente en el laboratorio. Caso de que no serequieralaobservacion
invivo lasmuestras seran fijadas siendo diferente el conservante recomendado paralosdis-
tintos tipos de organismos planctonicos.

Paralaconservacion del fitoplancton el conservante recomendado eslasolucion de lu-
gol a una concentracién entre 3y 7 ml por litro (mayor cuanto mas tiempo de conserva-
cion serequiera). Parapreparar un litro de esta solucién delugol sedisuelven 100 g deyo-
duro potésico y 50 g de cristales de yodo en un litro de una solucién 10% (v/v) de &cido
acético glacial (se podriautilizar acetato sddico si se requiere una solucion no &cida, como
en el caso de determinaciones de cocolitoforidos).

Parael zooplancton, € conservante mas utilizado es el formol (formal dehido) tamponado
(normamente tamponado con borato sddico a una concentracion de 20 g por litro de formal).
Seadicionaformol hastaal canzar unaconcentracion final enlamuestrade un 4-5% (v/v), aun-
gueeste porcentaje puedevariar enfuncién del tiempo que sevayaatener d macenadalamues-
tra. Debe tenerse en cuentaque el formol comercial suele venderse aunaconcentracion del
37-40%. También puede conservarse en etanol a 70%, que no dafia tanto a los protozo-
0s 'y ademéas no presenta latoxicidad del primero.

Las muestras fijadas (con lugol, formol o el conservante que en cada caso correspon-
da) pueden almacenarse sin problemas en un lugar fresco, seco y en oscuridad durante un
periodo de, al menos, 6 meses; transcurrido éste, debera controlarse que todavia mantienen
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€l conservante y, en caso contrario, se afladira més cantidad del mismo. En el laboratorio,
las muestras se estudian, tras sedimentaci 6n, en unas cubetas especialmente disefiadas (Fi-
gura 28), usando microscopios o lupas.

I11.4. PERIFITON
111.4.1. Introduccion

Se denomina perifiton alas algas microscopicas que crecen adheridas a substratos so-
lidos en el medio acuético, ya sean piedras, pal0s, vegetacion acuatica, etc. Dado que es-
tas algas permanecen unidas a substrato de forma permanente, su utilidad como testigo de
los procesos ocurridos en €l medio acuético es incluso mayor que la del propio plancton,
sirviendo igualmentey por las mismas razones como indicadores de lacalidad del aguaen
funcién de su ausencia o presenciay, en su caso, abundancia. Dentro del perifiton, laten-
denciaactual eslade utilizar aun grupo de agas, las diatomeas, como indicadoras de ca-
lidad, ya que a conocerse de manera precisa los reguerimientos ecol 6gicos de una gran
cantidad de especies se han propuesto indices de calidad del medio acuético basadosen la
determinacion delas diatomeas que viven adheridas al substrato. Es por ello que en el apar-
tado I11.5 seincluye un protocolo mas detallado desarrollado para el muestreo de estas al-
gas, que sirve también como protocolo general para el muestreo de perifiton en substratos
naturales.

I11.4.2. Seleccién del lugar de muestreo

Para |a ubicacion de las estaciones de muestreo se usaran criterios similares a los re-
sefiados en €l apartado I1.3. No obstante, puesto que |os organismos a muestrear viven ad-
heridos a substrato, es dicho substrato y no el agua que o circundalo que se va a mues-
trear. En el apartado I11.5 se recogen algunas indicaciones a respecto.

111.4.3. Procedimiento de muestreo

Laprimeradistincion arealizar aqui es si el muestreo se vaarealizar sobre substratos
naturales o sobre un substrato artificial colocado atal efecto. Para el muestreo en substra-
tos naturales la metodol ogia a utilizar es larecogida en el apartado I11.5.

El muestreo mediante substratos artificiales consiste en colocar un determinado obje-
tolimpio en el interior del agua, €l cual esrecogido a cabo de un tiempo determinado una
vez colonizado por el perifiton (en torno a dos semanas en verano y hasta unas 5-6 sema-
nas en invierno). Deben tenerse en cuenta los factores estacionales que provoguen varia-
ciones en el caudal. El objeto mas utilizado como substrato de colonizacién es una lami-
na portaobjetos rectangular de vidrio, de los utilizados para la observacidn microscopica.
(7,5x 2,5 cm). Si lacorriente es pequefia 0 nulay la profundidad escasa, |0s portaobjetos
se colocan en €l fondo. Si la corriente es alta, deben asegurarse para evitar que sean arras-
trados por la corriente. Se colocaran varios portaobjetos por cada estacion de muestreo,
para aumentar la validez estadistica del muestreo. Cuando laturbidez o profundidad sean
elevadas los portaobjetos deben colocarse en un soporte flotante de pléstico acrilico an-
clado a fondo.
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I11.4.4. Conservacion, transportey almacenamiento

La conservacion de las muestras se realiza colocandolas en formol a 4%. En el caso
de los substratos artificiales se pueden conservar directamente |os portaobjetos sumergi-
dos en formol o bien puede rascarse el perifiton desarrollado sobre cada uno ellosy reco-
gerse en un bote con formol, por cada portaobjetos. Las muestras conservadas en formol
pueden almacenarse durante al menos 6 meses, siendo recomendable afiadir méas conser-
vante transcurrido ese periodo.

[11.5. DIATOMEASBENTONICASEN HUMEDALES CONTINENTALES

I11.5.1. Introduccion

La siguiente metodologia de recoleccion de muestras de diatomeas es aplicable a co-
munidades que se desarrollan sobre substratos duros, sumergidos en aguas dulces o salo-
bres del &mbito continental.

El protocolo que sigue puede ser aplicado a espaciosincluidos en la Convencion Ram-
sar, excluidos los sistemas marinos y, especificamente, a rios 0 arroyos permanentes (0
temporamente fluyentes) y zonas litorales de lagos, lagunas y embal ses.

I11.5.2. Seleccion del lugar de muestreo

Es siempre necesariaunavisitapreviaal lugar del muestreo. Esta visita debe preceder
alarecogidadelas muestrasy servira paradeterminar €l lugar exacto de recoleccion. Para
ello pueden considerarse |os siguientes criterios generales:

Pararios répidos:

— Evitar pozasy tomar |as muestras en zonas de excesiva corriente (rapidos del rio).

— Evitar tramos muy sombreados, a no ser que ésa sea una caracteristica distintiva
del punto a evaluar.

— Evitar zonas emergidas 0 que presumiblemente lo hubieran estado en algin mo-
mento reciente.

— BEvitar éreas demasiado cercanas alas orillasy obtener las muestras principalmen-
te del punto medio del rio, en zona de corriente.

— Evitar zonas debajo de puentes o recientemente af ectadas por obras de ingenieria
o de ateracion del lecho fluvial.

Pararios lentos:

— BEvitar tramos muy sombreados, a no ser que ésa sea una caracteristica distintiva
del punto a evaluar.

— Evitar zonas emergidas o que presumiblemente |o hubieran estado en algliin mo-
mento reciente.

— Evitar éreas demasiado cercanas alas orillas.

— Evitar zonas debajo de puentes o recientemente af ectadas por obras de ingenieria.
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Para zonas litorales de lagos, lagunas y embal ses:

— Evitar tomar substratosen areas sospechosas de haber sidoinundadasrecientemente
(menos de 4-6 semanas)

— Evitar zonas emergidas 0 que presumiblemente lo hubieran estado en algin mo-
mento reciente.

I11.5.3. Seleccién del tipo de substrato en el area de estudio

Es importante determinar el tipo de substrato en el que se efectuara la recoleccion
de muestras para andlisis de diatomeas, puesto que €l resultado que se pueda obtener
esta muy relacionado con este factor. Como criterio general, es recomendable efectuar
la recoleccion de comunidades que se desarrollen sobre substratos rocosos (rocas, pie-
dras, cantos rodados, gravas, ...). En caso de duda, pueden establecerse los siguientes
criterios:

— Determinar cud es €l substrato mas abundante en €l punto de muestreo (rocas, pie-
dras, arena, limo, plantas acuéticas).

— Silasrocaso piedras son el substrato més abundante, éste serael material en el que
se efectuaralarecoleccion.

— Si arena o limos son los mas abundantes pero existe aproximadamente mas de un
10% del total del substrato que sea roca o piedras, se escogeran preferentemente
las rocas o piedras.

— Si no existen mas que arenas, limos o plantas acuaticas, se recogeran las muestras
de aquellos que sean caracteristicos del punto de muestreo.

I11.5.4. Recoleccién de muestras sobre los substratos deter minados

Unavez seleccionado el punto de muestreo y determinado €l tipo de material sobre €l
gue se efectuaralarecol eccion, se podra proceder alarecol eccion propiamente dicha. Para
ello se debera seguir el siguiente procedimiento:

e Material necesario paralarecoleccion:

— Materia de proteccion personal:

Botas de agua apropiadas ala profundidad del sistema.
Guantes de latex (esencial en aguas sospechosas de contaminacion).

— Material de recoleccion:

Cuchillo de puntaroma.

Cuchara.

Pinzas.

Botes de pléastico o cristal (viales) de 50 ml de capacidad.

Rotulador indeleble.

Formaldehido a 4% (tener presente que el formol es una sustancia téxica, que
no debe ser inhaladay que debera ser manipulada con guantes).

Pafiuel os de papel (para mantener limpias |las superficies arotular).
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o Recoleccidn sobre piedras, rocas, cantos rodados o grava:

— Seleccionar piedras de morfologia similar en €l punto exacto de muestreo, no
sospechosas de haber sido giradas recientemente.

— Si setrataderocas, con tres es un nimero suficiente; si son cantos rodados, de-
beran ser cinco; s se trata de gravas, €l nimero debe ascender hasta siete.

— Laspiedras han de ser seleccionadas al azar, pero deben tener una cobertura al-
gal semejante.

— Rascar profundamente una parte significativa de la cara superior de cada uno de
lossubstratostomadosdel punto de muestreo; €l cuchillo puede ser adecuado para
obtener el material, pero € recolector puede ayudarse con el pincel o las pinzas.

— Laparte arascar puede ir desde la totalidad de |a superficie superior en el caso
de las gravas, hasta una pequefia fraccion en el caso de las rocas. Cabe anotar
qué fraccion se ha obtenido y de qué material.

— Poner el material obtenido en un Gnico vial.

— Marcar adecuadamente en el via lafechay el punto de muestreo.

— Afiadir un pequefio volumen de formol.

— Anotar €l tipo de substrato muestreado (rocas, cantos rodados, gravas) y el nu-
mero de unidades muestreado.

e Recoleccion sobre arena o limos:

— Recoger unamuestrade laparte superficial del sedimento arenoso o limoso me-
diante una cuchara, estimando el &rea muestreada.

— Anotar la profundidad (en centimetros) que comprende la muestra obtenida so-
brelaarenao el limo.

— Disgponer el material en el vial y afiadir un pequefio volumen de formal.

o Recoleccion sobre plantas acuéticas u otros organi smos:

— Recoger las muestras sobre macrofitos (plantas acuaticas) sumergidas o sobre
porciones sumergidas, estimando el area muestreada.

— Anotar lainformacion de la planta sobre la que se ha recogido la muestra.

— Proceder como en los substratos anteriores.

Por dltimo, se debe asegurar, en todos los casos, €l correcto cierre de los viales y su
adecuado etiquetgje. Las muestras, una vez fijadas, se deben conservar en un lugar apar-
tado de laluz y evitar una prolongada exposicion a altas temperaturas.

[1.6. PIGMENTOSFOTOSINTETICOSCOMO INDICADORES
I111.6.1. Introduccion

Las agas planctonicas (fitoplancton) y benténicas (perifiton) responden al aumento en
lacargade nutrientesinorganicos, en definitivaalaeutrofizacién, con un mayor crecimiento
y abundancia. Puesto que las algas contienen pigmentos fotosintéticos (Figura 29), como la
clorofila, la cuantificacion de la concentracion de estos pigmentos da una medida cuantita-
tivaindirecta de lamagnitud del fendmeno de la eutrofizacion. Siendo laclorofila-a € pig-
mento comun no solo atodas |as plantas que fotosintetizan, sino especialmente alas algas
microscopicas, ladeterminacion de la concentracion de clorofila-a en el agua (en realidad,
en el fitoplancton que esta en suspension) sirve para, entre otros parametros, evaluar € es-
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tado trofico de las aguas de un humedal. Es por ello que se ha dedicado un apartado espe-
cifico a esta determinacion, incluyéndose en € apartado de biota, aunque también podria
considerarse como un pardmetro bioquimico. Esta determinacion es aplicable de manera
genera alas aguas retenidas, donde las condiciones permiten el desarrollo del plancton,
mientras que en las aguas corrientes —con escaso plancton— deberia utilizarse el perifiton
como indicador, aunque es mucho menos utilizado como tal.

I11.6.2. Seleccién del lugar de muestreo

Lalocalizacion de los puntos 'y, en su caso, de las estaciones de muestreo se realizan
con los mismos criterios sefialados en el apartado referido a plancton (111.3.2).

111.6.3. Procedimiento de muestreo

Puesto que se trata de una determinacién cuantitativa, € muestreo debe gustarse adichas
técnicas. La obtencion del agua para el andlisis de la clorofila plancténica se redizard de la
mismamaneraresefiada en el apartado del muestreo defitoplancton (111.3.3), aungque los vo-
|imenes de muestra requeridos son mayores que en aquel caso. Por reglageneral, serequie-
re entorno aun litro de muestra que se depositaen un recipiente de pléstico, aunque en sis-
temasmuy ricosen fitoplancton puede ser suficiente con unacantidad de250 ml y en sistemas
muy pobres en fitoplancton (que se detectan por laatatransparenciadel agua) se pueden re-
querir entre 3y 5 litros de agua pararealizar un andlisis adecuado por una técnica espectro-
fotométrica cléasicatras extraccién en un solvente orgénico. Si las técnicas de determinacion
son cromatogréaficas o fluorométricas, estas cantidades se reducen, pero dicha reduccién en
€l volumen de muestra atomar debera ser especificada, en su caso, por € laboratorio.

Si se requiere especificamente, la muestra obtenida por € procedimiento arriba rese-
flado puede filtrase in situ. Para ello se procedera a filtrado de volimenes conocidos de
muestra a través de un filtro de fibra de vidrio capaz de retener atodos |os microorganis-
mos fitoplanctonicos (ver apartado 11.14.3). El filtro se monta en un portafiltros tipo Swin-
nex, que se conecta a una jeringa en la que se introduce el agua a filtrar —previamente se
determinard el volumen afiltrar con una probeta— accionando €l émbolo hasta que todo €l
volumen se hafiltrado (Figura22). Si el volumen filtrado no es suficiente, se separael por-
tafiltros de la jeringa antes de sacar €l émbolo de la misma (ya que, si no, se romperia €l
filtro por la succion en vacio), se saca el émbolo, se vuelve a conectar lajeringa al porta-
filtroy seintroduce el volumen adicional afiltrar. Esta operacion se repite hasta que se ha
filtrado un volumen suficiente de muestra, anotandose dicho volumen y recogiéndose €l
filtro tras sacarlo del portafiltros, guardandose en un vial o tubo preferentemente de vidrio.
El via conteniendo el filtro debe recubrirse con papel aluminio para evitar la alteracion
por laluz y transportarse a |aboratorio en congelacién

I11.6.4. Conservacion, transportey almacenamiento
Si Unicamente se ha tomado la muestra de agua sin filtrar, debe conservarse en refri-
geracion y en oscuridad. Ha de entregarse en el laboratorio |0 mas rapidamente posible

para que se proceda a su analisis inmediato.
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Si lamuestrahasido filtradain situ, €l vial conteniendo €l filtro puede congelarse, au-
mentando asi laposibilidad de demorahastael momento del andlisis; si éste seretrasaunas
horas, debe refrigerarse en un lugar oscuro. No es conveniente afiadir € solvente de ex-
traccion —generalmente acetona o etanol— hasta el momento del inicio del procedimiento
analitico, ya que una vez extraidos los pigmentos su degradacién se acelera por efecto de
laluz y, en general, por procesos oxidativos.

I11.7. MACROFITON

Estéa constituido por las plantas vascul ares acuéticas con flores, pero también incluye
musgos, helechos'y algas macroscépicas. Una determinacion macrofiticaincluye laiden-
tificacion de especies, su localizacion y cantidad.

Se necesitan varios protocol os de toma de muestras para cubrir las diversas necesida-
des del estudio. Durante las investigaciones previas alas de campo deben reunirse mapas,
planos, fotografias aéreas y claves taxondémicas.

Los métodos de obtencién del macrofiton son muy diversos por 1o que a continuacion
seindican los mas utilizados.

— Recogida manual: si 1o permite la profundidad del agua, su transparencia, tem-
peratura, flujo, etc., deben recogerse las especies manualmente. En condiciones
ideales este tipo de recoleccidn permite una evaluacién més detalladay ampliade
la comunidad macrofitica

— Cadenas de dragado: se pueden confeccionar cadenas de dragado soldando gan-
chos en formade U, &filados, a una cadenacorta (0,6 a1,0 m). Se hade unir laca
denaaunacuerday tirar de ellaatravés del agua. La cadena de dragado se puede
utilizar facilmente desde un barco que se mueva lentamente o que esté parado. Es
mas efectivo para recoger especies macrofiticas sumergidas con formas de creci-
miento elevado.

— Rastrillos y pinzas: Los rastrillos con mangos de diversas longitudes y las pinzas
para ostras pueden ser Utiles parala recogida de macrdfitos.

— Tomamuestras de cuchara: Se pueden utilizar dispositivos desarrollados para obtener
muestras de organismos bénticos como el tomamuestras de Ekman, Ponar y otros si-
milares (ver apartado 111.8.2.B). La cuchara de Ekman es|la més recomendada.

— Sondimetros para registro: Se utilizan para determinar la aturay distribucion de
los macrofitos debajo de la superficie.

Una vez obtenidas las muestras debe procederse a su preparacién, montaje e identifi-
cacion.

— Preparacion: Deben utilizarse muestras frescas para identificacion, cuando sea
posible. Hay que evitar tomar plantasinmaduras o sin flores. Dado que las plan-
tas acudti cas contienen mayor proporcion de agua (80-95% en peso) que las te-
rrestres y menor tejido de soporte, se necesitan métodos diferentes de secado,
conservacion y montaje. Después de su recoleccion se recomienda envolverlas
en varias capas de papel y sumergirlas en agua. Etiquetar las plantas indicando
fechay lugar. Utilizar para su transporte una nevera portéatil con hielo picado.
Pueden mantenerse durante varios diasa4° C.
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— Montgje: El montado humedo se prepara introduciendo la muestra en un frasco
devidrio con tapa hermética. Como medio conservante debe utilizarse formol a
10% (una parte) y agua (tres partes). Agregar un poco de polvo de cobre. Para
conservar las plantas en seco hay que utilizar papel de herbario; una vez escu-
rrido el exceso de agua se deben envolver con papel encerado para evitar que la
plantase adhieraalos secantes. Prensar |a planta durante 3-5 dias cambiando los
secantes cada dos dias hasta que esté suficientemente seca.

— ldentificacion: Seprecisaun estereomicroscopi o paraidentificar lashierbasacug
ticas y juncos. Observar las estructuras diseccionandolas bajo la lupa. Utilizar
tablas de clasificacion adecuadas.

[11.8. MACROINVERTEBRADOSBENTICOS
I11.8.1. Consideraciones generales

Se consideran macroinvertebrados bénticos a los invertebrados acuéticos que habitan
en el sustrato de lagos, rios, estuarios y aguas marinasy son apreciables asimple vista. El
tamafio limite inferior suele ser de 0,5 mm, pero habitualmente son mayores de 3 mm.

Lacomposicion y nimero de individuos por unidad de superficie (densidad) suele ser
estable de un afio a otro en medios no alterados. No obstante, |as variaciones estacionales
pueden producir cambios importantes dentro del mismo afio.

La mayor parte de los ecosistemas acuéticos soportan diversas comunidades de ma-
croinvertebrados en las que se suele dar un equilibrio de distribucion de | as especies entre
el nimero total de individuos presentes. Estas comunidades responden a la calidad cam-
biante del habitat por ajustes de la estructura comunitaria.

Lasrespuestas de la comunidad de macroinvertebrados alas perturbaciones ambienta-
les son Utiles para evaluar € impacto de residuos y vertidos, asi como de otros usos del
suelo sobre los cursos de agua superficiales.

Paravalorar el impacto de una fuente contaminante hay que comparar (mediante indi-
ces biol dgicos) las comunidades de macroinvertebradosy sus hébitats en los puntos de in-
fluencia de la contaminacion con los recogidos en lugares adyacentes no afectados.

El procedimiento incluye la toma de muestras y andlisis de ambas comunidadesy la
determinacion paraver si lacomunidad supuestamente af ectada difiere de la no afectada.
Recientemente se ha publicado un protocolo denominado Ecological Status Rivers Medi-
terranean (ECOSTRIMED) para determinar €l estado ecolégico de los rios mediterra-
neos (Prat y otros, 1999) en el que se combinan de forma sencilla dos indices biolgicos
con macroinvertebrados y un indice de calificacién del estado deribera.

A partir de los datos obtenidos se pueden caracterizar y comparar las comunidades de
acuerdo con la estructura comunitaria, densidad, biomasa, diversidad y otros andlisis. Es
deseable la caracterizacion de la concentracién de oxigeno disuelto, sustrato, profundidad
de agua, tipo de sedimento y carbono organico total (C.O.T.).

Antes de realizar un estudio deben determinarse |os objetivos del mismo, asi como la
informacion que se desea hallar. El procedimiento de muestreo dependera de las caracte-
risticas de la estacion a muestrear.
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Como paso previo ala obtencidn de las muestras, es preciso identificar los diferentes
microhabitats que aparecen en el tramo objeto del muestreo. Estos ambientes se definen
en base adiferentes combinaciones de profundidad (somero-profundo), velocidad del agua
(répida, mediana, lenta), naturalezadel sustrato (grandes piedras, piedrasdecimétricas, gra-
vas, arenas'y limos) y presencia de vegetacion (hidréfitos o hel ofitos).

Es conveniente caracterizar las propiedades fisico-quimicas del sustrato en €l que se en-
cuentran los organismos de cada estacion (tamafio de las particulas, profundidad del agua,
transparencia, contenido organico y concentracion de toxico contaminante, temperatura, sa-
linidad, dureza, alcadinidad, oxigeno disuelto, concentraciones de nutrientes, DQO y DBOs)

Asimismo, ha de establecerse una estacion de referencia corriente arriba, en un punto
algjado de cualquier descarga contaminante.

I111.8.2. Toma de muestras

Latoma de muestras de macroinvertebrados se puede realizar de varias formas depen-
diendo de la profundidad del cauce, la velocidad de la corriente y la composicion del le-
chofluvial. Si laprofundidad esinferior al my el lecho es arenoso, rocoso 0 con gravas,
se utiliza habitualmente lared de mano, por ser el método més versétil. En €l caso de cau-
ces més profundos, con corriente répida o con lechos fangosos se deben utilizar mues-
treadores o artefactos para colonizar.

L os equipos deben estar bien limpios antes de iniciar el muestreo. Para asegurar lano
contaminacién de las muestras entre |os diferentes puntos hay que enjuagarl os inmediata-
mente después de tomar la muestray repetir la operacion con el agua del nuevo punto an-
tes de tomar la muestra siguiente.

L os procedimientos que a continuaci én se detallan son aplicables al muestreo de todos
los hébitats acudticos tanto en rios como en arroyos, estanques, estuariosy lagos.

I11.8.2.A. Muestreo en aguas corrientes poco profundas

— Red de mano: la red manual es la forma més utilizada para el muestreo de ma-
croinvertebrados bénticos en aguas poco profundas (menos de 1 m); esta concebi-
da, pues, paratramos vadeables.

Lared consiste en un mango y un bastidor (Figura 30) que sostiene una redecilla
en la que quedan retenidos | os organi smos.

Los mangos (de 1,5 a2 m de longitud) son de metal, madera o pléstico reforzado.
L os bastidores, de forma rectangular, son de metal. Las dimensiones del bastidor
deben estar comprendidas en |os siguientes rangos:

e anchuraw : 200 - 400 mm
e altura, h: 200 - 300 mm
e espaldon s: 100 - 200 mm

Lamalladebe estar congtituida por un material resistente (Nytal) y hade tener unaluz de
300-500 um. El material delared vacosido aunalonafuertey ésta se sujetafirmemen-
ted bastidor.
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Una vez identificados los microhabitats presentes, el técnico se introducira en €l
cauce. En aguas someras y rapidas, se removeran y voltearan las piedras del sus-
trato, raspandolas a mano; se debe disponer de un salabre de forma que todos los
organismos que se vayan despegando, o vayan siendo arrastrados por la corriente,
se introduzcan en é. En aguas mas profundas esta misma operacion se realizara
con las botas.

En zonas de remanso 0 aguas arriba de azudes, 1a corriente no ayuda a introducir
los organismos en el salabre, de forma que se actuara del mismo modo que se es-
pecificaen el parrafo anterior, pero moviendo intensamente el salabre pararecoger
todos los materiales resuspendidos al remover el fondo.

El tiempo de muestreo por microhébitat es variable en funcion de laabundanciade
material y del método empleado; a titulo orientativo, cada muestreo necesita de
unos 5 min.

El contenido de lared seintroduce en un envase de plastico donde previamente se
ha puesto agua del punto de muestreo; se dalavueltaalaredy se enjuaga con €l
agua del envase hasta que ésta quede libre de organismos. Antes de fijar la mues-
tray tapar el envase se pueden retirar piedras, ramasy otros materiales gruesos para
facilitar el examen en el |aboratorio.

Muestreador tipo Surber (rastrillo de pie cuadrado): este muestreador esta consti-
tuido por dos marcos de laton cuadrados de 30,5 cm de lado unidos por bisagras.
Un marco actiacomo delimitador de la superficie a muestrear mientras que el otro
soportalared en lague quedaran retenidos |os organismos. En posicién de funcio-
namiento | os dos marcos estan en angul o recto mediante dos fijaciones (Figura 31).

Lared debe tener aproximadamente 70 cm de longitud y un cuello de material mas
pesado (p. g ., delona) paraprotegerlade laabrasion. Laformadelared puede ser
en bolsa o conica

Una vez colocada lared y las bridas laterales fijadas, se debe elegir el punto de
muestreo. Hay que sumergir €l muestreador en el agua dirigiendo la extremidad
abierta aguas arriba para que quede dispuesta contra corriente. Sefijabien sobre el
fondo aseguréndose de que no se agita el sustrato corriente arriba. No dejar huecos
bajo los bordes del marco inferior para evitar que pase agua por debgjo de lared.

Es necesario raspar con cuidado todas las piedras y gravas grandesincluidas en la
superficie delimitada por el marco interior para desprender alos organismos adhe-
ridos a ellas. Remover la arena restante con la mano o un pequefio rastrillo hasta
una profundidad de 5-10 cm, dependiendo del sustrato.

Cuando las aguas presenten una corriente elevada, el muestreador debe ser usado
por dos personas; una para mantenerlo fijo en su sitio y otra para remover el sus-
trato.

Unavez completada la recogida de |os organismos, se retira el muestreador con €l
lado abierto de lared dirigido aguas arriba. Se lavalared dentro del agua pero sin
sumergir la abertura superior paraimpedir la entrada o salida de organismos. Una
vez fuera del agua, se dalavueltaalamallay serecogen los organismos. Se pue-
de hacer una seleccion preliminar.
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— Muestreador cilindrico: el muestreador cilindrico esté constituido por un cilindro

de acero inoxidable abierto en las extremidades, cuyo borde inferior esta coronado
con dientes de 1 cm de profundidad. El borde superior puede estar cubierto por un
material plastico para evitar salpicaduras. Incorpora unas empufiaduras laterales
(Figura 32) para empujar més fuerte sobre el lecho del rio.

Para permitir que el agua entre en el muestreador se debe practicar una abertura
oval o redonda en uno de los lados del cilindro cerca de la base. Asimismo, para
evitar la entrada de posibles organismos a la deriva, |a abertura se suele recubrir
con un tamiz de acero inoxidable de malla gruesa. En el lado opuesto a este orifi-
cio se hade practicar un segundo ojal provisto de una pequefia ventanilla de salida
en laque se fijaunared desmontable de, a menos, 50 cm de longitud con un cue-
[lo delonade5 cm. Lared debe ser atada ala ventana de salida mediante una bri-
da

Pueden utilizarse dos tamarfios de cilindros con superficiesde 0,05 m?y 0,1 m? La
altura de ambos model os es la misma (45 cm).

Unavez quelared se hafijado convenientemente al cilindro, se debe introducir en
posicion vertical sobre el lecho del rio, estando €l tamiz de entrada del agua frente
alacorriente. Hay que empujar €l cilindro en el sustrato hasta una profundidad de
unos 7 cm, giréndol o alternativamente. El operador debe colocarse aguas abajo del
muestreador a horcajadas sobre la malla de recogida.

Sedeben examinar cuidadosamentelas piedrasgruesasque queden dentro del mues-
treador y recoger los animales ali atrapados. Conviene remover las piedrecillas y
gravas, asi como €l sustrato fino, hasta una profundidad de unos 5 cm. Asegurarse
de que todos | os organismos han sido recogidos.

El agua que pasa por € cilindro transporta a los organismos desprendidos rete-
niéndose éstos en lamalla. Una vez realizada latoma de muestras, se cierracon la
mano labocade lared y se levanta con precaucion; fuera del agua se dalavuelta
alamallay se recogen los organismos como en |os procedi mientos anteriores.

111.8.2.B. Muestreo en aguas profundas, estaticas o de corriente lenta

L os biotopos con una rica fauna de macroinvertebrados suelen estar muy restringidos

en los tramos bajos de los grandes rios debido a las condiciones adversas. Es necesario,
pues, utilizar muestreadores adecuados para cada situacion.

Existen Normas Internacionales que proporcionan guias para €l uso correcto de cada

aparato (AENOR, 1997) en funcién de estudios cualitativos o cuantitativos.
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— Aparatos de colonizacién: permiten evaluar la calidad del agua mediante la reco-

leccion de macroinvertebrados. No muestrean lafaunanatural, que puede estar res-
tringida, sino la que acepta colonizar un sustrato artificial, aunque pueda ser més
selectiva

El sustrato se depositaen el lecho de rios profundosy se deja ali durante un peri-
odo de 3 0 4 semanas. Durante este tiempo €l sustrato es colonizado por los orga
nismos.
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El equipamiento de muestreo es el siguiente: se utilizan mallas gruesas de polia-
mida resistentes a lafriccion. En su interior se deposita el sustrato, que puede ser
de diferentes tipos:

— piezasdefiltros biol 6gicos como los utilizados en tratamiento de aguas re-
siduales

— fragmentos de ladrillos refractarios compactos

— bolasdevidrio

— cantos rodados procedentes de canteras de aridos

Generalmente, se introducen en cada bolsa 30 0 40 piezas de sustrato de unas me-
didasde 4,0+ 0,5cm.

Unavez preparado el tomamuestras, se depositaen el lecho del curso fluvia suje-
to por un sedal de nylon transparente y se fija ala orilla para poderlo extraer des-
pués del periodo de colonizacién. La ubicacion del sustrato debe ser |a apropiada
para que no quede expuesto a aire en época de sequia ni sea manipulado en actos
de vandalismo.

Se recomienda realizar, al menos, tres réplicas cubriendo el mayor numero de h&
bitats.

Después del periodo de inmersion, se recogen los aparatos evitando la pérdida de
organismosy se procede de forma similar alos casos descritos anteriormente.

— Dragas: se pueden utilizar diferentes tipos de dragas.

* draga de naturalista: tiene un marco rectangular resistente que soporta una
red colectora de unos 35 cm de longitud. Es adecuada para obtener muestras
cualitativas de gravas y sustratos pedregosos, pero no de lodos (Figura 33).

» draga Birge-Ekman (Figuras 34 y 35): es una caja de fondo abierto provista
de dos mandibulas activadas por un mecanismo de descarga. Esta recomen-
dada para recoger organismos que viven en lodos 'y grava fina. Se colocare-
tirando las mandibulas y fijandolas al mecanismo de descarga. Se deja caer
suavemente y se coloca firmemente en el lugar apropiado. Cuando se dispa-
ra el mecanismo hay que retirar inmediatamente la draga 'y proceder a reco-
lectar |os organismos capturados.

« draga Ponar: tiene dos grandes mandibulas que se cierran mediante unatije-
ra con brazos de palanca (Figura 36). Los brazos se mantienen abiertos me-
diante unabarratransversal que seliberaautoméaticamente cuando ladragase
asientaen el fondo del rio. Al elevarla, se cierra. Es adecuada para recolectar
organismos que viven sobre las gravas finas y piedras pequefias (< 1,6 cm).
Dado que la capacidad de excavacion depende de su propio peso, la draga
debe izarse lentamente mientras las mandibulas se cierran. Un modelo més
pequefio de lamisma familia es la Draga de Van Veen (Figuras 37 y 38).

Unavez obtenida la muestra, ésta se dispone sobre unared conica de Nytal de
300-500 um (similar alas anteriores) de aberturade poro 'y, acontinuacion, selava
con agua del punto de muestreo hasta que los aclarados de la red no desprendan
turbidez. El contenido de lamisma, del que se ha eliminado toda la fraccién arci-
llosay limosa, se dispone en €l envase de la muestra con agua.

71



Recomendaciones parala toma de muestras de agua

I11.8.3. Conservaciény transporte

A lamuestra recién tomada se |e afiade formal dehido al 40% hasta conseguir una con-
centracion del 4%. Es aconsejable cerrar herméticamente los envases con un obturador y
evitar que se calienten paraimpedir la evaporacion del formol.

Las muestras se conservan asi indefinidamente en envases de pléstico de 0,2-1 L deca-
pacidad con boca anchay obturador.

I11.9. PECES
I11.9.1. Consideraciones generales

L os muestreos de peces se realizan para conocer la composicion especifica de las co-
munidades, analizar la demografia de las poblaciones, diagnosticar el estado de los ejem-
plaresy para utilizarlos como indicadores de la calidad de |os medios acuaticos.

L os peces son un componente i mportante de la mayoria de |os hébitats acuéticos; por
ello los cambios en la composicién de |as poblaciones de peces pueden ser indicadores
de variaciones en €l pH, salinidad, temperatura, oxigeno disuelto, niveles de contamina-
cion, etc.

Debido a que los peces son muy llamativos, suelen ser los indicadores primarios de
contaminacién de riosy lagos.

111.9.2. Tomade muestras

L as metodol ogias de muestreo deben adaptarse a los objetivos de cada estudio.

Cuando se toman muestras paralainvestigacién de mortandades, es recomendable re-
coger ejemplares recién muertos, moribundos y sanos.

— Redes: la pesca con red se utiliza en aparejos estéticos (trampas) o activos (barre-
derasy de arrastre).

— nasasy redes trampa: son redes alargadas sostenidas por aros y divididas en
secciones secundarias. Permiten la entrada de los peces pero no su salida. Se
suelen usar en profundidades menores a3 m y se mantienen sujetas a fondo.
Lared basicao de anillo puede transformarse en una nasa afiadiendo nuevos pa-
neles a los lados que se denominan alas. Estas redes son eficaces para peces
grandes y en captura viva. Las redes trampa estan equipadas con una o més la-
minas conicas intercaladas y una abertura para recoger |os peces. Los disposi-
tivos pequefios pueden colocarse en pozos, cuevas o en lugares de dificil acce-
s0. Son propias de las orillasy del fondo.

— vertederos: son trampas estacionarias normalmente instaladas en rios y arroyos.
Tienen como finalidad guiar alos peces hacia un lugar donde se tomalamuestra.

— redesdearrastre: son redesremol cadas. Estén especializadas parafuncionar en
superficie, en aguas medianas o0 en el fondo. En la pesca de superficie predo-
minan |os dispositivos de flotacidn; en la de aguas mediaslared esta equilibra-
dacon pesasy en lade fondo predominan las pesas.
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— trasmallo: esta compuesto por tres paneles de tejido de red calados juntos que
capturan al pez enredandol 0. Se dispone interceptando el paso de los peces, tan-
to en las orillas como en €l centro de la masa de agua y a diferentes profundi-
dades.

— Pesca eléctrica: es particularmente Util en areas donde los fondos no son unifor-
mes, la corriente es répida o esimposible utilizar redes. No son selectivas en tér-
minos de tamafio y tipo de pez capturado.

Se basa en la creacion de un campo eléctrico en el seno del agua mediante lain-
troduccion de dos el ectrodos conectados aunabateria o generador de corriente con-
tinua (equipo electrogeno mas rectificador). Los peces que entran dentro del cam-
po son atraidos hacia el anodo (galvanotaxia) y sufren una momentanea paralisis
gue es aprovechada por el muestreador pararecogerlos con un salabre. Existen apa-
ratos de pesca el éctrica de dos tipos:

— Los alimentados por un generador que permanece fijo en la orilla, adecuados

para muestreos cuantitativos que requieren un gran esfuerzo de pesca. Habi-
tualmente se utilizan grupos el ectrégenos de tipo monofasico con una potencia
entre 2.200y 3.000 W (hasta600V y 2,5A).
La corriente alterna producida se pasa a continua o continua pulsdtil, que esla
mas utilizada, mediante un rectificador. De él sale € anodo, en formade aroy
dispuesto a final de una pértiga con la que el técnico explorala masa de agua,
y el cétodo que esunarejillaque se dgjafijaen el agua

— Los auténomos, que se montan en una mochila, llevan baterias recargables que
pueden proporcionar un fuerte voltaje. Estos son adecuados paramuestreos cua-
litativos en lugares inaccesibles para vehicul os.

Enriosy canalesvadeablesen losquelavelocidad delacorriente eselevadael mé-
todo de muestreo més adecuado es la pesca eléctrica.

Antes de iniciar la pesca hay que medir la conductividad eléctrica del agua para
graduar laintensidad de la corriente que sale del rectificador. En aguas de baja con-
ductividad es necesaria mayor intensidad de corriente. Si la conductividad es muy
elevadano es posible utilizar este método porque |os peces no son afectados por €l
campo el éctrico (el agua es mas conductora que el propio pez). Posteriormente, se
debe escoger un tramo suficientemente representativo del sector fluvia objeto del
muestreo en el que existala mayor diversidad de habitats y barreras naturales que
dificulten lahuida a los g emplares de mayor tamafio (esto se puede evitar acotan-
do el tramo con redes).

La persona que va a realizar la toma de muestra (es preferible que vaya acompa-
flada de dos ayudantes) tiene que recorrer €l tramo de rio seleccionado recogiendo
con un salabre todos | os peces atraidos por € anodo. Como la corriente arrastralos
peces una vez éstos han quedado inmovilizados, se recomienda que los acompa-
flantes, provistos también de salabres, vayan algo rezagados capturando los gjem-
plares que derivan.

En rios profundos con poca corriente, en lagos 'y en embalses se utilizan trasmallos y
nasas. Estas artes se pueden colocar al atardecer y revisar a amanecer o degjarlas 24 h.

73



Recomendaciones parala toma de muestras de agua

Cuanto mas tiempo se tarde en revisarlas mayor probabilidad existe de encontrar muertos
los ejemplares capturados.

Si setrata de captura sin muerte, con objeto de evaluar lapoblacion o el estado sanita-
rio externo de los peces, los gjemplares deberan ser introducidos inmediatamente en reci-
pientes con agua y una fuente de aireacion, donde se afiade una dosis de tranquilizante
(2-Fenoxietanol o etilenglicol) paraevitarles el estrés.

L os peces capturados para andlisis seran medidos y pesados. Posteriormente se con-
servaran de acuerdo con €l tipo de andlisis que deba realizarse.

111.9.3. Conservacion y transporte

Independientemente del tipo de estudio, las muestras deben analizarse o antes posible.
L as principales formas de conservacion son:

— Para € andlisis de compuestos organicos, en cualquiera de los tejidos del pez, se
enjuagaran los g emplares con agua limpia, se envolveran en papel de auminioy
se procedera a su inmediata congelacion (—20° C).

— Parala determinacion de metales u otros compuestos inorganicos se introduciran
los ejemplares en bolsas de polietileno de un solo uso y se procederda suinmediata
congelacion (—20° C).

— Laobtencidn de muestras de tejidos de cerebro, branquias o sangre para la deter-
minacién de pardmetros especificos deberd ser realizada in situ. Estas muestras se
mantendran congeladas (—20° C) en viales de vidrio.

— Los gemplares paraandlisis histol 6gicos o de agentes infecciosos deberan mante-
nerse vivos hasta su llegada a laboratorio o, como minimo, conservados en hielo
entre 2 'y 5° C (nunca congelados).

— El sistemade mantener vivos|os peces es transportandol os en recipientes |lenos de
agua hasta la mitad, con inyeccion de aire o de oxigeno puro.

— Si el muestreo es debido a un episodio de mortandad, se debe estimar el niUmero de
gjemplares muertos y afectados.

111.10. PRUEBASDE ECOTOXICIDAD EN EL MEDIO ACUATICO
111.10.1. Consideraciones generales

En laevaluacion de la contaminacion de las aguas y sus sedimentos son necesarios los
estudios de ecotoxicidad, ya que las pruebas fisicas y quimicas no son suficientes parava-
lorar efectos potencial es sobre la vida acuética que sustentan. Por otra parte, las diferentes
clases de organismos acuéti cos no son igual mente susceptibles alas mismas sustancias to-
xicas, ni su susceptibilidad esigual alo largo de su ciclo vital.

Las pruebas de ecotoxicidad son Utiles para numerosos propositos: adaptacion a las
condiciones ambientales, efectos de factores ambientales sobre la toxicidad de una sus-
tancia, sensibilidad delos organismos acuéticos ante ciertos contaminantes, control dever-
tidos, ...
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Hay que utilizar ensayos adecuados para que los andlisis de los contaminantes res-
pondan a una hormativa legal y sus resultados midan las respuestas biol 6gicas a concen-
traciones de sustancias en aguas marinas y epicontinentales.

Esimportante unaciertauniformidad en los procedimientosy en lapresentacion delos
resultados, por ello el uso de métodos estandarizados asegura unareproducibilidad sin que
interfiera en exceso con la adecuacion de las pruebas a circunstancias locales.

Los medios, equipamiento y suministro de agua que se necesitan para las pruebas de-
penden de cada una de €ellas; no obstante, existen en el mercado kits (Toxkits™) para uti-
lizar organismos en estado |latente (dafnia, algas, artemia, rotiferos, ...), en huevos de re-
sistencia o inmovilizados, que se activan unos dias antes de proceder a desarrollo de las
mismas. De esta forma no es necesario mantener una colonia estable de organismos, con
lo que disminuye el coste econémico.

L as pruebas de ecotoxicidad en medio acuatico se clasifican en duracion corta, media
o larga, régimen estético, recirculacion, renovacion y flujo continuo. Sin embargo, parael
control rutinario de calidad de aguas o de contaminantes al medio acuético se utilizasiem-
pre un test (ensayo) de corta duracion (agudo) y en régimen estético con el fin de poder
obtener una répida estimacion de la toxicidad.

Las pruebas cortas (24 a 96 h, seguin la especie) determinan la Concentracion Letal 50
(CLso) 0 concentracion de téxico que produce la muerte del 50% de los individuos ex-
puestos. En ocasiones se determinala Concentracion Efectiva50 (CEso) cuando se hacere-
ferenciaaun criterio distinto a de «muerte» para valorar estos ensayos.

Es necesario ser cautel 0so cuando se realizan pruebas estéti cas en medios acuéti cos no
estandarizados (p.gj., aguas naturales) con alto nivel de demanda biolégica de oxigeno
(DBO). En estos casos, paraevitar una caidaimportante del contenido en oxigeno del me-
dio, se puede incorporar unaleve aireacion.

L os toxicos volétiles disminuyen en concentracion durante la prueba. Se debe, pues,
vigilar su descenso para que la exposicion de los organismos no se vea afectada. Deigual
forma, algunos productos metabdlicos (CO: 0 NHs), nada deseabl es, pueden aumentar pe-
ligrosamente invalidando los resultados. En vertidos industriales se recomienda la utili-
zacion de pruebas en régimen de flujo continuo.

Los valores de CLs 0 CEs obtenidos en los ensayos agudos no indican las concentra-
Cciones gque son seguras o poco dafiinas en los habitats acuéticos sujetos a una contamina-
cion; por lo tanto, estas pruebas solo representan una fraccion muy pequefia de la toxici-
dad alargo plazo. Sin embargo, el conocimiento de latoxicidad aguda de un residuo o de
una sustancia puede ser muy Util en la prediccion y prevencion del dafio agudo alavida
acuética.

Para €l estudio de vertidosy de sustancias toxicas desconocidas es conveniente hallar,
previamente alarealizacion de la prueba definitiva, e intervalo aproximado en el que ese
material seratdxico. Se utilizan soluciones que, a partir del vertido puro, cubran varios or-
denesde magnitud (1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001) intentando incluir concentraciones que eli-
minen atodos |os organismos y otras que maten a pocos 0 a ninguno.
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L as pruebas definitivas contienen una serie de concentraciones, espaciadas geométri-
camente, entre la més ata que no mata a organismos y la mas baja que elimina a todos.
Consultar normas AENOR (1998), OCDE 203 (toxicidad aguda en peces), 202 (toxicidad
aguda en dafnia), 201 (inhibicién del crecimiento de algas) y ASTM E1440-91 (toxicidad
aguda en rotiferos).

I11.10.2. Seleccion de organismos a ensayar

Se deben considerar ciertas caracteristicas que han de presentar |0os organismos utili-
zados en | os ensayos de ecotoxicidad:

— Sensibilidad alos cambios ambientales

— Ampliadistribucion geogréfica

— Abundancia

— Disponibilidad durante todo el afio

— Importancia reproductiva, econémica o ecoldgica
— Posibilidad de ser cultivados en el |aboratorio

— Homogeneidad genética

Cuando se desee estudiar efectos de efluentes sobre el medio acuético se deben selec-
cionar especies representativas del mismo. Si no se dispone de individuos cultivadosen la-
boratorio se deben hacer pruebas comparativas pararelacionar la sensibilidad de los orga-
nismos que se van a utilizar con la de aguellos individuos més sensibles, representativos
del lugar.

Al disefiar las pruebas, se debe tener en cuenta algunas condiciones especiales alas
gue hayan estado expuestos los organismos: plaguicidas, vertidos industriales, plantas
de tratamientos de residuos, ... (los efectos interactivos con un nuevo toxico pueden ser
graves).

No se deben recoger especies de aguas contaminadas donde estén en malas condicio-
nes, enfermos o con elevada bioacumulacion de sustancias quimicas.

111.10.3. Recoleccion de organismos

Muchosinvertebradosy peces pequefios pueden ser recogidos cercadelaorillacon re-
des similares a las descritas anteriormente. Es conveniente utilizar varios tipos de redes
paraque las especi es puedan proceder de diferentes profundidades. Asimismo hay que ase-
gurarse de gque los organismos recolectados no han sido dafiados.

No se deben capturar demasiados organismos a mismo tiempo ni manipularlos mas de
lo necesario. Una vez transferidos a un tangue de transporte debe determinarse la tempe-
ratura, salinidad, demandade oxigeno (DO) y pH del aguade dicho tanque. En ninglin caso
se deben amontonar |os organismos durante €l traslado.

Serecomiendaobservar os posibles dafios que losindividuos puedan haber sufrido du-
rante su recol eccion.
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111.10.4. Manipulacién, mantenimiento y condiciones

Después del traslado se deben mantener |0s organismos en cuarentena por 1o menos 7
dias para observar posibles enfermedades. Para los invertebrados es suficiente con 2 dias.

Si transcurrido ese periodo inicial se observaunamortalidad superior al 10% delosin-
dividuos capturados, hay que rechazar €l lote completo. Si esinferior a esta cifra se debe
prolongar sietediasmasel periodo de observacion. Si no se producen més muertes, se acep-
tael lote. En el caso de superar esta cuarentena se puede disponer de losindividuosy pa-
sarlos alos tanques de reserva.

No se debe someter alos organismos a cambios bruscos de temperatura, fotoperiodo o
calidad de agua (las variaciones de temperatura del agua deben ser inferiores a 3° C cada
24 h y para especies de aguas profundas la variacién debe ser menor). El fotoperiodo ha-
bitual es de 12/12 h de luz/oscuridad; no obstante, también pueden adoptarse otros crite-
rios en funcion de la estacion climética

L os organismos de aguas frias se deben mantener a unatemperaturade 12° Cy los de
aguas templadas a22° C.

La concentracién de oxigeno disuelto en el agua de los tanques debe ser, preferible-
mente, a saturacion y en ningin caso inferior al 60% de dicha saturacion.

Como normageneral, se debe utilizar un régimen de flujo continuo pararenovar €l me-
dio acuético de los tanques. Latasa de flujo oscila entre 6 y 10 volUmenes de tanque/dia
(o 3 1/dialg paraindividuos pequefios).

En el supuesto que el mantenimiento se realice en régimen de circuito cerrado, se debe
vigilar que las caracteristicas del agua (pH, CO:, salinidad, dureza, NHs) sean |as adecua-
das, evitando acumulaciones de los productos metabdlicos.

Eliminar todala comidaque no se haya consumido dentro delas 24 h. Limpiar lostan-
gues a menudo (dos veces por semana).

Cuando se cultiven peces, tapar |0s tanques convenientemente en evitacion de fugas.

I11.10.5. Procedimiento general para el desarrollo delas pruebas

Si se utilizaaguanatural lacalidad del medio debe ser constante y no debe exceder los
siguientes valores en |os parametros que se indican:

— sdlidos en suspension 20 my/l
— carbono organico total 10 mg/l
— amoniaco no iénico 20 g/l
— clororesidual 0,001 mg/l
— plaguicidas organofosforados 50 ng/l
— plaguicidas cloradosy PCBs 50 ng/l

Parala reconstitucion de agua dulce o0 marina, a partir de agua desionizadayy filtrada,
debe consultarse cualquier formula estandarizada (EPA, ASTM, |SO, CE) Como gemplo
de agua reconstituida se propone el siguiente (obtenido de |a Directiva 84/449/CEE):
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Solucién patrén:

— CaCl2.2H:0 (disolver en H-0O desionizada, completar hastal L) 11,76 g
— MgSO0.. 7H-0 (disolver en H:O desionizada, completar hasta 1 L) 4939
— NaHCO: (disolver en H-0 desionizada, completar hastal L) 2,599
— KCI (disolver en H-O desionizada, completar hasta1 L) 0,23g

Agua de disolucioén:

— Mezclar 25 ml de cada unade las cuatro soluciones patron y completar hasta 1.000
ml con agua desionizada

— Airear hasta saturacion de oxigeno

— El pH debe ser 7,9 + 0,3 (s es hecesario gustarlo con NaOH o HCI)

— Reposar el agua preparada durante 12 h

— Lasumadeiones Ca*:Mg™ debe ser igual a2,5 mmol/l

— Larelaciéon deiones Ca*:Mg™ debe ser de 4:1; lade Na':K* debe ser de 10:1

— Laalcalinidad total debe ser de 0,8 mmol/I

Las soluciones del téxico o del efluente deben prepararse utilizando el mismo tipo de
agua que en los ensayos. En las pruebas en régimen estatico, la adicion del téxico se debe
hacer inmediatamente después de su preparacidn. Los toxicos o los efluentes deben ho-
mogeneizarse adecuadamente en el agua del ensayo.

Si fuese necesario el uso de disolventes paraconseguir lamezcladel téxico con el agua
de los tanques, se debera hacer dos grupos control, uno de ellos sin disolvente y otro con
lamaxima cantidad de este producto que hayasido utilizada. En cualquier caso no se debe
sobrepasar una concentracion de disolvente superior a 0,5 mg/l en pruebas estéticas 6 0,1
mg/l en las de flujo continuo.

L os organismos deben ser expuestos en recipientes triplicados evitando las falsas ré-
plicas (como conexiones de agua entre los contenedores). En las pruebas estaticas con
peces einvertebrados debe emplearse un total de, al menos, 30 organismos por cada con-
centracion. No se debe incluir en cada tanque o contenedor mas de 0,8 g de organis-
mo/litro de medio.

Cada ensayo consta de, a menos, cinco concentraciones de pruebay un control, mas
otro adicional si se utilizan disolventes. L as pruebas agudas con peces e invertebrados sélo
se considerarén aceptables si en los controles la supervivencia ha sido igual o superior al
90%, de lo contrario la prueba se anularay debera repetirse.

L as concentraciones de prueba para residuos liquidos deben expresarse en formavi/v;
para residuos no acuosos 'y compuestos quimicos individuales en miligramos (mg) o mi-
crogramos (g) por litro de medio. Se recomiendalautilizacion de series geométricas des-
cendentes apartir de laconcentracion mas elevada (p.gj., multiplicando por un factor cons-
tante 0,5 o 0,6) para obtener concentraciones uniformemente espaciadas dentro de una
escalalogaritmica.

Sedeben realizar andlisis de toxicos en lostanques de ensayo a iniciar y finalizar cada
prueba. Las muestras de agua deben tomarse del centro del tanque de exposicion.
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111.10.6. CélculodelaCLsx odela CEs

L as respuestas a un ensayo de toxicidad se pueden agrupar en dos tipos.

— respuestas cualitativas, cuando un organismo manifiesta o no larespuesta estudia-
da (p.g., muere o sobrevive)

— respuestas cuantitativas, en la que un organismo responde con unaintensidad va-
riable (p.g., crecimiento)

L as pruebas cuantal es estén disefiadas para obtener la concentracion de una sustancia
0 mezcla de sustancias que afecta a 50% de los individuos ensayados.

Pararealizar €l clculo dela CLs 0 de la CEs en ensayos con peces o invertebrados
debe contabilizarse el nlmero de organismos muertos o af ectados de cada tanque o conte-
nedor, al menos una vez por dia, durante toda la prueba. Con sustancias |etales de accion
répida conviene contabilizar losorganismosal; 1,5; 3; 6; 12; y 24 h del comienzo del test.

Los métodos estadisticos mas utilizados para calcular estos valores y sus limites de
confianzason: probit, logit, mediaflotantey Litchfield-Wilcoxon. No son intercambiables,
hay que escoger uno de ellos y utilizarlo en todo el estudio. Existen programas informati-
zados que agilizan los célculos.

111.10.7. Redaccién deinformesy comunicacion de resultados

En losinformes se debe incluir lo siguiente:

— informacion sobre el organismo utilizado (nombre cientifico, cepa, lote, proveedor,
tamafio y numero de individuos sometido a ensayo...)

— lista de concentraciones utilizaday estabilidad del toxico a esas concentraciones

— descripcién del equipo de ensayo

— métodos utilizados en los posibles andlisis quimicos

— origen del agua de disolucion y caracteristicas principales

— concentraciones de disolventes, si se han utilizado

— detalles del método ensayado

— informacion sobre lailuminacién

— concentracion maxima aplicada que no haya causado mortalidad

— concentracion minima aplicada que haya causado el 100% de mortalidad

— mortalidad acumulada para cada concentracion y paralos controles

— valoresdelaCLs 0 CEs en cadauno delos tiempos de observacién recomendados
(limites de confianza al 95%)

— métodos estadisticos utilizados para calcular la CLs 0 la CEs

— representacion grafica de los porcentajes de mortalidad en funcién de las concen-
traciones al final del ensayo

— pendiente de lacurvay limites de confianza al 95%

— concentracion de oxigeno disuelto, pH y temperatura de las soluciones de ensayo
cada24h
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CAPITULO IV
LODOSY SEDIMENTOS

IV.1. GENERALIDADES

Los métodos de toma de muestras variaran ligeramente segin el ambito de aplicacion
donde se realice. Un factor a tener en cuenta es el tipo de contaminacion presente en la
zona a muestrear. En cualquier caso, como ya se ha comentado, la toma debe ser repre-
sentativa del medio.

Se hardmas de unatoma para cubrir al méximo la zona de muestreo siguiendo los si-
guientes criterios:

— Siladifusién del contaminante se harealizado superficialmente, apartir de un pun-
to, se muestreara siguiendo bandas concéntricas y tomando como epicentro €l pun-
to de vertido.

— Si sedesconoce €l foco de emision de la sustancia contaminante se debera mues-
trear siguiendo un esquema de cuadricula o un gje imaginario.

— Ademés de las muestras presuntamente contaminadas se debe tomar un blanco (se-
dimento sin contaminar) para determinar la composicién original de las mismas.

El volumen de sedimento que se utiliza como muestra suele estar determinado por la
cantidad minima de sustancia contaminante por unidad de peso, a partir del cual se consi-
dere el lodo 0 sedimento como contaminado. Como norma habitual se deberiarecoger, a
menos, 3.000 g, puesto sele suel e someter adiversostipos de analisisfisico-quimicos, bio-
|6gicos o de ecotoxicidad. La textura también influye en el volumen a muestrear. Cuanto
mas pequefio sea el tamafio de grano menos cantidad de muestra se precisa. Cada muestra
se debe fraccionar en un nimero de partes no inferior atres.

IV.1.1. Criteriosparalaselecciéon delos muestreadores
Habitualmente los lodos y sedimentos se utilizan paratres tipos de investigaciones:

Investigacion quimica: con ella se puede determinar la naturalezay concentracion de
sustancias presentes en el sedimento. Algunas especies quimicas se enlazan preferente-
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mente a la materia organicay a particulas minerales con lo que se incorporan a agua in-
tersticial. Asimismo, para analizar algunos pardmetros (p.€g., sulfuros) se requiere mante-
ner lamuestraen unaatmosferalibre de oxigeno y manipularlao almacenarlabajo presién
deun gasinerte.

Investigacion fisica: para este tipo de investigacion la estructura, texturay laminacion
de los sedimentos adquieren importancia. Especialmente es interesante determinar estos
parametros cuando las muestras son arenosas o arcillosas. Asimismo cuando deben utili-
zarse para estudios geogréaficos, morfol égicos o geotécnicos.

Investigacion bioldgica: habitualmente consiste en clasificar 1as especies presentes en
cada muestra de sedimento. La profundidad de la capa de sedimento no debe superar 50
cm. En ocasiones es interesante un estudio microbiol6gico cuando se desean datos sobre
desnitrificacion, liberacion de fosfatos o metilacion de metales.

IV.1.2. Tiposdemuestreadores

Existen diversos tipos de muestreadores, algunos ya se han descrito en el apartado
111.8.2. No obstante, a continuacion se indican los mas habituales.

Palas. Las palas més utilizadas son las denominadas de «tijera» (tipo Van Veen); sin
embargo, hay unimportante nimero de variantes. En general, consisten en unabisagraque
engarzados valvas (de 0,5 a 25 litros de capacidad cada una) que se cierran cuando se ex-
trae lamuestra. Durante el cierre el sedimento quedaretenido en el interior de las mismas
(existen model os estancos que impiden pérdidas de agua y/o particulas). La profundidad
de lamuestra oscilaentre 5y 50 cm, dependiendo del tamafio y masa de la pala asi como
delaestructuradel sustrato. En lafabricacién delos diferentes model os que existen se uti-
lizael acero galvanizado o el inoxidable.

L os tamarios pequerios (1 a 10 Kg) pueden ser utilizados manual mente, mientras que
para los grandes (hasta 100 Kg) se necesita una cabria o un cabrestante. Para obtener las
muestras hay que bloguear la pala de forma que las valvas permanezcan abiertas; de esta
formase arrojaa aguay a chocar contra el fondo se libera el seguro y la pala se cierra.
Cuando se ha extraido la muestra, la pala se deposita en una cubeta, desde donde pueden
obtenerse submuestras, si son necesarias. Después de limpiarla con agua a presion se pue-
dereutilizar de nuevo.

Este tipo de muestreador se utilizaen lodos y en fondos arenosos o con gravas peque-
fias. Sin embargo, no se debe utilizar en turberas o los sedimentos arcill0sos.

Laprecision del equipo es baja, puesto que las muestras sufren alteraciones de estrati-
ficacion, pueden perder liquidosy |a penetracion de la pala suele ser desconocida.

Las palas detijerasirven tanto para aguas someras como profundas asi como para co-
rrientes lentas o rapidas.

Cilindros huecos. Son los denominados «corers». Se utilizan para obtener perfiles de
sedimentos tanto para ensayos fisicos, quimicos o bioldgicos. La obtencion de las mues-
tras se puede realizar manua mente (presionando verticalmente el tubo en el lodo o €l se-
dimento) o mediante algin procedimiento vibratorio o por gravedad. Pueden ocurrir com-
presiones en el interior del cilindro debidas a la friccion de los materiales muestreados
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sobre la superficie del mismo; en estos casos hay que comprobar que no se produzcan al-
teraciones en la estratificacion de los materiales.

L os «corers» se recomiendan para fondos poco profundos de tipo arenoso, arcilloso o
ligeramente turboso.

Puede suceder el llamado apilamiento «pile-working» dependiendo del diametro del
tubo, la profundidad y la velocidad de penetracion. Cuando esto sucede, se observan dis-
torsionesy compresiones en | os estratos muestreados. Se debe prestar atencion para evitar
este inconveniente aumentando el didmetro del tubo o lubricando su interior (consultando
al laboratorio que debe procesar |la muestra parano utilizar productos que interfieran en el
proceso de andlisis fisico-quimico o biol6gico).

El extrusionado del interior del cilindro se puede obtener con un piston y posterior-
mente se secciona en diferentes submuestras, segin convenga.

Existen diferentes tipos de cilindros con modificaciones segiin necesidades especifi-
cas, |os mas usados se describen a continuacion:

e Cilindro perforador: Recomendado parainvestigaciones quimicas, fisicasy biolégi-
cas. Adecuado paralechos de turba o fangos consolidados; sin embargo, no se debe
usar en fondos arenosos por la posibilidad de perder parte de la muestra.

Consiste en un tubo de acero inoxidable o plastico transparente que contiene un
pistén gque se desliza cuando penetralamuestraen el sedimento. Puede presentar
problemas de apilamiento; cuando esto sucede se puedetirar del pistén parafaci-
litar por depresion la entrada de la muestra.

Se utilizan extensiones dependiendo de la profundidad del rio o lago (pero sere-
comienda que ésta no sea superior a3 m). Si se toma la muestra desde una em-
barcacion, se tiene que estabilizar para evitar que € viento o la corriente despla-
ce € pistdn impidiendo la entrada de los materiales.

Al extraer € cilindro del fondo se ha de mantener fijala posicion del piston para
gue seretenga el contenido de lamuestra, posteriormente se empujael contenido
del tubo.

¢ Cilindro guiado por un buzo o un submarinista: Con este sistemael cilindro es guia-
doy empujado por un buzo. En ocasiones puede ser ayudado por un sistema de bom-
beo al vacio. Las dimensiones recomendadas para €l cilindro son de 70 mm de di&
metro externoy 66 mminterno asi como 1 a3 m delongitud. Lapenetracion maxima
esde2m.

e Otros cilindros que se describen en la Norma SO 5667-12
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Tabla 1.- Tipo de sedimento y muestreador recomendado

Tipo de &)
sedimento M uestreador

Gravas Palas. Si el tamarfio de la particula es grande, se requieren pa-
las pesadas

Arenas Palasy cilindros. En ocasiones es necesario utilizar palas o
cilindros pesados cuando la arena estd muy compactada

Arcillas Cilindros. Las palas no suelen ser eficaces

Turbas Cilindros, en especial de tipo barrena. Es un medio dificil de
muestrear

Sedimento Palasy cilindros. Con la palano se puede determinar la profun

consolidado didad del sustrato muestreado

Sedimento Cilindros. Las palasy los cilindros de caida libre no se reco-

no consolidado miendan, ya que la capa de sedimento puede ser muy delgada

@ El tipo de muestreador puede estar condicionado por la experimentacion.

IV.2. FRECUENCIAY TIEMPO DE MUESTREO

Hay que recordar que los cambios en la composicion de los sedimentos se producen
lentamente. Sdlo en situaci ones de deposi ciones répi das e intensas seriarecomendabl e una
frecuencia de muestreo inferior a un afio. No obstante, se debe tener en cuenta, adicional -
mente, una serie de condiciones importantes que pueden alterar las frecuenciasy el tiem-
po de muestreo.

e Condicionesclimatoldgicas: Latemperatura, ladirecciéon del vientoy su fuerzapue-
den ser factores restrictivos cuando debe se proceder aun muestreo. Deigual forma,
fuertes tormentas pueden af ectar, momentaneamente, ala composicion de los sedi-
mentos.

e Condiciones hidrogréficas: En zonas de marea, los cambios en la profundidad del
agua, lavelocidad y ladireccion de la corriente pueden ser factores adversos parala
utilizacion de ciertos instrumentos.

En lagos, estanques y zonas abrigadas las corrientes son muy tenuesy las condiciones
hidrogréficas no suelen presentar problemas parael uso delos aparatosrecomendados (ma-
nuales en profundidades inferiores a4 m o mecanicos, para superiores).

IV.3. ALMACENAJE, TRANSPORTE Y ESTABILIACION

Cuando se transfiere una muestra desde €l equipo recolector hasta el lugar de almace-
namiento hay que prestar especial atencion para que las condiciones anaerobias se man-
tengan.

El almacenaje de los lodos y sedimentos se puede llevar a cabo en diversos tipos de
materialesy envases.
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— El vidrio neutro se puede utilizar en casi todos |os casos salvo en sedimentos para
andlisis microbiol6gico (en que ademas deberd estar esterilizado). Los envases de
vidrio borosilicatado se utilizaran cuando se vayan a analizar gases. Todos los en-
vases serén de color topacio cuando contengan sustancias fotol abiles.

— El polietileno es también un material de uso muy generalizado, pero presenta al-
gunas excepciones. No se debe utilizar cuando el sedimento pueda contener disol-
ventes organicos, aceites o grasas. Sin embargo, esté especialmente recomendado
paratomar muestras en las que se deba determinar elementos al calinos, metélicos
y/o de reactividad.

— El teflén se utiliza en sustitucion del polietileno parala mayoria de los compues-
tos con disolventes organicos.

Unavez extraido el material seintroduciraen un frasco o en unabolsa procurando que
mantenga la misma posicion en que se encontraba la muestra en €l sedimento. Hay que
adecuar lacantidad de material muestreado ala capacidad del envase. En €l caso de quela
muestra exceda la capacidad del recipiente, sedistribuiraen varios siguiendo €l criterio de
dividirla segun los horizontes estratigréficos de arriba abgjo.

En ocasiones, dependiendo del equipo utilizado y de las exigencias del andlisis poste-
rior, es conveniente mantener las condiciones anaerdbicas.

Lautilizacion deespatulasmetdlicaso ciertospl asticosenlapreparaci 6n desubmuestras
pueden contribuir a generar interferencias en los resultados.

Para proceder a transporte del material se deben colocar |0s recipientes en una neve-
raportatil (4° C) deformaque no sevuelquen. Si se utilizan bolsas, no apilarlas. En €l caso
de que las muestras no vayan a ser procesadas antes de un mes, se recomienda su conge-
lacion a—20° C.

Si seeligelacongel acion como método parapreservar las muestras, es esencial que és-
tas estén compl etamente descongel adas antes de ser procesadas, puesto que la congel acion
puede concentrar algunos componentes gque habitualmente se encuentran en el liquido in-
tersticial de los lodos o sedimentos pastosos (p.g., fosfatos o sulfatos).
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AgenciaAmbiental Europea (EEA): http://www.org.eea.eu.int

Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América (EPA):
http://www.epa.gov

Asociacion Espafiola de Limnologia: http://www.aelimno.org

European Water Association (EWA): http://www.ewaonline.de

Infoagua. Servicio deinformacion del agua en espafiol: http://www.infoagua.org
La Convencion de Ramsar: http://ramsar.org
Sedeparael EstudiodelosHumedal esM editerraneos(SEHUMED): http://sehumed.uv.es

Sociedad Americana de Limnologiay Oceanologia: http://www.also.org

Sociedad Internacional de Limnologia: http://www.limnology.org

WWWEF — Programa Europeo de Aguas dulces: http://www.wwifreshwater.org
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ANEXO|

CLASIFICACION DE TIPOSDE HUMEDALES
SEGUN EL MANUAL DE LA CONVENCION
DE RAM SAR (1996)

HUMEDALESMARINOSY COSTEROS

A.

Aguas marinas someras permanentes de menos de seis metros de profundidad en
marca baja; se incluyen bahiasy estrechos.

Lechos marinos submareales; se incluyen praderas de algas, praderas de pastos
marinos, praderas marinas mixtas tropicales.

Arrecifes de coral.
Costas marinas rocosas; incluye islotes rocosos y acantilados.

Playas de arena o de guijarros; incluye barreras, bancos, cordones, puntas e islo-
tes de arena, y sistemas de dunas.

Estuarios; aguas permanentes de estuarios y sistemas estuarinos de deltas.
Bajos intermareal es de lodo, arena o con suel os salinos («sal adares»).

Pantanos y esteros (zonas inundadas) intermareales; incluye marismas y zonas
inundadas con agua salada, praderas hal¢filas, salitrales, zonas elevadas inunda-
das con agua salada, zonas de agua dulce y salobre inundadas por la marea.

Humedal es intermareal es arbolados; incluye manglares, pantanos de «pipa», bos-
gues inundados o inundables mareal es de agua dul ce.

Lagunas costeras salobres/saladas; lagunas de agua entre salobre y salada con por
lo menos una rel ativamente angosta conexion a mar.

Lagunas costeras de agua dulce; incluye lagunas deltai cas de agua dul ce.
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HUMEDALES CONTINENTALES

90

cz <

V)

Va

Vt.

Xf.

Xp.

Y

Z9.
Zk.

Deltas interiores (permanentes).
Riog/arroyos permanentes; incluye cascadas y cataratas.
Rios/arroyos estacional es/intermitentes/irregul ares.

L agos permanentes de agua dulce (de mas de 5 ha); incluye grandes meandros o
brazos muertos de rio, ciénagasy pantanos.

L agos estacional es/intermitentes de agua dul ce (de més de 8 ha); incluye lagos en
[lanuras de inundacion.

L agos permanentes salinos/sal obres/alcalinos.

Lagosy zonas inundadas estacional es/intermitentes salinos/sal obres/al calinos.
Pantanos/esteros/charcas permanentes salinas/sal obres/alcalinas.
Pantanos/esteros/charcas estaci onal es/intermitentes salinas/sal obres/alcalinas.

. Pantanos/esteros/charcas permanentes de agua dul ce; charcas (de menos de 8 ha),

pantanosy esteros sobre suel 0sinorganicos, con vegetaci on emergente en aguapor
lo menos durante lamayor parte del periodo de crecimiento.

. Pantanos/esteros/charcas estacional es/intermitentes de agua dulce sobre suelos

inorgénicos; incluye depresiones inundadas, praderas inundadas estacional mente,
pantanos de ciperaceas.

Turberas no arboladas; incluye turberas arbustivas o abiertas («bog»), turberas de
gramineas o carrizo («fen»), bofedales, turberas bajas.

Humedales alpinos/de montafia; incluye praderas apinas y de montafia, charcas
temporales originadas por el deshielo.

Humedales de la tundra; incluye charcas y humedal es temporal es originados por
€l deshielo en latundra.

Pantanos con vegetacion arbustiva; incluye pantanos y esteros de agua dulce do-
minados por vegetacion arbustiva, turberas arbustivas («carrs»), arbustales de ali-
s0s (Alnus sp.) sobre suelos inorgéanicos.

Humedal es boscosos de agua dulce; incluye bosgques pantanosos de agua dul-
ce, bosgues inundados estacionalmente, pantanos arbolados sobre suelos inor-
ganicos.

Turberas arboladas; bosgues inundados turbosos.
Manantiales de agua dulce, oasis.
Humedal es geotérmicos.

Sistemas hidricos subterraneos en karst o en cuevas.

Nota: «llanuras de inundacion» es un término utilizado para describir humedales, ge-

neralmente de gran extension, que pueden incluir uno o mas tipos de humedales,



Clasificacion detipos de humedades segiin €l manual de la convencion de Ramsar (1996)

entre los que se pueden encontrar R, Ss, Ts, W, Xf, Xp, y otros (vegas, praderas,
sabana, bosgues inundados estacionalmente, etc.). No es considerado un tipo de
humedal en la presente clasificacion.

HUMEDALESARTIFICIALES

N

o 0 b~ w

Estanques de acuicultura (p. €., estanques de pecesy camaroneras).

Estanques artificiales; incluye estanques de granjas, estanques pequefios (general -
mente de menos de 8 ha).

Zonas de riego; incluye canales de regadio y arrozales.
Tierras agricolas inundadas estacionalmente.
Zonas de explotacion de sal; salinas artificiales, salineras.

Areas de almacenamiento de agua; reservorios, diques, represas hidroeléctricas,
estanques artificiales (generalmente de mas de 8 ha).

Excavaciones; canteras de arenay grava, piletas de residuos mineros.
Plantas detratamiento de aguasresidual es, pil etas de sedimentacion, pil etas de oxi-
dacion.

Canales de transporte y de drengje, zanjas.
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ANEXO 1

GLOSARIO

Analito: Sustancia 0 grupo de sustancias cuya concentracion en la matriz se desea deter-
minar.

Bioindicadores: Organismos cuyapresencia, ausenciao distribucion estdasociadaaun fac-
tor 0 a una combinacion de factores ambientales particularmente significativa o rele-
vante. L os organismos bioindicadores tienen interés cientifico en lainvestigacion eco-
|6gicay aplicacion en el andlisisambiental, por €/ emplo, en estudios de contaminacion.

Biota: Los seres vivos que viven en unaregion dada.

Blanco: Material de las mismas caracteristicas que la matriz sobre la que se va a realizar
el andlisis pero que no contiene la sustancia a analizar. En los andlisis del agua se
utiliza como blanco el agua destilada tratada posteriormente de igual manera que las
muestras.

Calidad del agua: Condicion general que permite que €l agua se emplee para usos concre-
tos. Lacalidad del agua esta determinada por la hidrologia, lafisico-quimicay la bio-
logia de la masa de agua a que se refiera.

Conservacion: Mantenimiento sin alteracion de las caracteristicas originales de un ma-
terial.

Conservante: Sustancia que se aflade a una muestra con el objeto de impedir o retrasar la
alteracion de sus caracteristicas originales.

Contaminacion: Cambio no deseado de las caracteristicas fisicas, quimicas o biolégicas
del aire, agua o tierraque puede o podria afectar peligrosamente alavida humanao la
de otras especies, a nuestros procesos industriales, a las condiciones de vida, a nues-
tros valores culturales; 0 que puede o podria desgastar o deteriorar nuestros recursos de
materias primas.

Contaminacion de las aguas: Alteracion de las propi edades fisico-quimicas y/o biol 6gicas
del agua por sustancias genas, por encima o debajo de |os limites méximos o minimos
permisibles, segln corresponda, de modo que produzcan dafios a la salud del hombre
deteriorando su bienestar o €l medio ambiente.
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Convencién de Ramsar: «Convencion relativa alos humedal es de importanciainternacio-
nal; especialmente como hébitat de aves acuéticas». Firmada el 2 de febrero de 1971
enlaciudad de Ramsar (Irén) y que entré en vigor en 1975. Esta Convencion esun tra-
tado intergubernamental que ofrece un marco de referencia para la cooperacion inter-
nacional en pro delaconservacion y uso racional de los humedalesdel mundoy haes-
tablecido una Lista de Humedales de Importancia I nternacional .

Ecosistema: Conjunto de seres vivos que viven en un area determinada, los factores que lo
caracterizan y las relaciones que se establecen entre los seres vivos y entre éstos y €l
medio fisico. El término fue definido por el boténico inglés Arthur Tansley, en 1935.
Lo define como «una unidad funcional basica que incluye tanto a comunidades bioti-
cas como a su ambiente abidtico, en un area determinada, actuando con reciprocidad
por ser ambos necesarios para la conservacion de la vidax.

Envase: Recipiente capaz de contener el material a analizar.

Eutrofizacién acuética: Enriquecimiento de las aguas con nutrientes a un ritmo tal que no
puede ser compensado por eliminacion o mineralizacion total. La eutrofizacion es un
problema de calidad del agua importante en lagos y embalses. Consiste en un proceso
de evolucion natural en €l tiempo, en el que e agua se enriquece de nutrientes provo-
cando un aumento de algas y plantas acuaticas, |a transformacién en zona pantanosayy,
en Ultima instancia, transformacion en terreno seco. La eutrofizacion se puede acelerar
mediante |a adicion de nutrientes por parte del hombre. Por |o general, es un proceso de
desgjuste inducido por el hombre segun el cual |os desechos de las aguas residuales, con
un contenido en materia organica, detergentes (que llevan fésforo, un elemento limitan-
tedelaproductividad de los ecosistemas acuaticos) y fertilizantes inorgani cos provocan
un aumento espectacular de su produccion primaria. El aumento de la concentracion de
nutrientes como nitratos y fosfatos induce cambios en la composicién de la comunidad
de seresvivos. Més alla de ciertos limites, el proceso reviste caracteristicas negativas a
aparecer grandes cantidades de materia organi ca cuya descomposi cion microbiana oca-
siona un descenso en los niveles de oxigeno. La eutrofizacidn se genera en muchas ma-
sas de agua como resultado de los vertidos agricolas, urbanos e industriales. En lo que
serefiere asu grado de eutrofia, 10s cuerpos de agua se pueden clasificar de formasim-
plificadaen tres grandestipos:. a) Oligotroficos (sistemas acuati cos de bajo contenido de
nutrientes y produccion vegetal minima). b) Mesotréficos (sistemas acuéticos con ca
racteristicasintermedias entre oligotrofico y eutréfico) ¢) Eutréficos (sistemas acudticos
de ato contenido de nutrientes y produccion vegetal excesiva).

Indicador ambiental: Variable que sefialala presencia o condicion de un fenémeno que no
puede medirse directamente. Por g emplo, paraevaluar el estado de calidad del aire pue-
de observarse lapresenciade determinadosliquenes o en relacion con lacalidad devida
puede utilizarse el indice de poblacion servida por redes de agua potable o medios de
transporte. Puede ser también un parametro o valor derivado de parametros generales,
gue describe de manera sintéticalas presiones, €l estado, |as respuestas y/o tendencias
de los fendmenos ecol 6gicos y ambientales, cuyo significado es mas amplio que las
propiedades asociadas directamente al valor del parametro.

Indicadores ecol 6gi cos. Especies vegetal es 0 animal es que se utilizan paramedir los ni-
veles de contaminacion de un area, basdndose en la evaluacién del nimero y distri-
bucién de individuos y especies antes y después de un cambio en el medio ambien-
te.
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Glosario

i ndice biol 6gico: Expresion mateméti caque traduce unainformacin contenidaen unalis-
ta faunistica o vegetal en valores de una escala establecida. Permite realizar estudios
comparativos y comprobar cambios en la estructura biol égica de un ecosistema.

Limnigrafo: Dispositivo paraindicar magnitud o posicién en unidades especificas cuan-
do tal magnitud o posicién esta sujeta a cambio; como ejemplos de tales magnitudes
se pueden citar los siguientes. elevacién de la superficie de agua, velocidad del agua,
presion del agua, cantidad o intensidad de las precipitaciones y profundidad de la
nevada.

Matriz: El medio que contiene |as sustancias que van a ser analizadas.

Método normalizado: Método que permite la repeticidn del proceso realizado, ya sea por
la misma u otra persona, y que garantiza que los resultados obtenidos van a ser esta-
disticamente similares. El método normalizado presentaun protocol o detallado de apli-
cacion y de é se conocen sus posibles deficiencias y la forma de subsanarlas total o
parcialmente.

Muestra compuesta: Combinacion de muestras individual es tomadas a interval os prede-
terminadosafin de minimizar los efectos de variabilidad delamuestra individual. Las
submuestras individual es que la componen pueden ser de igual volumen o proporcio-
nales al caudal a momento de extraccion de la muestra. Se refiere especialmente ala
combinacion de muestras individuales recogidas en €l mismo punto a diferente tiem-
po paraaveriguar el promedio de concentracionesdel universo estudiado. Este tipo de
muestreo solo se usa para determinar componentes que no cambian bajo las condicio-
nes de muestreo, preservacion y almacenamiento.

Muestra integrada: Mezcla de muestras individuales recogidas en diferentes sitios simul-
taneamente. Cuando las variaciones |ocales en composicion son importantes, es nece-
sario andlizar las muestras individuales por separado.

Muestra puntual: Muestratomada a azar en una hora determinada para su andlisis.

Muestra simple: Muestra recogida en un tiempo y lugar especificos, y puede representar
la composicion de la fuente sdlo en este tiempo y lugar. No obstante, pueden existir
casos en los que la composicion no cambiey en este caso una muestra simple tomada
al azar es representativa. Cuando la fuente varia con el tiempo se debe tomar muestra
periddicamente para hacer el estudio de los cambios. Si la variacion ocurre con €l lu-
gar, se deberan tomar muestras en diferentes sitios.

Picnoclina: Gradiente de densidad en un material.
Piezometro: Pozo de observacion en el que se mide €l nivel fredtico o atura piezométrica.

Procesado de la muestra: Procedimiento posterior alatoma de la muestra, que incluye la
aplicacion de métodos de conservacion y el posterior andlisis de lamisma.

Réplica: Duplicado de un material cuyas caracteristicas son idénticas al original.

Residuo: Cualquier material generado en los procesos de extraccion, beneficio, transfor-
macion, produccion, consumo, utilizacion, control o tratamiento cuya calidad no per-
mita usarlo nuevamente en el proceso que lo generé.

Residuo toxico o peligroso: Todo material que resulte objeto de desecho o abandono y pue-
daperjudicar enformadirectaoindirectaaseresvivosy/o contaminar el suelo, el agua,
la atmosfera o el ambiente en general. Es, por tanto, cualquier residuo o desecho que
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sea potencial mente perjudicia paralasalud ambiental por sutoxicidad, inflamabilidad,
corrosividad, reactividad quimica u otros motivos. Ejemplos de residuos toxicos y pe-
ligrosos son los productos farmacéuticos, los aceites usados o las pilas con mercurio.
L os principal es componentes que dan alos residuos su caracter peligroso son: residuos
radioactivos metal es pesados, cianuros, dibenzo-p-dioxinas, biocidasy productos fito-
sanitarios, éteres, amianto, hidrocarburos arométicos policiclicos, fosforo y sus deri-
vados, y compuestosinorganicos del flUor. Las actividades principal es que generan este
tipo de residuos son la mineria, laenergia nuclear y laindustria en general (papelera,
guimicao siderlrgica, entre otras). Las caracteristicas de estos residuos seincluyen en-
tre las siguientes: radioactivos; explosivos; liquidos inflamables; solidos inflamables;
sustancias o desechos susceptibles de combustién espontéanea; sustancias o desechos
gue, en contacto con el agua, emiten gases inflamables; oxidantes; perdxidos organi-
cos; toxicos (venenos) agudos; sustancias infecciosas; corrosivos; liberacion de gases
toxicos en contacto con €l aire 0 € agua; sustancias cancerigenas. Los sistemas basi-
cos de gestion de los residuos téxicos y peligrosos son: laincineracion, el tratamiento
fisico-quimico, el deposito de seguridad y la recuperacion. Cada pais en materialegis-
lativa adopta sus correspondientes normativas para la gestion de estos residuos.

Sedimento: Material solido organico o mineral que es transportado desde su lugar de ori-

gen por €l aire, el aguao el hieloy que se deposita en la superficie de latierra o bajo
las aguas.

Tomamuestras: Dispositivo usado con o sin medidor de flujo paraextraer unaporcién de
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M odelos de documentos par a la cadena de custodia

DATOS DE REMISION

N° Referencia Oficio de Remision
Procedimiento Solicitante

DATOS DE RECOGIDA
Fecha Hora
Lugar de la toma Municipio
Envase Conservacion
Responsable de la toma
Observaciones

IDENTIFICACION DE MUESTRAS

N° Descripcion Tipo envase Hora

CADENA DE CUSTODIA

Remite este documento junto con los resultadoes al solicitante
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Titule
D.IP. N° Registro | | Municipio | | ut™m |
Fecha [ | Gauce [
Analisis del agua [ Ver aguas
Color Olor Oxigeno  Saturacién T pH Conductividad NH4 Nitritos Nitratos
Muestra 1 | | | | |
Moestaz| | | | [ [ | ||

Descripcion Ambiental (Temperatura / Liuvia / Viento / Nublada)

Clima dia anterior Clima noche anterior Clima inspeccién
Caudal Fuentes contaminantes
Orillas Vegetacion
Macréﬂtas|:| Invertebrados I:l Fitoplancton | Otros |
Otros datos de interés
Magnitud de la mortandad:
N°® muertos Momento en que comenzo
% de peces muertos Duracién Distribucién
Especies implicadas Tamario
Comportamiento de los supervivientes
Disposician aletas | | Natacion | | Reficjos |

Examen externo
Piel
Aletas
Ojos
Boca
Otras observaciones

Branquias
Mucus
Pigmentacion
Ectoparésitos

Denunciante

Personas con informacién

Informadores (Nombre / Direccién / Teléfono):

Auter protocolo
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M odelos de documentos par a la cadena de custodia

NP Registro General | | N° Registro Seccion |

Nombre / etiqueta de identificacion:

Datos relativos al solicitante:

Recibido Centro: Fecha Hora
Recibido Seccidon Fecha Hora

Autor de entrega:
Firma: O Agendia

O Policia Local
O Agente Judicial
O C. Hospitalario
O G. Givil

O Otros

Mecdo de envio:

Embalaje: Precinto Refrigeradas

NOmero y tipo de envases recibidos:

Muestras devarios asuntos: [S57]

Muestras para:
LAB. Q. TOXICOLOGICO
LAB. HISTOPATOLOGIA
LAB. HEMOGENETICA
LAB. ECOTOXICOLOGIA
LAB. BIOLOGIA
Traslado a otro centro: @
Conforme: Observaciones:

Firma y Nombre
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Titulo [ ] N°Registro ]
DAP.[____ ] Provincia [ Municipio | uTM | |
Localizacidn Mapasref [ ]

Descripcion de la zona

Usos del suelo | [J Agricola [0 Ganadero [J Industrial [ Urbano [ Otros

Especificar |

Descripcién del medio natural

Alteracion medioambiental

Tipo | | Especificaciones
Descripcion de la intervencion
Fecha | | Hora |
Descripcitn
Investigadores implicados
Autor

Ver Registros de:
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M odelos de documentos par a la cadena de custodia

Diligencias Titulo Municipio
[ [

Fecha

UTM.

Hora

Alfitud

Anchura Oos (W] O2 Os Ozo0

Profundidad O10 020 50 0100 Osoo

Velocidad O Muy rapido O Rapido OLenta OMuy lenta

Sustrato O Bloques O Cantos OGravas DOArenas O Arcillas O Fangos

Secundario O Bloques [ Cantos OGravas [Arenas O Arcillas [ Fangos

Orillas [ Natural OAlterada  [dDragada [ Artificial

Fauna O Muy abundante [JAbundante [JEscasa [ONula

Usos O Bosque OMatorral  OcCultive OlIndustrial [ Urbano

Contaminacién [JMuy alto OAlte OBajo

Observaciones

Caracteres Organolépticos:

Parametros Fisico-Quimicos:

T? agua
Oxigeno

%

pH
Conductividad
Nitratos
Nitritos
Amonio

L1

Fostatos [
Suffatos [

L1

Dureza [

(R

Autor del protocolo:

Ordenante:
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