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CAPITULO I: RESUMEN EJECUTIVO

El presente informe provee un resumen de las actividades y productos obtenidos
del proyecto “Armonizacién de criterios de muestreo y analisis tendientes a la

modelacion de la calidad ambiental de estuarios y bahias”.

Este informe entrega antecedentes metodologicos de la forma en que fueron
abordados los diversos objetivos estipulados en los términos de referencia. Entrega
de forma clara un marco teorico en el cual se inserta el proyecto y su problematica,

estableciendo las necesidades futuras de lineas de investigacion.

Se hace una breve descripcion de las bases bibliogréficas utilizadas para la
elaboracion de los protocolos de muestreo y analisis propuestos para ambientes
marinos de estuarios y bahias. Tales protocolos son evaluados en la aplicacion de
estudio de caso, para el cual se selecciond el Fiordo Aisén. Para este caso se
evalud el protocolo de muestreo de sedimentos marinos y para los protocolos de

analisis de metales totales y materia organica.

Como elemento final, se entregan una serie de herramientas: fichas
estandarizadas para datos obtenidos del muestreo y de andlisis, ademas de una
lista de chequeo, para la validacién y corroboracion de informacion obtenida.
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CAPITULO II: INTRODUCCION

2.1. Presentacion general
Este documento constituye el INFORME FINAL CONSOLIDADO del Proyecto
“Protocolos Armonizados de Muestreo y Analisis de contaminantes relevantes en el

medio marino”.

El proyecto consideré por solicitud del Ministerio del Medio Ambiente abordar la
elaboracion de protocolos (de muestreo y analisis) que permitan, en el corto plazo,
armonizar la obtencion de datos validos para alimentar un modelo de calidad actual
y de capacidad de carga de contaminante, en estuarios y bahias. De este modo,
sera posible durante la recopilacion de informacion necesaria para el modelo

compatibilizar y estandarizar la data que a futuro se genere.

2.2. Antecedentes generales del estudio

2.2.1. Monitoreos y andlisis en el medio marino

La realizacion de monitoreos y analisis de muestras desde cuerpos de agua y
matrices afines (sedimento y biota), ha sido una labor sistematicamente
desarrollada en Chile por multiples instituciones y propoésitos. Se incluyen en esta
categoria tanto estudios basicos de calidad y conservacién de cuerpos de agua
desarrollados por consultoras, centros de investigacion y universidades, hasta
monitoreos sistematicos realizados como parte de seguimiento de normas e
emisiobn o como parte de resoluciones de calificacion ambiental a proyectos
especificos. Conjuntamente el gobierno mantiene redes de monitoreo de calidad

para aguas continentales y marinas, las primeras operadas por la Direccion General
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de Aguas (DGA), mientras que las segundas son operadas dentro del Programa de
Observaciéon del Ambiente Litoral coordinado por la Direccién de Territorio Maritimo
y Marina Mercante (DIRECTEMAR).

Sin embargo, los resultados de tantas mediciones resultan dificiles de armonizar
con propdsitos de generalizar y/o modelar la calidad de las aguas naturales como
base para estimar su capacidad de carga para asimilar contaminantes. Lo anterior
se debe principalmente a la trazabilidad en los procedimientos de muestreo, y no ha
existido consenso acerca de los parametros relevantes a monitorear y acerca de los
requisitos metodolégicos especificos para realizar los andlisis de las muestras.

Las zonas estuarinas y las bahias resultan, en este contexto, los ecosistemas mas
criticos, tanto por su complejidad ecolégica, su vulnerabilidad como por la vision

localizada de muchos de los datos existentes.

2.2.2. El medio ambiente marino

Los océanos y mares son los ecosistemas acuaticos mas importantes a escala
planetaria, principalmente en funciéon de su formidable tamafio e influencia en el
patrén climatico global, y de su papel en la economia humana en relacién con las
actividades pesqueras de gran escala y otras. Paraddjicamente son los
ecosistemas menos conocidos, especialmente en lo que toca a la ecologia del

océano medio y del océano profundo.

La heterogeneidad del ambiente marino se incrementa debido a las corrientes
marinas, cuyo flujo puede determinar estratificacion y entrelazamiento de

volimenes de liquido con distintas temperaturas.
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Estos tipos de ecosistemas acuaticos representan situaciones especiales, debido a
que el contacto entre el agua salina y la dulce implica una dindmica muy activa de
intercambios fisicos, quimicos y bioldgicos, principalmente entre el mar y las
desembocaduras de rios (Smith, 1980). Todo ello crea condiciones ambientales
variables en cuanto a la salinidad del agua y su oxigenacién, asi como a los
nutrientes en suspension y a las condiciones de los suelos inundados. Algunas de
estas variaciones estan sujetas a periodicidad estacional y otras pueden calificarse
como elementos de un régimen de perturbaciones a menores plazos (incluso
diarios). Las formas de vida acuaticas en ecosistemas estuarinos estén distribuidas
en general de acuerdo con los gradientes de salinidad y asi, por ejemplo, la riqueza
de especies tiende a decrecer de la boca de un estuario hacia aguas arriba del rio

gue desemboca alli (Wells, 1961).

Los ecosistemas marino — costeros son ambientes dinamicos con alta variabilidad
en el tipo de sedimentos, habitat biolégico y procesos de transporte y deposicion
que se encuentran frecuentemente impactados por muchas actividades
antropogénicas dentro de las cuales se encuentran los asentamientos humanos,

industrias y descargas de aguas servidas (Marquez et al., 2007).

En las areas a lo largo de la costa se experimenta un crecimiento rapido de
poblacion. Cerca de la mitad de la poblacion mundial esta localizada a menos de 60
kilbmetros de la costa y podria llegar al 70% en el afio 2020 (Naciones Unidas,
1992). En las zonas cercanas a las costas hay un activo crecimiento industrial. Las
franjas costeras, donde desembocan rios o aflora agua subterrdnea son, en
general, un mosaico complejo e interactivo de ecosistemas compuestos por
humedales, lagunas costeras, marismas, habitats de aguas dulces, estuarios y

zonas riberefias interconectados por canales y que ademas son receptoras de
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material, agua dulce, sélidos disueltos, particulas y recursos vivos provenientes de

los continentes.

Los servicios ecosistémicos de las areas costeras son muy amplios. Son una
efectiva defensa natural que regula muchas alteraciones, como el efecto de
inundaciones, marejadas, tormentas y crecidas. También proporcionan alimento y
refugio para un gran nimero de organismos y contribuyen a través de sus procesos

naturales, a reducir contaminantes . (Tabla 1).

Los ecosistemas costeros y marinos de Chile estan dominados por el Sistema de la
Corriente de Humboldt (SCH), uno de los ecosistemas méas productivos sobre la
tierra. La oceanografia general del SCH estd caracterizada por un flujo hacia el
norte predominante de aguas superficiales de origen sub-antartico, y por una fuerte
corriente ascendente de aguas frias superficiales ricas en nutrientes de origen
ecuatorial. A lo largo de la costa del norte y centro de Chile, se localiza la corriente
ascendente y su aparicion cambia desde ser sumamente continua (no propias de la
estacién) en el norte de Chile hasta llegar a un patron mas estacional en el centro

sur de Chile.

Los sistemas de corrientes ascendentes generalmente se caracterizan por una
elevada produccion y cadenas/redes alimentarias relativamente breves que
permiten un traspaso de energia masivo hacia los niveles tréficos mas elevados. Lo
que permite sostener la alta productividad en recursos pesqueros de interés

comercial.
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Tabla 1. Servicios ambientales producidos por los sistemas acuaticos

costeros, ordenados segun valor estimado.

Servicio ., o :
Orden L Funcion ecosistémica Ejemplos
ecosistémico
Ciclo de Almacenamlento y Fijacion de N, ciclo de
1 : procesamiento de .
nutriente ; nutrientes
nutrientes
Tratamiento Remocion y degra<_jaC|on Control de la
2 de exceso de nutrientes y S
de desechos : contaminacion
contaminantes
Regulacién Amortiguaciéon del impacto | Proteccion de
3 de las producido por alteraciones | tormentas, recuperacion
alteraciones climaticas de sequias
4 Recreacion Ninguno Pesca deportiva, bafio
Proporciona recursos
5 Alimentacion extraibles para la Acuicultura costera
alimentacion
Especies migratorias,
6 Refugio Habitat, biodiversidad crecimiento y
reproduccién
7 Cultural Ninguno Estetico artistico, L
espiritual, investigacion
Control Dinamica trofica, Predadores claves,
8 S o )
Biolégico biodiversidad control de las plagas
Materiales de Porcion de PP extraibles Petr6leo, madera,
9 . !
desecho como material de desecho combustible
10 Control de Corrlposmlon quimica de la CO,, COs, SOx
gases atmosfera

Fuente: Adaptado de Constanza et al., 1997
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2.2.3. Contaminantes del medio marino

Los ecosistemas acuaticos, a semejanza de los terrestres, tienen propiedades de
resistencia al cambio y un cierto grado de resiliencia que tiende a volverlos al
estado original luego de experimentar cambios moderados. Pero una vez alterados
mas alla del limite que puede ser manejado por esas dos propiedades, los entornos
acuaticos no necesariamente regresaran a su estado inicial, especialmente porque
la estabilidad temporal de los ecosistemas acuéaticos puede depender de un
balance especifico entre muchos factores.

Los ecosistemas acuaticos, aunque pueden mostrar una cierta tendencia de
estabilidad aparente dentro de plazos medios a escala humana, son entidades
cambiantes cuya trayectoria ecolégica resulta determinada por los efectos de
perturbaciones que, de manera periddica o circunstancial, se presentan en ellos.
Los ecosistemas acuaticos, suelen ser mucho mas dinamicos y susceptibles de
modificacion que varios tipos de ecosistemas terrestres, y en muchos casos, los
cambios pueden llegar a ser drasticos luego de periodos relativamente largos de

aparente resistencia a las alteraciones.

Cerca del 90% de la contaminacion producida es transportada por los rios al mar.
En las cuencas, la intensificacion del uso agricola del suelo, la ampliacion de las
fronteras agricola y urbana, y la consiguiente deforestacién producen importantes
cargas de nutrientes y sedimentos en las aguas costeras, que cuando exceden a la
capacidad de carga de los ecosistemas se traducen en problemas ambientales. La
contaminacion de las aguas costeras, la erosion costera, la pérdida de habitat y de
recursos son, entre otros, algunos de los principales problemas que se crean por

contaminacion de origen terrestre. Por otra parte la existencia de actividades
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industriales localizadas en la zona de costa (papeleras, acuicultura, termoeléctricas,
etc.), y que tienden a descargar en el mar, son la principal fuente de contaminacion

directa en estas zonas.

En los rios que desembocan en el mar se origina cerca del 80% de los
contaminantes que afectan las franjas costeras. Los rios tienen la particularidad de
concentrar los contaminantes que captan en las cuencas algunos puntos clave en la
costa marina, donde precisamente existen ecosistemas altamente sensibles para la
reproduccion de especies tanto de agua dulce como salada, como son los estuarios
(Kraemer et. al., 2001). Bésicamente se produce alteracion de las funciones
ecologicas, reduccion de la diversidad biologica, dafio a los hébitats acuéticos y
contaminacion de los cauces bajos y en los ecosistemas marinos y efectos en la

salud humana

En condiciones “normales”, es decir, sin contaminacion ni interrupciones de flujo por
construccion de represas, los rios son “responsables” del ingreso a las areas
costeras de cargas importantes de nutrientes y de sedimentos ricos en materia
organica e inclusive de arena que mantiene las playas aledafias que permiten la
presencia de pesquerias costeras y condicionan el

desarrollo de ecosistemas de alta productividad biolégica como son: manglares,
marismas y lagunas costeras y otros humedales costeros. La alteracién del flujo de
estas sustancias y sedimentos produce efectos negativos importantes en las
propiedades y funciones de los ecosistemas costeros, en la biodiversidad, en la
oceanografia costera, en la dinamica de las playas asi como también en la

abundancia y distribucién de los recursos marinos vivos y de agua dulce.
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Los ingresos excesivos de sedimentos tienen efectos tan indeseables como los
producidos por su disminucion marcada. El transporte de cargas crénicas y
elevadas de sedimentos al mar reduce el volumen de los estuarios y lagunas
costeras, afectando no sélo la navegacion sino que incrementan la vulnerabilidad
de las costas frente a las tormentas y las mareas. Su reduccién por otro lado afecta
la estabilidad de las playas. También afecta el tamafio y distribuciéon del habitat de
especies acuaticas importantes para el consumo humano, como son las lagunas
salobres, manglares y corales, humedales costeros, entre otros. Afecta también la

productividad primaria reduciéndola.

Los metales pesados y pesticidas y otros contaminantes que forman uniones
quimicas con las particulas de sedimento, pasan de la columna de agua a los
sedimentos de fondo para ser acumulados y posteriormente liberados,
generalmente en formas mas toxicas o viables de ser tomados y con mayor rapidez

por los organismos marinos.

La descomposicion de la materia organica contenida en los sedimentos representa
una demanda de oxigeno la cual, cuando es combinada con la estratificacién fisica,
lleva a crear fondos andxicos y a producir mortandad de peces. La remineralizacion
de los nutrientes® en el fondo, durante los procesos de descomposicién, hace del
fondo marino una fuente continua o gradual y adicional de nutrientes, que podria

inducir a la eutroficacion de las aguas. La fauna benténica puede ser cubierta con

1 ” . . L
Las plantas acuaticas requieren de una variedad de elementos para su desarrollo. Los mas importantes son el
nitrégeno y el fésforo, que al estar presentes en exceso producen el crecimiento abundante de algas y plantas,

generando eutroficacién que puede llevar a un consumo excesivo del contenido de oxigeno disuelto presente en el

cuerpo de agua
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las particulas de sedimentos y desaparecer, afectando el reclutamiento de

especies.

Tabla 2. Contaminacién por descargas municipales a cuencas vinculadas con areas

costeras.

Vertimientos municipales a cuencas fluviales

El 82% del total de las aguas residuales municipales generadas llegan
al mar a través de veintisiete cuencas hidrograficas, en las que los
rios Elqui, Aconcagua, Maipo, Mapocho, Rapel, Biobio y Valdivia
tienen un lugar destacado. En especial son afectadas areas costeras
de Valparaiso (esteros Marga-Marga y Refaca) y Concepcion
(Talcahuano, San Vicente). En la desembocadura del rio Aconcagua,
se captan desechos domésticos e industriales de sectores de Quintero
y Concoén. El rio Elqui recepta desechos domeésticos de Coquimbo.
Los rios Calle Calle y Valdivia captan desechos de la ciudad de
Valdivia.

Fuente: Escobar, 2002

2.2.4. Efectos de los contaminantes marinos en la biota y ecosistemas

marinos

El analisis de sedimentos y agua circundante ha sido comunmente usado en la

deteccion y evaluacion de procesos contaminantes.
Los metales son componentes naturales del agua de mar y muchos de ellos como

el cobre, hierro, manganeso, niquel, selenio, vanadio y zinc participan en procesos

esenciales de los organismos marinos. Son requeridos como micronutrientes en
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muchas enzimas y en sistemas de transporte de electrones en sistemas vivientes
(Coale, 1991).

Una vez que la capacidad de asimilacion es excedida, ya sea por un exceso del i6n
0 por presencia inusual de altos contenidos de metales no esenciales como plata,
cadmio, mercurio y plomo, pueden ocurrir numerosos y nocivos efectos en los
organismos expuestos.(Buschmann y Fortt, 2005).

La descarga de metales en ambientes marinos, puede causar dafios a los
organismos, dada la alta toxicidad de muchas de estas descargas. Por otra parte,
algunos de estos organismos, como los moluscos, pueden acumular grandes
concentraciones de estas sustancias en sus tejidos, y al ser consumidos por otros
organismos mayores se produce un traspaso de estos contaminantes a través de la
trama trofica, el que deja de ser un efecto aislado y pasa a constituirse en un dafio
ambiental de mayor gravedad, al afectar al ecosistema marino conformado por las
diversas especies de organismos y su entorno o habitat. Esto a la vez puede
constituir un riesgo para la salud humana, por el posible consumo de estos

productos.

El andlisis de sedimentos y/o agua circundante ha sido comdnmente usado en la
deteccién y evaluaciéon de procesos contaminantes. Durante los Ultimos afios, se ha
demostrado que organismos marinos como peces (Beder, 1989; Weis & Weis,
1989; Gray et al., 1992; Otway, 1992) e invertebrados filtradores (Zauke y Petri.,
1993; Gerhardt, 1993) son excelentes indicadores de los niveles de concentracion
de metales y han sido usados para determinar focos de contaminacién en

ambientes marinos
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El efecto de los desechos de la mineria del cobre y hierro en la franja costera de
algunas localidades del norte de Chile, que aloja gran parte de la biodiversidad
marina y la mayoria de los organismos benténicos de importancia econémica, ha
sido estudiado a distintos niveles de organizacién: en la columna de agua y
sedimentos (Vasquez et al., 1999; Ahumada, 1998), en especies (Vasquez y
Guerra,1996), poblaciones (Vasquez et al., 1999,2000) y a nivel de comunidades
bentonicas (Vasquez et al. 1999).

Aun cuando la mayoria de los estudios se restringen a la evaluacion de los niveles
de concentracion de metales pesados en sedimentos y organismos, existe alguna
evidencia de los efectos de estos vertidos en la estructura y organizacion de

poblaciones y comunidades marinas costeras (Buschmann y Fortt, 2005).

El ingreso de aguas servidas como principales residuos provenientes de centros
urbanos con descarga mediante emisarios submarinos a zonas costeras, es una de
las mayores causas de eutroficacion y decrecimiento del contenido de oxigeno en
muchas &reas costeras carentes de una adecuada ventilacion por medio de las

corrientes marinas.

La presencia de ciertas actividades econémicas en ambientes marinos tales como
la acuicultura, ha producido beneficios econémicos para el pais, sin embargo en
cuerpos de agua que son utilizados para esta actividad han presentado impactos
importantes, que dependen principalmente del método de cultivo utilizado. Entre los
impactos ecologicos descritos en bibliografia, destacan el enriquecimiento
inorganico solubles en el agua (nitrégeno y fosforo); enriquecimiento orgénico
producto del exceso de alimento y fecas que van sedimentando en los fondos de
bahias, fiordos y estuarios; interaccion de especies silvestres con especies

introducidas o exéticas; la incorporacion de compuestos bioactivos (pesticidas,
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antibioticos, compuestos antifouling); la descarga de residuos liquidos y sélidos,

domésticos y de la produccién como restos de redes y plasticos.

2.2.5. Quimica de los cuerpos de agua marinos

Los parametros quimicos han sido considerados tradicionalmente como los mas
importantes para definir la calidad ambiental del agua. Esto fundamentalmente por
la facilidad para estandarizar su medicién, lo que permite la comparacion entre

situaciones y cuerpos de agua distantes en el tiempo y el espacio. (Cortés, 2010).

Para evaluar las tendencias espaciales o temporales de las concentraciones de
contaminantes, definir criterios (y en algunos casos leyes) relativos a la calidad de
las aguas costeras e interpretar los estudios de los efectos bioldgicos, es evidente
que se necesitan datos que puedan compararse entre si y que sean lo mas

precisos posible.

El andlisis de las variables quimicas de calidad ambiental permite conocer la
fertilidad de los ecosistemas acuaticos y el deterioro de los cuerpos de agua de
circulacion restringida como lagos, embalses, lagunas costeras, estuarios, bahias,
fiordos, etc. Y la linea de costa producto de la sobre - fertilizacion de estos
ambientes acuaticos debido al vertimiento de residuos de variado origen
(domésticos, industriales y agropecuarios), alterando el delicado equilibrio de estos

ecosistemas.

El andlisis de micronutrientes y contaminantes marinos se generalizé con la

aparicion y perfeccionamiento de las técnicas de espectrofotometria visible, UV
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(espectrofotometria ultravioleta — visible), IR (espectrofotometria infrarroja), EEA

(espectrofotometria de emisién atbmica), etc.

La calidad en los procesos analiticos adquiere cada dia mayor importancia. Por
calidad se entiende el conjunto de caracteristicas de la informaciéon generada.
Cuando se requiere estudiar los procesos biogeoquimicos y su evolucion en el
medio marino y los niveles de contaminacién en el mismo se requiere el empleo de

metodologia analiticas que brinden resultados exactos, precisos y rapidos.

Los subproductos de la actividad humana que pueden tener efecto directo sobre los
ciclos quimicos del medio oceanico, corresponden a la acumulacion de residuos
sélidos, los radiactivos, los subproductos de sintesis organica a gran escala, los

insecticidas, hidrocarburos, etc.

En el analisis de las condiciones ocednicas es necesario alcanzar una mejor
comprension de los diversos ciclos quimicos de los elementos y compuestos del
agua del mar, para conservar sus caracteristicas, debido a que si se agregan
nuevos elementos y compuestos, se podrian cambiar los ritmos propios de estos

ciclos, asi como sus productos finales.
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CAPITULO lIl: OBJETIVOS

3.1. Objetivos
3.1.1. Objetivo General

“Apoyar la armonizacion de criterios de muestreo y analisis tendientes a la
modelacion del estado de calidad de estuarios y bahias y la estimacién de su

capacidad para recibir contaminantes seleccionados”.

3.1.2. Objetivos Especificos

Desarrollar un protocolo armonizado para la obtenciéon de datos validos que
permitan alimentar el modelo Environmental Fluid Dynamics Code (EFDC),
con aplicacion a estuarios y bahias. Evaluaciéon y disefio de un caso de
estudio.

o Elaborar fichas estandarizadas para la presentacién de la informacién
obtenida de muestreos y analisis en cuerpos de agua marinos.

o Elaborar listas de chequeo estandarizadas para evaluar la consistencia de la
informacion contenida en las fichas anteriores. Acompafadas de un manual
de uso para su aplicacion.

e Convocar expertos y obtener consenso sobre los instrumentos descritos

e Capacitar a profesionales de la Superintendencia de Medio Ambiente u otros

involucrados en la implementacién de los protocolos, fichas y lista de

chequeo anteriores.
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CAPITULO IV: PRODUCTOS ESPERADOS

Los productos esperados de este proyecto son:

e Elaborar un protocolo para armonizar la obtencion de datos vélidos para
alimentar el modelo EFDC, con aplicacion a estuarios y bahias. En este se
describen los pasos especificos para la toma de muestras en ambientes
marinos, para agua, sedimento y biota. Se establecen ademas las metodologias
analiticas recopiladas de antecedentes internacionales para el analisis de
contaminantes relevantes (metales totales, Voc’'s y compuestos semivolatiles)
para las matrices ya sefaladas. Constituye el documento “Protocolos
Armonizados de muestreo y analisis de contaminantes relevantes en el

medio marino”, presentado en el Anexo 1.

e Evaluar el protocolo disefiado en un caso de estudio. El presente producto
tiene como finalidad evaluar los protocolos propuestos en el informe N°1
(Protocolos armonizados de muestreo y analisis de contaminantes relevantes
en el medio marino), para esto se plantea un estudio de caso “Fiordo Aisén”,
para la evaluacion de protocolo de muestreo y analisis de sedimentos marinos.
Constituye el documento “Informe N°2, caso de estudio: Fiordo Aisén”,

presentado en el Anexo 2.

e Elaborar Ficha estandarizada para la presentacion de la informacion
obtenida de muestreos y andlisis en cuerpos de agua. La ficha constituye
una herramienta para la estandarizacion y revision de la informacion recopilada

mediante muestreo y andlisis realizados en matrices ambientales. La ficha se
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entregd como producto en el “Informe N° 1" (punto 10). Se presenta una

version modificada de ambas fichas en este informe en el Anexo 3.

e Elaborar lista de chequeo estandarizada para evaluar la consistencia de la
informacién contenida en la ficha anterior. La lista de chequeo constituye
una herramienta de ayuda para el aseguramiento respecto de la informacion
contenida en las fichas, permite corroborar el formato adecuado de tal
informacion. La lista de chequeo se entregd como producto en el “Informe N°1”

(punto 9). Se presenta en este informe en el Anexo 4.

e Manual de uso de fichas y lista de chequeo
El manual de uso constituye una guia rapida para el entendimiento en el uso y
aplicaciéon tanto e las fichas como de la lista. Constituye el documento
N°3,”Manual de uso de Fichas y lista de Chequeo estandarizada para

muestreo y analisis”, presentado en el Anexo 5.

e Talleres de trabajo con expertos
Convocar especialistas del area, para la discusion de criterios para la seleccion

de metodologias y especies bioldégicas a monitorear.

e Capacitacién de funcionarios
Realizar capacitacion a funcionarios de la Superintendencia del Medio Ambiente

en las tematicas sefialadas en el presente proyecto.
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CAPITULO V: ENFOQUE GENERAL DE LA METODOLOGIA DE TRABAJO

La metodologia de trabajo aplicada en el presente proyecto consideroé los siguientes
aspectos y supuestos:

e Exhaustiva revision y recopilacion de antecedentes tanto nacionales como
internacionales para coleccion de informacion referentes a procedimiento de
muestreo en ambientes marinos (estuarios, bahias), para la obtencién de

muestras de agua, sedimento y biota (macroinvertebrados y meiobentos).

Para esto se revisaron guias internacionales de organismos especialistas en
esta temdtica, de los cuales se pueden mencionar: United Nation Environment
Program (UNEP); Food and Agriculture Organization (FAO); Intergovernmental
Oceanographics Commission (IOC-UNESCO); International Atomic Energy
Agency (IAEA); U.S Geological Survey (USGS); Instituto de Fomento Pesquero
(IFOP); Mediterranean Action Plan (UNEPMAP); National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA); International Maritime Organization (IMO);
United Nations Educational, Scientific and cultural Organization (UNESCO);
World Health Organization (WHO); International Programme on Chemical Safety
(INCHEM); United nations (UN); U.S Environmental Protection Agency
(USEPA); The Ocean Conservancy.

e Empleo de metodologias analiticas bajo condiciones de aseguramiento de
calidad (trazabilidad, control interno, validacion, incertidumbre calculada), para

la medicion de metales y materia organica en muestras de sedimentos marinos

recolectadas del Fiordo Aisén.




INFORME FINAL CONSOLIDADO.

ARMONIZACION DE CRITERIOS DE MUESTREO Y ANALISIS TENDIENTES A
LA MODELACION DE LA CALIDAD AMBIENTAL DE ESTUARIOS Y BAHIAS

cenma

Universidad de Chile

¢ Recopilacién de antecedentes referentes al caso de estudio Fiordo Aisén, para
la evaluacion de los protocolos aplicados, georreferenciacion de los resultados
obtenidos en cuanto al contenido de metales y materia organica en muestras de

sedimentos.

e A partir de la recopilacién de antecedentes referida a muestreo y analisis de
cuerpos de agua, se realiza un analisis de los aspectos relevantes y se obtienen
los criterios que se traducen en la elaboracién de las listas de chequeo y fichas

estandarizadas para la informacion.
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CAPITULO VI: INFORME N° 1, “PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE
MUESTREO Y ANALISIS DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO
MARINO”.

El informe N°1 recopila los antecedentes recabados desde la literatura nacional e
internacional para la elaboracion y propuesta de los protocolos para el muestreo y
andlisis de muestras de agua, sedimentos y biota. Los pardmetros y contaminantes
relevantes considerados en el presente proyecto, se encuentran resumidos en la
Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros medidos en las distintas matrices

Contaminantes téxicos
Parametros indicadores
organicos inorganicos

T° | O | SS | S%0 | Red. | MO | N | P | DDT | Xileno | PCF | Hg | Cd | Pb

A A A A A A A A A
S S S |S|S S S S
B B B B | B | B

T°: temperatura; O,: Oxigeno; SS: Sélidos suspendidos; Red: Potencial redox; M.O:
Materia organica; N: Nitrégeno; P: Fésforo; PCF: Pentaclorofenol; Hg: Mercurio; Cd:

Cadmio; Pb: Plomo.

A. Muestra de columna de agua
S. Muestra de sedimento
B. Biota
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El informe se encuentra en el ANEXO 1, y en él se indican los procedimientos
adecuados para el muestreo segun cuerpo de agua, profundidad, tipo de sedimento

y segln obijetivos.

CAPITULO VII: PRODUCTO: “INFORME N° 2, EVALUACION DE PROTOCOLOS
ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE CONTAMINANTES
RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO; CASO DE ESTUDIO: FIORDO AISEN”

El informe denominado “Informe N°2, Evaluacién de protocolos armonizados de
muestreo y analisis de contaminantes relevantes en el medio marino; Caso de
estudio: Fiordo Aisén” se encuentra en el “ANEXO 2” y contiene informacion
respecto de la aplicacion y evaluacion del protocolo de muestreo y analisis de
sedimentos marinos, para un caso de estudio correspondiente al Fiordo Aisén.

En él se posicionan estaciones de muestreo desde la cabeza hasta la boca del
Fiordo Aisén, las muestras de sedimento fueron analizadas en el Laboratorio de
Quimica Ambiental del Centro Nacional del Medio ambiente, para la determinacion
de metales totales y de materia organica, siguiendo la metodologia propuesta en los
protocolos y los estandares de calidad e instructivos adecuados para el manejo de

las muestras.
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CAPITULO VIII: PRODUCTO: “FICHAS ESTANDARIZADAS PARA LA
PRESENTACION DE LA INFORMACION OBTENIDA DE MUESTREOS Y
ANALISIS EN CUERPOS DE AGUA”

Las fichas estandarizadas se construyeron en base a los antecedentes recopilados
en Informe N°1, en ellas se sintetizan aquellos aspectos de importancia a
considerar para la recopilacion de los datos de muestreo y analisis, los que
considera las profundidades de muestreo en cuerpos de agua estratificados, el tipo
de muestreo de acuerdo a la profundidad (para agua y sedimentos), la recoleccion
de biota (numero de individuos, estandarizacion de las muestras colectadas), tipo
de muestreador utilizado para sedimentos, etc.

Los formatos de las fichas fueron entregadas dentro del contenido del Informe N°1
(“Protocolos Armonizados de muestreo y analisis de contaminantes relevantes en el

medio marino”), se incorpora en el presente informe en el ANEXO 3.

CAPITULO IX: PRODUCTO: “LISTA DE CHEQUEO ESTANDARIZADA PARA
EVALUACION DE LA CONSISTENCIA DE LA INFORMACION CONTENIDA EN
LAS FICHAS ESTANDARIZADAS”

La lista de chequeo, se presenta como un instrumento que permite evaluar la
consistencia de la informacion colectada en las fichas.

El formato de lista de chequeo fue entregada entro de los contenidos del Informe
N°1 (“Protocolos Armonizados de muestreo y analisis de contaminantes relevantes
en el medio marino”), y se incorpora en el presente Informe consolidado en el
ANEXO 4.
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CAPITULO X: PRODUCTO: “MANUAL DE USO DE FICHAS ESTANDARIZADAS
Y LISTA DE CHEQUEO”

El Manual para el uso de fichas y lista de chequeo, es el documento que entrega
tanto las directrices del llenado y de la corroboracién de los antecedentes, asi como
las terminologias, unidades de medicion requeridas y estandarizadas, los codigos
para las metodologias utilizadas, etc.

El informe que contiene el manual de uso de fichas y lista de chequeo se encuentra
en ANEXO 5.
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CAPITULO XI: CONCLUSIONES

Este estudio permite plantear las siguientes conclusiones:

Se requieren de estudios para establecer valores de linea base de

contaminantes en sedimentos marinos (metales, organicos)

Se requiere establecer valores estimados (en base a recopilacion de
antecedentes nacionales - bioensayos), para determinar concentracion de

contaminantes criticos para la biota de ecosistemas marinos a nivel nacional.

e Se deben establecer mas all4 de las concentraciones puntuales de metales u
otros contaminantes en organismos marinos, los efectos en la estructura y

organizacién de las comunidades

e Se deben establecer los antecedentes o factores ambientales que tienen
incidencia en la magnitud y residencia de las perturbaciones asociadas a los

contaminantes en ambientes marinos.
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CAPITULO XIlIIl: ANEXOS
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ANEXO 1. Informe Técnico N°1, “ Protocolos Armonizados de Muestreo y Analisis

de contaminantes relevantes en el medio marino”.
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1. INTRODUCCION

Los ambientes marinos costeros estan siendo impactados en forma creciente por
las actividades humanas. Ademas, perturbaciones asociadas a cambios climaticos
pueden producir cambios dramaticos e irreversibles en estos ecosistemas. El
monitoreo de largo plazo juega un rol fundamental e irremplazable para establecer
lineas-base sobre las cuales podemos establecer impactos actuales y futuros y

distinguir entre cambios antropogénicos y fluctuaciones naturales.

Alrededor del 70%-75% de la contaminacion marina global es producto de las
actividades humanas que tienen lugar en la superficie terrestre. Un 90% de los
contaminantes es transportado por los rios al mar. Por otro lado, entre un 70% y
80% de la poblacion mundial (aproximadamente 3.6 billones de personas) se ubica
en las costas o cerca de ellas, especialmente en zonas urbanas, donde una parte
importante de los desechos que alli se producen se deposita directamente en el
océano. Como consecuencia, muchos ecosistemas criticos, algunos uUnicos en el
mundo, tales, han sido alterados mas alla de su capacidad de recuperacion
(Escobar, 2002).

El monitoreo marino es un amplio campo que abarca objetivos muy diversos. Todos
los programas de monitoreo, sin embargo, estan vinculados pues procuran
monitorear cambio(s) de una variable durante un cierto periodo. Este no esta
dirigido a una amenaza en particular, pero se monitorean rasgos que pueden
indicar la presencia de estas amenazas. Ademas, el monitoreo se puede utilizar

para establecer datos de referencia y umbrales, asi como para entender el

comportamiento y la funcién de sistemas marinos.
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Para llevar a cabo esta tarea, existen numerosas herramientas para la ayuda en el
monitoreo y analisis de compuestos xenobidticos en ambientes marinos, pero
muchos de estos se encuentran dispersos y con informacidon no comparable entre
ellos, por lo cual no permiten hacer un uso eficiente hasta ahora de la data

colectada sobre calidad de ambientes marinos debido a su falta de estandarizacion.

En el presente informe se entregan protocolos tanto para el muestreo como analisis
de contaminantes relevantes en el medio marino (agua, sedimentos y componentes
biolégicos), y que tiene como finalidad convertirse en una herramienta guia para la
homogeneizacién de la data de ambientes marinos, para los futuros procesos de
monitoreo tanto por la autoridad competente como por organismos sectoriales y

sector privado.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos del presente proyecto, planteados en los términos de referencia se

indican a continuacion.

2.1 Objetivo General

e Apoyar la armonizacién de criterios de muestreo y analisis tendientes a la
modelacion del estado de calidad de estuarios y bahias y la estimacién de

su capacidad para recibir contaminantes seleccionados.

2.2 Objetivos Especificos

e Desarrollar un protocolo armonizado para la obtencion de datos validos que
permitan alimentar el modelo EFDC, con aplicacion a estuarios y bahias.

e Elaborar fichas estandarizadas para la presentacion de la informacion
obtenida de muestreos y analisis en cuerpos de agua marinos.

o Elaborar listas de chequeo estandarizadas para evaluar la consistencia de la

informacion contenida en las fichas.
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3. ANTECEDENTES REVISADOS

A continuacion se indican las fuentes de informacion revisadas para la elaboracién

del presente protocolo:

Tabla 1.Antecedentes revisados

TITULO ANO AUTOR cODIGO
ANTECEDENTES PROTOCOLOS EN ORGANISMOS MARINOS

“Guidelines for monitoring

chemical contaminants in the sea ]
UNEP'/

using marine organism”. 1992
g g FAO%10C®% IAEA*

Reference Methods for Marine
Pollution Studies N°7, Rev. 2

“Sampling of selected marine

organisms and sample 1984 UNEP/FAO/IAEA/I
preparation for trace metal oC
analysis”
“Analytical Methods for U.S EPA
priority pollutants and 301 (h) 1986 U.S Environmental | EPA 503/6-
pesticides in tissue from Protection Agency 90-002

estuarine and marine organisms”

! United Nation Environment Program, www.unep.org
2 Food and Agriculture Organization, www.fao.org

3 Intergovernmental Oceanographics Commission, www.ioc-unesco.org

* International Atomic Energy Agency, www.iaea.org
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Continuacién Tabla 1

“ Estuarine and Coastal Marine
U.S Environmental | EPA 822/B-

Protection Agency 00-024

Waters: Bioassessment and 2000

Biocriteria Technical Guidance”

“ Methods for determination of

Chemical Substances in Marine 1992 U.S Environmental | EPA 600/R-
and Estuarine Environmental Protection Agency 92-121
Samples”
“Compendium of trace metals Ronald Eisler, ISBN (Vol.
and marine biota” Vol. 1. Plants | 2010 ELSEVIER, 610 1): 978-0-
and Invertebrates. pp. 444-53436-1
Eleftheriou,
Anastasios & Mc
“Methods for the study of Marine _ ISBN 0-632-
2005 Intyre, Alasdair.
Benthos” 05488-3
Blackwell Science.
442 pp.
“Methods for Collecting Benthic
Open-File
Invertebrate Samples as part of 5
1993 USGS Report 93-
The National Water — Quality 406
Assessment Program”
“‘Manual de procedimientos para
la toma de muestras de 2009 IFOP®

Macrofauna”

® U.S Geological Survey, www.usgs.gov
% Instituto de Fomento Pesquero, www.ifop.cl
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Continuaciéon Tabla 1

ANTECEDENTES PROTOCOLOS EN SEDIMENTOS
U.S Environmental | EPA 506/6-

“Contaminated Sediments” 1990
Protection Agency 90/003
“Sediment Sampling Quality 1985 U.S Environmental | EPA 600/4-
Assurance User’s Guide” Protection Agency 85-048

“Methods for Sediment Sampling ;
2005 UNEP/MED

and Analysis”
“Procedural and Monitoring 1994 U.S Environmental | EPA 842/8-
Guidance” Protection Agency 94-003

“Handbook for Sampling and
U.S Environmental | EPA 600/4-

Sample Preservation of Water 1982 )
Protection Agency 82-029

and Wastewater”

“ Contaminants in Aquatic
Habitats at hazardous waste 1996 NOAA?®

sites: Mercury”

“Methods for Collection, Storage
and Manipulation of Sediments 2001 U.S Environmental | EPA 823/B-
for Chemical and Toxicological Protection Agency 01-002

Analyses: Technical Manual’

“Compendium of Methods for U.S Environmental
EPA 503/2-
Marine and Estuarine 1989 Protection 89.001
Environmental Studies” Agency/NOAA

” Mediterranean Action Plan, WWww.unepmap.org

8 National Oceanic and Atmospheric Administration, www.noaa.gov
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Continuacién Tabla 1

“Ecology of Marine Sediments”, Gray, John & ISBN 978-0-
from science to management. 2009 Elliott, Michael. 19-856901—
Second Edition 241pp. 5 (hbk.)

“Guidance on Assessment of
1999 | 10C/ UNEP/IMO®.
Sediment Quality”

“National Field Manual for
Collection of Water - Quality 2005 USGS
data”Chapter A8 Bottom Material”
ANTECEDENTES PROTOCOLOS EN AGUA

“National Field Manual for the
collection of Water — Quality 2003 USGS
Data”

U.S Environmental | EPA 841/R-
Protection Agency 09-002

Ministry of water,

“ Laboratory Methods Manual” 2010

_ _ Land and air ISBN 0-
“Field Sampling Manual” 2003 . N
protection , British | 7726-2741-X
Columbia
“Oceanographics Survey
Techniques and Living resources 10
1996 UNESCO

Assessments Methods” I0C
Manuals and Guides N°32.

? International Maritime Organization, www.imo.org

1% United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization, www.unesco.org
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Continuacién Tabla 1

Ministry of water,

“ Protocols for Marine 2002 Land and air
Environmental Monitoring” protection , British
Columbia

U.S Environmental | EPA 841/R-

“ Field Operations Manual” 2010 )
Protection Agency 09-003

“ Water Quality Assessment — A
guide to Use of Biota,
Sediments and Water in 1996

UNESCO/WHO'"/ | ISBN 0419

Environmental monitoring” UNEP 215905
Second Edition
“ Chemical Methods for use in
Marine Environmental 1983 UNESCO/IOC

Monitoring”

“ Environmental Design and
Analysis in Marine 1996 UNESCO/I0OC

Environmental Sampling”

“Environmental Health Criteria 12 13
1987 | IPCS'“-INCHEM
71, Pentachlorophenol”

“Environmental Health Criteria
83, DDT and its derivatives — 1987 IPCS-INCHEM

Environmental aspects”

" World Health Organization, www.who.int

"2 International Programme on Chemical Safety, http://www.inchem.org/

'3 Chemical Safety Information from Intergovernmental Organization, http://www.inchem.org/
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Continuacién Tabla 1

“Environmental Health Criteria 9,
1987 IPCS-INCHEM
DDT and its derivatives”
“Technical Report: Guidance to
operation of water quality 2002 UN™/ ECE
laboratories”
“Volunteer estuary Monitoring “, a 2006 EPA/ The ocean
methods manual. Conservancy
“‘Methods for Chemical Analysis EPA 600/4-
1983 EPA
of Water” and Wastes” 79-020

4. CONSIDERACIONES GENERALES DEL MUESTREO

4.1 Estrategias de muestreo

La operacion de muestreo consta de una serie de etapas que permiten que la
muestra que sera analizada posteriormente sea lo mas representativa del lugar de
muestreo. Este proceso incluye seleccionar, tomar, preservar, transportar y
preparar las muestras. Los detalles del plan de muestreo dependeran del problema

analitico y del objetivo que se persiga (Gy, 1998).

14 United Nations, www.un.org
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El plan de toma de muestra se disefnara para evitar la contaminacion de la muestra
en el momento de tomarla (para minimizar este problema habra que seleccionar el
equipo adecuado en funcion del lugar de muestreo), para elegir el momento de
tomarla (habra que tener en cuenta las condiciones meteorolégicas), para preservar
los analitos a determinar, para seleccionar el numero de muestras, el tamafio de las
mismas y su distribucién (temporal y espacial), etc. (Crosby y Patel, 1995).

En primer lugar, el disefio de la operacién de muestreo depende del objetivo del
analisis.

No es lo mismo determinar la composicion media del efluente de una estacion
depuradora de agua residual urbana que la calidad de un agua localizada en un
cuerpo de agua. En el primer caso, interesara la composiciéon media de diferentes
analitos con el tiempo y en el punto de salida, mientras que en el segundo resultara
importante conocer la heterogeneidad en su composicion en todo el cuerpo de agua
(considerando también la profundidad).

Los objetivos tipicos de un disefio para el muestreo son:

- Apoyar la decisiéon sobre cuales son los niveles de contaminacién que
exceden los limites de riesgo aceptable.

- Identificar la localizacién de areas con altos niveles de contaminacién o la
direccién y alcance de las plumas de dispersién de contaminantes

- Caracterizar la naturaleza y extension de la contaminacion en un
determinado sitio

- Monitorear las tendencias en el espacio y tiempo de indicadores de salud

del ambiente de interés.

El disefio de la etapa de toma de muestra dependera si se basa en la experiencia

(no probabilistica) o si se consideraran criterios estadisticos (probabilistica). En este
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ultimo caso, puede contemplarse que la toma de muestra sea aleatoria o

sistematica.

Toma de muestra no probabilistica

La toma de muestra no probabilistica es una estrategia basada en el juicio previo
del analista (muestreador). Esta forma de muestreo es la mas coémoda
(accesibilidad, oportunidad) y también la de menor costo. Este tipo de estrategia de
muestreo esta dirigido a minimizar el efecto de los factores secundarios que puedan
aportar variabilidad por medio de la utilizaciéon de toda la informaciéon de que se
dispone al planificar la toma de muestra, permitiendo que esta se realice en puntos
que sean representativos del objetivo que se persigue. Para aplicar con éxito este
tipo de muestreo es necesario disponer de mucha informacién de la zona de
localizacion.

Este tipo de estrategia no probabilistica puede utilizarse también como una etapa

previa para realizar un plan de muestreo probabilistico posterior.

Cuando no se dispone de suficiente informacién y cuando se busca una muestra lo
mas representativa posible, es necesario llevar a cabo una toma de muestra
probabilistica. Dentro de los muestreos probabilisticos encontramos los siguientes

tipos:

Muestreo aleatorio: En este tipo de toma de muestra, las porciones se extraen de
forma que cualquiera de ellas tiene la misma probabilidad de ser seleccionada. Se
suele utilizar cuando se dispone de poca informacion de la zona de muestreo. Es
muy dificil asegurar una toma completamente aleatoria, ya que tomar muestras al

azar no es igual que tomarlas segun un patron aleatorio. Por ello, para este tipo de
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toma de muestra se suelen utilizar programas matematicos que generan numeros
aleatorios. Este numero aleatorio puede relacionarse con la hora o con el lugar de
toma. Para aquellas situaciones donde la poblacién consiste en una gran superficie
o volumen de agua es conveniente previamente dividir de forma geométrica el lugar

y numerar cada porcion. (Figura 1. a).

Muestreo Sistematico: Este procedimiento exige, como el anterior, numerar todos

los elementos de la poblacion, pero en lugar de extraer n numeros aleatorios sélo
se extrae uno. Se parte de ese numero aleatorio i, que es un numero elegido al
azar, y los elementos que integran la muestra son los que ocupa los lugares i, i+k,
i+2k, i+3k,..., i+(n-1) k, es decir se toman los individuos de k en k, siendo k el
resultado de dividir el tamafio de la poblacién entre el tamafo de la muestra: k=
N/n. El nimero i que empleamos como punto de partida sera un numero al azar

entre 1y k.

El riesgo este tipo de muestreo esta en los casos en que se dan periodicidades en
la poblacion ya que al elegir a los miembros de la muestra con una periodicidad
constante (k) podemos introducir una homogeneidad que no se da en la poblacion.
Imaginemos que estamos seleccionando una muestra sobre listas de 10 individuos
en los que los 5 primeros son varones y los 5 ultimos mujeres, si empleamos un
muestreo aleatorio sistematico con k=10 siempre seleccionariamos o solo hombres

0 s6lo mujeres, no podria haber una representacion de los dos sexos. (Figura 1. b).

Muestreo aleatorio estratificado: Trata de obviar las dificultades que presentan los

anteriores ya que simplifican los procesos y suelen reducir el error muestral para un
tamano dado de la muestra. Consiste en considerar categorias tipicas diferentes

entre si (estratos) que poseen gran homogeneidad respecto a alguna caracteristica
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(se puede estratificar, por ejemplo, segun la profesion, el municipio de residencia, el
sexo, el estado civil, etc.). Lo que se pretende con este tipo de muestreo es
asegurarse de que todos los estratos de interés estaran representados
adecuadamente en la muestra. Cada estrato funciona independientemente,
pudiendo aplicarse dentro de ellos el muestreo aleatorio simple o el estratificado
para elegir los elementos concretos que formaran parte de la muestra. En
ocasiones las dificultades que plantean son demasiado grandes, pues exige un

conocimiento detallado de la poblacién. (Tamafio geografico, sexos, edades, etc.).

(Figura 1. c).
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Figura 1. Muestreos probabilisticos. a. Muestreo aleatorio; b. Muestreo sistematico;

c. Muestreo aleatorio estratificado.
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4.2 Documentacion

El mantenimiento de una documentacion (e.g., notas de campo) adecuada antes,
durante y después de la toma de muestra es siempre aconsejable ya que, en
ocasiones, un registro exacto de las actividades realizadas puede ayudar a resolver
cualquier duda que exista con respecto a la muestra. Un libro debidamente
encuadernado vy, preferentemente, con paginas protegidas contra la accion del agua
debe documentar, en detalle, toda actividad realizada en el lugar relacionada con la
toma de muestra. La informacion que debe registrarse incluye, como minimo, hora y
fecha de la recoleccién de la muestra, nombres y cargos de las personas que
realizan la actividad, adecuada identificacion de los recipientes, lista de muestras
obtenidas, preservantes utilizados, muestras relacionadas con el control de calidad
de la actividad, estado del tiempo y condiciones del lugar. Todo registro debe
hacerse con tinta indeleble y las correcciones necesarias se deben hacer trazando
una linea sobre la anotacién incorrecta, agregando las iniciales de la persona y la
fecha en que se hace la correccién. La descripcion completa del lugar de muestreo
puede ser complementada con fotos tomadas in situ. Una buena documentacion
fotografica es la mejor manera de asegurar que cada sitio de muestreo es
identificado correctamente.

Uno de los documentos mas importantes a mantener es la cadena de custodia.
Esta forma documenta la historia de la muestra desde su toma hasta su ingreso al
laboratorio. La cadena de custodia describe e identifica la muestra, quien fue la
persona que realizo la toma y el tipo de recipiente utilizado, incluyendo déonde y
cuando la muestra fue tomada. La hoja de registro tiene, ademas, lugares para
registrar la firma, fecha y hora cuando la muestra pasa de mano en mano hasta su

llegada al laboratorio. De manera similar, y como continuacién de la documentacion
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de campo, se debe contar con otro registro donde conste el recorrido de la muestra
desde su ingreso al laboratorio hasta el reporte de resultados.

Toda documentacidon relacionada con la operacion de muestreo y el posterior
analisis de las muestras es importante y debe archivarse apropiadamente aun hasta

después de finalizado el estudio.

La toma de muestras en cada una de las tres estaciones de un sitio predeterminado
debera ser documentada in situ y debe contener, como minimo, la siguiente

informacion:

- Fechay hora de la toma de cada muestra

- Nombre del sitio y cddigo de la estacion

- Coordenadas del Posicionador Global Satelital (WGS 84, UTM)
correspondientes al sitio.

- Temperatura y salinidad del agua de mar

- Descripcion del sitio y, si es costero, del lugar de acceso al mismo (e.g.,
rampa de lanchas). Indicar si se toman fotografias

- Técnica de muestreo utilizada y tipo de muestras tomadas

- Descripcidon de la muestra (agua = olor, turbiedad, presencia de espuma,
etc.; sedimento= olor, color, textura, etc.; biota = cantidad, tamafio
aproximados, etc.), incluyendo recipiente utilizado y cdédigo uUnico de la
muestra

- Datos hidrograficos y meteoroldgicos (direccion y velocidad de marea,
estado del mar, profundidad, porcentaje de nubes, velocidad y direccion del

viento)
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- Incluya cualquier otra informacién que considere relevante, ya sea referente
al sitio/estaciones de muestreo o a un evento ocurrido a bordo que pudiera
haber comprometido la muestra
- Nombre y firma de la persona que tomo la muestra
4.3 Integridad de las muestras

Todas las muestras deberan estar identificadas de forma inequivoca. Los
recipientes donde se colocan las muestras deben ser marcados correctamente al
momento de tomar las mismas.

Siempre que sea posible, el marcado se realizara directamente sobre el recipiente
de la muestra o mediante el uso de una etiqueta engomada. La etiqueta debe ser
resistente al agua y debe mostrar, en tinta indeleble, el nombre de la persona que
realizé la toma de muestra, fecha, hora y lugar exacto en donde la muestra fue
recogida, preservantes agregados, tipo de analisis a realizar y codigo identificatorio
unico de la muestra.

Para asegurar la integridad de las muestras, puede ser necesario contar con un
lugar de almacenamiento de acceso limitado o controlado. La cadena de custodia
es el documento principal relacionado con la integridad de la muestra y registra
cada persona que tiene contacto con la misma y el tiempo por el cual es

responsable de ella.
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4.4 Representatividad

del mismo y extrapolar el resultado. Por este motivo, se han desarrollado diferentes
disefios de muestreos en un intento de lograr muestras lo mas representativas
posible. Varios contaminantes ambientales (e.g., hidrocarburos, plaguicidas)
pueden solamente ser analizados en muestras individuales y la representacion del
sistema se logra con la toma repetitiva de muestras sobre un periodo de tiempo y
promediando o analizando los resultados.

El concepto de muestreo multiple con el objeto de obtener una informacion integral
de la zona de estudio se puede formalizar dentro de una serie de variables. Estas
variables puede ser, por ejemplo, el tiempo, donde las muestras son tomadas en el
mismo lugar en intervalos regulares de tiempo, o el espacio, donde las muestras
son tomadas a distancias regulares ya sea en forma vertical u horizontal. Estas
muestras pueden ser recogidas en las mismas condiciones, almacenadas y
analizadas individualmente para caracterizar un area o pueden ser combinadas en
una sola para formar una muestra representativa de donde se analiza una sub-

muestra.

45 Controles de Calidad en terreno

Cuando se esperan concentraciones bajas de contaminantes, es particularmente
importante analizar distintas muestras que ayuden a evaluar la calidad de los

procedimientos de muestreo. Por ejemplo:

- Blancos: Consiste en colocar agua libre de contaminantes en un recipiente,

similar al destinado a contener la muestra, con el agregado de los
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preservantes que se van a utilizar, llevada al campo y regresada al
laboratorio para ser analizada con las muestras regulares. Esta muestra en
blanco sirve para evaluar la calidad de los recipientes, pureza de los

preservantes y el potencial de contaminacion in situ.

- Duplicados de campo: Consiste en la toma de una muestra regular dividida
en dos 0 mas recipientes para su analisis como muestras regulares. Se
controla de esta manera la consistencia de la técnica de muestreo y
posterior analisis. Este tipo de muestras no debe confundirse con muestras
duplicadas, las cuales son muestras recogidas mediante dos eventos de
muestreo distintos en el mismo sitio y sirven para evaluar, mediante el
analisis en el laboratorio, la variacion natural en la concentracién de

contaminantes presente en el adrea de estudio.

4.6 Transporte y tiempo de almacenamiento

El tiempo transcurrido entre la toma de muestra hasta su analisis en el laboratorio
es de una importancia critica ya que, independientemente del tipo de conservacion
utilizada, existe la posibilidad de una degradacién de los compuestos de interés con
el tiempo. Es recomendable que las muestras se envien al laboratorio dentro de las
24 horas de tomadas donde deberan ser almacenadas adecuadamente y de
acuerdo al tipo de muestra y analisis.

El tiempo maximo de almacenamiento de muestras destinadas al analisis de
compuestos tanto organicos como inorganicos ha sido motivo de preocupacion y

existen en la literatura una variedad de tablas y graficas que sugieren los tiempos
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de almacenamiento maximos para distintas muestras y tipos de analisis; parte de
esa informacién es resumida en las secciones correspondientes a los tipos de
muestras. El tiempo de almacenamiento indicado en la literatura y en métodos
oficiales es variable y, con frecuencia, conflictivo aunque sirven de guia para
realizar los analisis dentro de un lapso de tiempo que no comprometa la integridad

de la muestra.

5. COLECCION DE MUESTRAS; GENERALIDADES

51 Tipo de muestra

Las técnicas de muestreo varian de acuerdo con la situacién especifica y segun los
objetivos previstos; algunos estudios requieren solamente muestras instantaneas o
simples, mientras que en otros se necesita disponer de muestras compuestas o aun
mas elaboradas en tiempo y espacio. Muchas de las generalidades referentes a las
técnicas de muestreo y conservacion, se encuentran plasmadas en las Normas
Técnicas NTC-1SO 5667-2 y 5667-3.

Muestras sencillas y compuestas: En los estudios de caracterizacion fisicoquimica

de aguas naturales generalmente se necesita recolectar muestras sencillas,
mientras que para vertimientos domésticos e industriales se aplican muestras
compuestas debido a la variacion horaria de su caudal, por tal razén son muy
utilizadas en el monitoreo de rios, vertimientos o procesos industriales en linea.
Para su adquisicion se recolectan muestras parciales cada 2 6 3 horas, cuyo

volumen se obtiene segun la siguiente relacion:
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Vp: Volumen de cada muestra parcial (ml)
V,.: Volumen de muestra compuesta (ml)
Qy: Caudal parcial del agua (m seg-1)

Q: Caudal promedio (m seg-1)

N: Namero de muestras parciales

En algunos estudios de calidad ambiental marina es necesario el monitoreo de
afluentes con el fin de conocer las descargas y el volumen de contaminantes que
llegan al mar, por tal motivo es necesario realizar muestreos compuestos para
lograr la correcta caracterizacion de dichos afluentes (que pueden ser rios o

descargas de aguas residuales).

Muestras periddicas (o discontinuas): Cuando se realiza la toma a intervalos de
tiempo constantes, se obtienen muestras de iguales volimenes, o bien de
volumenes diferentes, siendo el volumen dependiente del flujo.

Muestras continuas: La recoleccion se hace en forma continua y la velocidad de
flujo con que se toma puede ser fija o variable dependiendo de si existe o no
variacion en el caudal del cuerpo de agua que se estudia (también puede ser un
vertimiento).

Las muestras periédicas y/o continuas son muy utilizadas en el monitoreo de rios,

vertimientos o procesos en linea para la industria.
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Muestras en serie:

— De perfil profundo: muy aplicables en oceanografia cuando el objetivo es conocer
la variacién vertical de un parametro, por ejemplo, definir la posicién de la capa
termohalina, de la picnoclina, etc.

— De perfil de area: serie de muestras de agua tomadas a una profundidad en
particular, de una masa de agua en diversas locaciones; muy utilizadas para definir

distribuciones espaciales por capas.

5.2 Columnade agua

Las estaciones de muestreo pueden estar ubicadas tanto en la zona de orilla, como
en aguas profundas. Los sitios costeros sirven en general para detectar alguna
influencia de los ambientes terrestres sobre el cuerpo de agua (napas de agua
subterranea, precipitaciones, aporte de contaminantes por arrastre o por presencia
de descargas), en tanto que las estaciones ubicadas en aguas mas profundas
entregan informacion sobre la columna de agua, como presencia de estratificacion,

indicadores de eutroficacion, presencia de contaminantes, etc.

Muestreo de costa:

El muestreo de orilla generalmente consiste en muestras de inmersiéon tomadas en
puntos especificos. Es importante que no existan cambios en la ubicacién de la
estacion de trabajo cuando se trata de muestreos periodicos.

Para evitar la contaminacion de las muestras a partir de sedimentos resuspendidos,
el muestreador debe tomarla preferiblemente desde un bote o muelle.

Muestreo en aguas profundas
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El muestreo en aguas profundas debiera considerar la toma de muestras en al
menos cuatro profundidades a lo largo de la columna de agua, estableciendo cuatro

perfiles como a continuacion se indican:

- Perfil 1; a 1 metro por debajo de la superficie
- Perfil 2; a 1 metro por encima del fondo
- Perfil 3; a 1 metro por encima de la picnoclina

- Perfil 4; a 1 metro por debajo de la picnoclina (Gibson, 2000)

Si las aguas son mas bien someras o no se produce estratificacion, es conveniente
tomar muestras debajo de la superficie, a media agua y justo por encima del fondo
tratando de no perturbar los sedimentos.

Cuando se realizan mediciones in situ de temperatura y salinidad (CTD), éstas
deben ser tomadas a intervalos de aproximadamente 1 metro desde el nivel de
superficie hasta el fondo, con un intervalo maximo de 5 metros para zonas de gran
profundidad. En zonas de alta estratificacion, un intervalo mas pequefio debiera ser
apropiado.

Es de vital importancia para el disefio del muestreo considere las caracteristicas
propias de la masa de agua a muestrear, tomando en cuenta la informacion
histérica disponible que indiquen las épocas de estratificacion de la columna de
agua en zonas costeras (Figura 2), o si se trata de un estuario, determinar la clase

o tipo al cual pertenece.
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Figura 2. Presencia de estratificacion en océanos. a. Picnoclina; b. Termoclina
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Para el disefio de protocolo de muestreo en estuarios, se recomienda la utilizacion
de la clasificacion por salinidad, ya que este elemento constituye el factor que
domina los patrones de difusion, dispersién y transporte de materia dentro de los
estuarios, en funcion de los gradientes de salinidad que se producen por mezcla
gradual entre el agua de mar y el aporte de agua dulce proveniente de los rios.

Pritchard (1995) y Cameron (1963), clasifican los estuarios de acuerdo a su
estratificacion y caracteristicas de salinidad. Se definen tres tipos principales de
estuarios: a. Altamente estratificados o estuarios de cufia salina; b. Parcialmente

mezclados; c. Homogéneos o bien mezclados.

a. Altamente estratificado o de cufa salina: Si se considera un estuario que

desemboca en un mar sin mareas, con una fuente de agua dulce en su parte
superior, y que no existe friccion, se encuentra una situacion en la que el agua
dulce, al ser menos densa que el agua salda, fluye hacia el mar sobre la
superficie de la capa de agua salada. La velocidad en la capa superior y su
espesor disminuyen hacia la boca al ensancharse el estuario. La interface
entre el agua dulce y el agua salada (haloclina) deberia ser horizontal y
deberia extenderse hacia la cabeza del estuario. No habria mezcla entre el

agua dulce y salada y ningin movimiento en la cuia salina (Figura 3. a.).

b. Estuarios estratificados: Los estuarios altamente estratificados son similares a

los de cufia salina, sin embargo, la capa inferior es muy profunda. Al dominar el
flujo del rio sobre la marea, las olas que rompen en la interface de las capas
producto de la fuerzas de corte, es nuevamente el proceso de mezcla
dominante entre el agua dulce y la salada. Cuando la descarga del rio es

grande, la capa superficial es casi homogénea y el gradiente maximo de
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salinidad ocurre debajo de la superficie. Existen también estuarios ligeramente
estratificados, donde el volumen de agua de rio es pequefo respecto del
volumen de marea. Esta condicion genera un flujo de marea turbulento en toda
la columna de agua, como resultado, el agua salina se agita en la capa
superior y el agua dulce en la capa inferior. La salinidad, por lo tanto, cambia a
lo largo del eje del estuario no solo en la capa superior (como fue el caso del

estuario altamente estratificado), sino en ambas capas (Figura 3. b.).

c. Estuarios bien mezclados o estuarios verticalmente homogéneos: El volumen

de rio es insignificante comparado con el volumen de marea. La mezcla de
marea domina a todo el estuario. Localmente se obtiene una mezcla completa
de la columna de agua entre la superficie y el fondo, eliminando toda la
estratificacion vertical. Como resultado, los perfiles verticales de salinidad
muestran una salinidad uniforme pero también un incremento de salinidad de
estacién a estacion conforme se aproxima el final exterior del estuario. (Bustos,
2007) (Figura 3 c.).




INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

Highly Stratified Estuary
Fresh Waler =

-— S

Moderately Stratified Estuary

- —

-, _:i'"“/'__"_:;“_'ﬁ 3

tf!ﬂ t. =

Vertically Mixed Estuary

S

Figura 3. Clasificacion de estuarios por salinidad. a. Altamente estratificado; b.

Estuarios estratificados; c. Estuarios verticalmente mezclados.

Fuente: Ohrel y Register, 2006
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- Muestreo desde botes o lanchas pequenas: El muestreo en aguas

profundas requiere la identificacion y ubicacién de las estaciones de

muestreo mediante coordenadas geograficas (WGS 84-18S).

Una vez ubicada la estacion de muestreo, se debe anclar si la profundidad
lo permite y esperar a que el bote o lancha se oriente con la proa hacia
donde se dirige la corriente o el viento. Si la profundidad no permite el
anclado, se debe procurar mantener la ubicacién con el motor en
funcionamiento, procurando evitar cualquier grado de interferencia de este
con la muestra.

- Muestreo desde embarcacion: El muestreo desde grandes embarcaciones

(considerando toda aquella embarcacion provista de un motor de propulsion,
guinches para el manejo de muestreadores y al menos un area de trabajo
en cubierta) es cercanamente similar al muestreo desde botes. Es usual en
los muestreos desde este tipo de embarcaciones el descenso en cada
estacion de varias botellas simultaneamente para muestrear varias

profundidades al mismo tiempo.

5.2.1 Equipos de Muestreo — Columna de agua

Cuando las muestras son superficiales Unicamente es necesario extremar la
limpieza del material y procurar procedimientos que eviten la contaminacion.

En muestras superficiales la recoleccion se puede hacer manualmente
introduciendo la botella colectora bajo la superficie (Figura 4. a-b), procurando

siempre hacerlo a la misma profundidad (25 cm).
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Cuando el objetivo es obtener muestras de agua a profundidades determinadas, se
emplean botellas colectoras dotadas de mecanismos de cierre para confinar la
masa de agua que se encuentra a la profundidad de interés. En estudios
oceanograficos, se emplean normalmente botellas Nansen para el analisis de los
parametros fisicoquimicos, pH, salinidad, oxigenos disueltos y nutrientes
inorganicos. Las botellas Van Dorn (Figura 4. ¢ y d) y Niskin (Figura 4. e-f), por
tener capacidad de mayor volumen, son ideales para la obtencién de muestras en
el analisis de pigmentos fotosintéticos y contaminantes (pesticidas, metales

pesados, efc.).
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Figura 4. a-b. Muestreo desde superficie; c. Botella Van Dorn horizontal; d. Botella

Van Dorn vertical; e - f. Funcionamiento botella Niskin
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La botella Van Dorn horizontal es adecuada para colectar muestras de fondo en
cuerpos de agua muy someros, siendo muy apropiada para estudios de
estratificacion vertical, termoclinas y termohalinas en lagunas costeras, mientras
que las de funcionamiento vertical permiten colectar muestras a mayores

profundidades.

El volumen de muestra de agua a colectar depende de los requerimientos del
laboratorio con base en la cantidad de parametros a analizar: Para el analisis de
compuestos organicos se deben utilizar filtros de fibra de vidrio, aceptandose por
convencion que el material retenido en el filtro es la fraccion particulada o

suspendida, mientras que el filtrado constituye la fraccion disuelta.

Las mediciones de parametros fisicos (temperatura, salinidad, densidad), se
realizan usualmente mediante un CTD (conductimetro, temperatura, densidad)
(Figura 5). Mediciones de densidad son importantes para identificar y rastrear los
movimientos de cuerpos de agua y para determinar la profundidad en la cual las

masas de agua establecen su equilibrio.
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Figura 5. CTD, (conductividad, temperatura y densidad)
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53 Sedimentos

El muestreo de sedimentos superficiales para evidenciar la presencia de
contaminantes, puede proporcionar antecedentes sobre los impactos tanto en la

comunidad del bentos como el potencial de impactos en la salud humana.

Metales y compuestos organicos hacen ingreso al cuerpo de agua mediante
descargas de rios, fuentes puntuales y no puntuales de contaminacion (como la
deposicion atmosférica), generalmente se mantienen y se acumulan en los

sedimentos.

El monitoreo de contaminantes en el sedimento es una forma de medir la condicién
del habitat del bentos ampliamente aceptada y es una poderosa herramienta para
evaluar espacial y temporalmente los efectos de alteraciones naturales y
antropogeénicas.

Los sedimentos representan un potencial sumidero de variados contaminantes. El
objetivo del monitoreo permite detectar la existencia de toxicidad y permite describir
cambios espaciales y temporales en los contaminantes presentes en el sedimento.
Los resultados pueden ser utilizados para monitorear las tasas de cambio desde el
inicio de la descarga de contaminantes, evaluar la condicién de los habitats y puede
proveer una alerta temprana de impactos potenciales en el ecosistema marino.

Con respecto al sedimento el muestreo debe incorporar sitios dentro de la zona
inicial de dilucién de descargas de contaminantes, extendiéndose hacia zonas
donde la concentracién disminuye y mas aun hacia zonas que no se han visto

afectadas por estos procesos, con el objeto de obtener un completo analisis de la

variabilidad espacial.




INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

5.3.1 Equipos de Muestreo — Sedimentos

Es esencial que las muestras de sedimento sean colectadas utilizando técnicas
estandarizadas aceptables, ya que los resultados de andlisis de laboratorio
dependeran de la aceptabilidad de la muestra.
La seleccion del equipo de muestreo, dependera en gran medida de los analisis que
requerira la muestra, se debe considerar ademas la profundidad a la cual sera
tomada esta, el predominio de corrientes, caracteristicas del fondo marino, el grado
de homogeneidad y representatividad de la muestra que se requiere.
Para lograr un muestreo que no altere mayormente el sedimento se debe:

- Crear una minima inclinacién de penetracion del equipo de muestreo

- Sellar una vez tomada la muestra para evitar fugas o pérdidas

- Evitar una excesiva perturbacién mientras se retira el muestreador

- Se requiere una penetracién profunda, para evitar la perturbacion del

sedimento.

Varios tipos de dispositivos pueden ser utilizados para la toma de muestra en
sedimentos: dragas (Figura 6 d y €) y tubos del tipo corer sampler (Figura 6. a, b y
c).

Existen dragas con caracteristicas de disefio muy variadas que incluyen
modalidades de cierre de mordaza activadas mediante resorte o el peso de la
misma. La draga para muestreo de sedimentos mayormente utilizada corresponde
a la de tipo Eckman (Figura 6 e).

La draga tipo Eckman se utiliza para obtener muestras de sedimentos blandos
como arenas finas, fango, limo y lodo. Es ineficiente en aguas profundas con

condiciones adversas de corriente.
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La draga del tipo Van ven (Figura 6. d), se utiliza para la toma de sedimentos en
estuarios y otros habitats marinos. Es util para el muestreo de grava, barro, arcilla y
sustratos similares. Esta draga tiene una mordida pareja de alrededor de 0.06, 0.1y
0.2 m?, es capaz de muestrear el substrato sin perturbar la capa agua-sedimento.
Algunos implementos menos elaborados como los tubos corer y el cono siguen
siendo muy utilizados por su bajo costo y facilidad de operacion. Se utilizan en
estudios cuando la informacioén relacionada con el perfil vertical de un sedimento es
de interés.

Salvo que la muestra obtenida tenga resistencia mecanica, se debe tener cuidado

al retirarla del nucleo, con el fin de preservar su integridad longitudinal.

Los tubos corer pueden ser utilizados a diversas profundidades en substratos lo
suficientemente compactados, aunque tiene un mejor comportamiento en el
muestreo de arcilla, limo o arena.

Para muestras superficiales de orilla, la utilizacion de cucharas plasticas o de acero
inoxidable es suficiente. En estudios de metales pesados no se deben utilizar
equipos construidos de metal, deben emplearse cucharas o tubos corer plasticos

(por lo general de PVC).
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Figura 6. Equipos de muestreo de sedimentos. a. muestreo por medio de box corer;

b. box corer con muestra; c. box corer; d. Draga Vanveen; e. Draga Eckman.
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Accaptatia  Minimum
Unaccepiatie

Penetraion i.equhemert Met . -

and Cwerying Water 15 Frasent (Washed, Rock Caught In Jaws)

Unacoeptanle (Carizd whn Unacceptable
Pariial Sampe) [¥WaENEd)

Figura 7. Forma correcta para la toma de muestra de sedimentos mediante draga.

Fuente: U.S EPA, 1994.

54 Especies Biologicas

Los principales aspectos del muestreo del bentos son:

a. La toma de muestras representativas que cumplan con los requerimientos
y objetivos de la planificacion general del muestreo.
b. La prevencién del deterioro y contaminacién de las muestras antes  de

su analisis.
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Una amplia variedad de dispositivos pueden ser utilizados para el muestreo de
macroinvertebrados benténicos, los que incluyen: redes de arrastre, dragas, agarra,
saca testigos de caja, samplers de succién, y saca testigos de mano (Eleftheriou y
Mc Intyre, 2005). Dado que la mayoria de estos dispositivos muestra el bentos de
una manera unica, la comparabilidad de los datos recolectados a través de

diferentes dispositivos puede ser cuestionable.

Las redes de arrastre y dragas en general colectan los organismos en un area
variable y relativamente grande. Por el contrario, los demas dispositivos, por lo

general colectan organismos en un area fija y relativamente pequena.

Para el muestreo en aguas mas profundas se usan en general dos tipos de
dispositivos: las dragas que colectan sedimentos (en ocasiones consiguen arrancar
rocas duras del fondo) y organismos de las capas superficiales del sustrato en
volumenes acotados por sus dimensiones y en consecuencia son utilizadas para el
estudio cuantitativo de la distribucién horizontal de las variables.

Muestreadores de tubo (“core samplers”) que colectan un perfil vertical de los
sedimentos y en consecuencia proveen material para la determinacion de la
distribucion vertical de las variables. Las dragas, debido a la facilidad de su usoy a
las cantidades relativamente grandes de muestra obtenida, son ideales para el
estudio de organismos medianos o grandes y para el analisis de contaminaciones
recientes. Los muestreadores de tubo en cambio, son apropiados para organismos
pequenos (meiofauna) y para el estudio de las variaciones temporales (histéricas)

de la contaminacion.

El uso de un tipo u otro, queda determinado por los objetivos del proyecto y por las

caracteristicas fisicas del lugar a muestrear.
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El grado de replicacién de la muestra dependera en gran medida del objetivo del
muestreo. Por lo general es recomendable utilizar mas de una muestra que
represente a una estacion. Sin embargo, las muestras individuales pueden ser
aceptables para algunos tipos de investigaciones, tales como estudios preliminares.
Para las comparaciones estadisticas que se basan en la varianza de las variables
infauna benténica dentro de las estaciones, se recomiendan cinco réplicas para
cada estacion, si es posible, y con un minimo numero de réplicas por estaciéon de
tres (Swartz, 1978).

Las comunidades bentdnicas estan constantemente cambiando en el tiempo.
Probablemente la mayoria de los patrones temporales comunes en las
comunidades bentdnicas son los asociados con los cambios estacionales. La
variacién estacional puede resultar en cambios en las variables ambientales
fisicoquimicas, tales como temperatura, luz, salinidad, oxigeno disuelto y alteracién
del habitat. En general la influencia de este tipo de variables es mayor en aguas

someras (Gray y Elliot, 2009).

Dada las caracteristicas de la variacién estacional en las comunidades benténicas
en general, se recomienda que las comparaciones directas entre las muestras
colectadas durante las diferentes estaciones se realicen con la debida precaucion, o
evitarse por completo. Por lo tanto, los estudios debieran llevarse a cabo durante la

misma temporada (de preferencia el mismo mes) cada afio.
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5.4.1 Equipos de Muestreo — Especies bioldgicas

Los cuadrados de muestreo son los instrumentos mas simples que pueden ser
utilizados para efectuar y estandarizar un muestreo. Consisten en marcos por lo
general cuadrados (metalicos, plasticos, etc.), cuyas dimensiones dependen del tipo
de muestreo a efectuar. (Figura 8 b).

Su uso mas frecuente se da en los muestreos bioldgicos de la zona intermareal, ya
que los organismos a muestrear deben ser obtenidos sacandolos manualmente del
interior del cuadrado.

Dependiendo del sustrato a muestrear, los organismos son capturados con las
manos, o utilizando espatulas y/o cuchillos (sustratos duros), o bien son obtenidos
con la ayuda de palas u otras herramientas para excavar (sustratos blandos). Por
extension, los cuadrados de muestreo son también utilizados en muestreos llevados
a cabo por buzos auténomos en aguas someras (entre 0 a unos 20-25 m de

profundidad) (Figura 8 c y d).

Las dragas (Figura 8 a), consisten esencialmente en un par de cucharas articuladas
que al cerrarse (una vez que la draga ha tomado contacto con el fondo) recogen
una parte mas o menos superficial del sedimento y de los organismos que se hallan
sobre y dentro de éste. En algunos modelos (por ejemplo las dragas tipo Ekman), la
cara superior de la draga posee aberturas articuladas que permiten al agua fluir
durante el descenso del artefacto, reduciendo en consecuencia el disturbio del
sedimento que de otra forma ocurriria por la onda de choque frontal que se produce
cuando la draga es bajada rapidamente.

La principal ventaja de las dragas es que son faciles de usar y permiten el muestreo

de cantidades relativamente grandes de sedimento y en consecuencia de los

organismos asociados. Sus principales desventajas son:
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a. Los organismos que se hallan en escasa densidad, dificilmente son
muestreados;

b. Parte de los sedimentos finos (y organismos pequefios) pueden ser lavados
durante el ascenso del equipo;

c. La profundidad de penetracion en el sedimento es por lo general baja.

Los muestreadores de tubo (core sampler) (Figura 8, f), son capaces de penetrar el
sedimento mas profundamente que las dragas; en consecuencia pueden proveer
una seccion de las diferentes capas de sedimento y por lo tanto, informacién acerca
de cédmo éste se ha depositado. En general son usados para el muestreo de las
caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos y en el muestreo de la micro-
meiofauna'®, dado que por su escasa superficie de muestreo no son apropiados
para el muestreo de organismos bentonicos grandes.

En su forma mas simple son tubos de material plastico rigido o metal o PVC de
aproximadamente 1 a 5 cm de diametro, que son introducidos a mano en el
sedimento para obtener una muestra de éste.

El uso de buzos (Figura 8 c y d), es practicamente inevitable en los muestreos de
bentos de aguas someras, tanto marinas como de agua dulce. De hecho, el
muestreo con buzos tiene, con respecto al uso de equipos controlados desde
superficie, marcadas ventajas cuando se trata de superficies rocosas desparejas o

muy inclinadas, o cuando se muestrean areas con bloques rocosos.

'® La meiofauna esta compuesta por los pequefios animales que habitan entre los granos de arena y en los

fangos. Se trata de pequefios invertebrados, que no superan 1 mm en la mayoria de los casos, y pueden llegar a

medir 45 ym
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Figura 8. Metodologias de muestreos de organismos marinos. a. muestreo del
bentos mediante draga; b. muestreo del intermareal mediante recoleccién a mano;
c-d. Grilla en el submareal (mediante buceo) e. Intermareal (recoleccion manual),

para el muestreo de bivalvos; f. uso de corer para el muestreo de meiofauna.
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55 Almacenamiento de muestras

La credibilidad de los datos generados por cada laboratorio depende en gran
medida de la calidad y estado de las muestras que ingresan al mismo, siendo
pertinente tomar todas las precauciones necesarias para evitar su minimo deterioro
a partir del momento de su recoleccién. Los parametros de calidad del agua que
normalmente se analizan se pueden dividir en los siguientes tres grupos, de

acuerdo con su mayor o menor susceptibilidad de alteracién.

- Conservativos. (Concentracién no varia con el tiempo)

- No conservativos/preservables. (Concentracion cambia con el tiempo, pero
pueden ser estabilizados al menos por 24 horas)

- No conservativos. (Concentracion varia rapidamente con el tiempo y no

pueden ser preservados, como temperatura, pH y oxigeno disuelto).

El manejo de las muestras recolectadas en campo debe cumplir con las siguientes

precauciones generales para evitar al minimo su contaminacion:

- Las medidas realizadas en campo se deben hacer en una sub-muestra
separada, que se descarta luego de la determinacion.

- Los recipientes para el envase de muestras, nuevo o usado, deben
limpiarse siguiendo un protocolo de lavado establecido, utilizando el mismo
recipiente para cada tipo de parametro.

- Los recipientes de muestras se deben almacenar en ambientes limpios,
libres de polvo y suciedad, debiéndose aplicar iguales precauciones durante

su transporte del campo al laboratorio.
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- Los derivados de petréleo (aceites, gases de escape y combustibles de
lanchas y vehiculos) son fuentes potenciales de contaminacion de las
muestras. Es sabido que el humo de cigarrillo y los gases de escape
contaminan las muestras con plomo y metales pesados.

- Nunca debe medirse en campo o en el laboratorio la conductividad en una
muestra de agua donde se haya medido previamente el pH, debido a que
los electrodos de pH difunden KCI y alteran el valor medido. Esto es
particularmente valido para muestras de agua dulce con niveles bajos de
conductividad.

- No deben exponerse las muestras a la luz solar directa, por lo cual debe

procurarse arribar lo mas rapido al laboratorio.

En lo posible, es conveniente detectar los errores sistematicos o al azar generados
por una manipulacién deficiente de las muestras y/o contaminacion de los envases
de muestreo, desde la toma hasta su determinacion en laboratorio. Para lo anterior,
antes de comenzar la recoleccion de las muestras se selecciona al azar uno de
cada 10 frascos limpios para llenar con agua destilada, se preserva de la misma
manera que las muestras y se analiza con las mismas. El analisis permitira detectar

cualquier contaminacion debida a los recipientes de muestreo utilizados.

La seleccién y preparacion de un recipiente puede ser de gran importancia, mas
adelante en cada analisis se indicara el tipo de recipiente en el cual se debe
recolectar y almacenar la muestra. En la Norma NTC-ISO 5667/2 se da orientacion
sobre el tema. No obstante, se debe recordar que el recipiente en el cual se

almacena la muestra y el tapén no debe:
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— Ser causa de contaminacion (por ejemplo, los recipientes de vidrio de borosilicato
pueden incrementar el contenido de silice o sodio).

— Absorber o adsorber los constituyentes que se deban determinar (por ejemplo, en
un recipiente de polietileno se pueden absorber hidrocarburos; y en la superficie de
uno de vidrio se pueden adsorber trazas de metales).

— Reaccionar con ciertos constituyentes de la muestra (por ejemplo, fluoruros que

reaccionen con el vidrio).

En el caso de muestras para la determinaciéon de parametros fisicoquimicos, una
precaucion sencilla que, sin embargo, no es adecuada en todos los casos®, es
llenar los frascos completamente y taparlos en tal forma que no haya aire sobre la
muestra. Esto limita la interaccion con la fase gaseosa y la agitacién durante el
transporte evitando asi, las modificaciones en el contenido de COZ2, y por
consiguiente, las variaciones en el pH; los hidrocarbonatos no se convierten en
carbonatos precipitables; el hierro tiene menos tendencia a ser oxidado, limitando

asi variaciones de color, etc.

Si las muestras van a ser congeladas, los frascos se deben llenar, pero no
completamente™®; el congelamiento (a — 20°C) permite en general un incremento en
el periodo de almacenamiento. No obstante, es necesario controlar la técnica de
congelamiento y descongelamiento, para retornar la muestra a su equilibrio inicial;

en este caso es muy recomendable usar recipientes plasticos.

'® No se recomienda llenar completamente los frascos cuando las muestras van a ser sometidas a congelamiento,

porque la dilatacién puede provocar la ruptura del envase.
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5.6 Preservacion de muestras

Las técnicas analiticas son validas, es decir, cumplen con los requisitos de
precision y exactitud siempre y cuando sean aplicadas a muestras recientemente
tomadas. En muchos casos los analisis no pueden ser realizados inmediatamente
en el sitio de procedencia y se hace necesario un procedimiento de preservacion de
las mismas que garantice la conservacion de los analitos durante el transporte al
laboratorio y el tiempo necesario para ejecutar el analisis. Una buena técnica de
preservacion debe retardar los cambios quimicos y biolégicos que sufre la muestra
una vez ha sido removida de su fuente.

Los diferentes procedimientos son establecidos teniendo en cuenta la naturaleza de
la muestra, la estabilidad de los analitos, la reactividad de estos y la matriz donde
se encuentran. Las funciones de los métodos de preservacion son retardar la
accion biolégica y la hidrdlisis de los compuestos quimicos y sus complejos, reducir

la volatilidad de los constituyentes y los efectos

de absorcién y retardar la oxidacion y reduccion de los componentes de interés. En
general, los métodos existentes para la preservacién se limitan a un control de pH,
la adicién de sustancias quimicas, la refrigeracion y la congelacion de las muestras.
Para la conservacion de muestras liquidas se han propuesto diversos componentes

quimicos, a concentraciones variadas equitativamente, los mas utilizados son:

- Acidos
- Soluciones basicas
- Biocidas

- Reacciones particulares (fijacion)
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En la tabla 2 se presentan las recomendaciones para preservacion de muestras
segun el tipo de constituyente y parametro a evaluar. Otro punto indirecto de
importancia es minimizar la alteracion que sufre la muestra una vez es tomada, por
ello el contenedor debe evitar la contaminacion, ayudar a la preservacién de la

muestra y protegerla de la accién de la luz.

En la Norma NTC-ISO 5667/3, Edicion 1995 y el Standard Methods, 20" se pueden
encontrar mas recomendaciones con respecto a la preservaciéon y almacenamiento

de muestras liquidas.
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Tabla 2. Recomendaciones para la preservacion y almacenamiento de muestras

liquidas.

Fuente: U.S EPA, 2001

Parameter Minimum Sample | Container Preservation Holding Time
Size (ml)" Technigue

Allcalimity 100 Glass or Refrigerate, 4°C 14 Days
Polyethylene

Total Hardness 100 Glass or Befiigerate, 4°C & Months
Polyethylene HNO; to pH=2

Total Phosphorous 50 Glass or Befiigerate, 4°C 28 Days
Polyethylens H.50: to pH=2

Orthophosphate 30 Glass or Refrigerate, 4°C* 48 Howrs
Polyethvlene Filter on Site

pH 25 Glass or None Analyze
Polyethylene Immediately”

Salimity 200 Glass ot None 28 Days
Polyethylene

Turbidity 100 Glass ot Befiigerate, 4°C 48 Heours
Polyethylens

Total Suspended 1,000 to 4.000° Glass or Refiigerate, 4°C 7 Days

Solids Polyethvlens

Dissolved Oxygen 125 Glass Bottle with Fix with MnCl; and | 8 Hours (store in the

Winkder Glass Top Al Tod (2mlea) | dak)

Dissolved Oxygen 125 Glass Bottle with Neone Analyze

Probe Glass Top Imme diatelv”

Anvmonia - N 100 (Glass or Fefrigerate, 4°C 28 Days
Polyethylene H,S0s to pH < 2F

Mitrite - N 100 Glass or Refrigerate, 4°C* 48 Hours
Polyethylens

MNitrate - IV 100 Glass or Refrigerate, 4°C* 48 Hours
Polyethylene

Silica 100 Polyethylens Refrigerate, 4°C* 28 Days

Chlorophyll a 25 to 1,000° Glass ot Store filters frozen | 28 Days'
Polvethvlene (Dark) | (-20°C) in the dark’
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Continuacién Tabla 2

Wolatile Organics 30 Glass -2 40 ml vials | Refiigerate, 4°C 14 Days
No Headspace HC1 to pH=2

Semivolatile 1,000 to 2,000 Glass Refiigerate, 4°C 7 ]:ZI'A‘jr“:.'I

Organics

Total Mercury and 500 Teflon™ or Glass Refiigerate, 4°C, 28 Days

Diss. Mereury with Teflon™ Cap | HNO; to pH=28"

Total Metals and 1,000 Polyethylene or Refrigerate 4°C, & Months

Diss. Metals Teflon™ HNOQ; to pH=2*

Microbiology 300 HDPE Refrigerate, 4°C 24 Hours
(Autoclaved)

a. Minimum field sample size for one laboratory analysis. If additional QC analyses are required, the field sample size should
be adjusted accordingly.

b. Immediately means as soon as possible after the sample is collected, generally within 15 munutes. These parameters should,

1deally, be measured in the field.

After filtration.

d. The volumes specified are only estimates; the actual volume collected and filtered depends on concentration and analytical

methodology used and may be larger than those presented in the Table.

Holding time to extraction. After extraction, holding time 1s 40 days to analysis.

£ Samples collected for the analysis of chlorophyll o must be kept cold until sample filtration. Filtration should eccur as soon
as possible afier sampling. The filter may be immersed 1n 90 percent acetone solution and frozen which may significantly
extend the holding time, however, this method is not approved for use on projects that come under regulatory scrutinity.
Prolonged exposure of the filter to air can result 1s a loss of chlorophyll a.

g Samples for analysis of total mercury and total metals should be preserved within 24 hours of sample collection, preferably in
the field immediately following sample collection. Samples for analysis of dissolved mercury and dissolved metals nmst be
preserved after filtration. Filtration and/or preservation of metals samples and the nutrients orthophosphate, ammoma
nitrogen, nitrate, nitrite, and silica must occur within 24 hours of sample collection, preferably in the field inmediately
following sample collection. Holding times for nutrient samples may be extended up to 60 days by freezing but this
methodology may not be allowed if samples are collected under certain regulatory programs.

h. Samples collected for analysis of very low levels of mercury or for mercury speciation should be preserved with HCl rather
than HNO;.

2]

o
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Cuando las muestras son de sedimentos, la mejor forma de almacenar y preservar
la muestra es secandola; para esto el mejor procedimiento es la liofilizacion (secado
a bajas temperaturas), y el almacenamiento en un medio exento de humedad.

Si el analisis inmediato no es posible, y tampoco se cuenta con un equipo
liofilizador, es conveniente secarla en estufa a 40 °C hasta que la muestra esté libre
de humedad.

Posteriormente se almacena en bolsas plasticas, si el andlisis es de metales
pesados; o en papel aluminio, si se buscan residuos de pesticidas, asegurandose

de mantenerlas en un desecador.

Cuando se quieren determinar en los sedimentos parametros como materia
organica, nitrégeno total o fosforo total, el congelamiento es suficiente.
Es aconsejable realizar una determinaciéon simultanea de humedad para expresar

los resultados en base seca.

Figura 9. a. Preservacion de la muestra; b. Etiquetado y envasado; c. Transporte

de las muestras.
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El recipiente de la muestra puede afectar a la composiciéon de ésta, absorbiendo
algunos de sus constituyentes; por ejemplo los recipientes de cristal tienden a
absorber fosfatos.

Una gran variedad de materiales han sido usados y se ha estudiado su tendencia a

contaminar las muestras.

En general, los sedimentos y el agua con multiples o desconocidos tipos de
compuestos quimicos deberian conservarse en contenedores hechos de HDPE
(High Density Poli-Ethylene) o PTFE (politetrafluoretileno) o teflon, ya que estos
materiales son menos probables a provocar interferencias y son mucho menos

fragiles que el cristal.

Los metales pueden estar presentes en concentraciones traza en ambas superficies
de cristales y plasticos, mientras que los compuestos organicos se encuentran con
mas frecuencia en contenedores de plastico. Para metales, los contenedores
preferidos son de polimeros fluoro carbonados, PTFE (Teflon) o FEP (Hexa Fluoro
Propileno), asi como también HDPE. El cristal no es el mas favorable porque puede

contener altas concentraciones de metales traza y existe el potencial de adsorcion.
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Tabla 3. Recomendaciones sobre contenedores, tiempos de duracién de las
muestras y condiciones de preservacion para los analisis de sedimentos mas

comunes.

Fuente: USEPA, 2001

Parameter Minimum Sample Container Preservation Holding Time
Size (g)" (wet wt.) Technigue
Particle Size 100 to 150° Glass or Polyethylene | Refrigerate, 4°C 6 Months
Total Solids 50 Glass or Polyethylene | Freeze, -18°C 6 Months
Refrigerate, 4°C 14 Days
Total Volatile Soluds 50 Glass or Polyethylene | Freeze, -18°C 6 Months
Refrigerate. 4°C 14 Davys
Total Orgamic Carbon 25 Glass or Polyethylene | Freeze, -18°C 6 Months
Refrigerate. 4°C 14 Davys
il and Grease 100 Glass Freeze, -18°C 6 Months
Refrigerate, 4°C 28 Days
Total Sulfides 50 (a 250 ml sample | Glass or Polyethylene | Refrigerate 4°C 7 Days
for 5 ml Zn Acetate) (2 N Zn Acetate - 5 ml)
Acid Volatile Sulfides 50 Glass (no headspace Refrigerate, 4°C 14 Days
protect from Q)
Total Nitrogen 25 Glass or Polyethylene | Refrigerate, 4°C 28 Days
Biochemical Oxvgen 50 Glass or Polyethylene | Refrigerate, 4°C 7 Days
Demand
Chemical Oxygen 50 Glass or Polyethylene | Refrigerate, 4°C 7 Days
Demand
Volatile Organics 50 Glass Refrigerate, 4°C 14 Days
(no headspace)
Senuvolatile Orgames 100 Glass Freeze, -18°C 1 Year"
Refrigerate. 4°C 14 Days®
Organotins 100 Glass Freeze, -18°C 1 Year"
Refrigerate, 4°C 14 Days®
Methyl Mercury 100 Teflon™ or Glass Freeze. -18°C 28 Davs
Mercury 50 Polyethylene, Glass Freeze, -18°C 28 Days”
(LDPE) or Teflon™ Refrigerate. 4°C 28 Davs
Metals 50 Polyethylene (LDPE) Freeze, -18°C 2 Years
Refrigerate, 4°C 6 Months
Microbiology 100 HDPE Refrigerate, 4°C 24 Hours
(Autoclaved)
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Continuacién Tabla 3

Bioassay 7 Liters Glass or Polyethylene | Refrigerate 2 Weeks
Protect from light

Notes:

a. Mininmm field sample size for one laboratory analysis. If additional QC analyses are required, the field sample size should

be adjusted accordingly.
Sandier seduments require larger sample sizes than do muddier sediments.
c. Holding time to extraction. After extraction, holding time is 40 days to analysis.

A number of unpublished studies have demeonstrated that freezing sediment samples may extend the holding time for mercury
analysis up to 6 months.
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57 Control de Calidad Q/C

Muestreo

El objetivo de la investigacion de la calidad del agua no es otro que proporcionar
datos para, en primer lugar, valorar si la contaminacion del cuerpo de agua en
estudio supone o puede suponer riesgo para la salud humana o para el
funcionamiento de los ecosistemas y, en segundo lugar, tomar decisiones acerca
de las medidas de recuperacion cuya adopcion se considere necesaria en el
emplazamiento.

Es imprescindible en consecuencia que los resultados de la investigacion sean
fiables ya que, de las decisiones adoptadas en base a ellos pueden derivarse

consecuencias economicas y ambientales de gran trascendencia.

La toma de muestras ambientales para su analisis es una cuestion compleja cuyo
grado de variacion es tan grande como las numerosas sustancias y lugares en los
que se lleva a cabo. La operacién de toma de muestras de agua, sedimentos o
muestras bioldgicas, no solo implica obtener una fraccion representativa del lugar a
analizar, sino que la misma debe ser manipulada de forma que no haya pérdida de

informacion.
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‘ » Falta de conocimiento experto

PLANIFICACION » Calidad de la nvestigaci6n e informacion previa
» Estrategia de muestreo

v » Estrategia de analisis quimico

+» Heterogeneidad del medio
* Método de muestreo

MUESTREQ *» Preparacion de las muestras
+ Contaminacion cruzada
*» Etiquetado de las muestras
» Transporte v almacenamiento de las muestras
* Almacenanmuento de las muestras en el laboratorio

ANALISTS » Pretratamiento de las muestras

* Calibracion
- I

* Procedimiento de extraccion
EVALUACION * Documentacion
* Procedimientos de tratamiento de la informacion
-t

GARANTIA DE CALIDAD

Figura 10. Factores que afectan la calidad de los datos obtenidos en diferentes

fases de investigacion de contaminacion

Fuente: U.S EPA, 2002

Dado que raras veces se conoce el valor real de la concentracion de la sustancia
investigada en la muestra a analizar, todo el procedimiento de muestreo debe de
ser comprobado con el fin de determinar cualquier fuente de error en el mismo.
Pese a que el empleo de métodos estadisticos permite evaluar el grado de error, su

disminucion precisa de medidas especificas de control.

Un programa de control de calidad tiene como objetivo determinar las medidas de
control necesarias para minimizar los errores de los resultados finales.
Para conseguirlo, todos los aspectos del programa de muestreo deben ser

planeados con detalle, siendo necesario documentar todas las etapas del mismo.
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Los registros del proceso de toma de muestras deben establecer claramente los
pasos realizados, quién los realizé y las circunstancias en las que se llevaron a
cabo. De esta forma, la calidad del proceso puede ser evaluada a partir de la

documentacién generada.

Dentro de los objetivos de un programa de Control de Calidad del proceso de

muestreo, se pueden establecer los siguientes elementos:

- Dar cuenta detallada de las razones en las que se basan las decisiones
acerca de la eleccion del numero de puntos, su situacion y el momento y
periodicidad del muestreo.

- Asegurar la integridad de las muestras, o de los analitos, durante el proceso
de muestreo y transporte

- Garantizar la existencia de una documentacion completa de todos los pasos
llevados a cabo. Ello permite comprobar el cumplimiento de los protocolos
establecidos, las posibles desviaciones vy la justificacion de las mismas. Es
importante que los registros de las sucesivas etapas mantengan una

coherencia entre si.

Las principales fuentes de error en el proceso de obtencion de la muestra se

pueden agrupar dentro de cuatro etapas:

a. Proceso de toma de muestra;
b. Transporte;
c. Factor Humano y

d. Documentacion.




INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

a. Proceso de toma de muestra: Abarca todo lo relacionado con el proceso de
obtencion de la muestra en si. Los aspectos mas relevantes a controlar son los

siguientes:

Actividades previas al trabajo de campo, como la comprobacién y calibrado (o

ajuste) de equipos, limpieza y embalaje de los envases, etc.

Origen de la muestra. La determinacion del lugar, periodo de toma, y demas
condiciones de muestreo se realizara de acuerdo con el protocolo establecido, y

basandose en las hipotesis de trabajo del proyecto a realizar.

Metodologia de muestreo. Las técnicas y el equipamiento de toma de muestras
deben ajustarse, tanto a los objetivos del muestreo, como a las caracteristicas del
cuerpo de agua a estudiar. Las desviaciones en este aspecto pueden hacer que la

muestra sea inutil para el fin previsto.

Andlisis realizados en el campo. En el caso de parametros determinados in situ las
condiciones de trabajo hacen que las desviaciones del protocolo puedan originar
amplios errores. En ocasiones resulta imprescindible registrar datos auxiliares como
temperatura, condiciones meteorologicas, etc. de gran importancia en la

interpretacion final de los datos.

Conservacion de la muestra. El lapso de tiempo debido al traslado de la muestra
hasta el laboratorio exige, en numerosas ocasiones, que se garantice la
conservacion de la muestra mediante el establecimiento de un ambiente adecuado

(aditivos quimicos, baja temperatura, oscuridad, etc.).
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b. Transporte: El proceso de traslado de la muestra desde el terreno hasta el
laboratorio de analisis debe garantizar, no solo la integridad de la muestra, sino
también los mecanismos de control. Para ello es preciso elaborar protocolos
acerca de las caracteristicas de los recipientes de transporte, la forma de

identificaciéon de los mismos y las condiciones de transporte.

c. Factor Humano: La falta de preparacion o los descuidos debidos a la
inexperiencia o la desidia pueden dar lugar a una pérdida irreversible de
informacion. Un programa de formacién adecuado, junto al estricto seguimiento

de los protocolos permite paliar estos efectos.

d. Documentacién: Es imprescindible que, en cualquier momento, se pueda
reconstruir la historia de las muestras analizadas. Por ello, los protocolos de
todas las operaciones realizadas deben especificar claramente la informacion
de la misma que debe ser registrada, asi como la forma de hacerlo. De esta
manera, cualquier anomalia podra ser rastreada hasta su origen. Otro aspecto
importante de la documentacion es su papel como garante de la identidad de la
muestra y su conservacion, especialmente en lo referente a la cadena de

custodia.

Existen ciertas precauciones que deben tomarse en cuenta para el proceso de toma
de muestra y que deben ser incluidas en el programa de control de calidad

- El material necesario para la operacion debe ser limpiado y revisado

cuidadosamente antes de la salida. Los equipos empleados para la medida

de parametros en campo deberan de ser previamente revisados en

laboratorio, al igual que los patrones que se emplearan en el calibrado o

ajuste de campo. Merecen especial atencion los recipientes en los que se
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guardara la muestra (agua, sedimentos o biolégicas) recogida cuya limpieza
deber ser verificada.

- La localizacion del punto de muestreo debe ser registrada, tomando
referencias visuales, de forma inequivoca. Debe ser lo suficientemente
detallada como para que sea posible tomar otra muestra en el mismo punto
en caso de que fuera necesario.

- Las muestras (agua, sedimentos o biolégicas) deben ser extraidas de la
forma adecuada, siguiendo rigurosamente el protocolo de muestreo, tanto
en los aspectos referentes a la toma en si, como en lo referente al lavado
del material. Si es factible, el analista debera supervisar el proceso.

- Los criterios de eliminacion de materiales extrafios (ramas, piedras, etc.)
deberan ser claros y decididos con antelacion.

- Cualquier operacion que se realice sobre la muestra debera ser
rigurosamente documentada, siguiendo los protocolos. La realizacion de
analisis in situ también se llevara a cabo siguiendo rigurosamente los
protocolos correspondientes.

- Los recipientes que contienen las muestras deben ser etiquetados con
claridad, de forma indeleble, con el cddigo de identificacion de la muestra, la
fecha y el punto de muestreo. Deben evitarse las notaciones dificiles de
descifrar, o que puedan llevar a confusion.

- Las muestras (agua, sedimentos o biolégicas) no son inertes, por lo que la
demora hasta el momento del analisis debe ser reducida al minimo. Los
analitos mas sensibles deberan ser preservados de acuerdo a los protocolos
de conservacion de muestras.

- Debe comprobarse que todos los materiales utilizados en la toma de

muestras no produciran interferencias en el analisis de la misma. Para ello

es preciso emplear blancos de control.
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- Lainformacion asociada a cada muestra debe ser registrada en el campo.
Con respecto a el transporte

- En las muestras que precisan tratamiento especial (refrigeracién, aditivos,
etc.) se garantizara la continuidad del tratamiento durante todo el periodo
que dura el transporte.

- Los envases con las muestras individuales seran introducidos en recipientes
mayores de forma que se impida cualquier pérdida, contaminacion o
alteracion durante el transporte.

- Los recipientes en los que se lleva a cabo el transporte deben ser
resistentes. Se recomienda que sean de madera o metal. Si van a ser
enviados por via comercial, se tendra en cuenta las posibles limitaciones por
peso, dimensiones y seguridad.

- Dentro del recipiente, las muestras iran empaquetadas con un relleno
aislante que las inmovilice.

- Las muestras mantendran la misma orientacion en la que fueron tomadas.

- Los recipientes en los que se realiza el traslado deberan estar clara y

visiblemente identificados, de forma indeleble.
Laboratorio

El programa de Control de Calidad sin duda debe extenderse a las practicas de
laboratorio para los analisis. Un programa de Control de Calidad en un laboratorio
de analisis quimico ha de detallarse para cada una de las determinaciones que
dicho laboratorio quiera contemplar o definir como sujetas a control de calidad y ha

de incluir todas las acciones referentes a la manipulacion y determinacién de las
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muestras sujetas a analisis, desde su entrada al laboratorio hasta la entrega final de
los resultados, incluyendo una previsién sobre el destino final de las muestras

analizadas asi como de los residuos generados en el proceso analitico.
Los elementos basicos a considerar en el programa de control son los siguientes:

- El desarrollo y la estricta adherencia a los principios de «Buenas Practicas
de Laboratorio»

- El uso congruente y continuado de «Procedimientos Estandar de
Operacion»

- El establecimiento y adherencia a protocolos cuidadosamente disefiados
para determinaciones especificas

- El uso congruente y continuado de personal cualificado

- El uso de un equipamiento fiable y en buen estado de mantenimiento

- El uso de procedimientos de calibracién y estandares adecuados

- La supervision estricta de todas las operaciones por parte de personal
altamente cualificado pero no directamente implicado en las operaciones

que supervisa

La seleccion de los métodos analiticos mas adecuados es uno de los factores méas
importantes que influyen en la calidad de los resultados obtenidos.

Ademas de las obvias limitaciones que pueden surgir por la falta de disponibilidad
del equipamiento adecuado, de la cantidad de muestra disponible, de personal
adecuado, de tiempo y de recursos, existen otros factores que afectan el coste y la
calidad de los resultados. Estos factores, que es necesario contemplar en la etapa

de planificaciéon del control de calidad, se pueden resumir en los siguientes:
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- El nivel de confianza requerido en lo relativo a la identificacién de los
analitos

- El nivel de concentracién de los analitos que se van a determinar

- El grado de confianza que se necesita obtener en el resultado

- El grado necesario de validacion del método que se va a emplear

- El grado de aseguramiento de la calidad del resultado analitico
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6. PROTOCOLOS DE MUESTREO

6.1 Columna de agua

i Consideraciones del muestreo

El disefio para el muestreo de la columna de agua debe considerar no solamente
un muestreo horizontal, sino también un muestreo horizontal y el tiempo requerido
para la toma de la muestra. Esto debido a que la mayoria de los analisis quimicos
se llevan a cabo en muestras discretas que debieran considerar muestras a
distintas profundidades.

Antes de la toma de la muestra se debe verificar:

- La utilizacion de guantes de latex si es necesario

- Los envases de terreno (botellas, frascos de vidrio, etc.) deben ser lavados,
con un cepillo y detergentes libres de fosfato.

- Enjuagar 3 veces cada envase

- Enjuagar con 10 % de &cido clorhidrico ( En caso de que los recipientes a
utilizar sean para analisis de nitrégeno y fosforo)

- Enjuagar 3 veces con agua de ionizada.

ii Toma de muestra

Desde superficie: Para la toma de muestra desde la superficie, suele utilizarse

botellas con tapas roscas. Se deben seguir los siguientes pasos para la toma de la

muestra.
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- Utilizar un marcador indeleble para etiquetar la botella con el nimero de la
estacion, la fecha y la hora de toma de la muestra.

- Destapar la botella inmediatamente antes de la toma de la muestra, evitar
tocar el interior de la botella los bordes de la boca, o la tapa. Si
accidentalmente se llegara a suceder lo senalado, se debe utilizar otro

recipiente.

Toma de muestra por vadeo:

- Se debe procurar de no perturbar los sedimentos, evitando tomar una muestra
de agua que presente altos sedimentos en suspension.

- Mantener la boca de la botella en contra de la corriente o marea (si esta
puede ser detectada).

- Colectar la muestra de agua en contra de la corriente frente a uno. (Figura
11).

- Se puede mantener la botella mediante un extensor para muestrear a una

mayor profundidad.
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Figura 11. Toma de muestra de agua por vadeo.

Fuente: USEPA, 1997

Toma de muestra desde bote:

- Tomar la muestra desde un lado de la embarcacion.

- Sostener la botella desde su base y hundirla (abriéndola hacia abajo), bajo la
superficie del agua.

- Si se utiliza una extensiéon, se debe remover la tapa, poner la botella boca
abajo y sumergirla en el agua, en contra de la corriente.

- Colectar la muestra a una profundidad de 20 a 30 centimetros desde la
superficie.

- Una vez estando la botella en el agua, poner la botella por debajo del agua y
alejado del cuerpo, y en contra de la direccion de la corriente o de la marea.

- Dejar aproximadamente un espacio de alrededor de 2 centimetros en la

botella (exceptuando para analisis de oxigeno disuelto y demanda bioquimica
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de oxigeno), de manera que permita que la botella pueda ser sacudida para
su mezcla antes del andlisis.

- AfAadir los preservantes requeridos para cada analisis. Etiquetar cada botella
con numero de estacién, fecha y hora

- Llenar las fichas de terreno con la informacién de estacion, fecha y hora
correspondiente a la muestra, ademas de los parametros fisicoquimicos
requeridos.

- Si las muestras seran analizadas en laboratorio, éstas deben ser mantenidas

en frio (4°C) para su transporte hasta el laboratorio.

Muestreo en Profundidad: Para realizar mediciones y toma de muestra en
profundidad, existen diversos tipos de muestreadores disefiados para colectar
muestras de agua a profundidades especificas a través de la columna de agua.

Los muestreadores mas comunmente utilizados, corresponden a las botellas Van
Dorn y Niskin. Ambos muestreadores, consisten de un cilindro abierto con tapones
en ambas aberturas. Presenta una linea calibrada donde se sujeta el instrumento

que permite llevarlo a la profundidad deseada para la colecta de la muestra.

- Amarrar la botella a la soga con la que sera descendida (soga con marcas).

- Abrir la botella Van Dorn tirando de los cierres de goma de los extremos. No
tocar las superficies internas de la botella o de los cierres (particularmente si
parte de la muestra va a ser utilizada en bacteriologia).

- Armar el mecanismo de disparo de acuerdo a instrucciones del fabricante.

- Bajar la botella a la profundidad deseada, asegurarse que el extremo de la

soga esté atado al bote.
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- Sila botella no es de cierre “automatico” (por contacto de un disparador con el
fondo), entonces colocar el mensajero en la soga y enviarlo para que suelte el
mecanismo de disparo y la botella se cierre.

- Recuperar la botella.

- Abrir la valvula de drenaje y dejar que fluya algo del agua contenida. De esta
manera se reduce la posibilidad de que muestras anteriores contaminen la
muestra actual.

- Utilizar el agua contenida en la botella para las mediciones de campo y para el
muestreo de parametros fisico-quimicos.

- Para muestreos de parametros fisico-quimicos, tomar una o mas botellas para
almacenamiento de muestras y lavarlas tres veces (si éstas no han sido pre
lavadas) antes de colectar la muestra. Transferir el agua desde la botella Van
Dorn a una botella de muestreo, usando la valvula de drenaje. Procurar no
tocar el extremo de la valvula de drenaje, el interior del tapén de la botella ni el
agua que sale por la valvula.

- Tapar la botella, completar la etiqueta externa, rotular en forma abreviada y
guardar en heladera con ice-pack en cantidad suficiente (relacion volumen de
ice-pack a volumen de muestras 2:1 en verano y 1:1 en invierno). Proceder
con la muestra siguiente.

- La filtracion y/o preservaciéon de las muestras que lo requieran, debe ser

realizada cuando se retorne a la costa.

Cada vez que sea posible, las muestras deben ser colectadas en el medio de la
corriente en lugar de la orilla. Las muestras tomadas en el medio de la corriente
reducen las probabilidades de contaminacion (efectos de orilla, remolinos,

concentraciones debidas al viento en aguas de baja velocidad, etc.). A veces es
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posible llegar al centro de la corriente por vadeo, en otras ocasiones a través de

puentes o bien mediante el uso de botes.

6.2 Sedimentos

Cuando el estudio se centra en los sedimentos mas finos, se debe tener cuidado
durante la salida del muestreador a la superficie en no perder los finos, porque son
esas particulas las mas ricas en trazas de contaminantes.

Muestrear la capa superficial provee informacion de la distribucion horizontal de los
parametros o propiedades de interés por los materiales depositados mas
recientemente. La informacion obtenida a partir de los analisis de sedimentos
superficiales puede utilizarse, por ejemplo, para mapear la distribucion de un
contaminante quimico en sedimentos a través de un area especifica de agua. En
cambio, una columna de sedimentos, incluidos la capa superficial de sedimentos y
los sedimentos de debajo esta capa, se recoge para el estudio de los cambios
histéricos en parametros de interés y para caracterizar la calidad del sedimento en
la profundidad.

Cuando las formas quimicas de los contaminantes y sus asociaciones con las fases
del sedimento son interés de estudio, es necesario asegurar que el estado redox
del sedimento no se vea alterado, porque la oxidacién (o reduccion) provocara
cambios irreversibles. Los sedimentos se oxigenan en contacto con el aire, por lo
que las muestras deben ser tapadas inmediatamente y almacenadas.

La oxidacién se puede minimizar si las muestras se enfrian o congelan.
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Muestreo con Draga:

- Ubicar la estacion de muestreo (latitud y longitud con GPS y su
profundidad).

- Preparar la draga en posicién abierta y amarrada con una soga al bote.
Descender el equipo con cuidado por uno de los costados. De ser
necesario, enviar un mensajero para el cierre de la draga. En
embarcaciones mayores esta parte del protocolo cambia por el uso de
guinches.

- La draga debe ser bajada lentamente hasta entrar en contacto con los
sedimentos

- Recuperar la draga. Si esta llegara abierta a la superficie, descartar la
muestra y tomarla nuevamente.

- Una vez la draga en cubierta, abrir la tapa de muestreo superior y tomar con
la ayuda de una pala o espatula una o mas muestras del sedimento
colectado, preferentemente en la parte central de la muestra (hasta unos 10
cm de profundidad). Extruir por capas de ser necesario y guardar estas
muestras debidamente identificadas. Enfriar o fijar.

- Lavar cuidadosamente la draga con agua a presién y dejarla dispuesta para
la siguiente muestra.

- Detallar caracteristicas de la muestra: presencia de estructuras biolégicas
(conchas, macrdfitas, etc.); presencia de residuos; olor (sulfuros, metano,

etc.); Profundidad de penetracion; color; textura.
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Muestreo por medio de Core:

- Ubicar la estacibn de muestreo (latitud y longitud con GPS y su
profundidad).

- Posicionar el core de manera inclinada en el sedimento

- hundirlo hasta obtener suficiente muestra (10 — 15 cm)

- Extraer el core cuidadosamente, evitando la pérdida de muestra

- Si es posible mantener la muestra en corer hasta llegar al laboratorio, o
vaciar las muestras a recipientes adecuados y manteniendo sus condiciones

por medio de métodos de preservacion.

Existen criterios de aceptabilidad para la toma de muestras de sedimentos, que nos

permiten disminuir la variabilidad y los errores al realizar los analisis.
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Tabla 4. Criterios de aceptabilidad para la toma de muestras de sedimento.

Fuente: EPA, 2001

Muestreo por medio de Draga

La draga no se encuentra sobrecargada, por lo que la superficie de los

sedimentos esta en contacto con la parte superior de la draga.

Se registra agua en la superficie de la muestra, esta debe ser retirada

AN

antes que la muestra de sedimento.

El agua en superficie es relativamente clara, no se observa turbidez

La interface agua — sedimento se encuentra intacta y relativamente plana

La profundidad de muestreo deseada fue alcanzada por la draga

BTN N BN

No existe evidencia de pérdida de sedimentos

Muestreo por medio de corer sampler

El core fue colectado a la profundidad deseada, sin pérdida de

sedimentos

El core no fue insertado en un angulo inadecuado para la recuperacion

de la muestra
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6.3 Organismos bioldgicos

El ambiente a muestrear determinara el tipo de equipo y forma de muestreo mas
adecuados. En general los muestreos 0 mediciones llevados a cabo en playas de
arena o fangos del submareal, requieren de métodos distintos de los aplicados a las
costas rocosas o ambientes del intermareal.

Existen numerosas fuentes de contaminacion potencial para las muestras, las
siguientes son algunas precauciones basicas a tomar en los muestreos destinados

al estudio de la contaminacion:

- Los recipientes y contenedores de muestras, nuevos o usados, deben ser
limpiados cuidadosamente antes de su uso.

- Utilizar sdlo el recipiente recomendado para cada tipo de muestra. Usar
preservativos libres de contaminantes.

- La parte interior de las bolsas o recipientes y sus tapas no deben ser
tocadas.

- Los recipientes deben permanecer tapados hasta su uso.

- Mantener los recipientes y bolsas, con y sin muestras dentro de heladeras.

- La limpieza del vehiculo de transporte es esencial para evitar la
contaminacion. Los derivados de petroleo (bencina, aceites y gases de
combustién) son fuentes primarias de contaminaciéon. Los derrames de
combustible, comunes en las embarcaciones, deben ser cuidadosamente
lavados.

- El humo de cigarrillos y combustion pueden contaminar las muestras con

metales pesados.

En adicion en los muestreos destinados a la descripcidn general de un ambiente:
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- Los equipos de muestreo (dragas o corer por ejemplo) deben ser limpiados
cuidadosamente entre muestras; esta limpieza debe ser extendida a los
equipos de tamizado.

- Si para contener las muestras se usan recipientes usados, éstos deben

asimismo estar bien limpios.

Para evitar el deterioro de las muestras se debe tener en cuenta que:

- No se debe permitir que las muestras se calienten, ellas deben almacenarse
en contenedores que permitan enfriarlas a unos 4° C; el uso de cooler son
apropiados para tal fin, acondicionados con “ice packs” en cantidad
suficiente.

- Algunas muestras deben ser congeladas hasta su analisis en el laboratorio,
para lo cual deben ser trasladadas con hielo seco (o con “ice packs”
especiales de —21°C).

- Por otra parte, no se debe permitir que las muestras se congelen a no ser
que esto sea parte del protocolo de conservacion.

- Las muestras deben ser enviadas al laboratorio sin demora, de manera que

éstas lleguen preferiblemente dentro de las 24 horas de obtenidas.

Muestreo del intermareal rocoso: Los ambientes del intermareal son relativamente
faciles de muestrear, ya que los equipos utilizados son simples (ej. Cuadrados de
muestreo), y no se requiere el uso de buzos o botes.

En el muestreo de ambientes intermareales resulta imprescindible el conocimiento
previo del régimen de mareas del lugar y de la hora de ocurrencia, para el dia (o
dias) de muestreo, de la marea baja o de la alta.

Para el muestreo se contemplan los siguientes pasos.
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- Determinar la hora a la cual la marea esta alta o baja (a partir de Tabla de
marea Oficial, Servicio Hidrografico y Oceanografico de la Armada de Chile).
Comenzar las actividades preparatorias del muestreo (en el sitio de trabajo)
una o dos horas antes de esta hora.

- Marcar los niveles o estaciones de muestreo (utilizar marcas que puedan
removerse) y establecer la distancia vertical existente entre cada uno de
ellos y/o entre éstos y el nivel de la marea baja del dia.

- En cada nivel tomar las muestras de bivalvos al azar de similar tamafio con
ayuda de una espatula (metalica o plastica, dependera del analisis a
realizar) en un area de 10x10

- Asegurar un tamano de cuadrado de muestreo representativo y un numero
suficiente de réplicas.

- Llevar a cabo las mediciones de campo del agua a nivel de la marea baja, o
en cada una de las estaciones de muestreo cuando el agua las cubra y/o si
el muestreo las incluye.

- Almacenar las muestras en bolsas plasticas, cuidadosamente etiquetadas y

mantenidas a 4°C.
Muestreo del intermareal de fondos blandos:

- Determinar la hora a la cual la marea esta alta o baja (a partir de Tabla de
mareas), elegir preferentemente la marea alta.

- Marcar los niveles o estaciones de muestreo (estacas), a medida que estos
vayan descubriendo y establecer la distancia vertical existente entre cada

uno de ellos y/o entre ellos y el nivel de la marea baja del dia.
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- En cada nivel tomar las muestras de acuerdo a los protocolos respectivos
(para meiobentos, macrozoobentos, etc.). Asegurar un tamafo de cuadrado
de muestreo representativo y un numero suficiente de réplicas.

- En cada estacion tomar muestras del sedimento con un muestreador de
tubo tipo core.

- Vaciar el contenido de la muestra en un tamiz de la malla adecuada y
tamizar (bajo agua) para separar los organismos del sedimento. Guardarlos
en recipientes (fijar si fuera necesario) y etiquetar.

- Para el caso de poliquetos, las muestras deben ser cernidas en tamices de
500 u para el analisis de la fauna y la identificacién de especie una vez en

laboratorio.

Muestreo de aguas someras (buceo):

- Anclar el bote, ubicar la estacién de muestreo (con GPS) y tomar la
profundidad. Anotar estos valores en la libreta de campo.

- Tomar mediciones de campo con una sonda multiparametro en la capa de
agua adyacente al fondo. En caso de que el cable de la sonda no alcance el
fondo, tomar una muestra con una botella Van Dorn para llevar a cabo las
mediciones de campo en la cubierta del. Anotar las lecturas
correspondientes.

- Tomar las muestras de organismos bentdnicos con un cuadrado de
muestreo

- Con un muestreador de tubo tomar una muestra de sedimento o

alternativamente una muestra representativa de roca para su identificacion.
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- Para el caso de poliquetos, las muestras deben ser cernidas en tamices de
500 u para el analisis de la fauna y la identificacién de especie una vez en

laboratorio.
Muestreo en aguas profundas:

- Llevar a cabo el muestreo del agua préxima al fondo con una botella Van
Dorn o equivalente. Tomar la ubicacion de la estacion con GPS y determinar
su profundidad (anotar hora)

- Tomar una o mas muestras con draga (para muestreos cuantitativos).
Anotar la ubicacién, profundidad y hora de cada lance de draga.

- Una vez la draga en cubierta, abrir la tapa de muestreo superior y tomar con
la ayuda de un muestreador de tubo o pala una o mas muestras del
sedimento colectado, preferentemente en la parte central de la muestra
(hasta unos 10 cm de profundidad).

- Guardar estas muestras debidamente identificadas.

- Vaciar el restante contenido de la draga en un cajon plastico y proceder a
tamizar la muestra. Lavar la draga cuidadosamente.

- En forma complementaria o alternativa llevar a cabo uno o mas lances con
otros equipos de tipo cualitativo (si se requiere). Anotar la ubicacion (GPS)
del inicio y del final de cada lance de rastra, su profundidad y hora.
Estandarizar el tiempo de los lances.

- Una vez recuperada la rastra, vaciar su contenido en uno o0 mas cajones o
bandejas grandes. Elaborar la muestra. Lavar la rastra cuidadosamente.

- Para el caso de poliquetos, las muestras deben ser cernidas en tamices de

500 u para el analisis de la fauna y la identificacién de especie una vez en

laboratorio.
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Conservacion de bivalvos vivos:

Transporte inferior a las 24 horas

- Colectar, con los métodos mas adecuados, la cantidad de ejemplares que
aseguren un tamafo de muestra (compuesta o individual) adecuado para el

analisis a encarar.

- Para analisis generales: Transportar a los animales en una heladera (con
camara humeda e ice-packs), dentro de recipientes plasticos con tapa y
etiqueta de identificacion interna.

- Para analisis de metales: Transportar a los animales en una heladera (con
camara humeda vy grillas plasticas), dentro de recipientes plasticos con tapa
y etiqueta de identificacion interna. Envolver los ice-packs dentro de una
bolsa tipo zip-lock.

- Para analisis de sustancias organicas traza: Transportar a los animales en

una heladera (con camara humeda y grillas metalicas), dentro de recipientes
de metal, porcelana o esmaltados, tapados con film aluminio grueso
perforado y etiqueta de identificacion interna. Alternativamente envolver a
los animales con film de aluminio con perforaciones (doble de ser

necesario). Envolver los ice-packs dentro de film de aluminio (doble).

Los macroinvertebrados mas delicados (bivalvos submareales, langostinos,
centollas, etc.), mueren rapidamente una vez que han sido extraidos del agua. Para
su transporte es suficiente con una heladera de convencional con ice-packs de

enfriamiento, siempre y cuando el transporte sea inferior a las 24 horas.
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Transportes de hasta unas 24 horas

- Colectar, con los métodos mas adecuados, la cantidad de ejemplares que
aseguren un tamafio de muestra (compuesta o individual) adecuado para el
analisis a encarar.

- Para analisis generales: Transportar a los animales en heladera de telgopor,
dentro de recipientes plasticos con tapa hermética y etiqueta de
identificacion interna. Enfriar con ice-packs.

- Para analisis de metales: Transportar a los animales en heladera, dentro de
recipientes plasticos o de vidrio, con tapa hermética, o en bolsas tipo
ziplock. Colocar etiqueta de identificacion interna. Enfriar con ice-packs
envueltos en bolsas limpias tipo zip-lock.

- Para analisis de sustancias organicas traza: Transportar a los animales en

heladera, dentro de recipientes de metal, vidrio (con contratapa de film de
aluminio) o porcelana, tapados con film aluminio grueso y etiqueta de
identificacion interna. Alternativamente envolver a los animales con film de

aluminio (doble). Envolver los ice-packs dentro de film de aluminio (doble).

Si los muestreos son llevados a cabo con una embarcacion que no vuelve a puerto
en menos de 24 horas, entonces es deseado congelar las muestras en las
instalaciones que disponga la embarcacion, evitando toda posible contaminacion.
Se sugiere guardar las muestras dentro de los recipientes adecuados hasta su
congelacion, luego guardarlas dentro de heladeras bien selladas.

Para transportes de mas de 24 horas se sugiere congelar las muestras con hielo

seco o equivalente.
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Transportes de mas de 24 horas

- Colectar, con los métodos mas adecuados, la cantidad de ejemplares que
aseguren un tamafio de muestra (compuesta o individual) adecuado para el
analisis a encarar.

- Para analisis generales: Transportar a los animales en heladera, dentro de
recipientes plasticos con tapa hermética o en bolsas tipo ziplock. Colocar
etiqueta de identificacion interna. Enfriar con ice-packs de congelaciéon o
hielo seco.

- Para analisis de metales: Transportar a los animales en heladera, dentro de
recipientes plasticos con tapa hermética o en bolsas tipo ziplock. Colocar
etiqueta de identificacion interna. Enfriar con hielo seco o ice-packs de
congelacion envueltos en bolsas limpias tipo zip-lock.

- Para analisis de sustancias organicas traza: Transportar a los animales en

heladera, dentro de recipientes de metal, vidrio (con contratapa de film de
aluminio) o porcelana, tapados con film aluminio grueso y etiqueta de
identificacion interna. Alternativamente envolver a los animales con film de
aluminio (doble). Enfriar con hielo seco o ice-packs de congelacion

envuelto/s dentro de film de aluminio (doble)

Recomendaciones

-  Los animales adheridos a cafios metalicos, cascos de barcos, u otras
superficies que sean potenciales causas de contaminacién, no deben ser
incluidos en las muestras.

- Uniformizar el tamano de los ejemplares recolectados: por ejemplo en

bivalvos se acostumbra colectar animales de unos 4 a 5 cm de largo (borde
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anterior-borde posterior) (Figura 12 a), en langostinos de 8 a 10 cm de largo
(rostro-telson) (Figura 12 b), en cangrejos de 2 a 4 cm de largo de

caparazén.

- En los muestreos de cangrejos es suficiente conservar una de las quelas en
lugar de todo el animal. Este procedimiento disminuye las probabilidades de

contaminacion de la muestra.
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Figura 12. a. Medida de tamario en bivalvos; b. Medida de tamafo en crustaceos.
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7. PROTOCOLOS DE ANALISIS

7.1 COLUMNA DE AGUA

a. TEMPERATURA - 2550 B (STANDARD METHODS FIELD MEASUREMENTS)

Las lecturas de temperatura son usadas en operaciones generales de laboratorio.
En estudios limnoldgicos, a menudo se requiere el conocimiento de este parametro
como una funcion de la profundidad. Ademas, las temperaturas elevadas que
resultan de descargas de agua caliente pueden tener un impacto ecoldgico
significativo. Normalmente, las medidas pueden hacerse con un termémetro Celsius
(centigrado) con columna de mercurio, el cual minimo debe tener escala marcada
cada 0.1°C. Para prevenir rupturas en labores de campo, se recomienda un
termometro con cazoleta protectora. En la actualidad se emplean muchos
medidores electrénicos provistos con sondas, los cuales poseen termocuplas o

termistores en su interior.

Alcance y aplicacién

Este método es aplicable a todo tipo de aguas naturales, efluentes industriales y
domésticos. Su precision viene dada por el equipo utilizado para la determinacion;
existen termémetros de mercurio que permiten mediciones con +/- 0.1°C, y equipos
electrénicos con sensores (termo-resistencias y termocuplas), que permiten

precision de +/-0.01°C.
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Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

La medicién de temperatura en muestras ambientales debe ser una labor realizada
in situ, y no aplica por ello los procedimientos de almacenamiento y preservacion. El
mejor método para la lectura de este parametro es introducir directamente los

equipos de medicion (termémetro o sonda) en el cuerpo de agua.

Materiales y equipos

- Termdémetro de mercurio
- Termodmetro invertido

- Sonda con sensor de temperatura

Procedimiento

Las muestras en campo deben medirse directamente en la columna de agua
introduciendo la sonda y procurando mantenerla siempre a la misma profundidad
(25 cm por debajo de la superficie). Para tomar la temperatura en el fondo de la
columna de agua es conveniente el uso de botellas que posean termémetros
invertidos, o el uso de sondas que puedan bajar hasta el lugar donde se necesita
leer. Si no se dispone de estos materiales, se toma la muestra con una de las
botellas de muestreo (Nansen o Niskin) y se transfiere la mayor cantidad de agua a
un recipiente grande (balde, con el fin de minimizar los errores por la transferencia
de calor con el ambiente), y se introduce la sonda o termémetro, se mantiene una
agitacion constante con movimientos circulares y se registra el valor de

temperatura; esta operacion debe hacerse o mas rapido posible.
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i.Calibracion o Contrastacion

Con miras a los procesos de validacion y certificacion de los laboratorios
ambientales, los termdmetros y sensores de temperatura deben calibrarse al menos
una vez al afo por una institucién competente, o contra termémetros certificados,

siguiendo el protocolo para cada equipo y/o fabricante.
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b. SALINIDAD — 2520 B (SALINITY - STANDARD METHODS)

El conocimiento de la salinidad es fundamental en estudios oceanograficos, pues es
necesario para la determinaciéon de corrientes y la identificacion de masas de
aguas. En estudios ambientales es un factor importante porque puede significar la
presencia o no de organismos y peces.

Martin Knudsen, en 1901, la definid6 como el niumero total de gramos de material
sélido disuelto en un kilo de agua de mar. Cuando el carbonato ha sido convertido
en oxido, el bromo y el yodo han sido reemplazados por cloro y toda la materia
organica ha sido completamente oxidada, después de secar la muestra a una
temperatura de 480°C (Margalef, 1982).

La salinidad se puede calcular a partir de la conductividad, el resultado es
numéricamente menor que el residuo filtrable y se reporta usualmente como
gramos por Kg o partes por mil (psu 6 %o). La mayor parte de las sales disueltas en
el agua de mar estan en forma de halogenuros, que, a excepcion del fluor, se
determinan globalmente por argentimetria. La salinidad se puede determinar a partir
de la conductividad eléctrica, gravedad especifica o con equipos tales como el
salinébmetro de induccién o el refractémetro; de todos, el menos preciso es este
ultimo.

Actualmente en la mayoria de laboratorios se mide por medio de la conductividad,
la cual se define como la capacidad que tiene una sustancia de transportar
electrones (conducir electricidad); en el agua, esta capacidad se ve influenciada por
la cantidad de sales disueltas y la temperatura. Esto significa que a mayor
contenido de sales, mayor conductividad; de esta forma, se puede emplear esta

propiedad para medir el contenido de sales en una muestra de agua.
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Hoy en dia existen equipos que miden la conductividad y la temperatura de una
muestra de agua, y calculan la salinidad a través de programas electronicos
internos. Si no se dispone de un equipo de estos, también se puede determinar con
un conductimetro, un termémetro y haciendo uso del algoritmo reportado en
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, 20". La
ecuacion para la conductividad relativa a la temperatura t (Rt) puede ser tomada de
«Specific Conductance: Theoretical considerations and application to analytical
quality control» por R.L. Miller, W.L. Bradford, y N.E. Peters.

En los salindmetros de inducciéon se genera un campo eléctrico que induce una
corriente eléctrica a través de una bobina por la que circula el fluido; esta corriente
generada es proporcional a la salinidad de la muestra, De esta manera se emplea

dicha propiedad para medir la concentracion de sales disueltas en un liquido.

Alcance y aplicacion

El método conductimétrico es aplicable a todo tipo de aguas naturales,
especialmente de mar. También es aplicable a efluentes industriales y domésticos.
Su precisién viene dada por el equipo utilizado para la determinacion, generalmente
salindmetros - conductimetros, que permiten mediciones con +/- 0.1%.. Existen
equipos como los salindmetros de inducciéon que tienen una precision de +/-
0.0003°00.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

De la botella Nansen o Niskin la muestra se pasa a una botella de polietileno de 500
ml previamente purgada y se tapa para prevenir la evaporacién. La lectura se
realiza una vez llegado al laboratorio, si no es posible en el mismo dia, la muestra

debe refrigerarse a 4 °C sin sobrepasar los siete dias de almacenamiento.
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Materiales y equipos
- Salindmetro —conductimetro o salindmetro de induccién

- Beakers

Reactivos
- Agua estandar de mar de 35 %o

- Soluciones de KCI

Procedimiento
- Las muestras en campo pueden medirse directamente introduciendo la sonda
en la columna de agua y procurando sumergirla siempre a la misma
profundidad (25 cm por debajo de la superficie).
- Para muestras extraidas del fondo de la columna, se transfiere de la botella de
muestreo a una botella de polietileno; en el momento de realizar la lectura se
introduce la sonda en la botella, se mantiene una agitacién constante con

movimientos circulares y se registra el valor de la salinidad y la conductividad.

i.Calibracién o Ajuste

La calibracién o ajuste, se efectua a partir de agua de mar estandar de 35 partes
por mil de salinidad, si el equipo es conductimetro — salinbmetro; para la calibracion
se pueden emplear estandares de conductividad comerciales o soluciones de KCI

de concentracion conocida, siguiendo las indicaciones del manual del equipo.
ii. Calculos

El salindmetro da directamente la medida de la salinidad en psu; en el caso de no

contar con este equipo y disponer sélo de un conductimetro se recurre al algoritmo

reportado en Standard Methods, Ed. 1998:
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Salinidad=0.008-0.1692*Rt0.5+25.3851*Rt+14.0941*Rt1.5-
7.0261*Rt2+2.7081*Rt2.5+ (T-15) *(0.0005-0.0056*Rt0.5-0.0066*Rt-
0.0375*Rt1.5+0.0636*Rt2-0.0144*Rt2.5)/(1+0.0162*(T-15))

Rt = Co/42914/ (0.6766097+0.0200564*T+0.0001104259*T2-
0.00000069698*T3+0.0000000010031*T4)

Co= Ce*(1+0.0184%(T-25))

Rt = Conductividad relativa a la temperatura de la muestra
Ce = Conductividad especifica a 25 °C

Co = Conductividad a la temperatura de la muestra
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c. SOLIDOS SUSPENDIDOS - 2540 D (TOTAL SUSPENDED SOLIDS
DRIED AT 103 — 105° C - STANDARD METHODS)

El término “sélidos” se refiere a la materia sélida suspendida o disuelta en el agua o
en sus desechos. Los soélidos pueden afectar adversamente la calidad de las aguas
en varias formas: aguas con alto contenido de sélidos son menos agradables para
el gusto humano y pueden inducir a una reaccion fisiologica desfavorable en el
consumidor.

Aguas altamente mineralizadas también son poco aptas para muchas aplicaciones
industriales, por estas razones un limite de 500 mg/l de sdlidos es deseable para
aguas potables. Las aguas altamente mineralizadas son inutiles para muchas
aplicaciones industriales; y las que poseen altos contenidos de sélidos disueltos
pueden ser estéticamente insatisfactorias para propdsitos como el bafio (APHA,
1998).

Los solidos totales son el material residual resultante en un recipiente luego de la
evaporacion de una muestra y su subsecuente secamiento en un horno a
temperatura definida y constante; es decir, representan la suma de los sélidos
disueltos o no retenidos a través de un filtro y los sélidos no disueltos o retenibles
por filtracion. Por tal razon, los diferentes tipos de soélidos son definidos
arbitrariamente por el técnico al momento del analisis, segun el método usado para
su determinacion.

Los resultados para solidos totales, volatiles y fijos estan sujetos a errores
considerables, por pérdida de compuestos volatiles durante la evaporacion de CO,
y minerales volatiles durante la calcinacion.

Los resultados de muestras que contengan aceites o grasas pueden ser de valores

cuestionables por la dificultad en el secado a peso constante en un tiempo
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razonable. En aguas altamente mineralizadas con significantes contenidos de
calcio, magnesio, cloruros y/o sulfatos pueden ser higroscopicos y requerir
prolongados tiempos de secado; con la desventaja de ganar rapidamente peso
durante la operacion de pesado.

El analista debe seleccionar la temperatura que mejor se ajuste a la muestra. En
cualquier caso debera informarse la temperatura de secado. Los envases plasticos
son satisfactorios para la preservacién de las muestras, las cuales deberan ser
analizadas rapidamente para minimizar la posibilidad de cambios fisicos o quimicos
durante el almacenaje. Deben excluirse particulas no representativas tales como

restos de madera, organismos o materiales fecales presentes en la muestra.

Alcance y aplicacion

Los métodos que se describen a continuacién son aplicables a todo tipo de aguas
naturales, efluentes industriales y domésticos; con los inconvenientes expuestos
anteriormente. La precisién de los mismos esta relacionada con el proceso de
pesaje, por lo tanto, es aconsejable utilizar una balanza analitica (Figura 13) que de
+/- 0.0001 g de precision, aunque en el mercado ya es facil conseguirlas de +/-
0.00001 g.
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Figura 13. Balanza analitica empleada para la determinacién de sélidos en

muestras de agua.

Solidos totales a 103 — 105°C

Una muestra bien mezclada se evapora en una capsula secada a peso constante
en una estufa a 103 - 105 °C; el incremento de peso de la capsula vacia representa
el residuo total. Aunque en muestras de aguas residuales los resultados pueden no
representar el peso real de sodlidos disueltos y suspendidos, esta es una

determinacion util en plantas de control.
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Precisién del método

Analisis por duplicado de 41 muestras de agua y aguas de desecho fueron hechas
encontrandose una desviaciones estandar de las diferencias de 6.0 mg/l (APHA,
1998).

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

De la botella Nansen o Niskin se llena un frasco de vidrio o polietileno con la
muestra; de este mismo se puede extraer sub-muestras para la determinaciéon de
todos los sélidos (totales, suspendidos y volatiles); la cantidad recolectada debe ser
la suficiente para permitir tal fin. Hay que tener precaucion en el muestreo de aguas
con alto contenido de solidos sedimentables; la forma alargada de las botellas
muestreadoras y un flujo muy lento para extraer la muestra por la llave, facilitan la
sedimentacion de los sdlidos provocando diferencia en este parametro entre las
primeras y las ultimas botellas receptoras que se llenan.

La muestra debe transportarse refrigerada al laboratorio a 4°C. Si el analisis no se
puede realizar de inmediato se debe almacenar refrigerada por un periodo no
superior a siete dias. Antes de realizar el analisis se debe homogenizar la muestra

agitandola fuertemente.

Materiales y equipos

- Capsulas de porcelana de 100 ml
- Mufla con rango de temperatura (T°ambiente — 1100°C)
- Horno con rango de temperatura (T°ambiente -250 +/- 5 °C)

- Estufa de secado
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- Desecador
- Balanza analitica (+/- 0.0001g)

Procedimiento

- Colocar una capsula de porcelana limpia en una mufla a ignicién a 550 °C por
una hora. Enfriar, desecar, pesar y guardar la capsula en un desecador hasta
ser utilizada.

- Transferir un volumen conocido de la muestra a la capsula (50 ml) y evaporar
a sequedad en un horno de secado a una temperatura de 98°C para evitar
ebullicion y salpicaduras; elegir un volumen de muestra que produzca un
residuo minimo de 25 a 250 mg. Este volumen puede estimarse a partir de la
conductividad; si es necesario, se pueden adicionar cantidades sucesivas de
muestras a la misma capsula.

- Mantener durante una hora a 103 - 105 °C una vez evaporada

- Enfriar el recipiente en un desecador y posteriormente pesar.

- Repetir el ciclo de secado a 103 - 105 °C, enfriando, desecando y pesando
hasta obtener un peso constante o hasta que la pérdida de peso sea menor

que el 4% del peso previo.

i.Calculos

Los sélidos totales se calculan como:

s6lidos (g /|):((A— B)xloooj

ml (muestra)
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A = Peso capsula mas la muestra (g)

B = Peso capsula (g)

ii. Recomendaciones

Se deben excluir particulas grandes flotantes o aglomeradas sumergidas de

materiales no heterogéneos en la muestra, y dispersar la grasa o el aceite flotante

visible con un agitador antes de retirar una porcién de muestra para el analisis.
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50 ml de agua
Preparar crisol Evaporar en
e porce|-::nc1 hormo a 98°C

Secar por O1

oraa 103-

1050C
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sPeso

constante?

Caleulos

Figura 14. Diagrama de flujo para el andlisis de solidos totales.

Fuente: INVEMAR, 2003
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Sdlidos totales en suspension (seco a 103 — 105 °C)

Los sdlidos totales en suspensién son el material retenido sobre un filtro estandar
después de la filtracion de una muestra bien mezclada de agua. Estos sélidos son
secados a 103 - 105 °C. Si el material suspendido se atasca en el filtro prolongando
el tiempo de filtracion, puede ser necesario incrementar el diametro de los filtros o
decrecer el volumen de muestra. Para obtener un estimativo de los sdlidos en
suspension se puede calcular la diferencia entre los sélidos totales y los filtrables

(disueltos) totales.

Precisién del método

En estudios hechos sobre dos analistas en cuatro sets de 10 determinaciones cada
uno, la desviacion estandar fue 5.2 mg/l (coeficiente de variacion 33%) a 15 mgl/l,
24 mg/l (10%) a 242 mg/l, y 13 mg/l (0.76%) a 1707 mg/l. Asi mismo, se hicieron
analisis por duplicado de 50 muestras de agua y aguas de desecho, encontrandose

una desviacion estandar de las diferencias de 2.8 mg/l. (APHA, 1998).

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Ver numeral 4.5 -4.6

Materiales y equipos
- Filtro (Millipore) o de fibra de vidrio
- Equipo de filtracién
- Horno con rango de temperatura (T° ambiente - 250 +/- 5 °C)
- Estufa de secado

- Desecador
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- Balanza analitica (+/- 0.0001g)

Reactivos

- Caolin

- Agua des-ionizada

Procedimiento

i.Preparacion del filtro
- Colocar el filtro en un equipo de filtracién y aplicar vacio
- Lavar con 3 porciones sucesivas de 20 ml de agua desionizada
- Secar durante una hora a 103 - 105 °C hasta obtener peso constante
- Colocar en desecador durante 30 minutos

- Pesar el filtro antes de usarlo

i. Tratamiento de la muestra

- Colocar el filtro en el equipo de filtracién y pasar un volumen conocido (ml) de
muestra, aplicando vacio

- Enjuagar el embudo y el filtro con agua desionizada

- Remover y secar el filtro en un horno a 103 -105 °C

- Llevarlo al desecador durante 30 minutos y pesar hasta alcanzar peso

constante

Nota: Para muestras con altos contenidos de sales disueltas es necesario enjuagar

el filtro con agua desionizada para evitar problemas durante la pesada.
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iii. Calibracion o Validacién

Este método es necesario validarlo con miras a la acreditacion de los laboratorios,
para tal fin se evaliua el porcentaje de recuperacion a partir de muestras con
concentracion conocida de caolin.

iv. Célculos

El contenido de solidos suspendidos totales se calcula como:

(A-B)x10°
ml (muestra)

SST (mg/1)=

A = Peso filtro + residuo (g)

B = Peso filtro (g
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Muestra de agua
{aprox. 500ml)
Preparacion del | | Equipe de fillracién
filtro - al vacio

v

Filtrar - enjuagar filro
con agua destilada

Secar por 1 hora
a 103-105°C [*

sPeso
constante?

Cdlculos

Figura 15. Diagrama de flujo, pasos para llevar a cabo el analisis de sélidos

suspendidos totales.

Fuente: INVEMAR, 2003
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Sdlidos fijos y volétiles totales a 550°C

Los componentes fijos y volatiles de los sélidos totales pueden ser determinados
por ignicion de la muestra a 550 +/- 25 °C. Esta determinacion ofrece una
aproximacioén de la cantidad de materia organica presente en la fraccion sélida del

desecho.

Precision del método

Los errores negativos pueden ser producidos por pérdida de materia volatil durante
el secado. En estudios realizados por tres laboratorios sobre cuatro muestras y 10
replicas, la desviacion estandar fue de 11 mg/l a 170 mg/l de sdlidos volatiles

totales.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Ver numeral 4.5 -4.6

Materiales y equipos

- Mufla con rango de temperatura (T° ambiente —1100 °C)

- Horno con rango de temperatura (T° ambiente —250 +/- 5 °C)
- Balanza analitica (+/- 0.0001 g)

- Equipo de filtracién

- Capsulas de porcelana de 100 ml

- Desecador
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Procedimiento

- Evaporar a 103 - 105 °C en una capsula de porcelana un volumen conocido
de muestra homogeneizada (50 ml)

- Someter a ignicién el residuo obtenido hasta obtener peso constante en una
mufla a 550 °C entre 15 y 20 minutos

- Dejar enfriar la capsula parcialmente en el aire hasta que la mayor parte del
calor se haya disipado y transfiérala al desecador para enfriamiento total

- Una vez enfriada, pesar. Reportar como solidos volatiles el peso perdido, y

como residuo fijo total el material presente en la capsula

i.Célculos

Los solidos volatiles se calculan como:

6
Solidos Volatiles (mg /1) = (%]

6
Sélidos Fijos (mg /1)= [%j

A = Peso de la capsula mas residuo antes de ignicion (g)
B = Peso de la capsula mas residuo después de ignicion (g)

C = Peso de la capsula vacia (g)
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50 ml de agua

Y

Preparar cépsulal . FSacar a 103-105°C
de porcelana

|

Calcinar a 550°C
por 15 =20 min.

Enfriar en
desecador

Pasar

Calculos

Figura 16. Diagrama de flujo para la realizacion del analisis de sélidos fijos y

volatiles.

Fuente: INVEMAR, 2003
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d. METALES (3020 A; 3112 B — STANDARD METHOD)

De acuerdo con su concentracion, los efectos de los metales en aguas naturales y
residuales varian desde beneficiosos hasta peligrosamente toxicos. Algunos
metales son esenciales, otros afectan adversamente a los consumidores del agua,
a los sistemas de tratamiento y a las aguas receptoras. En el ambiente acuatico, los
metales se encuentran ya sea en forma de especies solubles (iones hidratados o
complejos metalicos con ligandos organicos) o en forma de material particulado
insoluble (material coloidal o complejos metalicos absorbidos por material en
suspension). En estas condiciones, es obvio que su estado quimico tenga una
marcada influencia sobre el procedimiento analitico. Pueden determinarse
adecuadamente por métodos instrumentales o colorimétricos. Existe una mayor
aceptacién por los métodos instrumentales debido a que son rapidos y los efectos
matrices a menudo son controlables sin muchos procesos de separacion. Para
cualquier método que se aplique, se recomienda el pre-tratamiento especifico de
las muestras, de acuerdo con los resultados que se quiera alcanzar a través de la
determinacion. Las extracciones con metil isobutil cetona (MIBK) y ditiocarbamato
de pirrolidin amonio (APDC) son particularmente usadas cuando hay interferencias
de una matriz salina, por ejemplo, en el agua de mar. Este procedimiento también
concentra la muestra hasta los limites de deteccién que son requeridos (APHA,
1998). En la cuantificacién final de cada metal se emplean dos técnicas analiticas:
la espectrofotometria de absorcion y la de emision atomica.

La espectrofotometria de absorcion atémica por llama, cuyo principio es el paso de
un haz de luz a través de una llama a un monocromador y a un detector que mide la

cantidad de luz absorbida por el elemento atomizado en la llama. Debido a que
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cada metal tiene su longitud de onda caracteristica a la cual absorbe, se usan
lamparas compuestas del elemento que se esta midiendo; esto hace el método
relativamente libre de interferencias espectrales. La cantidad de energia absorbida
en la llama es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra sobre un
limitado rango de concentracion.

En la espectroscopia de emisién atémica inductivamente acoplada — ICPS, la
muestra es atomizada dentro de una antorcha de argén, que con ayuda de un
campo magnético, induce a la absorcion y posterior emisién de energia por los
metales en estado idnico. La radiacién es analizada con un sistema O6ptico y
fotodiodos. La intensidad de la energia emitida es proporcional a la cantidad de
metal en la muestra, ademas, esta técnica permite la determinaciéon simultanea de
varios elementos ya que se establecen las diferentes longitudes de ondas de

lectura para los distintos metales presentes.

Se propone la utilizacion del Método 3020 A, ACID DIGESTION OS AQUEOUS
SAMPLES AND EXTRACTS FOR TOTAL METALS FOR ANALYSIS BY GFAA
SPECTROSCOPY (en muestras filtradas), para Cadmio y Plomo.

Para la determinacién de mercurio se propone la metodologia por espectroscopia

de absorcion atémica con vapor frio 3112 B.

METODO 3020 A

Alcance y aplicacién

Este método permite la extraccion de cobre, cadmio, hierro, zinc, plomo,

manganeso, plata y cromo +6. Es aplicable a todo tipo de aguas, en especial las
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marinas, y permite detectar en el extracto concentraciones del orden de 10 ® a 107

g/l del metal en cuestion.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Antes de colectar una muestra, debe conocerse la fraccion de metal a analizar,
pues de ello depende el tratamiento que se le da a la muestra. Durante el muestreo
puede haber contaminacién por el instrumental utilizado, presencia de residuos de
muestreos previos en los recipientes de muestreo y/o pérdida de metales por
absorcion y/o precipitacion por falta de acidificacion de las muestras en el momento
oportuno. Los mejores contenedores son recipientes hechos de cuarzo; pero debido
a su alto costo, se recomienda el uso de recipientes de polietileno con tapas del
mismo material. Debe evitarse el uso de vidrieria comun y corriente para muestras
que contienen metales en el rango de pg/l. Inmediatamente colectadas, las
muestras deben acidificarse con acido nitrico concentrado a pH 2 (usualmente 1.5
ml de acido nitrico concentrado por litro de muestra son suficientes) para
preservacion a corto plazo. Para muestras con alta capacidad amortiguadora,
debera aumentarse la cantidad de acido (pueden ser necesarios hasta 5 ml para
muestras muy alcalinas). Utilizar acido de alta pureza disponible en el mercado.
Después de acidificar las muestras, deben almacenarse en un refrigerador a
aproximadamente 4 °C para evitar cambios de volumen debido a la evaporacion.
Bajo estas condiciones, muestras con concentraciones de varios miligramos son
estables durante 6 meses (excepto el mercurio, cuyo limite es 38 dias en vidrio y 14
en plastico).

Las muestras que contienen particulas o material organico requieren un tratamiento

antes del analisis. El analisis de metales totales incluye todos los metales tanto
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inorganicos como organicamente unidos y tanto disueltos como particulados. En

caso de hacer esta determinacion, debe digerirse la muestra sin previa filtracion.

Materiales y equipos

- Espectrofotémetro de absorcion atdomica o espectrémetro de emisién atémica
con plasma acoplado inductivamente ICPS

- pH-metro

- Des-ionizador de agua

- Embudos de separacién de 500 y 2000 ml

- Beakers de 50, 100 y 250 ml

- Erlenmeyers de 125 ml

- Pipetasde 2,5, 10y 20 ml

- Balones aforados de 100 ml

- Balanza analitica

- Agitador magnético

- Botellas colectoras plasticas (Niskin, Nansen)

- Botellas plasticas de policarbonato, polipropileno o polietileno

Reactivos
- Agua libre de metales: Preparar des-ionizando el agua o dependiendo de la

concentraciéon de metal en la muestra, por destilacion y/o bidestilacion.

Debe chequearse para verificar la ausencia del elemento de interés en esta agua.
- Acido nitrico 4N: Diluir 251 ml de &acido nitrico concentrado a 1 L con agua

des-ionizada.
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- Solucion de ditiocarbamato de pirrolidin amonio al 1% (APDC; C5H12N2S2):
Disolver 10.0 g de APDC en 600 ml de agua, completar 1 L y guardar
refrigerado.

- Hidréxido de amonio

- Acido clorhidrico concentrado

- Acido nitrico concentrado

- Metilisobutilcetona (MIBK; CgH4,0)

- Argon ultrapuro grado 5.0 (ICP)

- Acetileno y aire (absorcion atomica)

- Soluciones de referencia para cada metal (1 g/l)

Procedimiento

- Medir 500 ml de muestra en un vaso de precipitado

- Ajustar el pH en 4.0 + 0.1 con NH3 25%, NH40OH (10%) y HNO3 (10%)

- Colocar 5 ml de APDC 1% en un embudo de separacion 1L

- Agregar la muestra al embudo de separacion (500 ml) y agitar durante 30
segundos

- Adicionar 20 ml de MIBK y agitar por 3 minutos

- Dejar reposar hasta observar la separacién completa de las fases Desechar la
fase acuosa y transferir la fase organica a un embudo de separacion de 100
ml

- Adicionar al extracto organico 12.5 ml de HNO3 4N y agitar nuevamente
durante 2 minutos

- Después de que las fases hayan separado, desechar la fase organica y
conservar en frascos plasticos la fase acida hasta posterior analisis

- Realizar el mismo procedimiento a por lo menos a un blanco de reactivos
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- Efectuar la cuantificacién de cada metal por absorciéon atémica o por

espectroscopia de emision atdbmica Inductivamente acoplada

i.Método de la adicién de un patrén

Este método se utiliza ampliamente en espectroscopia de absorciéon atomica y
consiste en:
- Transferir dos 0 mas alicuotas de la muestra a matraces aforados
- Diluir una de las muestras al volumen previsto y obtener la absorbancia de la
solucion
- Agregar a la segunda alicuota una cantidad conocida del analito y luego de
diluir al mismo volumen que la anterior, medir su absorbancia. También se
pueden obtener datos para otras adiciones de concentraciones conocidas de

analito

ii. Calibracién o Ajuste

Debido a las diferencias entre manufacturas y modelos de espectrofotometro de
absorcion, y de emision atémica (ICPS), es imposible formular instrucciones para el
manejo de cada equipo, por lo tanto, se debera remitir al manual de operaciones
suministrado por el fabricante. En forma general, la calibracién de uno u otro
requiere de la elaboracion de curvas de calibracion para cada metal que se desea

analizar.
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A partir de un patrén primario, por ejemplo, de 1000 ppm, preparar soluciones de
cada metal, de diferentes concentraciones para realizar una curva de calibracion;
siguiendo el procedimiento antes descrito, las soluciones de calibracion deben
prepararse en HNO3 4N, para el caso de aguas.
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iii.Calculos

Determinar la concentracion de cada metal, en miligramo por litro, refiriéndose a la

curva de calibracion correspondiente.

Cm = Concentracién de la muestra (mg/l 6 ppm)
C. = Concentracion del extracto (ug/ml)
Vi = Volumen de muestra (ml)

V. = Volumen del extracto (ml)

iv. Método de la adicién de un patron

Obtenidos los resultados de absorbancia, si existe una relacidén lineal entre la

absorbancia y la concentracion, se aplica la siguiente ecuacion:

A
C,.=C. —*—
U (A-A)

C, =Concentracion del analito en la muestra diluida
Cs = Contribucion del analito agregado como patrén

A, , A = Absorbancias medidas
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Si se realizan varias adiciones, se puede graficar At en funcién de Cs. La recta
resultante se puede extrapolar a At = 0. La sustitucion de este valor en la ecuacion

anterior revela que en la interseccion

El método de la adicién del patrén tiene la ventaja que tiende a compensar las
variaciones debidas a las interferencias fisicas y quimicas en la solucion de la

muestra.
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Meantar un blanco

500 ml de muesta |q— de recctivos

Y
Ajustar pH a 4 +/-
0.1 unidades

En embude d= s=pamcidn

adicionar 5 ml APDC 1%

l Ajustar viol. de la fase

Agitar por 30 seq. —
Adicienar 20 ml MBE acuosa con HMNO; 4N

|Agirqr por 3 ml'nuh:\s|

r

Especrru_rfnern'c:' |C_F'. a CT_LMS ﬁe
Fase acuosn ' Separar | absorcién atbmica calibracién
L J
Adicionar 12.5 ml
d= HRMO, 48
& | Caleulos |

|Agirqr por 2 ml'nuh:\s|

Fase crganica |"_| Separar |—

Figura 17. Diagrama de flujo para la realizacién del analisis de metales.

Fuente: INVEMAR, 2003
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METODO 3112 B

Alcance y aplicacién
El método es aplicable para la determinacion de mercurio.

En tabla 5 se indica la precision del método a partir de ejercicios de interlaboratorio.

Tabla 5. Ejercicio de interlaboratorio para medir la precisién del método

Fuente: Método 3112 B, Estandar Methods, 1998

Relative Relative

Cone. sD sD Error Ne. of
Form gL gL % Ya Participants
Inorganic 0.34 0.077 226 21.0 23
Incrganic 42 0.36 133 144 21
Organic 42 0.36 8.6 8.4 21

Materiales y Equipos

- Espectrémetro de Absorcion atémica con equipo asociado

- Células de Absorcion, tubos de plastico o vidrio de 2,5 cm de diametro y con
una longitud de 11,4 cm

- Célula de apoyo

- Bombas de aire, bombas peristalticas con control electrénico de velocidad,
capaz de entregar 2 L de aire por minuto

- Medidor de flujo

- Matraz de reaccién, matraz Erlenmeyer o botella de DBO

- Tubo de secado, 150 mm x 18 mm de diametro
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- Conector de tubos, tubo de vidrio que permita el paso del vapor de mercurio

desde el matraz de reaccion hacia la célula de absorcion.

Reactivos

- Agua libre de metales

- Solucién stock de mercurio: disolver 0.1354 g de cloruro de mercurio (HgCl,),
en 70 ml de agua, adicionar 1 ml de HNO; concentrado y diluir a 100 ml con
agua

- Solucion estandar de mercurio

- Acido Nitrico concentrado (HNO3)

- Solucién de permanganato de potasio: disolver 50g KMnO4 en agua y diluir a
1L

- Solucion de persulfato de potasio: disolver 50g K,S,0sen agua y diluira 1 L

- Cloruro de Sodio Sulfato de Hidroxilamina: disolver 120 g NaCl y 120 g
(NH,OH), * H,SO4 en agua y diluira 1 L.

- Solucién I16n de estafio (Sn*?)

- Acido Sulfurico H,SO, concentrado

Procedimiento

- Fijar la longitud de onda en 253,7 nm. Instalar la célula de absorcion.

- Encender el aire y ajustar la tasa de flujo a 2 L/ min, permitir que el aire fluya

- Analisis de la muestra: transferir 100 ml de muestra o una porcion diluida a
100 ml conteniendo nomas de 5 ug Hg/L a un matraz reactivo

- Para agua de mar se requiere hasta una cantidad adicional de 25 ml de

solucion de KMnO,
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- Durante el paso oxidativo, los cloruros son convertidos a cloro libre, el cual se
absorbe a 253 nm

- Remover todo el cloro libre por medio de hidroxilamina reactiva ( 25 ml), antes
de que el mercurio sea reducido y barrido dentro de la célula

- Remover el cloro libre por medio de aspersion con aire o nitrogeno luego de

adicionar la hidroxilamina

Calculos

Determinar la altura de la curva de la muestra registrada en la grafica y leer el valor

del mercurio a partir de la curva estandar.
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e. XILENO — 6200 B (VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS; PURGE AND TRAP
CAPILLARY-COLUMN GAS CHROMATOGRAPHIC/MASS SPECTROMETRIC -
STANDARD METHODS)

El xileno es una sustancia quimica, que se utiliza principalmente como disolvente
en la impresién, el caucho y las industrias de cuero. Junto con otros disolventes,
xileno también se usa ampliamente como agente de limpieza, un diluyente para
pintura, y en barnices. El xileno es usado, en menor medida, como materia en las
industrias quimicas, plasticos y fibras sintéticas, y como ingrediente en el
revestimiento de telas y papeles. Los isémeros de xileno se utilizan en la fabricacion
de ciertos polimeros (compuestos quimicos), tales como los plasticos. El xileno se

encuentra en pequefias cantidades en el combustible de avion y la gasolina.

El xileno es un liquido y puede filtrarse al suelo, aguas superficiales (riachuelos,
arroyos, rios) o al agua subterranea. El xileno puede entrar al ambiente cuando se
manufactura, envasa, transporta o usa. La mayoria del xileno que se libera
accidentalmente se evapora al aire, aunque cierta cantidad se filtra a rios o lagos.
Cantidades grandes de xileno también pueden entrar al suelo, al agua o al aire
como consecuencia de derrames accidentales o de escapes que ocurren cuando se
almacena o entierra en un sitio de desechos.

Debido a que el xileno se evapora facilmente, la mayor parte del xileno que entra al
suelo y al agua se evapora en el aire en donde es degradado por la luz solar a otros
compuestos menos perjudiciales en un par de dias. Por esta razén, raramente se
encuentra xileno en concentraciones altas en la superficie del suelo o en agua
superficial, a menos que recientemente haya habido un derrame o que exista una

fuente de contaminacién continua. Todo el xileno que no se evapora rapidamente
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del suelo o del agua es degradado por microorganismos. Las plantas, peces y aves

incorporan solamente cantidades pequenas de xileno.

Se propone la utilizacion del Método 6200 B Volatile Organic Compounds; Purge
and Trap Capillary-Column Gas Chromatographic/Mass Spectrometric - Standard
Methods, Edicion 1998. ANEXO 3.

i.Alcance
Este método es aplicable para la determinacion de una amplia gama de

compuestos organicos purgables.

Tabla 6. Limites de deteccion y tiempos de retencion del método

Retention
Time MDL Primary
Analyte min e/l m/z
Ethylbenzene 14.42 0.032 91
m,p-Xvlene 14.63 0.038 91
o-Xylene 15.27 0.038 91

ii.Materiales y Equipo

- Sistema de purga y trampa,

- Dispositivo para purgar compuestos, disefiado para aceptar un volumen de 25
ml con una columna de 5 cm de profundidad.

- Espectrémetro de masa, con capacidad de escanear desde 35 a 300 amu

(atomic mass unit) cada 2 segundos
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- Interface purga — trampa — GC/MS

- Sistema de datos, computador para la adquisicién y almacenamiento de datos
a partir del espectrometro de masa

- Jeringas, 0.5; 1.0; 5y 25 mi

- Micro jeringas, 10, 25y 100 uL

- Botellas de 40 ml, con tapa rosca

iii.Reactivos

- Agua reactiva

- Metil silicona

- Silica gel

- Metanol

- Acido Clorhidrico
- Cloruro de Vinilo
- Acido Ascérbico

- Soluciones estandar y stock

iv.Procedimiento

- Llevar la muestra a temperatura ambiente

- Remover el émbolo de la jeringa de 25 ml

- De la botella tomar muestra por medio de la jeringa (25 ml)

- Invertir la jeringa y abra la valvula

- Dejar escapar algo de aire y ajustar el volumen de la muestra a 25 ml (en

duplicado si la cantidad de muestra es suficiente)
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- Adicionar una cantidad apropiada de solucion estandar a través de la valvula
de paso

- Unir el dispositivo de purga, inyectar la muestra en el recipiente de purga

- Cerrar la valvula y purgar la muestra por 11 minutos a temperatura ambiente,
mediante un caudal de 40 ml/min (helio o nitrégeno)

- Si el vapor de agua ocasiona problemas en el espectrémetro de masa,
realizar una purga seca por 3 minutos

- Desorber el material atrapado en la cabeza de la columna de cromatografia a
una temperatura de 180 ° C, mientras que se realiza un enjuague de la trampa
durante 4 minutos con un gas inerte, iniciar el programa de temperatura GC

- Establecer el sistema de auto — drenaje de la camara de purga, mientras que
la trampa comienza el desorbe dentro del GC o se puede utilizar una jeringa
para vaciar el recipiente

- Lavar la camara con 25 ml de agua reactiva, la que es util para realizar el
analisis de muestras altamente contaminadas

- Reacondicionar la trampa por 5 a 7 minutos, dejar que la trampa de se enfrie
a temperatura ambiente antes de la introduccion de la proxima muestra

- Cuando todos los compuestos de la muestra han sido purificados desde la

columna cromatografica, finalizar la adquisicion de datos y almacenarlos.

v.Célculos

Calibracion
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Concentracioén

A% ><Cis

Concentradon (g /L =
o A, xRF

Donde:

As: Respuesta para el compuesto medido
Ais: Respuesta para el estandar interno
Cis: Concentracion para el estandar interno

Cs: Concentracion del compuesto medido
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f. PENTACLOROFENOL - 6420 - B (PHENOLS, LIQUID-LIQUID
EXTRACTION GAS CHROMATOGRAPHIC - STANDARD METHODS)

Los fenoles son compuestos aromaticos que contienen grupos hidroxilo ligados
directamente al anillo aromatico y se clasifican en monohidroxilicos, dihidroxilicos,

trihidroxilicos, etc. segun el niumero de grupos hidroxilo.

Los fenoles y sus derivados constituyen un centro relevante de atencion en el
estudio de la contaminacion del medio ambiente y los alimentos, debido a su
toxicidad y su persistencia. La Agencia de Proteccién Medioambiental de los
Estados Unidos (USEPA) Considera once compuestos fendlicos como
contaminantes prioritarios: pentaclorofenol (PCF), 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF),
2,4-diclorofenol (2,4-OCF), 2-clorofenol (2-CF), fenol (F), 4,6-dinitro-2-metilfenol
(4,6-DN-2-MF), 2,4-dinitrofenol (2,4-DN F), 2-nitrofenol (2-NF), 4-nitrofenol (4-NF),
4-cloro-3-metilfenol (4-C-3-MF) y 2,4-dimetilfenol (2,4-DMF).

Los fenoles son compuestos altamente tdxicos para las especies acuaticas y que

no puede ser degradado biolégicamente.

Los fenoles incluyen una gran cantidad de compuestos quimicos organicos. Estan
formados por un anillo aromatico unido a uno, dos o varios grupos hidroxilo. Su
procedencia es diversa, puede formarse a partir de diferentes procesos industriales,
de los residuos organicos, de la degradaciéon microbiana de los pesticidas y de
forma natural. Los fenoles no pueden ser degradados biolégicamente y son
transportados a través de la cadena tréfica. Son toxicos para las especies

acuaticas, y varias condiciones ambientales pueden aumentar su toxicidad: las
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bajas concentraciones de oxigeno disuelto y el incremento de la salinidad y la
temperatura. En concentraciones muy altas, llegan a producir olor en el agua y en la

carne de los peces.

Niveles normales en aguas marinas: Se han encontrado niveles de 0,05 ug/l en
agua de mar. La EPA establece un valor maximo de 1,0 ug/l para la proteccion de

los ecosistemas acuaticos. (Ruiz Mateo et al., 1994).

El transporte de los pesticidas fendlicos ocurre en fase de vapor y como particulas
en suspension; este mecanismo es el responsable de la contaminacion por estas

sustancias de aguas superficiales y subterraneas.

Se propone la utilizacion del método 6420 PHENOLS, Liquid-Liquid Extraction Gas
Chromatographic - Standard Methods, 20 ™. ANEXO 4

Alcance

El método presentado es aplicado para la determinacion de compuestos fendlicos
individuales. El método 6420 B, es un método de cromatografia gaseosa (GC)
utilizando una extraccion Liquido - liquido y deteccion por ionizacién de llama (FID)
o deteccion por derivatizacién y captura de electrén (ECD), que permite determinar
una amplia variedad de fenoles en relativamente bajas concentraciones.

El nivel de deteccién del método (MDL), correspondiente a la minima concentracion
de una sustancia que puede ser medida y reportada con un 99% de confianza, se

indica en la tabla 7.
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Tabla 7. Nivel de deteccion del método

Method
Retention Detection

Time Level

Compound min g/l

2-Chlorophenol 1.70 031

2-Nitrophenol 2.00 0.45

Phenol 3.01 0.14

2.4-Dimethylphenol 4.03 0.32

2_4-Dichlorophenol 430 0.39

2.4.6-Trichlorophenol 6.05 0.64

4-Chloro-3-methylphenol 7.50 0.36
2 4-Dimitrophenol 10.00 13.0
2-Methyl-4.6-dinitrophenol 1024 16.0
Pentachlorophenol 12.42 74
4-Nitrophenol 2425 28

Equipo y Material

- Columnas cromatograficas, 100 mm de longitud
- Matraz reactivo, 15 a 25 ml

- Cromatografo de gases

- Columna para fenoles derivatizados

- Detectores, ionizacion de llama (FID) y captura de electrones (ECD)
Reactivos

- Solucion de hidréxido de sodio NAOH, 1N: Disolver 4 g de NAOH en agua
reactiva y diluira 100 ml

- Acido Sulfarico H,SO,, 1N; lentamente adicionar 58 ml de H,SO,
concentrado a 500 ml de agua reactiva y diluira 1 L

- Carbonato de potasio K,CO3; en polvo
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- Bromuro de Pentafluorobenzil

- Reactivo derivatizacion

- Acetona, hexano, metanol, cloruro de metileno, 2- propanol, tolueno
- Silica gel

- Soluciones stock y estandar

Toma de muestra almacenamiento y preservacion

Para la recoleccién y almacenamiento de las muestras de agua se utilizan botellas
de vidrio ambar de 2.5 L con tapdén de rosca recubierto de teflén. Para las muestras
solidas se emplean recipientes de plastico de diversos tamarios.

Normalmente, las muestras de agua se procesan inmediatamente después de su
recogida y preparacion. Si esto no fuese posible, se conservan en nevera a 4 °C en

ausencia de luz por un periodo maximo de una semana.

Procedimiento
Extraccion
- Colocar la muestra completa en un embudo de separaciéon. Para muestras con
alto contenido organico la muestra debe ser lavada con un solvente en un pH
basico, para remover las potenciales interferencias
- Antes de la extraccion, se debe ajustar el pH de 1 a 2 con acido sulfurico.
Extraer 3 veces con cloruro de metileno
- Ensamblar el aparato (Kuderna- danish), y concentrar el extracto a 1 ml,
drenar y enfriar
- Incrementar la temperatura del bafo caliente. Remover la columna Snyder y

enjuagar con 1 0 2 ml de 2 — propanol
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- Ajustar el volumen del extracto a 1 ml, tapar el tubo concentrador y almacenar
a 4°C si el proceso no se lleve a cabo inmediatamente
- Si la muestra no requiere una limpieza o extraccion mas profunda se procede

con el analisis cromatografico.

Cromatografia de gases — ionizacién de llama
- Si se utiliza el procedimiento de calibracién estandar, adicionar este al
extracto de muestra y mezclar antes de inyectar 2 a 5 uL de muestra
- ldentificar componentes en la muestra comparando los peak de los tiempos de

retencion con los peak de los estandar

Derivatizacion

- Pipetear 1 ml de solucidon 2- propanol de muestra o estandar en un vial de
reaccion de vidrio

- Adicionar 1 ml de reactivo de derivatizacion, adicionar 3 mg de K,CO3y agitar
suavemente

- Calentar por 4 horas a 80 °C, en un bafio de agua caliente

- Remover del bafo y dejar enfriar

- Adicionar 10 ml de hexano vy agitar fuertemente por un minuto

- Adicionar 3 ml de agua destilada y agitar por 2 minutos

- Decantar una porcion de la capa organica en un concentrador de tubo y tapar
con un tapén de vidrio

- Analisis de la muestra: inyectar 2 a 5 pL en el cromatdografo de gases
utilizando la técnica de “enjuague con solvente”

- Pequenos volumenes (1 yL) pueden ser inyectados si se utilizan dispositivos
automaticos

- Registrar el volumen inyectado mas cercano a 0.05 yL y los peak resultantes

- Si el peak resultante excede el rango linear, diluir el extracto y re analizar
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Célculos

Analisis FID/GC

Determinar la concentracion de compuestos individuales. Si se utiliza el
procedimiento de calibracién estandar se debe calcular la cantidad de material
inyectado a partir de la respuesta peak, utilizando la curva de calibracién.

Calcular la concentracion de la muestra como se indica a continuacion:

Concentracion, 19 /1 = +—£

(Vi)vs )

(A) W)

Donde:

A: Cantidad de material inyectado (ng)
Vi: Volumen de extracto inyectado (uL)
V¢ Volumen total del extracto (uL)

Vs: Volumen de agua extraida (mL)

Si se utiliza el procedimiento de calibracion interno de estandar, el célculo de la

concentracion de la muestra utilizando el factor de respuesta (RF).

(A1)
(A1 XRF )V, )

Concentracion, 1g/1 =
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Donde:

As: Respuesta del componente a ser medido

Ais: Respuesta del estandar interno

Is: Cantidad de estandar interno adicionado a cada extracto (ug)

V,: Volumen de agua extraida

Derivatizacion y analisis ECD/GC

Para determinar la concentracion de componentes individuales en la muestra,

utilizar la siguiente ecuacion:

—

Concentradon, g/l =

ANV (B)D)
(Vi v, XCXE)

Donde:

A: Masa de fenol representada por el area o peak de la muestra, determinada por
medio de la curva de calibracion.

Vi: Volumen del eluido inyectado (L)

V. Volumen total del eluido de la columna o de fracciones combinadas

Vs: Volumen de agua extraida (ml)

B: Volumen total de hexano adicionado (ml)

C: Volumen de solucion de hexano adicionada para limpiar la columna (ml)

D: Volumen total de 2-propanol extraido antes de la derivatizacion (ml)

135



INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

E: Volumen de extracto 2-propanol utilizado a través de la derivatizacién (ml)

Reportar resultados en ugl/l.

136



INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

g. DDT—EPA, 1980

La aplicacion a gran escala de pesticidas en areas agricolas contribuye a la
presencia de estas sustancias téxicas en la superficie terrestre y finalmente en
suplementos de agua. El transporte de las mismas desde sus fuentes hasta
cuerpos de agua, puede efectuarse por drenaje de terrenos aledanos, precipitacion
atmosférica, derrames accidentales en un area o por un sistema de distribucion.
Para su determinacion se aplica la cromatografia de gases. En este proceso estas
sustancias son extraidas con una mezcla de solvente, dietileter/hexano o
metilencloruro/hexano. El extracto es concentrado por evaporacion y si es
necesario, limpiado por columna de absorcion. Posteriormente, puede realizarse el
analisis cromatografico propiamente dicho.

El sistema de deteccion para la determinacion cromatografica de este tipo de
sustancias es un detector de captura de electrones (ECD). Sin embargo, algunas
sustancias diferentes a éstas producen sefales o causan envenenamiento del
mismo, por lo cual, se recomienda su eliminacion de la muestra antes de analizar.
Para tal fin, se aplican técnicas de limpieza como el uso de columnas de silicato de
magnesio (Florisil) y procesos de separacion. Usualmente las aguas potables no
requieren el tratamiento de limpieza.

Algunos pesticidas son sustancias muy inestables, por tal razén la validez de los
resultados analiticos depende del muestreo y del manejo de la muestra. EI método
aqui descrito se fundamenta en extraccion sucesiva de la muestra con mezclas de
éter-hexano. El extracto obtenido se concentra y se pasa por una columna

empacada con florisil para ser fraccionado mediante la elucion con éter hexano en
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diferentes proporciones. Los extractos son luego concentrados y analizados por
cromatografia de gases usando detector ECD.

Se propone la aplicacién del método de determinacién por cromatografia de gases,
detallado en EPA, 1980. ANEXO 6.

Alcance y aplicacién

Este método es aplicable a todo tipo de aguas naturales, efluentes industriales y
domeésticos.

El rango 6ptimo de trabajo es 10°-107"? g, dado por la linealidad del detector. La
minima concentraciéon que puede ser detectada es de 102 g y los siguientes
compuestos pueden determinarse por este método: Clordano, a-BHC, B-BHC,
Lindano, Heptacloro, Epoéxido, p,p, - DDE, o,p, - DDE, Dieldrin, Endrin, p,p’-DDD,
o,p’-DDD, p,p’-DDT, y o,p’-DDT.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Las botellas de muestreo, y todo el material de vidrio empleado en el analisis deben
ser lavados con agua y detergente, enjuagado con metanol seguido por n-Hexano,
luego secado en un horno a 250°C. Todo el material de vidrio debe ser almacenado
en cabinas libres de polvo y cubierto con papel aluminio hasta su uso. Es necesario
remover todo residuo organico del material manteniéndolo por lo menos dos horas
en solucion sulfocromica.

Precaucion: Se debe tener mucho cuidado para evitar contacto con la piel o
inhalacion del &cido sulfocromico.

Las muestras de agua a diversas profundidades son colectadas en botellas Nansen
o Niskin y almacenadas en botella de 1 litro de capacidad. En aguas “limpias” es

preciso tomar una mayor cantidad. Cuando las muestras son superficiales pueden
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ser tomadas directamente en la botella de vidrio a unos 25 cm por debajo de la

superficie, para evitar la adhesion de peliculas de aceite o materiales extrafos.

Maximo dos horas después de haber sido tomadas deben ser llevadas al

laboratorio y analizadas.

Si el analisis no se realiza inmediatamente, las muestras deben ser refrigeradas

entre 2 a 4°C, sin que pasen mas de 15 dias para el analisis es de organoclorados,

o siete, para el analisis de organofosforados. Es conveniente agregarles el solvente

de extraccion.

Materiales y equipos

Cromatoégrafo de gases equipado con Detector de Captura Electrénica (ECD)
Rotavaporador

Concentrador Kuderna Danish

Balanza con precisién +/- 0.00001 g

Horno para secado

Sistema de vacio

Beakers de 100, 150, 200 y 1000 ml

Probeta graduadas de 50, 100 y 250 ml

Erlenmeyers de 125 y 250 ml

Tubos de centrifuga de 50 ml

Columnas de vidrio de 25 cm de largo x 1 cm de diametro interno con llave de
Teflon

Embudos de separacion de 2 L

Pipetas Pasteur

Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, y 10 ml

Matraz aforado de 25, 50 y 100 ml

Pinzas y espatulas de acero inoxidable
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- Micro-jeringas de 10 pl
- Desecadores

- Viales de 2 ml con tapa rosca de teflon.

Reactivos

- Gas nitrégeno (N2) grado 4.5

- n-Hexano calidad pesticida

- n-Decano

- Eter etilico

- Acetona

- Metanol calidad pesticida

- Florisil P.R, 60 - 100 Mesh

- Acido sulfurico concentrado, libre de hidrocarburos clorados (HC)

- Sulfato de sodio anhidro

- Dicromato de potasio

- Estandares puros de pesticidas (hidrocarburos clorados): alfa-
hexaclorociclohexano (a-BHC), B-BHC, y-BHC o Lindano, Aldrin, p,p’ —
Diclorodifenildicloroetano (DDD), p,p’-Diclorodifenil-dicloroetileno (DDE), p,p’—

Diclorodifeniltricloroetano(DDT), Dieldrin, entre otros, todos de 100 ng/pl.

Las soluciones de trabajo son preparadas por diluciones sucesivas con solvente.
Precaucion: Los compuestos estdndares son altamente toxicos y deben ser

manejados con extremo cuidado para evitar contacto con la piel o inhalacion.
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Procedimiento
i.Extraccion
- Depositar la muestra en un embudo de separacion de 2 L; la extraccion
también se puede realizar en la misma botella de la muestra
- Adicionar 75 ml de éter al 15% en hexano y agitar vigorosamente durante 2
minutos
- Dejar en reposo para separar las dos fases
- Transferir la fase organica a un erlenmeyer conteniendo 0.5 — 1.0 g de
Na,SO, anhidro; si la extraccion se realiza en la misma botella, utilizar una
pipeta de 25 ml para transferir la fase organica o extracto
- Tapar el erlenmeyer con papel aluminio
- Adicionar al embudo de separacion 50 ml de éter al 6 % en hexano, agitar
durante 2 min. Y repetir el paso anterior reuniendo el extracto con el anterior
en el mismo erlenmeyer
- Si se desea determinar PCBs en la muestra, adicionar a la misma en el
embudo de separacién 50 ml de hexano puro, agitar por 2 min y repetir el
segundo paso depositandolo en un erlenmeyer aparte. Los PCBs intervienen
severamente en la cromatografia de los plaguicidas organoclorados
- Agitar la mezcla de los dos extractos y concentrar en rotavapor al vacio hasta

un volumen de 2 ml aproximadamente.

ii.Preparacion de la columna de Florisil
- La cromatografia de columna se prepara empleando una columna de vidrio de
25 cm de alto y de 1.0 cm de diametro interno
- Enjuagar con acetona las columnas para fraccionar y colocarlas en la estufa a
110 °C
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- Fijar una pieza de lana de vidrio en el extremo inferior para retener el
adsorbente

- Mezclar 16 g de Florisil con 30 0 40 ml de nhexano los cuales son vertidos a la
columna

- Adicionar 1.0 cm de sulfato de sodio sobre el nivel de Florisil, para evitar
disturbios en la primera capa cuando los solventes son vertidos a la columna

- Eluir 50 ml de n-hexano como lavado

iii.Purificacién en columna de Florisil
- Concentrar el extracto en Kuderna Danish o bafio Maria hasta 0.5 ml
- Percolar el extracto en una columna de Florisil
- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 6%
- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 15%
- Reunir los dos eluidos anteriores en un erlenmeyer de 100 ml.
- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 50%.
- Recibir en otro erlenmeyer
- Colocar alambre de cobre o mercurio metalico para la desulfuracion, hasta
qgue no se aprecie la precipitacion de los sulfuros sobre el metal.
- Concentrar en rotavapor hasta 2 ml
- Almacenar el extracto en un vial de vidrio de 5 ml para su analisis final por

cromatografia de gases

iv.Purificaciéon con acido sulfdurico concentrado
- Concentrar el extracto en bafo Maria hasta 0.5 ml
- Transvasar el extracto a un tubo de 10 ml con tapa rosca

- Adicionar 1 ml de H,SO,4 concentrado, agitar vigorosamente por 30 segundos
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- Dejar en reposo hasta la separacion de las fases

- Enjuagar con 20 ml de n-hexano

- Retirar con una pipeta Pasteur la fase acida. Repetir el proceso hasta que la
fase organica sea clara y completamente traslucida

- Lavar el extracto con agua des-ionizada, agitar y retirar la fase acuosa

- Adicionar suficiente cobre o mercurio metalico para desulfurar el extracto

- Adicionar 0.5 g de Na2S0O4 anhidro para secar el extracto

- Almacenar el extracto en un vial de vidrio de 5 ml para su analisis final por
cromatografia de gases

- Si el andlisis cromatografico no se realiza inmediatamente, mantener

refrigerados los extractos a +/- 2 °C y protegidos de la luz

v.Cuantificacion

La cuantificacion de cada pesticida se realiza a través de un andlisis por
cromatografia de gases, los extractos secos de las muestras, se reconstituyen con
25 - 100 pl de n-Decano (nC10), y se inyecta 0.5 yl en el cromatégrafo de gases

con detector ECD.

vi.Calibracion o Ajuste

Ajustar el cromatégrafo para obtener su maxima sensibilidad; ayuda mucho tener
en cuenta las especificaciones del fabricante. Esto se consigue, adecuando los
flujos de nitrégeno para una mayor sensibilidad, se deben establecer los flujos de
make-up y de arrastre en la columna. Si el equipo posee un sistema split, también
se debe definir el tiempo durante el cual permanece abierta la valvula y las razones

de flujo de la purga y el split.
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Diariamente, antes de iniciar el analisis de las muestras, se debe hacer el
background del equipo y correr un cromatograma en blanco o linea base,
unicamente solvente (n-C10), y otro con una mezcla de referencia de plaguicidas.
Esto con el objeto de evaluar la sefal del instrumento antes de cualquier medida y
también conocer los tiempos de retencion (tR) de los compuestos de referencia de
la mezcla a las condiciones de funcionamiento del equipo.

La identificacion y cuantificacion individual de cada hidrocarburo clorado requiere de
la elaboracion de curvas de calibracion para cada compuesto. Es necesaria la
preparacion de soluciones de cada uno de ellos a concentraciones que estén dentro
del rango lineal del detector, estas soluciones de patrones individuales se inyectan
para determinar los tiempos de retencion de cada compuesto.

Stock primario: Preparar una solucién que contenga todo los compuestos de
interés. Esta solucién sera el stock primario y contendrd una concentracion
‘relativamente alta” de cada compuesto. Una solucién con 100 ng/pl de cada
compuesto es suficiente (pesar 5 mg de cada organoclorado y llevar a 50 ml en
balén aforado con hexano).

Comercialmente también se consiguen mezclas de varios pesticidas, con
concentraciones certificadas; su empleo puede ahorrar mucho tiempo y mejorar la
precision de las curvas.

A partir del stock primario se preparan soluciones de menor concentracion (que
estén dentro del rango lineal de respuesta del detector), tantas como puntos de
calibracion vayan a tener las curvas. (Se puede trabajar elaborando mezclas que
estén entre el rango de 10 — 300 pg/upl en concentracion para cada compuesto).
Estas soluciones que van a ser inyectadas al cromatégrafo deben utilizar nC10
como solvente.

Con los reportes del equipo emplear una regresion lineal para determine la

pendiente (m) y el intercepto (b) de la curva de calibracion para el compuesto i.
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(Y =mX +b)

Area=C, xm+b

Y = Area = Area del pico reportado por el cromatograma
X = Ci = Concentracion del compuesto i en el extracto (pg/ul)

b = Intercepto

vii.Célculos
Identificados los picos del cromatograma, con las areas reportadas se procede a

calcular la concentracion del compuesto i en el extracto, de la siguiente forma:

_ Area-b
m

C.

Y = Area = Area del pico reportado por el cromatograma
X = Ci = Concentracion de la sustancia i en el extracto (pg/ul)
b = Intercepto

m = Pendiente de la curva de regresién

La concentracion de la sustancia i en la muestra seria:

C, xV,x0.001
\Y

ng/l=
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Ci = Concentracion de la sustancia i en el extracto de muestra (pg/ul)
Ve = Volumen final del extracto (25 pl)

V = Volumen de muestra sometida a analisis (L)

viii. Recomendaciones
Algunas consideraciones que se deben tener con las mezclas de referencias son:
- No debe haber ningun compuesto presente con una concentracién, que esté
por fuera del rango de linearidad del detector de captura de electrones
- Se debe usar una balanza de alta precision y papel aluminio como pesa
sustancias, suficientemente seco y limpio
- Al pesar los estandares se debe tener en cuenta su pureza, la cual viene
certificada; y al final se realizaran las correcciones pertinentes con dicho valor
- Se debe tener cuidado en la disolucién y trasvasado de los estandares
primarios, puesto que cualquier pérdida ocasiona grandes errores. Todo
material de vidrio a utilizar, debe enjugarse con los solventes y secarse
perfectamente.
- Las mezclas estandares se pueden transvasar del matraz volumétrico a
recipientes de vidrio adecuados para su almacenamiento
- Las mezclas estandar deben guardarse refrigeradas y perfectamente selladas
- Las mezclas no pueden pasar un periodo maximo de seis meses y los

estandares stock concentrados maximo 9 meses.
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Figura 18. Diagrama de flujo, pasos para llevar a cabo el analisis de DDT en agua.

Fuente: INVEMAR, 2003
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7.2 SEDIMENTOS

a. POTENCIAL REDOX - RESOLUCION 404/2003 (MINISTERIO DE
ECONOMIA FOMENTO Y RECONSTRUCCION - SUBSECRETARIA DE PESCA)

El potencial redox es una medida de la actividad de los electrones. Esta relacionado
con el pH y con el contenido de oxigeno. Es analogo al pH ya que el pH mide la

actividad de protones y el potencial redox mide la de los electrones.

El potencial redox se calcula como:
Eh =1,234-0,058 pH + 0,0145log (10) P,

Siendo P, la presion parcial de oxigeno expresada en atmésferas.

En las aguas si el oxigeno esta en equilibrio con el atmosférico y el pH es de 7, el
valor es de + 0, 86 mV a 0 °C y de + 0,80 mV a 25 °C. En las aguas dulces y

marinas raramente baja de + 0,3 mV excepto cuando hay gran escasez de oxigeno.

En un perfil de sedimentos marinos es posible apreciar tres zonas distinguibles: la
zona oxidada, correspondiente a la capa superficial y cuyo potencial redox suele
estar por sobre de de 200 mV, la siguiente capa mas profunda puede mostrar una
discontinuidad del potencial redox con un cambio de color (gris) con valores de
potencial redox, entre 0 y 200 mV, y una zona mas profunda con presencia de

procesos reductivos, la cual puede presentar valores de potencial redox negativo.
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En éstas capas el oxigeno, didxido de carbono y nitrato son reemplazados por el
sulfuro de hidrogeno, metano y amoniaco en los sedimentos reducidos (Figura 19).

El i6n férrico pasa a idn ferroso en la discontinuidad de redox y en la zona reducida.

Cambios en el potencial redox generan, a su vez, cambios en el estado redox de
varios nutrientes esenciales. La solubilidad de muchos micronutrientes esenciales
como el hierro (Fe) y el manganeso (Mn) es afectada por el estado redox de la
molécula (Figura 20).

Cuando el potencial redox es alto, hierro y manganeso existen en forma trivalente y
tetravalente respectivamente (Fe3+; Mn+4). Estas formas ionizadas son insolubles
y no accesibles para el consumo microbiano. Las formas bivalentes de estos
metales (Fe2+ y Mn2+) se generan a potenciales bajos, son solubles en agua y
faciles de incorporar por los microorganismos. Las reacciones redox favorecen la
disolucién de algunas especies quimicas (ej. Fe (OH)3 — Fe2+) y la inmovilizacién
o escape de otras (ej. Fe2+ — FeS; CO2 — CH4).

Generalmente, el potencial redox es afectado por la concentracion de oxigeno
disuelto. Segun baja el potencial redox en aguas y sedimentos, se observa una
disminuciéon en la concentracién de oxigeno disuelto y la reduccién de iones y
moléculas importantes para la nutricion de microorganismos y formas de vida
superior (Tabla 8). Dicha relacién es particularmente observada en ambientes
acuaticos eutroficos, en cuerpos de agua con una estratificacion termal marcada y
en cuerpos de agua contaminados con altas concentraciones de materia organica
oxidable. Ambientes de agua dulce en equilibrio con el oxigeno atmosférico, tienen
valores Eh alrededor de +800 mV (0.8V), mientras que el potencial redox para

aguas oceanicas superficiales generalmente oscila entre +400 y +435 mV (a un pH
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entre 7.6 y 8.3). Cuando la tension de oxigeno en dichos ambientes disminuye, el

potencial redox también baja.

150



INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

4 ™
Aceptador de
electrones
RESPIRACION AEROBICARREN OZ
H,0
+450 — - NO
] (denitrificacion) ( NO,-
NZ
150 — o~ SO,
& (reduccion de sulfato)
H.S
2 -250 — ( €Oz
(metanogénesis) CH,I

N

Figura 19. Perfil vertical de potencial redox en sedimentos

Fuente: Lynch y Poole, 1979
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Figura 20. Predominancia de especies quimicas

Fuente: Manahan, 2000
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Tabla 8. Relacién entre oxigeno y la reduccion de iones

Parejas Redox Ehy (milivoltios)* Oxigeno Disuelto
NO3- - NO2- +450 a +400 4.0

NO2- - NH3 +400 a +350 0.4

Fe3* . Fel+ +300 a +200 0.1

S0g2- - §2- -150 a -200 0.0

CO2 - CHa -250 a -300 0.0
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Procedimiento

El potencial redox debe medirse de manera inmediata una vez que se haya
realizado la toma de la muestra de sedimento, esto principalmente debido a la
naturaleza inestable de este parametro. El potencial redox puede ser medido

usando un electrodo de platino en combinacion con un pH/milivolt. ANEXO 8.

- El electrodo debe ser calibrado previamente a su uso, con una solucion de
ferrocianuro de potasio y ferricianuro de potasio, indicadas en las
instrucciones del fabricante (Figura 21, a)

- El electrodo debe ser insertado directamente en la muestra de sedimento a
una profundidad aproximada de 2 centimetros (Figura 21, b).

- Registrar el valor medido una vez que la lectura del electrodo se haya

estabilizado, (medido en mV).
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Figura 21. a. Calibracién para la medicién de potencial redox; b. Medicién de

potencial redox dentro de draga.
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b. OXIGENO DISUELTO - 4500- 0O B

El oxigeno (O,) procedente de la atmosfera se disuelve directamente en las aguas
superficiales, o se genera mediante la fotosintesis en las capas superiores
iluminadas. Con el aumento de la profundidad, el O, disminuye, en parte, al ser
consumido por la respiracion de microorganismos y de otro lado, por la
descomposicién microbiana de los detritos organicos y por el fendmeno de

absorcion (Figura 22).

La concentracion de oxigeno disuelto es altamente dependiente de la temperatura,
salinidad, actividad biolégica (actividad microbiana y produccion primaria) y de la
tasa de transferencia desde la atmésfera.

Bajo condiciones naturales, el oxigeno disuelto puede variar considerablemente de
manera diaria (o diurna) en sistemas altamente productivos (humedales, lagos y
estuarios), a la vez puede verse severamente reducida su concentracion en

sistemas con una fuerte estratificacion de sus capas.

La concentracion de oxigeno disuelto en la interfase agua-sedimento es
particularmente importante ya que es uno de los principales factores que controla el
flujo de nutrientes, metales pesados y otros componentes desde los sedimentos a
la columna de agua (Forstner y Wittmann, 1981, Forstner y Salomons, 1991,
Salomons y Forstner, 1984, 1988, En: ANZECC, 2000). De ahi la importancia de
mantener sistemas con condiciones de aerobiosis, tanto para la salud de los

organismos acuaticos como para reducir la liberacion de componentes toxicos.
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La vida, el crecimiento de microorganismos y el desarrollo de sus actividades
metabolicas especificas, dependen de la disponibilidad de oxigeno molecular.
Algunos procesos tienen lugar solamente bajo condiciones aerobias, otros en

cambio, son estrictamente anaerobios.

La hipoxia (niveles bajos de oxigeno disuelto), puede eliminar a especies sensitivas,
causando un importante cambio en la composicion de las comunidades bénticas,
comunidades de peces vy fitoplancton. Bajo condiciones de hipoxia, existe una
tendencia general a que organismos filtradores sean reemplazados por organismos
carroferos; peces demersales sean reemplazados por peces pelagicos; y el
macrobentos por el meiobentos. En estas condiciones de hipoxia la comunidad
fitoplancténica puede verse dominada por especies de microflagelados y
nanoplancton (Wu, 2002) (Figura 23).
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Figura 23. Niveles de oxigeno disuelto para la vida de organismos marinos.

Fuente: USEPA, 2006
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La evaluacion del oxigeno disuelto (OD) en todo sistema de agua natural, es de
importancia fundamental para conocer la distribucion de organismos en los
océanos, para los estudios de descomposicion de materia organica y para la de

productividad de los mismos.

En éste capitulo, se proponen la medicion del contenido de oxigeno disuelto en
sedimentos en la interfase agua-sedimento por medio de la aplicacion del método
Winkler. ANEXO 9.

Método Winkler interfase agua — sedimento:

El Método Volumétrico de Winkler (1888) revisado por Carpenter (1966), sigue
siendo el de mas utilizacion por parte de la comunidad de laboratorios debido a su
sensibilidad, precision y relativa sencillez. Una muestra de agua se hace reaccionar
con una solucion de iones manganosos y una solucion yoduro-alcalina, la cual lleva
incorporado azida de sodio cuya funcidon es la de eliminar interferencias debidas a
iones oxidantes como nitritos y materia organica presente; al mismo tiempo que se

le protege del aire para evitar la oxigenacion.

Alcance y aplicacion

El método es aplicable a todo tipo de aguas naturales, residuales domésticas e
industriales, con especial referencia al agua de mar. La exactitud global del Método
Winkler es determinada por la estequiometria de la secuencia de reacciones, asi
como por las exactitudes de cada uno de los tratamientos y manipulaciones de las

muestras. Asi mismo, la calibracién de los aparatos volumétricos utilizados es
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esencial para alcanzar una alta exactitud, existen buretas digitales que
proporcionan +/- 0.01 ml de precision.

La precision del método, numéricamente expresada por la desviacion estandar es
de +/-0.02 mg/l para mediciones hechas sobre agua destilada; y cerca de +/- 0.06

mg/l en muestras de aguas de desecho y efluentes residuales (APHA, 1998).

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

La muestra para determinacion de oxigeno disuelto debe ser tomada de la botella
muestreadora antes que cualquier otra, usando una manguera de caucho y
evitando introducir burbujas de aire. La botella Winkler en la cual se colecta, debe
enjuagarse por lo menos dos veces con la misma agua.

La muestra se trasvasa lentamente, introduciendo la manguera de caucho hasta el

fondo de la botella. Luego la manguera se saca lentamente.

Cuando se trata de muestras de superficie tomadas con un balde, se sumerge la
botella Winkler en el balde sosteniéndola en forma oblicua, dejando que el agua
escurra suavemente por las paredes y evitando las turbulencias.

En forma rapida se agregan primero 2 ml de soluciéon de sulfato de manganeso,
colocando la punta del dosificador o pipeta bajo la superficie, de modo que la salida
del reactivo se ubique cerca de la base del cuello de la botella, luego 2 ml de
solucién yoduro-alcalina. Al agregar el segundo reactivo a la muestra, la punta del
dosificador o pipeta no debe introducirse en el liquido, sino justo sobre la superficie
cerca del borde del matraz, para evitar contaminacidn con ion manganoso.

Si esta contaminacion ocurriera, el manganeso (ll) transferido a la botella de yoduro
alcalino determinaria la formacion de precipitado que obligaria a desechar el

reactivo. Posteriormente se tapa y se agita fuertemente.
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Las muestras se almacenan en un lugar fresco y preferiblemente oscuro,
procediéndose a su traslado al laboratorio para el analisis respectivo, el cual debe
realizarse en un tiempo no mayor de 12 horas. Si se emplean matraces con un
embudo, que permiten un sello de agua entorno al tapén, tomando ademas las

precauciones mencionadas, se pueden almacenar por varios dias (Riley, 1975).

Materiales y Equipo

- Bureta electrénica o digital

- Botellas Winkler de 300 ml

- Erlenmeyers de 125 ml

- Pipetas aforadas de 1, 2y 10 ml

- Balones aforados de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml
- Beaker de 1000 ml

- Mangueras de caucho

- Balde plastico de 10 |

- Balanza analitica (+/- 0.0001g)

Reactivos

Sulfato de manganeso (MnSO4): Disolver 182.5 g de sulfato de manganeso en

agua destilada y completar a 500 ml.

Solucién yoduro-alcalina: Disolver 125.0 g de hidréxido de sodio (NaOH) en 125 ml
de agua destilada. Disolver 75.0 g de yoduro de potasio (KI) en 100 ml de agua
destilada. Una vez frias, mezclar las dos soluciones y agregarle 2.5 g de azida de

sodio disuelta en 10 ml de agua destilada, completar a 500 ml.
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Acido sulftrico (70%): Mezclar 350 ml de acido sulfarico concentrado con 150 ml de

agua destilada.

Solucién de almidén 3%: Disolver 3.0 g de almiddn soluble en 100 ml de glicerina,

calentar hasta disolucion total.

Tiosulfato de sodio 1N (Na2S203.5H20): Disolver 62.045 g tiosulfato de sodio en
agua destilada, previamente hervida y completar 250 ml. Agregarle 0.5 ml de
disulfuro de carbono (CS2) como preservativo.

A partir de ésta se prepara la de 0.01 N. Guardar en botella ambar.

Solucion estandar de yodato de potasio 0.01 N (KIO3): Pesar exactamente 0.3567 g
de yodato de potasio, previamente secado, disolver en agua destilada y completar a

1.0 L en un matraz aforado

Procedimiento

- Fijar el oxigeno de la muestra con 2 ml de solucién de sulfato de manganeso,
y luego 2 ml de solucion yoduro-alcalina, agitar fuertemente y dejar en reposo
por 15 minutos

- Agitar fuertemente y adicionar 2 ml de solucion de acido sulfurico, mezclar
hasta la disolucion del precipitado. Dejar en reposo por 10 minutos,
manteniendo la botella en la oscuridad.

-  Tomar alicuotas de 50 ml por duplicado. Titular con solucién de tiosulfato

0.01N hasta obtener color amarillo palido. Adicionar dos gotas de solucion de
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almidon. Seguir titulando hasta desaparicion del color azul. Anotar los

volumenes de tiosulfato y promediar
Calibracién o Ajuste

- Pipetear 2 alicuotas de 10 ml de yodato de potasio 0.01N en erlenmeyers de
125 ml

- Adicionar 40 ml de agua destilada a cada uno y agitar

- Adicionar 2 ml de solucién de acido sulfurico y agitar

- Adicionar 2 ml de solucién yoduro-alcalina y agitar

- Dejar en reposo por 15 minutos

- Titular con tiosulfato 0.01N, anotar los volumenes y obtener el promedio de
ellos (V)

- Determinar la verdadera normalidad del tiosulfato por:

10 ml x Ny
(S V2

Nkios = Normalidad del yodato de potasio (0.01 N)

Calculos

La concentracién de oxigeno disuelto en las muestras, puede calcularse a partir de

la ecuacion:
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800 x (V,)xV x (V)

oD/l =
o vV -4)xv,

Donde:

V = Volumen del frasco (300 ml)
V1 = Volumen de tiosulfato 0.01N gastado para titular la muestra

Vm = Volumen de la alicuota tomada (50 ml)

Nt = Normalidad del tiosulfato de sodio
V -4 = Volumen corregido, teniendo en cuenta la adicion de los dos primeros
reactivos.
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Figura 24. Diagrama de flujo, pasos para llevar a cabo el analisis de oxigeno
disuelto.

Fuente: INVEMAR, 2003
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C. MATERIA ORGANICA — BS 1377 - 1990

La materia organica es toda clase de sustancia que involucra dentro de su
estructura molecular el carbono, en el estudio ambiental hace referencia a dos

tipos:

a) la de origen viviente, que comprende todos los residuos y desechos
provenientes de organismos vivos, incluso los mismos organismos; y
b) la de origen antropico, en la que entran todas las sustancias sintetizadas

por el hombre a través de procesos industriales.

Existen tres procedimientos para la determinacién del contenido organico en suelos,
estos son:

— Pérdida por ignicion

— Oxidacién con peréxido de hidrégeno

— Oxidacion con dicromato

El Método del Dicromato es uno de los recomendados en la BS1377:1975 (The
British Standard), como el procedimiento estandar para suelos. Fue introducido
primeramente por Walkley en 1935. Se ha encontrado que da resultados
reproducibles y aunque la exactitud no es absoluta, es suficiente para propésitos de
ingenieria. En suelos que contienen sulfuros o cloruros da resultados altos. Si estas
sustancias estan presentes, deben ser removidas de la muestra en la etapa de
preparacion mediante un tratamiento quimico adecuado, como se describe en el
procedimiento. ANEXO 10.
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Alcance y aplicacién
Este método es aplicable a todo tipo de sedimento de origen marino o continental.

La exactitud no es absoluta pero es suficiente para propésitos de ingenieria.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

En muestras de sedimento la recoleccion se hace con draga o corer, se transfiere
con cuchara de hierro inoxidable o plastica a un contenedor hecho de papel
aluminio. Si el andlisis no se realiza inmediatamente, es preciso congelar la muestra

a una temperatura de -20°C.

Materiales y equipos

- Balanza con una precision de +/- 0.001g

- Horno de secado (105-110°C)

- Dos frascos volumétricos de 1 L

- Dos buretas, graduadas a 0.1 ml

-  Pipetasde 1y 10 mi

- Dos erlenmeyers de 500 ml

- Una probeta de 200 ml y 20 ml

- Un pesa sales

- Tamices, de 10 mm y 425 p de tamafo de malla
- Mortero y mango

- Desecador
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Reactivos

Solucién de dicromato de potasio 1N: Disolver 49.035 g de K,Cr,07 en agua
destilada y completar a un litro de solucion.

Solucién de acido sulfrico 0.5N: Adicionar 14 ml de H,SO, concentrado en
agua destilada y completar a un litro de solucion.

Acido sulfdrico concentrado (Gravedad especifica 1.84).

Solucién de sulfato ferroso de aproximadamente 0.5N: Disolver 140.0 g de

sulfato ferroso en acido sulfurico 0.5N y completar a un litro de solucion.

Esta solucion es inestable al aire; por lo cual, debe mantenerse herméticamente

tapada. Semanalmente debe ser estandarizada con solucién de dicromato de

potasio.

Acido fosférico al 85% (Gravedad especifica 1.70-1.75).
Solucién indicadora: Disolver 0.25 g de difenilamina sulfonato de sodio en 100
ml de agua destilada. En su defecto puede utilizarse solucion indicadora de

ferroina.

Procedimiento

i.Preparacion de la muestra

Sdlo se requiere una pequefa muestra para el analisis, pero se debe homogeneizar

correctamente para que sea representativa.
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- La muestra es secada en un horno a 105 — 110 °C, enfriada en un desecador
y pesada con una exactitud de 0.1% (m1)

- Pasar a través de un tamiz de 10 mm

- Pesar la masa que paso con una exactitud de 0.1% (m,). Tener cuidado de no
perder cualquier particula fina.

- Reducir la muestra por divisiones sucesivas hasta aproximadamente 100 g.

Ii. Muestras que contienen sulfuros

Los sulfuros pueden interferir en los resultados, dando valores altos. Para
eliminarlos, adicionar acido sulfurico diluido (2N) hasta que no ocurra ninguna
emanacion de sulfuro de hidrégeno, luego lavar con agua. Secar en un horno antes

de proceder a la préxima etapa.

iii. Suelos o sedimentos que contengan cloruros
Los cloruros también pueden producir resultados altos. Para removerlos, lavar el
suelo con agua destilada, hasta que ninguna turbidez sea observada cuando una
gota del agua de lavado es probada con solucion de nitrato de plata. Secar en un
horno antes de proceder con la siguiente etapa.
- Pulverizar la muestra con mango y mortero, de tal forma que pase a través de
un tamiz de 425 micras
- Subdividir la muestra hasta que pese 5.0 g aproximadamente. Mezclar
completamente
- Colocar la muestra en un recipiente de pesaje y secar en un horno a 105-
110°C.
- Enfriar en un desecador y pesar con una precision de +/-0.001g (m3)
- Transferir una pequefia cantidad para el analisis a un erlenmeyer limpio de

500 ml, sin pérdida alguna de material
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La cantidad a ser transferida estara en el rango de aproximadamente 5.0 g para

suelos de bajo contenido de materia organica, hasta 0.2 g para suelos muy ricos.

iv. Determinacién de la materia organica:

- Pesar la muestra a tratar (1.0 g) y colocarla en un recipiente cénico
(erlenmeyer de 500 ml es suficiente)

- Vertir 10 ml de dicromato de potasio a la muestra

- Adicionar con una probeta, cuidadosamente, 20 ml de acido sulftrico
concentrado

- Mezclar y agitar por 1 minuto, dejar reposar por 30 minutos sobre una base de
asbesto o madera mientras se enfria y ocurre el proceso de oxidacion de la
materia organica. Proteger el recipiente de rupturas.

- Adicionar 200 ml de agua destilada

- Adicionar 10 ml de &cido fosférico, 1 ml de indicador y agitar completamente.
Si el indicador es absorbido por el sedimento adicionar 1 ml mas de indicador
y agitar

- Realizar la titulacion del exceso de dicromato, adicionando sulfato ferroso con
incrementos de 0.5 ml y agitar el recipiente, hasta que se produzca un cambio
de coloracién de azul a verde (con difenilamina sulfonato de sodio como

indicador)

v. Calibracion

Junto con las muestras llevar a cabo un blanco de reactivos siguiendo el mismo

procedimiento que en la muestra, utilizando 1.0 ml de agua destilada.
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Es necesario realizar la estandarizacion del sulfato ferroso cada vez que se vaya a
emplear, de acuerdo con el siguiente procedimiento:
- Medir 10 ml de solucién 1N de dicromato de potasio y transferirlo hacia un
erlenmeyer
- Adicionar cuidadosamente 20 ml de acido sulfurico concentrado. Agitar la
mezcla y dejar enfriar, colocar en una superficie aislante
- Adicionar 200 ml de agua destilada
- Adicionar 10 ml de acido fosférico y 1 ml de indicador, y mezclar
completamente
- Adicionar sulfato ferroso desde una bureta con incrementos de 0.5 ml, agitar
el frasco hasta que se produzca un cambio de color de azul a verde, registrar

el volumen de solucion de sulfato ferroso utilizado

vi. Célculos
Calcular el volumen, en ml (V), de dicromato de potasio usado, para oxidar la

materia organica en el sedimento a partir de la siguiente ecuacion:

V=10x|1-—
X

Y = Volumen de sulfato ferroso usado en la titulacién de la muestra

X = Volumen usado en la estandarizacion

Expresado como porcentaje el calculo de materia organica presente con base a

peso seco de muestra es:
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Porcentaje de M.O (%)= 0.67 x m, x —————
m, x m,

m1 = Peso de muestra antes de tamizar
m2 = Peso de muestra que pasa a través del tamiz de 10 mm

m3 = Peso de sedimento usado en el analisis
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Eliminar Eliminar
sulfuros clomras

Secar y tamizar la
muesira

Y

Montar un blanco | Lhilizar 0.2 - 5 g
de reactivios de muesira

Adicionar 10 ml d=
dicremato de K

—pl Adicicnar |'nd|'c-c|-::|or|
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H.50,

}

Agitar = 1 min, v dejar Titular con sclucién | Valzrar | solucian
en reposc 20 min. FAS - FAS

:

Adicicnar 200 ml
agua des,
l Calculos

Adicionar 10 ml
de HLPO,

Figura 25. Diagrama de flujo para llevar a cabo el andlisis de materia organica.

Fuente: INVEMAR, 2003
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d. NUTRIENTES (NITROGENO Y FOSFORO) — 4500 C NITROGEN (ORGANIC) —
FAO, 1975

El agua marina esta constituida por diversos constituyentes inorganicos, los
principales cationes son: calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?), sodio (Na*) y potasio (K*);
los aniones principales son: ion cloruro (CI), sulfato (SO* %), carbonato (CO3%?) y
bicarbonato (HCO3 ). Algunos iones de los constituyentes secundarios son los
reconocidos con el nombre de nutrientes, puesto que pertenecen a algunas sales
que son utilizadas por los vegetales marinos, (algas) para formar sus tejidos y
tienen una significacion bioldgica especial. Estos se presentan en el agua de mar
en concentraciones variables, segun la actividad bioldgica, y entre ellos se
encuentran el fosfato (PO4)-3, nitrato (NO3 ), nitrito (NO2 ), silicato [Si (OH)4] y
amonio (NH4"), (Margalef, 1982).

Los nutrientes estan presentes en diferentes formas en los sistemas acuaticos y
solamente las formas inorganicas disueltas se encuentran disponibles para los

productores primarios.

Nitrégeno total

Se recomienda la utilizacion modificada del micrométodo Kjedhal tomada de
USEPA (1975), elementos de FAO (1975) y APHA (1992). EI nitrégeno total es la
suma del nitrégeno organico y del nitrdgeno amoniacal. La muestra de sedimento
se digiere en caliente en presencia de acido sulfurico concentrado y catalizadores.
Como resultado el nitrégeno organico se convierte en amoniaco, y este ultimo en
sulfato de amonio. La sal amoénica formada se descompone por un alcali caustico, y
el amoniaco liberado se destila a un exceso de acido sulfurico o de acido bdrico,

determinandose el amonio formado por volumetria. ANEXO 11y 12.
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Equipos
- Digestor Kjedhal
- Destilador Kjedhal
- Balén Kjedhal de 100 ml.

- Erlenmeyer de 100 ml

Reactivos

Acido sulfurico concentrado catalizador: Disuelva 2,5 g de sulfato cuprico en 50 ml

de acido sulfarico 1:5 (10 ml de H,SO,4 concentrado, 40 ml de agua libre de amonio),
diluya a 100 ml con agua libre de amonio.

Sulfato de potasio: Solucion acido - cobre - sulfato de potasio. Disolver 267 g de

K.SO4 en 1300 ml de agua libre de amonio y 400 ml de H,SO, concentrado.
Adicione 200 ml de la solucion de sulfato cuprico y diluir a 2 litros con agua libre de
amonio. Guardar en frasco de vidrio con tapa esmerilada es estable por varios

meses.

Solucién buffer de pH 7,4: Disolver en agua libre de amonio 14,3 g de KH,PO, y

68,8 g de K;HPQ, y diluir a 1 L con agua libre de amonio.

Solucién de hidréxido de sodio 12,5 M: Se disuelven 500 g de NaOH en agua libre

de amonio previamente descarbonatada y se diluye a 1 L. Guardar en frasco de

vidrio con tapén de caucho. Estable por varios meses.

Solucién de acido bérico al 4%: Se disuelven 40 g de H3BO; en un litro de agua

libre de amonio y se guarda en in frasco ambar con tapa de vidrio.
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Solucién etandlica de rojo de metilo al 0,2 %: Disolver 0,2 g de rojo de metilo en un

pequefio volumen de etanol al 95% y ajuste el volumen a 100 ml. Guardar en frasco

gotero. Estable por varios meses.

Solucién de azul de metileno 0,2 %: Disuelva 0,2 g de azul de metileno en
aproximadamente 40 ml de agua libre de amonio y llevar a un volumen de 100 ml.

Guardar en frasco gotero. Estable por varios meses.

Disolucion de indicadores mixtos: Mezclar dos volumenes de solucion etandlica de

rojo de metilo al 0,2 % con un volumen de soluciéon de azul de metileno al 0,2 %.

Preparar una soluciéon nueva cada 30 dias.

Solucién de acido sulfurico 0,02N: Se prepara diluyendo un volumen adecuado de

una disoluciéon de acido sulfarico 0,1 N y por ultimo se valora para saber la

concentracion real de la misma.

Procedimiento
- Se toma una muestra de sedimento de (0,3 g) y se introduce en un balén
Kjedhal. Se adiciona 50 ml de agua libre de amonio y adicione 2 ml de la
solucion buffer de pH 7,4; evapore la muestra hasta reducir el volumen a la
mitad en el digestor Kjedhal, una vez que la muestra esté a temperatura
ambiente, adicione 30 ml de la solucién acido - cobre - sulfato de potasio.
Evaporar la mezcla en un digestor Kjedhal hasta que los de humos de SO;
desaparezcan y la mezcla se torne azulosa. La digestion se lleva a cabo
cuidando que la temperatura sea superior a 360 °C e inferior a 410 °C, para

evitar pérdidas de NH; en la mezcla.
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- Se toman mediante una pipeta 25 ml de la solucién de acido bdrico al 2 %, y
se pasan a un erlenmeyer de 250 ml, afiadiendo unas gotas del indicador
mixto y este se coloca en el extremo del capilar que esta acoplado al
condensador del destilador micro- Kjedhal.

- Se afnade al balén Kjedhal una porcion pequefia de agua libre de amonio y
una vez frio se transfiere cuantitativamente el contenido al balén de
destilacion del destilador micro Kjedhal y afiaden 30 ml de NaOH 12,5 N y el
destilado se recoge en un erlenmeyer al que se afiadio previamente 25 ml de
solucién de acido boérico.

- Destilacion. Para el proceso de destilado se llena hasta sus 3/4 partes el
balén; se comienza a calentar con un mechero de gas y cuando el agua esté
hirviendo, se desconecta, quitando la pinza que esta en el tubo de goma de
salida. A la salida del condensador, se coloca un frasco erlenmeyer de 250 ml
con 25 ml de la soluciéon de acido bérico para recoger el destilado. La parte

final del condensador debe estar sumergida en el acido bérico.

- Se transfiere cuantitativamente la muestra digerida y diluida embudo, abriendo
después la llave y lavando este con 10-15 ml de agua libre de amonio.
Después con la llave cerrada se le afiaden, 30 ml de hidroxido de sodio 12,5
M, permitiendo que este pase al balon de destilacién y se cierra. Después se
cierra de nuevo el tubo y se vuelve a calentar el balén. El vapor asi producido,
pasa al balén de destilacién arrastrando el amoniaco a través de la trampa de
vapor y del condensador, hasta recoger aproximadamente 100 ml y retire el
erlenmeyer antes de apagar el equipo de destilacidn. Acto seguido, se retira la
fuente de calor; se quita la pinza y se introduce a través del embudo agua
destilada para lavar el balon de destilacién. Después se aprieta la pinza de

nuevo se cierra la llave del embudo y se vuelve a calentar el frasco.
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Por medio de esta operacién el equipo queda en condiciones 6ptimas para otra
determinacion.

Para la valoracion se adiciona 3 gotas del indicador mixto al destilado y se valora
con el acido 0,02 N. Se corrige el contenido de amonio en los reactivos valorando el

blanco hecho con agua libre de amonio.

Calculos

El tanto por ciento de nitrégeno se calcula de la siguiente forma:

(T - B)x N x1.4

NO (%) = -

Donde:

T = ml de acido valorado gastados en la valoracion de la muestra.
B = ml de acido valorado gastado en la valoracion en blanco.
N = normalidad del &cido valorado.

s = peso de la muestra en gramos
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Fosforo total

Se recomienda emplear una modificacion del método propuesto por FAO (1975)
que consiste en digestar la muestra con una mezcla oxidante formada por los
acidos sulfurico, nitrico y perclérico en vez de anadir los reactivos por separado
como plantea el método original.

El material organico de la muestra se transforma en diéxido de carbono y agua por
medio de una hidrélisis acida oxidativa a altas temperaturas. Los demas elementos
como por ejemplo el fosforo y los metales son liberados de la fraccién organica y se
disuelven en el medio. Por ultimo a un volumen de muestra digestada y filtrada o
sedimentada se adiciona acido ascorbico y reactivo molibdato de amonio.
Midiéndose la intensidad de la coloracion del complejo azul de molibdeno en un
espectrofotbmetro a 882 nm. Se pueden analizar muestras con un rango de

concentraciones de 20 a 1500 pg/g.

Almacenamiento de la muestra

La muestra de sedimento se deposita en una bolsa de nylon permaneciendo en
congelacion hasta su llegada al laboratorio, donde se seca en estufa a 110 °C por
24 horas. Una vez seca se tritura en un mortero de agata y se pasa por un tamiz de
0,2 mm. El sedimento triturado se guarda en un frasco de vidrio con tapa y

debidamente rotulado.
Equipos
- Digestor Kjedhal.

- Balones Kjedhal de 100 ml.

- Volumétricos de 250 ml.
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- Cilindros graduados de 50 ml.

- Espectrofotometro o fotdmetro de filtro a 882 nm.

Reactivos

Mezcla oxidante: Disolver con cuidado 250 ml de acido sulfurico concentrado 96-98

%, en 250 ml de agua destilada. A esta solucién se agregan 200 ml de acido nitrico

concentrado y 50 ml de acido perclorico y por ultimo se lleva a un volumen de 1 L.

Acido sulfurico 4.75 M: Remitase a la determinacion de fosforo inorganico en agua.

Solucién de heptamolibdato 0.073 M: Para su preparacion ver método de fosforo

inorganico en agua.

Soluciéon de anitimonil tartrato de potasio 0.1 M: Remitase a la determinacion de

fésforo inorganico en agua.

Reactivo acido molibdato: Preparar de igual manera que en fésforo inorganico.

Solucién de acido ascérbico 0.4 M: Remitase a la determinacion de fdésforo

inorganico en agua.

Solucién madre de fosfato: Disolver 0.4392 g de KH,PO, (secado a peso constante

a 105 °C en agua destilada). Afdadir 1 ml de acido sulfurico 4.75 M como
preservante y diluira 1 L.
1 ml =100 ugPO4-P.
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Calibracién o Ajuste

Mezcle 2 6 3 muestras de sedimento de concentracién conocida (700-750 ug/g).
Pesar 7 muestras de 0,5 g cada una y transferir a balones Kjedhal, adicionar a
estos balones (cinco de ellos), cantidades variables de fosfato 0,0 ml al balén (1) y
2 ml muestra blanco al balén (2), 2 ml al balén (3), 3 ml al balén (4), 4 ml al baléon
(5), 5 ml al balén (6) y 6 ml al balén (7).

Proceder de igual forma que con las muestras. La absorbancia se plotea contra
concentracién en ug/0,5g de muestra. La lectura para la muestra blanco de
sedimento se deduce de aquella que contiene la solucién patron de fésforo anadido

y que no se le afiade acido ascorbico.
Procedimiento

- Pesar 0,5 g del sedimento y transferirlo a un balén Kjedhal. Si queda
sedimento adherido al frasco este se arrastra con agua destilada. Anadir

ebullidores y 9 ml de la mezcla oxidante

- Las muestras se digestan hasta que el contenido del baléon quede
transparente y que los humos blancos lleguen +3 cm del cuello del balén. Una
vez frio se anade 15 ml de agua destilada y se pone a ebullir suavemente. Al
enfriarse el baldn se filtra la solucidn en un volumétrico de 250 ml, cuando se
termine de filirar se enrasa. También la solucion se puede transferir
cuantitativamente a un volumeétrico de 250 ml, enrasar y dejar que sedimente
durante toda la noche.

- Pipetear 5 ml a un cilindro graduado de 50 ml y adicionar 25 ml de agua

destilada junto a 5 gotas de acido ascorbico y 1 ml de reactivo acido
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molibdato. Mezclar bien la solucién después de la adicion. Medir la
absorbancia al cabo de los 5 min. a 882 nm en celdas de 1 cm contra agua
destilada.

- Analizar 3 6 4 muestras de sedimentos a las que se le afiade un patron de
fésforo paralelo a las muestras. Un sedimento patrén sin acido, puede ser
usado como blanco. La absorbancia de este se resta a la de las muestras.

Calculos

Las concentraciones se calculan por la expresion:
a
Pu/g)= b

Donde:
P = concentracién de P total en pg/g.
a = valor obtenido de la curva en ug/0,5g.

b = peso de la muestra en gramos.
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e. METALES —3050 B (EPA)

Los metales asociados a la materia organica deben convertirse a una forma en la
que puedan leerse por espectroscopia. Para esta digestion puede usarse acido
nitrico, acido sulfurico o acido nitrico - perclorico, pero debera reportarse la técnica
de digestién aplicada.

En los sedimentos los metales pueden constituir varias fracciones, por tal motivo el
analisis de la muestra puede realizarse por duplicado: una digestién débil en la
fraccion total del sedimento con el fin de obtener los metales biodisponibles y una
extraccion fuerte para determinar el contenido total en el grano.

El método aqui descrito involucra una extraccion con HCI 0.1N; agitacion por 24
horas y determinacién cuantitativa por una técnica espectrométrica (Absorcion o
Emision Atémica Inductivamente Acoplada - ICPS). ANEXO 12.

Alcance y aplicacion
Este método es aplicable a todo tipo de sedimento marino o continental y permite
detectar en el extracto concentraciones del orden de 10 ° a 107 g/l del metal en

cuestion.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Las muestras de sedimento, segun las facilidades con que cuente el laboratorio se
colectan con cono o corer plasticos y se transfieren luego a bolsas de polietileno
convenientemente rotuladas. Si sélo se dispone de dragas, la muestra debe
colectarse usando cucharas plasticas y tomando de la parte central el sedimento
que no ha tenido contacto con las paredes de metal.

Las muestras se deben transportar al laboratorio bajo refrigeracion.
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La mejor forma de almacenar y preservar la muestra es secandola en liofilizador y
almacenarla en un medio exento de humedad. Si el analisis inmediato no es
posible, y tampoco se cuenta con un equipo liofilizador es conveniente homogenizar
la muestra y colocarla en cajas petri tratadas con HNO3 10% y secar a 607/C hasta
peso constante. Estando la muestra libre de humedad, se almacena en bolsas
plasticas. Previamente se tamizan a través de una malla de 63 y. Sélo la fraccién
menor a 63 p se utiliza para estudios ambientales.

Para el analisis de Hg y Pb se seca la muestra sdlo con liofilizador.

Materiales y equipos
- Espectrofotémetro de absorcion atdmica o espectrometro de emisiéon atémica
con plasma acoplado inductivamente ICPS
- pH-metro
- Sistema de secado al vacio (liofilizador)
- Desionizador de agua
- Sistema para tamizado, tamiz de 63 p
- Embudos de separacion de 500 y 2000 ml
- Beakers de 50, 100 y 250 ml|
- Erlenmeyers de 125 ml
- Pipetas de 2,5, 10 y 20 ml
- Balones aforados de 100 ml
- Balanza analitica
- Agitador magnético
- Cajas de petri
- Cucharas plasticas
- Sistema de secado al vacio (liofilizador)
- Papelfiltro # 40
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Reactivos
- Agua libre de metales
- Acido clorhidrico concentrado
- Acido nitrico concentrado
- Acido Perclérico concentrado — HCIO4: usar grado supra puro o analitico
- Hidréxido de amonio
- Argon ultra puro grado 5.0 (ICP)
- Acetileno y aire (Absorcion atémica)

- Soluciones de referencia para cada metal (1g/l)

Procedimiento
i.Metales totales (Extraccién fuerte)
- Pesar 0.4 g de sedimento seco y tamizado
- Agregar 3.0 ml de HNO3 concentrado (usar camara de extraccion)
- Adicionar 1 ml de HCIO4 concentrado
- Dejar reaccionar y calentar a 100°C por 16 horas. en plancha de
calentamiento
- Filtrar en membranas Wathman # 40 o centrifugar
- Recuperar el filtrado en balones aforados de 10 ml
- Completar a volumen con HCI 0.1N
- Preparar un blanco reactivo de igual manera que la muestra

- Cuantificar por Espectrometria de Absorcion o de Emision Atomica (ICP)

ii. Calibracién
Ver numeral 6.1d - i.
Las soluciones de estandares deben ser preparadas empleando HCI 0.1N en el

caso de sedimentos.
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iii. Calculos
Determinar la concentracion de cada metal, en microgramos por gramo,

refiriéendose a la curva de calibracion correspondiente.

Ce ><Ve
m= " X
W

m

C f

Cm = Concentracién de la muestra (ug/g)

C. = Concentracion del extracto (ug/ml)

W, = Peso de la muestra seca utilizada para el analisis (g)
Ve = Volumen del extracto (ml)

f = Factor de dilucién

iv. Recomendaciones

Si los valores de las muestras se encuentran por encima del rango de los
estdndares (curva de calibracion), diluir la muestra con solucién de HCI. 0.1 N,
volver a analizar en el espectro y aplicar el factor de dilucion apropiado en los

calculos.
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Figura 26. Diagrama de flujo, para llevar a cabo el analisis de metales (Extraccion
fuerte).

Fuente: INVEMAR, 2003
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Figura 27. Diagrama de flujo, para llevar a cabo el analisis de metales (Extraccion
débil).

Fuente: INVEMAR, 2003
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f. XILENO — 5021 (VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS IN SOILS AND OTHER
SOLID MATRICES USING EQUILIBRIUM HEADSPACE ANALYSIS) /8021 B

Se propone la utilizacion del método 5021 EPA (VOLATILE ORGANIC
COMPOUNDS IN SOILS AND OTHER SOLID MATRICES USING EQUILIBRIUM
HEADSPACE ANALYSIS), para la preparacion de las muestras. Seguido por el
método de cuantificacion 8021 B EPA (AROMATIC AND HALOGENATED
VOLATILES BY GAS CHROMATOGRAPHY USING PHOTOIONIZATION AND/OR
ELECTROLYTIC CONDUCTIVITY DETECTORS)

Con la técnica denominada “headspace” se pueden determinar indirectamente
compuestos volatiles en muestras liquidas o sdélidas, mediante el analisis de la fase

vapor que esta en equilibrio termodinamico con la muestra en un sistema cerrado.

El muestreador-inyector de espacio de cabeza semiautomatico (HS-6) resulta muy
util para la determinacién de compuestos volatiles en muestras muy complejas. Con
este dispositivo solamente se analizan los componentes presentes en la fase
gaseosa que se encuentra sobre la muestra, previamente termostatada, mientras
que el residuo no volatil no afecta en absoluto al analisis. La muestra puede ser
so6lida, turbia o altamente viscosa, puesto que al sistema de inyeccion unicamente
llegaran las sustancias volatiles. Utilizando este muestreador-inyector, el analisis
cuantitativo de componentes volatiles en muestras insolubles (laminas, polimeros,
etc.) por extraccion multiple de espacio de cabeza, puede llevarse a cabo de

manera simple y rapida.

Las principales caracteristicas de dicho dispositivo son:
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- El material que constituye la muestra es colocado en un vial herméticamente
cerrado, en el mismo lugar en que la muestra sea asequible, y no
necesariamente en el laboratorio.

- Naturalmente, el recipiente para la muestra y el sistema cerrado
herméticamente seran quimicamente inertes.

- El mismo vial de recogida de muestra se introduce en el dispositivo de espacio
de cabeza, lo que garantiza que no haya pérdida de muestra.

- En muchos casos el método de espacio de cabeza, evita el tener que realizar
una serie de pasos analiticos previos, y en el caso de que sean necesarios
pueden efectuarse en el mismo vial que contiene la muestra.

- Las condiciones de temperatura y de presion permanecen constantes de una
muestra a otra. Se dispone de una termostatacion precisa desde +35 °C hasta
+190 °C.

- Las etapas criticas en el proceso de inyeccion de las muestras son
controladas de manera precisa por un ordenador. Como consecuencia de ello,
el volumen de gas inyectado en el cromatdgrafo es practicamente constante.

- El sistema de inyeccién es termostatado incluso durante la misma inyeccion.

- No hay posibilidad de contaminaciéon de una muestra con otra, ni necesidad
de una limpieza complicada de jeringas.

- Los residuos no volatiles no llegan ni al tubo inyector ni a la entrada de la
columna.

- Todos los inconvenientes de la inyeccion con jeringa desaparecen.

- No existe ninguna parte mévil en contacto directo con la muestra.

- La superficie que esta expuesta al contacto con la muestra gaseosa es
minima.

- No existe el problema de agujas obturadas
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Alcance

El método es aplicable a un amplio espectro de compuestos organicos que

presentan una alta volatilidad. Presenta un limite de deteccién de 0,1 ug/l.

Materiales y equipo

Contenedores de vidrio transparente

Viales

Tekmar Model 7000 Equilibrium Headspace Autosampler
VOA viales

VOA viales con PTFE

Reactivos

Agua libre de organicos libres
Metanol, CH OH,

Soluciones de calibracién
Soluciones estandar

Soluciones estandar para calibracion
Solucién blanco

Solucidén matriz modificada

Procedimiento

En cuanto al funcionamiento del dispositivo HS- 6, las etapas de introduccién de la

muestra en la columna cromatografica mediante dicho dispositivo se indican a

continuacion:
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- Se coloca el vial que contiene la muestra en el depdsito termostatado del
inyector. Pueden ser termostatados simultaneamente varios viales.

- Los componentes volatiles de la muestra son entonces vaporizados,
estableciéndose un equilibrio entre la muestra y la fase vapor generada

- La salida del capilar o aguja de inyeccion esta en principio cerrada por un
septum. Una corriente de gas portador fluye por la columna (valvula 1 abierta).

- Al mismo tiempo, una corriente de purga fluye hacia la atmdsfera para evitar la
acumulacion de residuos (valvula 2 abierta). Una vez que se alcanza el
equilibrio en el vial de la muestra, se gira el dispositivo hasta la posicién de
inyectar dicho vial y se empuja hacia su posicién superior para efectuar la
inyeccién

- El capilar de inyeccién perforara el septum que cierra su salida y el septum
del vial, situandose en el espacio de cabeza del mismo (en la fase vapor sobre
la muestra). Se pone en marcha ahora un programa previamente
seleccionado en el cromatografo, mediante el cual la valvula 2 se cierra y
comienza una etapa de presurizacion. El aumento de presion dentro del vial
tiene lugar a través de la aguja mediante gas portador precalentado. La
duracién del periodo de ajuste de la presién es controlada electronicamente y
seleccionable entre los siguientes valores: 0,5; 1; 4; 8; 16; min.

- Al final del periodo de presurizacion seleccionado comienza la etapa de
inyeccion propiamente dicha (valvulas 1y 2 cerradas). La interrupcion de gas
portador y la caida de presion a la entrada de la columna da lugar a una
compensacion de presidn que hace que el vapor que se encuentra en el
espacio de cabeza del vial fluya hacia la columna a través del capilar.

- La etapa de inyeccién también es controlada electronicamente; por lo general
dicha etapa tiene lugar durante cinco segundos e inicia el periodo de analisis

(valvula 1 abierta, valvula 2 cerrada); el final del mismo se controla
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manualmente. Se tira del dispositivo hacia su posicién inferior, una vez que
hayan pasado todos los componentes por la columna, restableciéndose las

condiciones iniciales, y seguidamente se puede efectuar una nueva inyeccion.

Para mayores detalles revisar ANEXO 13.
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g. PENTACLOROFENOL - 8041 A (PHENOLS BY GAS CHROMATOGRAPHY)

Se propone la utilizacién del método 8041 A EPA (PHENOLS BY GAS
CHROMATOGRAPHY). ElI método describe el uso de procedimiento
cromatograficos con columna capilar para el analisis de fenoles utilizando
dispositivos de columna simple y columna doble con doble detector. Las columnas

se conectan mediante una pieza “T” con dos detectores idénticos.

Para muestras solidas la extraccion debe llevarse a cabo mediante el método 3540
6 3550 (EPA), y debe realizarse una purificacion posterior empleando método EPA
3650 de particion acido base. ANEXO 14.

Alcance
Tabla 9. Fenoles y MDLs (method detection limit) que se estudian por medio del
método EPA 8041

Fuente: Método EPA 8041

Analito MDL pg/L Analito MDL ug/L
2-sec-butil-4.6-dinitrofenol -- 2-Metil-4.6-dinitrofenol 16.0
4-Cloro-3-metilfenol 0,36 2-Nitrofenol 0.45
2-Clorofenol 0,31 4-Nitrofenol 2.8
Cresoles (metilfenoles) -- Pentaclorofenol 7.4
2-Ciclohexil-4.6-dinitrofenol -- Fenol 0,14
2.4-Diclorofenol 0.39 Tetraclorofenoles --
2.6-Diclorofenol -- Triclorofenoles --
2.4-Dimetilfenol 0.32 2.4.,6-Triclorofenol 0.64
2.4-Dinitrofenol
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Equipo y Material

¢ Cromatografo de gases; equipamiento necesario, jeringas, columnas de
analisis, detector de ionizacion de llama (FID), detector de captura de
electrones (ECD), sistema de captura de datos.

e Columnas GC

e Columna 1 —30 m x 0.53 mm de diametro de silice tubular

e Columna 2 - 30 m x 0.53 mm de diametro de silice tubular abierto

o Splitter

e Columna de lavado

e Generadores de diazometano

e Equipo derivatizacién PFBBr, graduada de 10 ml

Reactivos

¢ Disolventes; hexano, acetona, iso-octano

e Soluciones patron estandar

e Soluciones de patron composite

e Estandares de calibracion

e Estandar interno

e Estandar sustituto

e Reactivos para la derivacion; N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida
(Diazald), éter dietilico estabilizado con BHT, acido silicico H,SiOs, HPLC

hexano,
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Muestreo, almacenamiento y preservacion

Todas estas muestras solidas se guardan en botes de plastico a temperatura
ambiente y en ausencia de luz hasta proceder a su analisis.

Se recomienda que los extractos que se someten a derivacién metilado en 48
horas, deben ser analizadas inmediatamente para minimizar la ocurrencia de otras

reacciones.

Procedimiento
Extraccion
Las muestras solidas se extraen utilizando el método 3540 6 3550.

- Silos fenoles son determinados por medio de derivacion, el solvente debe ser
concentrado a 1 ml. Si la muestra sera analizada por GC/ECD, la extraccion
por medio de solventes (cloruro de metilo) debe ser realizada mediante
intercambio con hexano u otro disolvente compatible no halogenado. Si se
realiza metilacion con diazometano, la muestra debe ser diluida a un volumen
final de 4 ml con éter dietilico. Si la derivacién se realiza con PFBBr la muestra
debe ser diluida a un volumen final de 4 ml con acetona

- Para los distintos procedimientos de acuerdo a las distintas derivaciones ver

resumen método y referencia ANEXO 4.

- Las muestras obtenidas mediante el método de preparacién deben ser
limpiadas previamente al analisis, debe ser utilizado wun disolvente

compatible con el detector GC
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- Los fenoles derivatizados pueden ser analizados mediante FID, sélo una o

doble columna de enfoque

- Los fenoles objetivos de analisis pueden ser derivatizados con diazometano o

PFBBr y analizados por medio de GC/FID o GC/ECD respectivamente.
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h. DDT - EPA, 1980

Este método describe la determinacion de DDTs y PCBs en organismos vy
sedimentos marinos por medio de Cromatografia de Gases (CG). Otros pesticidas
halogenados y compuestos organicos que capturen electrones, pueden estar
presentes en estas muestras y muchos de estos podrian ser determinados por este
meétodo, sin embargo, no todos los residuos son estables al procedimiento de
limpieza aplicado al analisis de PCBs y DDTs.

Es utilizado para la determinacion de plaguicidas organoclorados absorbidos en
sedimentos marinos y estuarinos; las muestras pueden abarcar tanto el subsuelo
marino, como las playas. Si se requiere un estudio mas detallado, se debe separar
las muestras en dos fracciones, mayor y menor a 63 um.

El método se fundamenta en una extraccion sdlido - liquido continua de los
plaguicidas con hexano-acetona (1:1). El extracto obtenido se concentra y se pasa
por una columna empacada con Florisil para ser fraccionado mediante la elucion
con éter - hexano en diferentes proporciones. Los extractos son luego concentrados

y analizados por cromatografia de gases usando detector ECD. ANEXO 7.

Alcancey aplicacion

Este método es aplicable a todo tipo de sedimentos marinos o continentales. El
rango 6ptimo de trabajo es 10-9 — 10-12 g, dado por la linealidad del detector. La
minima concentracion que puede ser detectada es de 10-12 g y los siguientes
compuestos pueden determinarse por este método: Clordano, a-BHC, BBHC,
Lindano, Heptacloro, Epoxido, p, p, - DDE, o,p, - DDE, Dieldrin, Endrin, o,p’-DDD,
o,p’-DDD, o,p’-DDT.
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Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Las muestras se recolectan con una draga metalica tipo Van Veen, conos o
cucharas, de donde se empacan en bolsas plasticas para ser transportadas al
laboratorio. La mejor forma de almacenar y preservar la muestra es secandola; y
para esto el mejor procedimiento es la liofilizacién (secado a bajas temperaturas), y
el almacenamiento en un medio exento de humedad. Si el analisis inmediato no es
posible, y tampoco se cuenta con un equipo liofilizador, es conveniente secarla en
estufa a 40 °C hasta que la muestra esté libre de humedad. Posteriormente, se
almacena en bolsas plasticas o en papel aluminio, asegurandose de mantenerlas
en un desecador. Otfra alternativa muy eficaz es mantener congeladas las muestras
a -20°C (mediante hielo seco), envueltas en papel aluminio dentro de bolsas

plasticas por un periodo no mayor a 15 dias.

Materiales y equipos
- Cromatografo de gases equipado con Detector de Captura Electronica (ECD)
- Equipo de extraccién Soxhlet
- Rotavaporador
- Concentrador Kuderna Danish
- Balanza analitica precision +/- 0.00001 g
- Horno para secado
- Plancha de calentamiento
- Beakers de Pyrex de 100, 150, 200 y 1000 ml
- Probetas graduadas de 50, 100 y 250 ml
- Erlenmeyers de 125y 250 ml
- Columna de vidrio 25 cm de largo x 1 cm de diametro interno con llave de

teflon
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- Pipetas Pasteur

- Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, y 10 ml
- Matraz aforado de 25, 50 y 100 ml

- Microjeringas de 10 ul Desecadores

- Viales de 2 0 5 ml con tapa rosca de teflon

Reactivos
- Gas nitrégeno (N2) grado 4.5
- n-Hexano calidad pesticida
- n-Decano, R.A
- Eter etilico, R.A
- Acetona, R.A
- Metanol calidad pesticida
- Florisil PR, 60 - 100 Mesh
- Acido sulfarico concentrado, libre de Hidrocarburos clorados (HC)
- Sulfato de sodio anhidro
- Dicromato de potasio

- Estandares de pesticidas (Hidrocarburos clorados)

Precaucién. Los compuestos estandares son altamente toxicos y deben ser

manejados con extremo cuidado para evitar contacto con la piel o inhalacion.

Procedimiento

i.Extraccion

Si la muestra es hiumeda pesar de 5 a 7 g (sedimento hiumedo), y mezclar con tres
veces su peso de sulfato de sodio anhidro, hasta que parezca estar seca; transferir

la mezcla al vaso del soxhlet.
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- Colocar en el balon del equipo soxhlet 150 ml de una mezcla de acetona - n-
hexano (1:1), y unos cuerpos de ebullicién

- Extraer en el aparato soxhlet por 8 horas, a una razén de 4 6 5 veces de
vaciado por hora

- Extraer la misma cantidad de sulfato de sodio, para el seguimiento del blanco
de reactivos

- Trasvasar a un embudo de separacién de 250 ml, agregar 150 ml de agua des
ionizada y agitar fuertemente para retirar la acetona

- Separar las fases, desechar la capa inferior (acetona - agua) y conservar la de
hexano

- Lavar la capa hexanica con 150 ml de una solucién de sulfato de sodio 2%.
Retirar la fase acuosa

- Colocar la fase organica en un erlenmeyer de 125 ml, agregar 0.5 g de sulfato
de sodio anhidro y dejar en reposo para retirar la humedad

- Concentrar el extracto en rotavapor hasta 2 ml aproximadamente y depositarlo

con pipeta Pasteur en viales pequefios (2 6 5 ml)

i. Preparacion de la columna de Florisil

- La cromatografia de columna se prepara empleando una columna de vidrio de
25 cm de alto y de 1.0 cm de diametro interno

- Enjuagar las columnas para fraccionar con acetona y colocar en la estufa a
110 °C

- En el extremo inferior, fijar una pieza de lana de vidrio, para retener el
adsorbente

- Mezclar 16 g de Florisil con 30 6 40 ml de n-hexano los cuales son vertidos a

la columna, adicionar 1.0 cm de sulfato de sodio sobre el nivel de Florisil, para
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evitar disturbios en la primera capa cuando los solventes son vertidos a la

columna. Terminado esto, eluir 50 ml de n-hexano como lavado

iii. Purificacién en columna de Florisil
Especialmente en muestras de sedimentos y organismos, es necesario purificar el
extracto antes de proceder con el andlisis. La limpieza y separacion son logradas
por medio de cromatografia de particion, como sigue:

- Concentrar el extracto en Kuderna Danish o bafio Maria hasta 0.5 ml

- Percolar el extracto en una columna de Florisil.

- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 6%

- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 15%

- Reunir los dos eluidos anteriores en un erlenmeyer de 100 mi

- Eluir con 200 ml de éter en hexano al 50% Recibir en otro erlenmeyer

- Colocar alambre de cobre o mercurio metalico para la desulfuracion, hasta

gue no se aprecie la precipitacion de los sulfuros sobre el metal
- Concentrar en rotavapor hasta 2 ml
- Almacenar el extracto en un vial de vidrio de 5 ml para su analisis final por

cromatografia de gases

iv. Purificacion con &cido sulfurico concentrado
- Concentrar el extracto en bano Maria hasta 0.5 ml
- Transvasar el extracto a un tubo de 10 ml con tapa rosca
- Adicionar 1 ml de H,SO,4 concentrado, agitar vigorosamente por 30 segundos
- Dejar en reposo hasta la separacion de las fases

- Enjuagar con 20 ml de n-hexano
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- Retirar con una pipeta Pasteur la fase acida. Repetir el proceso hasta que la
fase organica sea clara y completamente traslucida

- Lavar el extracto con agua desionizada, agitar y retirar la fase acuosa

- Adicionar suficiente cobre o mercurio metalico para desulfurar el extracto

- Adicionar 0.5 g de Na2S0O4 anhidro para secar el extracto

- Almacenar el extracto en un vial de vidrio de 5 ml para su analisis final por
cromatografia de Gases Si el analisis cromatografico no se realiza
inmediatamente, mantener refrigerados los extractos a +/- 2 °C y protegidos

de la luz.

v. Cuantificacion

La cuantificacion de cada pesticida se realiza a través de un analisis por
cromatografia de gases, los extractos secos de las muestras, se reconstituyen con
25 - 100 pl de n- Decano (nC10) y se inyecta 0.5 ul en el cromatdgrafo de gases

con detector ECD.

vi. Calibracion

El proceso de calibracién es idéntico al descrito en el numeral 3.5.

vii. Calculos

Identificados los picos del cromatograma, con las areas reportadas se procede a

calcular la concentracion del compuesto i en el extracto, de la siguiente forma:

_Area-b
m

C.

Y = Area = Area del pico reportado por el cromatograma

X = C; = Concentracion de la sustancia i en el extracto pg/ul
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b = Intercepto
m = Pendiente de la curva de regresion

La concentracion de la sustancia i en la muestra seria:

C, xV, x0.001

ng/g=

C; = Concentracioén de la sustancia i en el extracto de muestra (pg/ul)
Ve = Volumen final del extracto (50 pl)

W = Peso de muestra seca sometida a analisis (g)

viii. Recomendaciones
Son validas de igual forma las recomendaciones dadas en el numeral 6.1 g-viii.

Es necesario llevar un blanco de reactivos a través de todos los pasos del método.
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Figura 28. Diagrama de flujo para llevar a cabo el andlisis de DDT en sedimentos.

Fuente: INVEMAR, 2003
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7.3 ORGANISMOS BIOLOGICOS

a. METALES (MERCURIO, CADMIO, PLOMO) — 320 A/ 7010 (EPA)

Mercurio: ElI mercurio es el contaminante mas téxico de los metales, con efectos
nocivos en los organismos marinos. Una vez incorporado en la célula puede
enlazarse a ligandos con grupos sulfidrilos tales como glutation y metalotioninas
(Hultberg et al. 2001). Estas moléculas intervienen en los procesos de acumulacion,
metabolizacion y depuracion de los metales. Los contaminantes, incluido el
mercurio, pueden inducir estrés oxidativo en las células, generando gran cantidad
de radicales libres (Livingstone 2001). Estos radicales pueden producir la muerte
celular si no son contrarrestados por mecanismos antioxidantes, entre los que se
encuentran principalmente las enzimas antioxidantes, el glutation y las
metalotioninas que participan en la eliminacion de especies reactivas (Regoli y
Principato 1995).

Formas de mercurio de baja toxicidad pueden ser transformadas por medio de
procesos biolégicos y quimicos en formas con altos valores de toxicidad. Los
organismos que viven en contacto con sedimentos marinos, pueden llegar a
contener mayores niveles de mercurio que aquellos que se alimentan y viven por
sobre el sedimento o en la interfase agua — sedimento (Klemmer et al., 1976).

La acumulacion de mercurio en bivalvos marinos depende de un sinniumero de
factores: la forma quimica del mercurio presente (Cunningham y Tripp, 1975a); la
temperatura del agua (Fowler et al., 1978; Nelson et al., 1977); salinidad del medio

(Dillon y Neff, 1978; Olson y Harrel, 1973); especificidad del tejido (Cunningham y
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Tripp, 1975; Dimitriadis et al., 2003; Wrench, 1978); estacion del afio (De Wolf,
1975).

Cadmio: ElI cadmio no tiene una funcion biolégica en moluscos u otros organismos
marinos. En general se reconoce que existe una correlacién positiva entre las
concentraciones de cadmio en el tejido de moluscos y la cercania a zonas
fuertemente urbanizadas, especialmente en zonas donde se desarrolla la mineria
(Fowler and Oregioni, 1976; Graham, 1972; Maanan, 2007).

Las principales fuentes antropogénicas por las cuales se libera cadmio al ambiente
son los usos de este elemento. Sus derivados se utilizan en pigmentos y pinturas,
baterias, como estabilizadores del cloruro de polivinilo (PVC), como recubrimiento
de otros metales, en procesos de galvanoplastia, electro plateado, en aleaciones,
en acumuladores, en soldaduras, en reactores nucleares, en joyeria, etc. (Pringle y
Shuster, 1997).

En las aguas superficiales, el cadmio se presenta como ion libre; en su solubilidad
influyen la dureza, el pH, los complejos solubles y los sulfuros coloidales de éstas.
Cuando las aguas dulces llegan al mar, el ién cadmio, al igual que los iones de
otros metales pesados, tiende a depositarse en los sedimentos y asi queda limitado
a las aguas de las costas y los estuarios. Esta inmovilizaciéon es potencialmente
peligrosa, ya que pueden llegar a disolverse de nuevo si el pH disminuye (Albert,
1990).

El Cd es un elemento estable y no se degrada en el ambiente, es considerado
como uno de los mas toxicos para un gran numero de organismos marinos, siendo
acumulado por los bivalvos en proporciones que, en algunos casos, pueden
constituir un serio peligro si son destinados a la alimentacion humana (Gutiérrez et
al., 1978).
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Plomo: El Plomo ocurre de forma natural en el ambiente, pero las mayores
concentraciones que son encontradas en el ambiente son el resultado de las
actividades humanas.

El Plomo proveniente de la combustion de los combustibles, entran en el ambiente
a través de los tubos de escape. Las particulas grandes precipitaran en el suelo o la
superficie de aguas, las pequenas particulas viajaran largas distancias a través del
aire y permaneceran en la atmosfera. Parte de este Plomo caera de nuevo sobre la
tierra cuando llueva.

El Plomo puede terminar en el agua y suelos a través de la corrosién de las
tuberias de Plomo en los sistemas de transportes y a través de la corrosion de

pinturas que contienen Plomo.

El Plomo se acumula en los cuerpos de los organismos acuaticos y organismos del
suelo. Estos experimentaran efectos en su salud por envenenamiento por Plomo.
Los efectos sobre la salud de los crustaceos pueden tener lugar incluso cuando

s6lo hay pequefas concentraciones de Plomo presente.

Las funciones en el fitoplancton pueden ser perturbadas cuando interfiere con el
Plomo. El fitoplancton es una fuente importante de produccion de oxigeno en mares

y un elemento base de la cadena alimenticia en los océanos.

El analisis de la muestra se lleva a cabo mediante la aplicacion del método 3020 A
para la digestion de la muestra y el método 7010 para la cuantificacion por medio

de espectrometria de absorcion atémica. ANEXO 4.

Preparacion de la muestra
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La muestra de tejidos organicos obtenida se digiere cuidadosamente con una
mezcla de acidos que asegura la extraccion completa de los metales y la
destruccion total del material organico. El residuo seco, se re-disuelve en una
solucion de acido nitrico, se filtra o centrifuga si es necesario y se lleva para su
lectura al espectrometro. El método aqui descrito involucra una digestion acida
completa de los tejidos, una posterior filtracion y ajuste del volumen extraido;
finalmente, se realiza la cuantificacion por una técnica espectrométrica de

Absorcién o Emision Atdomica Inductivamente Acoplada (ICPS).

Alcance y aplicacion
Este método es aplicable a una gran variedad de tejidos bioldgicos, y permite
detectar en el extracto concentraciones del orden de 10 ° a 107 g/I del metal en

cuestion.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Dependiendo del tipo de muestra a colectar (bivalvos 6 poliquetos), y el habitat
(intermareal o submareal), se debe optar por el uso de draga para colecta de
poliquetos o bivalvos de los fondos o la recoleccion manual si se trata de bivalvos
del intermareal.

Se colectan bivalvos de alrededor de 5 y 6 cm, junto con una muestra de agua del
lugar. Para obtener una muestra representativa es necesario establecer de
antemano las especies, el género de los individuos, talla, edad o peso, y el tipo de
tejido que se analizara (musculo, higado, tejido graso, etc.).

Las muestras se colectan en bolsas plasticas dobles, previamente etiquetadas con
el numero de estacidn y numero de ejemplares. Las bolsas deben sellarse y
congeladas a -25°C (mediante la utilizacion de hielo seco), para el posterior analisis

quimico.
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Preparacion de la muestra

Las muestras congeladas deben ser puestas a descongelar durante la noche
anterior poniéndolas en el refrigerador a una temperatura de -2 a 4°C (muestras
parcialmente congeladas son mas faciles de cortar que las muestras

completamente descongeladas o frescas).

- Se deben limpiar los cuchillos (plasticos), placas petri, pinzas (plasticas),
tablas, con detergente y enjuagar con agua destilada o limpiar con agua de
mar. Es necesario cubrir el drea de trabajo con plastico limpio, realizar un
lavado de manos con detergente y enjuagar con agua destilada.

- Se debe raspar por medio de un cuchillo de plastico o cepillo de plastico las
zonas de las valvas (en el caso de bivalvos) con el objeto de retirar cualquier
material adicionado a ellas. Trata de realizar un manejo minimo del
organismo.

- Enjuagar los organismos con agua destilada o de manera alternativa con agua
de mar limpia dejando que el agua escurra.

- Extraer el biso del bivalvo hacia afuera sin cortarlo, pesar el individuo

- Insertar un segundo cuchillo de plastico limpio en la abertura desde donde
sale el biso y cortar el musculo abductor, tratando de no romper las valvas del
organismo, cuando el musculo se corta las valvas pueden abrirse faciimente
(Figura 29)

- Chequear si se ha eliminado el biso (Figura 30 b) completamente, si no fuera

asi se debe remover por medio de pinzas.
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- Enjuagar las partes blandas dentro de las valvas con agua destilada.

- Soltar todos los tejidos mediante el segundo cuchillo utilizado, removiendo los
tejidos desde las valvas. Tomando como precaucion de tocar la parte externa
de las valvas. (UNEP, 1984)

shell
length

Figura 29. Corte del musculo abductor

Fuente: EPA, 1986
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Figura 30. a. Bivalvo (Mytilus sp); b y c. Tejidos blandos
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a. Muestra simple: Pesar un recipiente vacio, disponer del tejido blando extraido y
se vuelve a pesar. Cerrar el recipiente herméticamente y etiquetarlo con el cédigo
de la muestra. Determinar la longitud de las valvas.

b. Muestra compuesta: Llenar un recipiente conocido con al menos 10 partes de
tejidos blandos de bivalvos' preparados como se menciond anteriormente, se
vuelve a pesar el recipiente y se anota el peso de la composicion de la muestra. Se
homogeniza los especimenes licuando la muestra y se vuelve a depositar en el
recipiente. Anotar el nuevo peso de la muestra licuada y homogenizada. Etiquetar el

recipiente con el codigo de la muestra.

Analisis Quimicos

La porcién que sera empleada para el analisis de los demas metales se seca en
estufa a 60 °C. Una vez seca la muestra, se macera en mortero de porcelana y se
almacena en frascos de vidrio, en un lugar fresco y oscuro hasta el analisis. Para el
analisis de Hg se debe tomar una sub-muestra aparte la cual es conservada bajo
refrigeracion.

Para el analisis de Hg y Pb se seca la muestra con liofilizador a fin de evitar

pérdidas por evaporacion.

Materiales y equipos
- Espectrofotémetro de absorcion atdomica o espectréometro de emision atémica
con plasma acoplado inductivamente ICPS.

- Desionizador de agua

17 Se debe tener en cuenta cuando se prepara la muestra compuesta, que los individuos que se seleccionan debe
presentar similar tamafo. Esto se verifica midiendo previamente la longitud de las valvas de los organismos antes

de preparar la muestra y realizar la diseccion.
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- Embudos de separacion de 500 y 2000 ml
- Beakers de 50, 100 y 250 ml

- Erlenmeyers de 125 ml

- Pipetasde 2,5, 10y 20 ml

- Balones aforados de 100 ml

- Balanza analitica

- Agitador magnético

- Cajas de petri

- Cucharas plasticas

- Sistema de secado al vacio (liofilizador)
- Papelfiltro # 40

- Cuchillos plasticos blancos

- Embudos plasticos

Reactivos
- Agua libre de metales
- Acido clorhidrico concentrado
- Acido nitrico concentrado
- Acido Perclérico concentrado — HCIO4: usar grado supra-puro o analitico
- Argén ultra-puro grado 5.0 (ICP)
- Acetileno y aire (Absorcion atomica)

- Soluciones de referencia para cada metal (1g/l)

Procedimiento
- Pesar 0.5 g de muestra seca directamente en el tubo de digestion

- Agregar 3 ml de HNO3 concentrado y 1.5 ml de HCI concentrado
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- Colocar en el digestor a una temperatura de 180-190 [1C (maximo 200 [IC)
durante 3 horas

- Dejar enfriar la muestra vy filtrar o centrifugar

- Colectar el filtrado en balones volumétricos de 25 ml y completar volumen con
HCI 0.1N

- Realizar la lectura o cuantificacion del extracto por espectroscopia (Absorcion

o0 Emision atomica, ICPS).

i.Calibracion
Las soluciones de estandares deben ser preparadas empleando HCI 0.1N en el

caso de organismos.

ii. Calculos
Determinar la concentracion de cada metal en microgramos por gramo, refiriéndose

a la curva de calibracion correspondiente.

Cm = Concentracion de la muestra (ug/g)

Ce = Concentracion del extracto en ug/ml

Wm = Peso de la muestra seca utilizada para el analisis en g
Ve = Volumen del extracto en ml

f = Factor de dilucién
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iii. Recomendaciones

Son aplicables las mismas recomendaciones dadas en el numeral. Si los valores de
las muestras se encuentran por encima del rango de los estandares (curva de
calibracion), diluir la muestra con solucion de HCI. 0.1 N y volver a analizar en el

espectro. Aplicar el factor de dilucion apropiado en los calculos.}
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fontar un blanco

0.5 g de musstra |— de reactives

'

Adicionar 3 ml HMNO,
+ 1.5 ml HCl conc.

'

Digerira 180 - 150
EC. por 3 horas

I

Dejar enfriar

:

Filtrar o centrifugar

:

Ajustar vol. 25 ml
con HCIO1 M

}

EsEectromerric:l IZF, o |y Curvas de
absoncion alsmica calibracién

y
Calculos

Figura 32. Diagrama de flujo para llevar a cabo el analisis de DDT en organismos

marinos.

Fuente: INVEMAR, 2003
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b. XILENO — 8021 B (AROMATIC AND HALOGENATED VOLATILES BY GAS
CHROMATOGRAPHY USING PHOTOIONIZATION AND/OR ELECTROLYTIC
CONDUCTIVITY DETECTORS) O 8260B (VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS BY
GAS CHROMATOGRAPHY/ MASS SPECTROMETRY (GC/MS))

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se originan de la combustion
incompleta o pirdlisis de la materia organica, por la actividad natural o

antropogénica

Debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) han sido estudiados ampliamente. La determinacion
de los HAP en tejidos de organismos marinos requiere de métodos adecuados para
su extraccién, identificacion y cuantificacion, ya que este tipo de matrices contiene
mezclas complejas de compuestos de naturaleza lipofilica que interfieren en el
analisis de los HAP. El procedimiento estandar para la determinacion de estos
compuestos consume mucho tiempo principalmente el paso de limpieza antes del
analisis por GC y/o GC-MS.

La dificultad en la interpretacion y comparacion de los resultados en estas matrices
(tejidos bioldgicos) se debe a que los HAP son lipofilicos (Christie 1987, Chu Fu-Lin
et al.1997), por lo que la eleccién de la metodologia analitica (procedimiento de
extraccién y limpieza) dependera de las caracteristicas fisico-quimicas de los
analitos, el limite de deteccién requerido, el nivel y tipo de interferencias, la
resolucion que se requiere, precision y exactitud de los instrumentos disponibles,

tiempo de analisis y costo
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Independientemente de la matriz en donde se realice el analisis, se requiere la
purificaciéon del extracto para eliminar los compuestos interferentes antes del
analisis cromatografico

El analisis de HAP en organismos es particularmente dificil debido a la baja
concentracién de los compuestos individuales (algunos en ng/g) ya que
generalmente la cantidad de materia disponible (algunos gramos) es limitada. El pre
tratamiento de la muestra antes del analisis cromatografico es largo, en algunos
casos el tiempo de extraccion de los HAP dura hasta 56 horas (Al-Saad 1996), por
lo que se requieren procesos de purificacion y pre concentracion mas eficiente,

confiable y rapida.

Recoleccién de muestras

Con una draga metalica tipo Van Veen y con ayuda de espatulas de acero
inoxidable o plasticas enjuagadas con hexano, se recogen las muestras de
sedimentos en bolsas plasticas de sello hermético, aunque es mas aconsejable el
uso de recipientes de vidrio tapados con papel aluminio, y se congelan hasta el
momento del analisis.

Si la muestra es humeda debera ser congelada, pero si es seca, se puede
almacenar indefinidamente.

Durante el secado no se deben sobrepasar los 60°C, para evitar la pérdida de los
componentes mas volatiles. Es mejor secar las muestras por liofilizacion o someter
al proceso la muestra humeda y tomar una submuestra para el calculo de la
humedad; si es necesario, se debe eliminar todos los organismos presentes a

través de una maya de 250 mm antes de analizar la muestra.
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Debe tenerse especial cuidado en la manipulacién de las muestras en el interior de
la embarcacion porque suele haber gasolina y aceite lubricante que pueden

contaminarlas.

Alcance
El presente método es utilizado para la determinacion de hidrocarburos adsorbidos

en sedimentos marinos y estuarinos.

Se proponen los siguientes métodos de analisis 8021 B (AROMATIC AND
HALOGENATED VOLATILES BY GAS CHROMATOGRAPHY USING
PHOTOIONIZATION AND/OR ELECTROLYTIC CONDUCTIVITY DETECTORS) o
8260B (VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS BY GAS CHROMATOGRAPHY/
MASS SPECTROMETRY (GC/MS)). ANEXO 15.

Los analisis deben tener un limite de cuantificacion de 20 a 100 ug/kg (peso
humedo) para compuestos acidos/base/neutros, 0,1 a 2 ug/kg (peso humedo) para

pesticidas y 1 a 5 yg/kg (peso humedo) para PCBs.

Procedimiento
Preparacion de la muestra
- Los extractos de tejidos contienen altas concentraciones de lipidos, por lo
tanto se requiere una reduccién en los niveles de macromoléculas biolégicas
por medio de las técnicas GPC (Gel — cromatografia de permeacion) o HPLC
(Cromatografia liquida de alta eficacia) previamente al analisis.
- Las muestras de tejido deben ser homogeneizadas previamente a la
extraccién, para asegurar que la alicuota necesaria para el analisis sea

representativa del organismo y para mejorar la eficiencia de la extraccion.
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- Las muestras que fueron congeladas para su preservacion, deben ser
descongeladas inmediatamente antes de la homogeneizacién. Al
homogeneizar las muestras se debe incluir cualquier liquido que se encuentre
presente con la muestra. Se debe procurar reducir al minimo el manejo de la
muestra durante este paso con el objetivo de reducir la contaminacion.

- La muestra debe ser homogeneizada hasta alcanzar una pasta de
consistencia pareja. Las muestras de mayor tamafio pueden ser cortadas en
cubos de 2,5 cm con cuchillos de acero inoxidable.

- No deben quedar pedazos en la muestra, ya que estos no pueden ser
extraidos o digeridos de manera eficiente. Una vez que se haya alcanzado la

homogeneizacion de la muestra, esta debe ser congelada hasta su analisis.

En ocasiones puede que la cantidad de muestra disponible sea limitada para los
analisis, para esto se recomienda realizar la homogeneizacion en el envase original
de procedencia de la muestra, para evitar pérdida de muestra en el proceso de

transferencia de esta de un recipiente a otro.

Por lo general una muestra de alrededor de 30 g, es adecuada para alcanzar los
limites de deteccion recomendados y el limite de cuantificacion del método a
emplear (GC/MS) con instrumentacion estandar.

La sensibilidad puede ser mejorada al reducir el volumen final del extracto de 1 a
0,5 ml y aumentando el volumen de inyeccion de la GC/MS de 1 a 2 pL.

Una muestra de menor tamano (3 g), puede ser adecuada se la sensibilidad del

instrumento o el volumen de extraccion se puedan ajustar adecuadamente.

Una cantidad de alrededor de 100 g (peso humedo), se recomienda para las

muestras que deben ser analizadas por duplicado.
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Algunos laboratorios preparan las muestras antes de la extraccion mediante
trituracion y homogeneizacion. Se puede aplicar sulfato de sodio para secar las

muestras de tejido, esto también ayuda en el proceso de maceracion del tejido.

Una vez que la muestra ha sido homogeneizada y secada con sulfato de sodio, se
procede a la extraccion (método 3540 Sohxlet). Se recomienda la utilizacién de un
bafio de hielo para evitar el calentamiento excesivo de la muestra y la consiguiente
pérdida de compuestos volatiles.

Se debe llevar a cabo la cromatografia en gel de permeacion para limpiar la
muestra eliminando el contenido lipidico, luego de este procedimiento la muestra
debe ser mantenida a 4°C durante la noche. Luego se procede a la filtracion, esto
permite que el exceso de lipidos se separe de la solucion.

No se recomienda la utilizacién de acidos fuertes para los extractos de los tejidos,

para evitar la formacion de emulsiones.

Andlisis Instrumental

A continuacion se indican las metodologias recomendadas para los analitos de

interés:
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Tabla 10. Métodos recomendados para la determinaciéon de VOCs

Fuente: US EPA, 1997

SW-846 Determinative Methods'

Analytes

8021

8040°

8061

8081

8121

8151

8260

8270

8290

9060°

Additional non-SW-846 Methods
EPA 1613

EPA 1625°

EPA 1653

EPA 1668 Draft

Organics Chapter PSEP 1996
Standard Method 5310B°

Volatile Organics by GC ELCD/PID
Chlorinated phenols by GC/ECD
Phthalate esters by GC/ECD
Organochlorine pesticides and PCBs
Chlorinated hydrocarbons by GC/ECD
Chlorinated acid herbicides by GC/ECD
Volatile organics by capillary GC/MS
Semivolatile organics by capillary GC/MS
Dioxins by high resolution GC/MS

Total Organic Carbon

Dioxins by high resolution GC/MS
Semivolatile organics by isotope dilution
Chlormated phenols, Guaiacols and Catechols
Coplanar PCBs by high resolution GC/MS
Organotins

Total Organic Carbon

Notes:

1. Note that throughout these guidelines, an SW-846 method reference refers to the latest promulgated revision of the
method. even though the method number does not include the appropriate letter suffix.
a. Note that only the section of 8041 addressing the derivatization of the chlorophenols and the subsequent analysis by
GC/ECD 15 approprate for use on low-level marnne samples.

b. See Appendix D for specific modifications that are required to use these methods.
c. Method 1625 15 not currently being requested for most of the major programs in Puget Sound on a routine basis. Few
laboratories are currently capable of performing the test due to the high cost of matenials associated with this analysis. Itis
recommended that Method 1625 only be used for projects where previous samples have been analyzed by that method.

De acuerdo al método de determinacion seleccionado cehirse respecto de la

metodologia en ANEXO 15.
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c. PENTACLOROFENOL - U.S EPA, 1986 (GAS CROMATOGRAPHY OF
EXTRACTABLES COMPOUNDS)(1625 EPA)

Este método esta disefado para la determinacion de compuestos organicos semi -
volatiles asociados al Clean Water Act Section 301, correspondiente a la ley
primaria federal de Estados Unidos para gestionar la contaminacion de las aguas.
Una variedad de compuestos pueden ser determinados en muestras de tejido de
organismos estuarinos y de ambientes marinos por medio de este método.

Dentro del método se establecen dos opciones de la técnica GC/MS (cromatografia
de gases/espectrometria de masa), por medio de dilucién de isétopo GC/MS o por
medio de la técnica de estandar interno GC/MS. En ambos casos, los
procedimientos de laboratorio para la extraccion y concentracion de la muestra son
idénticos. ANEXO 16.

Alcance

El limite de deteccion del método es dependiente del nivel de interferencias mas
que de las limitaciones instrumentales.

El limite de deteccion del método en base a peso humedo es de 10 ug/kg para
hidrocarburos aromaticos (analisis por GC/MS) y 10 — 20 ug/kg, para hidrocarburos

clorinados y éter halogenados (analisis por GC/MS)

Materiales y Equipo
- Extractor Soxhlet
- Columna de secado
- Equipo Kuderna — Danish
- Frasco de evaporacion

- Columna Snyder
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- Embudo de separacion
- Vaso de borosilicato

- Viales

- Balanza analitica

- Pipetas

- Espectrémetro de masa

- Cromatografo de gases

Reactivos
- Acido acético
- Alumina — neutra
- Acido Clorhidrico concentrado
- Hidréxido de potasio
- Sulfato de sodio
- Agua reactiva
- Solucioén calibracién

- Solucioén estandar

Procedimiento
- Se realiza una maceracién y homogeinizacion de 20 a 25 g de muestra de
tejido, luego se procede a realizar la extraccion mediante un Soxnlet, el
extracto es secado en sulfato de sodio.
- Macromoléculas bioldgicas son removidas del extracto por medio de

cromatografia en gel (GPC)
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- Una porcion del extracto (20 %) es sometida a cromatografia para separar
compuestos polares desde pesticidas y PCBs, previo a la realizacion del
analisis columna capilar GC/ECD.

- El extracto restante (80 %), es analizado por medio de columna capilar
GC/MS

- Una dilucién de iso6topo es recomendada para todos los compuestos a
analizar por medio de GC/MS

- La identificacion de los compuestos es llevada a cabo mediante la

comparacion de los tiempos de retencion de la GC, con los estandares
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d. DDT-EPA, 1980

El método consiste en una extraccidn sélido — liquido continuo de los plaguicidas
con acetonitrilo a temperatura ambiente y agitacion constante. El extracto obtenido
se concentra y se purifica con Florisil o con acido sulfurico concentrado, para luego
ser concentrado y analizado por cromatografia de gases usando detector ECD.
ANEXO 7.

Alcance y aplicacion

El método es aplicable para la mayoria de las muestras de biopsias y tejidos
(peces, aves y animales pequenos). Se pueden analizar tejidos y érganos como el
higado, tejido muscular, rifidn, tejido suprarrenal y génadas.

El rango 6ptimo de trabajo es 10° — 102 g, dado por la linealidad del detector. La
minima concentracién que puede ser detectada es de 10" g y los siguientes
compuestos pueden determinarse por este método: Clordano, a-BHC, B-BHC,
Lindano, Heptacloro, Epoxido, p,p, - DDE, o,p, - DDE, Dieldrin, Endrin, o,p’-DDD,
o,p’-DDD, o,p’-DDT.

Toma de muestra, almacenamiento y preservacion

Los ejemplares capturados se clasifican y empacan en bolsas limpias de
polietileno. El material organico se debe transportar refrigerado al laboratorio.

Si el analisis no se realiza inmediatamente, las muestras deben envolverse en
papel aluminio y almacenarse congeladas entre -10 y -20 °C (mediante la aplicacion
de hielo seco), por un periodo no mayor de 60 dias. Las muestras no deben ser
almacenadas en lugares que estén guardando estandares, para evitar la

contaminacion.
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Materiales y equipos
- Cromatografo de gases equipado con Detector de Captura Electronica (ECD)
- Balanza analitica precision +/- 0.00001 g
- Centrifuga
- Rotavaporador
- Concentrador Kuderna Danish
- Horno para secado
- Plancha de calentamiento
- Beakers de Pyrex de 100, 150, 200 y 1000 ml
- Probetas graduadas de 50, 100 y 250 ml
- Erlenmeyers de 125y 250 ml
- Tubos de centrifuga de 50 ml
- Columna de vidrio 25 cm de largo x 1 cm de diametro interno con llave de
teflon
- Pipetas Pasteur
- Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, y 10 ml
- Matraz aforado de 25, 50 y 100 ml
- Microjeringas de 10 pl
- Desecadores

- Viales de 2 6 5 ml con tapa rosca de teflon

Reactivos
- Gas nitrégeno (N2) grado 4.5
- n-Hexano calidad pesticida

- n-Decano.

Eter etilico
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- Acetona

- Acetonitrilo.

- Metanol calidad pesticida

- Florisil PR, 60 - 100 Mesh

- Acido sulfurico concentrado, libre de Hidrocarburos clorados (HC)
- Sulfato de sodio anhidro

- Estandares de pesticidas (Hidrocarburos clorados)

Precaucion. Los compuestos estandares son altamente toxicos y deben ser

manejados con extremo cuidado para evitar contacto con la piel o inhalacion.

Procedimiento
i.Extraccion
- Si el material organico ha sido congelado se debe descongelar y esperar a
que alcance la temperatura ambiente
- Pesar exactamente entre 2 — 5 g de muestra
- Tomar una submuestra para la determinacién de humedad
- Extraer la misma cantidad de sulfato de sodio para el seguimiento de blanco
de reactivos
- Colocar en una licuadora con 20 ml de acetonitrilo y homogenizar por 5 min
- Poner en agitacion constante a temperatura ambiente por 3 minutos
- Centrifugar la muestra y recuperar el extracto
- Repetir la extraccién dos veces mas, colectando los sobrenadantes en un
erlenmeyer
- Transvasar el extracto a un embudo de separacion de 250 ml
- Agregar 250 ml de solucion acuosa de Na2SO4 al 2%, agitar fuertemente y

dejar en reposo por 10 minutos
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- Extraer la mezcla de acetonitrilo acuoso con una porcién de 50 y dos de 20
ml de hexano.

- Combinar los extractos en un erlenmeyer, adicionar Na2S0O4 anhidro. Agitar
y dejar en reposo

- Concentrar el extracto en rotavapor hasta 2 ml aproximadamente vy

depositarlo con pipeta Pasteur en viales pequefios

ii.Preparacion de la columna de Florisil

- La cromatografia de columna se prepara empleando una columna de vidrio
de 25 cm de alto y de 1.0 cm de diametro interno

- Enjuagar las columnas para fraccionar con acetona y colocar en la estufa a
110°C

- En el extremo inferior, fijar una pieza de lana de vidrio, para retener el
adsorbente

- Agregar 16 g de Florisil y adicionar 1.0 cm de sulfato de sodio sobre el nivel
de Florisil

- Lavar la columna haciendo pasar 50 ml de n-hexano, seguido de 50 ml de
metanol

- Dejar secar a temperatura ambiente por una hora, y calentarlas en horno a
130 °C por una noche antes de utilizarlas

- Después de 12 horas sacar las columnas y dejarlas reposar a temperatura

ambiente

iii.Purificacién en columna de Florisil
- Una vez esté fria la columna de fraccionamiento, pre-humedecerla con 10

ml de hexano. Este hexano se desecha
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- Transferir el extracto concentrado a la parte superior de la columna de
Florisil con la ayuda de una pipeta Pasteur. Simultdaneamente, comenzar a
recoger el eluyente en un erlenmeyer

- Enjuagar el vial donde estaba el extracto con hexano y agregar los
enjuagues a la columna; repetir este procedimiento dos veces

- Eluir utilizando 12 ml de hexano seguido por 12 ml de metanol al 1% en
hexano. Estos 24 ml representan la fraccion F1 y contendran: heptacloro,
aldrin, p,p, - DDE, o,p’-DDT, y p,p’-DDT; también pueden aparecer en
pequenas cantidades: p,p’-DDD y a-BHC

- Colectar una segunda fraccion F2, por elucién de otros 12 ml de metanol al

1% en hexano.

Esta fraccion contendra: a-BHC, lindano, heptacloro epéxido, dieldrin, endrin 'y p,p’—
DDD
- Concentrar cada fraccion en rotavapor hasta 2 ml aproximadamente y
depositar con pipeta Pasteur en viales pequefios

- Adicionar suficiente cobre o mercurio metalico para desulfurar el extracto

iv.Cuantificacion

La cuantificacion de cada pesticida se realiza a través de un andlisis por
cromatografia de gases; los extractos secos de las muestras, se reconstituyen con
25 - 100 pl de n-Decano (nC10), y se inyecta 0.5 yl en el cromatégrafo de gases

con detector ECD.

v. Calibracion o Ajuste

El proceso de calibracion es idéntico al descrito en el numeral 6.1 g — vi
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vi. Célculos
Identificados los picos del cromatograma, con las areas reportadas se procede a

calcular la concentracion del compuesto i en el extracto, de la siguiente forma:

_ Area-b
m

C.

Y = Area = Area del pico reportado por el cromatograma
X = C; = Concentracion de la sustancia i en el extracto (pg/ul)
m = Pendiente de la curva de regresion

b = Intercepto

La concentracion de la sustancia i en la muestra seria:

C, xV, x0.001

ng/g =

Ci = Concentracion de la sustancia i en el extracto de muestra (pg/ul)
Ve = Volumen final del extracto (50 pl)

W = Peso de muestra seca sometida a analisis ()

vi. Recomendaciones

Se debe llevar un blanco de reactivos a través de todos los pasos del método

233



A\

b
—= e

INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

."'-a"a:élntlr un Blanco _.,.| Licfilizar |

e reqachvos

Y _
| Homogenizar I—p %iﬁerrélgﬁr

Submuestra

i
| Adicionar estandar inkeme |

v
Extraer en Soxhlet,

2 g de muesta

100 ml, CHyC; |3 veces)

r
| Centrifugar |

]
| Concentrar |

y
Cromatogrofia de

lCI:||UI'I'II'I'CI

y
Cromatografio

GC - ECD

Figura 33. Diagrama de flujo para llevar a cabo el analisis de DDT en organismos

marinos.

Fuente: INVEMAR, 2003
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8. PROPUESTA DE ESPECIES MARINAS PARA EL MONITOREO

La contaminacion de aguas y sedimentos costeros marinos, reviste un caracter
critico en la actualidad. Como consecuencia, el desarrollo de programas de
monitoreo de contaminantes acuaticos es clave para su control, ya que si no
conoce el grado de contaminacion, cualquier intento de regular los impactos de ella

fracasaran.

La bioacumulacién consiste en la capacidad de los organismos de acumular
selectivamente contaminantes en sus tejidos respecto de las concentraciones
existentes en el medio en que habitan (The Royal Society, 1979; Riisgard et al.,

1985; International Programme on Chemical Safety, IPCS, 1989).

La bioacumulacién de compuestos toxicos, depende de la biodisponibilidad del
contaminante: 1) la movilizacién de los metales en las aguas intersticiales y su
especiacion quimica; 2) transformacion (p. ej., metilacién) de metales como As, Hg,
Pb y Sn; 3) control ejercido por los componentes de los sedimentos (p. €j., 6xido de
hierro y materia organica); 4) competencia entre metales, como Cu, Ag, Zn y Cd por
posiciones de ingreso en los organismos, y 5) los efectos de la bioperturbacion,

salinidad, coeficiente de redox y pH.

Debido al potencial de organismos marinos, especialmente algas e invertebrados
que concentran metales traza, se ha sugerido su uso como organismos de
vigilancia o monitoreo en ambientes estuarinos y costeros, ya que permiten integrar
espacial y temporalmente las variaciones ambientales de estos metales (Lobban et
al., 1985; White y Rainbow, 1987; Sharp et al., 1988; Diaz, et al., 1993).
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Los metales pesados se asimilan o se toleran selectivamente. Baudo (En: Lewis,
1990) encontré acumulacién de Cu en ostiones, pero no en su depredador
perforador el gasterépodo Urosalpinx cinerea. También existe una distribucion
diferencial en los tejidos; Horiguchi et al., (2004) encontraron diferentes
concentraciones de TBT (tributiltin) en los tejidos de bivalvos, con biomagnificacion
hasta de 10 000 veces los valores en el agua. En particular el DDT y sus derivados
tienden a alcanzar concentraciones muy elevadas; en bivalvos comerciales, como
ostiones, almejas y choritos; Allsopp y Erry (2000) registraron concentraciones de
0.39 a 42 900 ppb. Por otro lado, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs)

se acumulan en forma proporcional a sus concentraciones en los sedimentos.

Los metales pesados se han asociado con una serie de modificaciones vy
adaptaciones fisiolégicas en los moluscos, lo que les permite su tolerancia y
bioacumulacion selectiva, tanto entre especies como entre los diferentes tejidos.

El incremento en la tolerancia a los metales pesados se asocia con la induccion de
proteinas afines a los metales (Roesijadi, 1986; Viarengo et al., 1988. En: Lewis,
1990), modificando la naturaleza y contenido de proteinas en los tejidos (Shapiro y
Zvezdovskaya, 1986. En: Lewis, 1990), conjuntamente a un incremento en

metalotioneina, agente de enlace (Steinert y Pickwell, 1988. En: Lewis, 1990).

La tolerancia y adaptabilidad de los moluscos, en particular algunos bivalvos, los
han situado como los organismos preferidos en el monitoreo de la presencia de
contaminantes e indicadores de la calidad de los ecosistemas. Los bivalvos como
filtradores y algunos gasterépodos como herbivoros responden, cada uno, a una

fraccion particular del cuerpo de agua (Conti y Cecchetti, 2003).
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Borchardt et al., (1988), establecieron que una serie de variables juegan un rol
significativo en el proceso de acumulacion de un elemento traza en un individuo y
en estudios relacionados con organismos monitores de contaminacién. Tales
variables lo constituyen la naturaleza bioldgica (talla, sexo, posicion del organismo
en la cadena ftréfica, relaciones genéticas entre poblaciones etc.) y ambientales
(calidad del agua, calidad y cantidad de alimento y otros). Estos autores, en un
trabajo tendiente a medir la concentracion de elementos traza, entre ellos mercurio,
en Mytilus edulis recolectado en regiones estuarinas y costeras, establecieron que
el nivel del elemento esta influenciado por parametros tales como; el periodo de
muestreo, la talla de los organismos y su condicion corporal.

Estudios realizados en variadas especies de organismos marinos, concluyen que la
concentracion de mercurio aumenta en la misma proporcion en que aumenta la
edad del individuo y varia segun el sexo. En algunas especies de machos se han
encontrado niveles de mercurio superiores a los medidos en hembras (IPCS, 1989).
Kayrallah (1985), estudi6 el efecto tanto del cloruro de mercurio como del
metilmercurio en el anfipodo Bathyporeia pilosa, estableciendo que la toxicidad
estaba directamente relacionada con la concentracién del compuesto y con la edad
de los organismos. Minganti et al,. (1990), en un trabajo realizado en Nephrops
norvegicus recolectado en el mar de Liguria, encontraron diferencias significativas
en las concentraciones de mercurio total y organico en ambos sexos, hecho que fue
atribuido a diferencias en la edad.

Por otra parte, Hight (1987) y Hight y Corcoran (1987), establecieron que los
moluscos bivalvos son entre los organismos marinos, el grupo mas recomendado
para su uso como organismos monitores de contaminacion acuatica. Estos
organismos juegan un rol esencial en los estudios relacionados con la evaluacion
de la calidad del ambiente marino (The Royal Society 1979, Riisgard et al., 1985 y
Phillips, 1990).
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Como medio para identificar las fuentes de contaminacion en los estuarios de
Australia, Lincon-Smith y Cooper (2002) emplearon las diferentes concentraciones
de metales pesados en ostiones. En 1985 se inicié en los Estados Unidos de
Ameérica el programa Mussel Watch que tenia como objetivo el monitoreo de la
calidad de los cuerpos de agua interiores y costeros a través del estado de salud y
presencia de contaminantes en diferentes bivalvos: Mytilus edulis y Crassostrea
virginica en la costa del este, C. virginica en la del Golfo, C. rhizophorae en el
Caribe, M. edulis y M. californianus en la costa oeste y en Alaska, y el mejilléon
zebra, Dreissena polymorpha, en los Grandes Lagos. Este programa se extendio a
otros paises del mundo con técnicas de muestreo y evaluacién de poblaciones y el
analisis estandarizado para la determinacion de los diferentes tipos de

contaminantes en tejidos organicos.

En el medio marino los bivalvos podrian ser utilizados como centinelas del ingreso
de contaminantes en el area en que habitan por ser representativos de lo que
sucede en una regién determinada (Bonilla, 1999). Para que un organismo tales
elegido como marcador en pruebas de toxicidad es deseable que presente
caracteristicas como extensa distribucién geografica, soportar variados intervalos
de temperatura y salinidad, facil recoleccién y que exista un amplio conocimiento

cientifico de sus procesos bioldgicos (Casado-Martinez, 2006).

Por otra parte, los sedimentos en ambientes marinos son capaces de acumular
contaminantes tales como metales pesados y sustancias organicas; en general,
ingresan al sistema como residuos de la actividad industrial, urbana y transporte
global. Entre los metales mas estudiados por su efecto deletéreo en el medio se

encuentran las sales de cobre, cadmio, zinc, plomo y mercurio (Ruiz et al., 1991).
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Estas sustancias, una vez vertidas al ambiente, pueden sufrir procesos como
transporte, especiacion, movilizacion y transformacién de sus formas tanto quimicas
y/o fisicas, las que en consecuencia podrian ser incorporadas a las cadenas tréficas
dependiendo de su biodisponibilidad (Allen y Hansen, 1996). En éste tipo de
ambientes organismos como los poliquetos que habitan sedimentos marinos,
pueden ser considerados como organismos centinela para compuestos

contaminantes acumulados en sedimentos.

Este taxon es comunmente utilizado en programas de vigilancia ambiental en
diferentes partes del mundo (Bellan, 1980; Raman y Ganapati, 1983; Bellan et al.,
1988; Pocklington y Wells, 1992), y ha sido incorporado en una amplia gama de

estudios de evaluacion de impacto ambiental.

Dentro de este tipo de estudios, los poliquetos han sido utilizados como material
biolégico en bioensayos ecotoxicologicos a nivel larval o utilizando cepas de
individuos adultos (Reish, 1998), o como indicadores de bioacumulacion, del estado
de salud de los sedimentos submareales, o de contaminacion a través del analisis
de variables comunitarias (Pocklington y Wells, 1992).

También se han utilizado para determinar el estado de salud de las comunidades
submareales de fondos blandos en numerosas localidades costeras de pequeno
tamafio como bahias, debido a que son el taxon normalmente dominante tanto en
abundancia como en el numero de especies. La presencia o ausencia de algunas
especies provee un mecanismo para determinar el estado de salud de estas

comunidades (Dauer y Connor, 1980; Pocklington y Wells, 1992; Cafiete, 1999).
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Se presenta a continuacién una breve revisibn de antecedentes cientificos
nacionales, referidos principalmente a estudios para la evidencia de contaminacion
en organismos marinos de la costa chilena.

Los antecedentes revisados dan luz acerca de la mejor aproximacion para la
definicion de organismos centinelas para el monitoreo ya sea de metales u otros

compuestos organicos relevantes de ser vigilados.
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Tabla 11. Antecedentes revisados

Aulacomya ater del Sector
Lirquén, Bahia Concepcion,
Chile”

Fernandez E

Titulo Afio Autor Revista
Libro Resumenes XIll|
“Nivel de metales traza en
. . Jornadas Ciencias del
tejidos de organismos
1993 | Ahumada, R. Mar.
Bentonicos en Bahia San
Vifa del Mar. Pag. 43-
Vicente, Chile”.
44,
“Efecto del cobre, hierroy Libro resumen XXI
manganeso en comunidades _ Congreso de Ciencias
Ardiles, V.y
benténicas de fondos 1999 1 Ind del
. Inda
blandos de bahias Flamenco, Mar. Vifia del Mar. Pag.
Inglesa, Salado y Huasco” 8.
1985 Universidad de
o Barbagelata | Antofagasta, Instituto de
“Determinacion letales de o
Olgay, Investigaciones
cobre en el camaron de rio del
_ 1985 Mariella Oceanoldgicas.
Norte (Cryphiops o
) . Lacazette Requisito para el
caementarius Molina, 1782 )” _ o _
Pinto, Leticia Titulo de Ingeniero de
Ejecucion en Acuicultura.
“Determinacion de Cadmio en
Libro
Macrocystis pyrifera, Cancer Beltran C.,
Resumenes Xll|
coronatus y Manriquez o
1993 Jornadas Ciencias del
E., Soto M.y

Mar. Vina del Mar.
Pagina 51
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Continuacién Tabla 11

Bore, D.;
“Evaluacién preliminar de la
. Robotham,
presencia de metales pesados 1987.
H.; Trucco,
€n recursos Informe final,
) _ 1987 R.; _ _ _
pesqueros de importancia Universidad Catdlica del
Fernandez,
comercial de la lll regién de Norte.
M.L.y J.
Chile”
Inda
“Cd, Cu and Fe levels in
Mesodesma donacium of the Cardenas, The Science of the Total
El Faro, Penuelas and 1994 T.; Trucco, Environment 142: 207-
Morrillos Beaches, IV Region, R. & J. Inda 211
Chile”
“Respuesta del Crecimiento de Libro Restimenes XiIlI
Cardenas T.,
Larvas de Cancer polydon Jornadas
1993 | TruccoR.y o _
expuestas a Cobre, inda J Ciencias del Mar. Vifia
nda
Manganeso y Hierro” del Mar. Pags. 55-56
“Cuantificacion de los niveles Cuturrufo,
de cobre y su relacion con la G., Inda J.,
Libro resumen XV
variabilidad que Fernandez, o
1995 Jornadas de Ciencias.
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Flujo de plomo particulado a
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paraprionospio pinnata 2001
Marco (Concepc.) v.65 n.2
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Salamanca

spionidae) en bahia
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Rev. Biol. Trop. (Int. J.
Harlan K. Trop. Biol. ISSN-0034-

Dean 7744) Vol. 56 (Suppl. 4):
11-38

The use of polychaetes
(Annelida) as indicator species | 2008

of marine pollution: a review

Aun cuando la mayoria de los estudios se restringen a la evaluacién de los niveles
de concentracién de metales pesados en sedimentos y organismos, existe alguna
evidencia de los efectos de estos vertidos en la estructura y organizacion de
poblaciones y comunidades marinas costeras.

Las respuestas a la contaminacion pueden advertirse tanto en individuos como en
poblaciones y pueden ser manifestacion de modificaciones en comportamiento,

fisiologia o simple tolerancia o intolerancia a los contaminantes.

Algunas especies de bivalvos como Dreissena polymorpha y Mytilus edulis se
liberan de su biso cuando se ven sometidos a agentes irritantes, permitiendo ser
arrastrados por las corrientes (Gundacker, 1994; Almeida et al., 2003), al igual que
algunos bivalvos de la zona litoral que aprovechan las corrientes litorales y el oleaje
para reubicarse (Van Eps, 1982). Asimismo, es bien conocida su capacidad de

aislarse por varias horas con el cierre hermético de las valvas, cuando las
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condiciones ambientales se vuelven adversas, habiéndose demostrado este
comportamiento tanto ante el estimulo de factores naturales como antropogénicos
(Loosanoff y Tommers, 1948; Loosanoff, 1962; Galtsoff, 1964).

Klerks y Weis (1987) hicieron una revision profunda de la persistencia de
poblaciones de moluscos en aguas contaminadas. Para ello identificaron 3
estrategias: tolerancia, aclimatacién y adaptacion, las que pueden adquirirse por la
exposicion a concentraciones subletales durante etapas previas de la vida de los
organismos. De acuerdo con estos autores, las poblaciones pueden haber
evolucionado resistencia genética por medio de seleccién natural de individuos con
resistencias diferenciales.

Esta tolerancia se manifiesta en la composicién de las comunidades en los

ecosistemas contaminados.

De acuerdo a la sobrevivencia Sorprende la tolerancia a la contaminacion de
algunos moluscos que se encuentran en ambientes donde otros grupos ya han
desaparecido. Junto con los anélidos, los moluscos pueden llegar a constituir el
97% de la diversidad con un predominio del 48% (Je et al., 2004).

Diferentes especies han manifestado diferentes respuestas para cada tipo de
contaminante. En términos generales, la bioacumulacion y biomagnificacion se dan
cuando los contaminantes no interfieren con procesos vitales o las concentraciones
son suficientemente bajas para permitir la tolerancia, aclimatacién o adaptacion del

organismo.

La determinacién de los contaminantes en los tejidos de los moluscos es un

indicador indiscutible de su presencia en el medio, en particular cuando sus
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concentraciones no son constantes o muy elevadas y su deteccion en agua o
sedimentos se dificulta. Asimismo, la disminucion en el potencial reproductor,
estado fisiologico o indice de condicion de las poblaciones son indicadores de la
presencia de contaminantes. Mas se ha visto que la acumulacién de los
contaminantes es selectiva y por lo tanto no todo contaminante puede advertirse a
través de los analisis de moluscos.

Sin embargo, hay ofros indicadores ambientales que pueden servir para la
determinacion de impacto ambiental por contaminacion y diferentes actividades
humanas; esto es, a través de los cambios en la estructura de una poblacion de

moluscos.

Por otra parte los Poliquetos han sido por mucho tiempo seleccionados como
organismos representativos de la salud de las comunidades bentonicas en general,
ya que ellos son el taxén mas abundante de éste habitat.

Adicionalmente, a diferencia de organismos del nekton o reptantes, los poliquetos
viven enterrados en los sedimentos o adheridos a superficies, mientras los estadios
larvarios son capaces de transportarse por grandes distancias, los estadios adultos
son relativamente inertes.

Esta relativa inmovilidad, asegura una exposicion crénica de estos organismos a
materiales toxicos presentes en el medio ambiente. Cualquier cambio en la salud
del bentos puede verse reflejada en la comunidad de poliquetos (Papageorgiou et
al., 2006).

Las caracteristicas de la historia de vida de estos organismos, hacen de ellos una
oportunidad para su utilizacion como organismos indicadores. La duracion de un
ciclo completo de vida de variadas especies de poliquetos esta entre el orden de

dias a semanas, las tasas de reproduccion pueden ser altas, ambos factores
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pueden permitir una rapida respuesta poblacional a cambios en el medio ambiente

del bentos tales como la entrada de contaminantes o material organico.

Se debe considerar a los organismos invertebrados de ecosistemas marinos de
fondos blandos, como potenciales bioacumuladores de sustancias téxicas y como
vectores o traspasadores de dichas sustancias, a organismos que si constituyen

recursos (mediante predacion) y que son consumidos por la poblacién humana.

De acuerdo a la literatura nacional revisada, basada en las experiencias analiticas
para evidenciar la presencia de contaminantes en organismos marinos, es posible
proponer para la vigilancia ambiental al bivalvo Mitylus chilensis (Hupé, 1854,
Bivalvia), (Tabla 12), para ambientes intermareales y submareales y al poliqueto
Nephtys impressa (Género Nephtys, Cuvier, 1817), para sedimentos marinos y en

el caso de ambientes con ausencia de bivalvos (Tabla 13).
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Tabla 12. Ficha descriptiva de la especie Mytilus Chilensis (Hupé, 1854)

Especie Descripcion

En Chile, los Choritos (Mytilus Chilensis) se
encuentran en forma natural desde lquique
hasta el Estrecho  de Magallanes,
encontrandose principalmente en zonas de
baja salinidad especialmente en sectores
estuarinos-salobres, donde se mezcla el agua
Mytilus Chilensis (Hupé, 1854) | dulce con agua de mar.

Los mitilidos poseen un conjunto de filamentos
negros-café denominados “biso”, a través del
cual tiene la capacidad de mantenerse fijo a
sustratos tales como: rocas, piedras, cuerdas,
cascos de barcos e incluso en ciertos lugares
de fango o arena. Un mitilido que se
desprende del sustrato puede volver a fijarse a

otro, debido a que tiene la capacidad de

regenerar el biso. Mytilus Chilensis (Hupe,
1854), pertenece a la clase Bivalvia y familia
Myitilidae, posee una concha de dos valvas,
de tamafo alargado-mediano (maximo 85
mm), valvas provistas de estrias concéntricas
de crecimiento y recubierta de un periostraco

pardo, negruzco o violaceo. La Charnela esta
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provista de numerosos dientecillos similares,
generalmente visibles a simple vista. La
superficie interna es nacarada y de color
violaceo.

En algunos mitilidos, la diferencia de sexo
entre hembras y machos esta dada por el
color de las génadas (6rganos reproductores),
sin embargo, en el Chorito las génadas son de
color crema—amarillento evidenciandose la
diferencia solo bajo observacion bajo lupa
estereoscopica. Normalmente, los mitilidos
maduran sexualmente durante el primer afio
de vida en la época de primavera-verano;
siempre y cuando, exista una adecuada
cantidad de alimento y condiciones
ambientales que permitan la formacién de
gametos (6vulos por las hembras y espermios
por los machos). Estos 6vulos y espermios,
son liberados al agua, donde se produce la
fertilizaciéon y comienza el desarrollo de un
nuevo individuo, el cual va pasando por
diferentes estados larvales Hasta alcanzar un
estado denominado postlarva. La postlarva se
caracteriza por poseer un tamano menor a 1
mm, un pie moévil, mancha ocular y un velo
que con el tiempo se va perdiendo. El pie le

ayuda a desplazarse para buscar sustratos; al
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encontrarlo se fija y metamorfosea y adquiere
el aspecto externo de un adulto.

Dado que los mitilidos son organismos sésiles,
es decir, no son capaces de desplazarse de
un lugar a otro en busca de alimento; deben
filtrar su

alimento, es decir, capturan su alimento a
través de sus branquias y luego lo transportan
a la boca para iniciar la digestion. El alimento
que consumen se encuentra flotando en el
agua y es muy pequefio (menor a 0,01 mm),

puede ser microalgas y material particulado.

255



INFORME TECNICO

PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS DE
CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO

cenma

Universidad de Chile

Tabla 13. Ficha descriptiva de la especie Nephtys impressa (Género Nephthys;
Cuvier, 1817)

Especie Descripcion

Género Nephtys (Cuvier, 1817)

Nephtys Impressa

Prostomio ligeramente pentagonal, un
poco mas largo ancho, borde anterior
levemente convexo. Sin ojos, ni
manchas oculares visibles. El
prostomio no es pigmentado, Sélo
presenta una pequefa mancha mas o
menos central color herrumbre. Dos

pares de antenas algo aplanadas.

ww.macrofauna.cl - Copyright IFOR, 2011

Dos pares de antenas algo

lan triangulares. L
' Palpo prostomial Tentaculos ap a adas, a gu ares a
Prostomio / proboscide evaginada es bastante
c, . T I . H
il e Sise conspicua, posee 22 a 24 filas
Peristomio ‘
Parapodio oy e longitudinales de papilas cénicas con
Faringe . .
Feens 6 7 papilas en cada fila. Los
Ciego esofagico ; ; X
parapodos estan muy bien
Esofago Metanefridio

desarrollados a lo largo de todo el

Vasos laterales Vasos intestinales

Intestino

animal. Los cirros branquiales

Vaso sanguineo ventral

interramales son curvados hacia

afuera y densamente ciliados en su

PASTS)
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contorno. El primero aparece a partir
del 4° segmento setigero y estan
presentes hasta el final del cuerpo. La
lamela notopodial dorsal es oval en
los segmentos anteriores y alargada
en los segmentos medios vy
posteriores. El cirro notopodial,
ubicado en la base de la branquia, es
digitiforme en todos los parapodos. La
lamela neuropodial post-setal es de
base ancha, alargada y aplanada, en
los segmentos anteriores. En los
segmentos posteriores es redondeada
y en parte es sobrepasada en longitud
por la lamela presetal. En el angulo
superior del neurépodo se destaca
nitidamente la formacién de un Iébulo
accesorio, que es aplanado en ciertos
parapodos y en otros digitiforme. Las
cerdas preaciculares, notopodiales y
neuropodiales, son barreadas, cortas
y con extremo distal curvado. Las
postaciculares son  espiniformes,
largas y terminan en punta fina.
Pigidio cénico con un largo filamento

medio ventral (Rozbaczylo y Castilla,

1974).
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9. LISTA DE CHEQUEO

Se propone la siguiente lista de chequeo, para la evaluacion de la data proveniente
de los analisis quimicos de muestras de agua, sedimentos y biolégicos, con el

objeto de poder realizar una evaluacion de la informacion recibida.

REQUISITO DEBIERA INDICAR PARA COMPROBACION

En cuanto al andlisis

De acuerdo al protocolo
Todos los

Unidades de andlisis indicado para . v
. _ analitos
cada analito y matriz
o Todos los
Limite de < LD —de acuerdo a
B ] métodos 4
deteccién metodologia propuesta -
utilizados
_ Todos los
Limite de < LD —de acuerdo a
L ) métodos v
cuantificacién | metodologia propuesta .
utilizados
Todos los

métodos deben

Metodologia Cddigo de metodologia estar L,
Utilizada utilizada referenciados con
una metodologia
analitica
Agua
Indicar la matriz
Matriz Sedimentos _ v
) _ analizada
Biologicos
Certificacién Indicar certificacion En lo posible v
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del método existente del método todos los
analitico utilizado métodos de
analisis

Exactitud del

Valores de exactitud de

Para toda las

metodologias

profundidades

muestreadas indicadas

en protocolos de

método los métodos utilizados
utilizadas
En cuanto al muestreo
Para todas las
Caddigo de la Identificacién de la muestras en
muestra muestra todas las
matrices
Ne Profundidades Todas las

estaciones en

profundidad y

muestreadas estuarios
muestreo -
estratificados
Informacion

requerida para
Copia de la La recepcion de los todas las
cadena de datos debe incorporar los muestras

custodia registros del muestreo

colectadas (agua,
sedimento,

biolégico)

Fecha y hora

Se debe indicar
antecedentes de fecha y

hora del muestreo

Para todas las
muestras

colectadas
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Indicar el punto exacto Todas las
Coordenadas ) _
o de muestreo, mediante estaciones
geograficas
coordenadas muestreadas
Indicar la técnica de
o acuerdo a la matriz a Para cada una de
Técnica de .
muestrear y al protocolo las matrices
muestreo o
indicado en el presente muestreadas
informe
Para cada
muestra
colectada,
Cuerpo de Cuerpos agua marina - permite verificar
agua estuarina la adecuacion de
los andlisis de
acuerdo a la
matriz
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10. FICHA ESTANDARIZADA

Se presentan a continuacion las fichas propuestas para la presentacién y chequeo
de la informacion proporcionada por los programas de monitoreo y analisis de
matrices ambientales (agua, sedimento y biolégicas).

Estas incorporaran los valores medidos, las metodologias de medicién, los limites

de deteccion y cuantificacién de las metodologias utilizadas.
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Tabla 14. Ficha estandarizada para la informacion, muestreo columna de agua.

ANALISIS
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Tabla 16. Ficha estandarizada para la informacion, muestreo sedimentos (continuacion)
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Tabla 17. Ficha estandarizada para la informacion, muestreo bioldgico
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1. RESUMEN

En el presente informe se presenta los resultados de la aplicacién y evaluacién del protocolo de
muestreo y analisis de contaminantes en sedimentos marinos, el cual fue desarrollado junto
con los protocolos para agua y matrices bioldgicas en el Informe Técnico N°1 (“Protocolos
Armonizados de muestreo y analisis de contaminantes relevantes en el medio marino”). La
evaluacién se realizd mediante la aplicacion de este protocolo a un caso de estudio

correspondiente al Fiordo Aysén

El Fiordo Aysén es un ecosistema de alta complejidad, por sus caracteristicas oceanograficas y
por ser una zona que se habia mantenido pristina durante los ultimos 30 afios y que
recientemente ha visto incrementar y diversificar su actividad antrépica. Presenta una dinamica

de flujo de sus aguas similar al comportamiento de un cuerpo de agua del tipo estuarial.

Durante los ultimos afios se ha registrado una diversificacion en las actividades antrépicas que
se se desarrollan en la zona destacando particularmente la actividad salmonicultora y con ello

el aumento en el nUmero de concesiones solicitadas para su funcionamiento en el fiordo.

El disefio del muestreo considerd un total de 12 estaciones, distribuidas desde la cabeza del
fiordo cercana a centros poblados y actividades industriales, hasta estaciones fuera de la boca

del estuario.

Los muestreos de sedimento marino se realizaron por medio de buceo y los analisis quimicos

se centraron en evaluar el contenido de materia organica y metales totales.

Los resultados indican altos valores para metales como el Cd, Zn, Pb, Al y Ba para las
estaciones ubicadas en la cabeza del fiordo, donde se registran actividades del tipo portuarias y

estaciones de servicio de petrdleo.
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Mientras que estaciones ubicadas hacia la boca del fiordo presenta valores alto en metales
tales como Ni, Cu y Al.

Con respecto al contenido de materia organica en sedimentos del Fiordo Aysén, destaca el alto
valor registrado (9.36 %), en la estacién correspondiente a COPEC Factoria, mientras que las

restantes estaciones registran valores entre 1y 4.1 %.
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2. INTRODUCCION

El uso, manejo y conservacion de los recursos costeros juega un papel primordial en las
estrategias de desarrollo regional. La franja regional comprende uno de los ecosistemas
naturales mas productivos, corresponde a un area de transicion e influencia entre la tierra y el
mar, donde los procesos de produccion, consumo e intercambio de energia se efectuan con

una alta intensidad.

La zona de Fiordos del Sur de Chile presenta una situacién geografica muy diversa donde se
conjugan variadas areas biogeograficas que dan origen a una variedad de habitats. El Fiordo
de Aisén al presentar caracteristicas dinamicas similares a las de estuarios, presenta
condiciones especiales y sensibles hacia la presencia de cargas contaminantes en los cuerpos

de agua.

Los metales pesados son parte fundamental de las fuentes antropogénicas provenientes de
desechos domeésticos, agricolas e industriales, los cuales son peligrosos para la biota marina,
el hombre y el deterioro ambiental en general. Bajo este escenario, los sedimentos, uno de los
principales reservorios de estos elementos, actian como recursos secundarios de
contaminacién en el medio ambiente marino (Rubio et al., 1996). Los metales trazas presentan
concentraciones relativamente elevadas en los sedimentos superficiales de las zonas costeras
alteradas por el hombre y guardan una relacién de su concentracion con el tamafo de las
particulas y la cantidad de materia organica sedimentarias, alterando el equilibrio ecoldgico y
biogeoquimico del ecosistema (Sadiq, 1992). En tal sentido, la determinacién de metales en los
sedimentos es un buen indicador del origen de los contaminantes en el medio y de los impactos

que éstos pueden producir en la biota marina.

Los sedimentos marinos costeros del Fiordo Aisén, son un reservorio de metales traza, donde

domina la concentracion proveniente de la erosidon de las fases detriticas del basamento rocoso
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de la regién. Los aportes fluviales, atmosféricos, advectivos y antropicos modifican la

concentracion natural de metales en el sedimento del sitio.

El presente informe realiza una evaluacion del estado ambiental de sedimentos marinos del
Fiordo Aisén, en base a analisis de metales y materia organica, como objetivo para la
evaluacién de protocolos de muestreo y analisis propuestos dentro del proyecto “Armonizacion
de protocolos de muestreo y analisis para el modelamiento de la calidad ambiental de estuarios
y bahias”.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este informe es la evaluacién de los protocolos de muestreos
presentados en Informe Final N°1 (“Protocolos Armonizados de Muestreo y Analisis de

contaminantes relevantes en el medio marino”).

Para este fin se presenta el caso del Fiordo de Aysén, en el cual se aplicara y evaluara el
protocolo de muestreo para sedimentos marinos y para el analisis quimico de materia organica

y metales para los mismos.
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4. CASO DE ESTUDIO

4.1 ECOSISTEMAS DE FIORDOS

Un fiordo es una ensenada estrecha y profunda de la costa debida al hundimiento paulatino de
un valle fluvial, o bien tiene su origen en la erosion glacial.

A diferencia de los estuarios costeros y lagunas, los fiordos se caracterizan por presentar
largos brazos estrechos conectados con el mar, presentan laderas escarpadas, las
profundidades pueden alcanzar cientos de metros.

Una capa o monticulo poco profundo se sitda en la boca del Fiordo, formado por acumulacién
de rocas en el momento en que el glaciar retrocedié (Figura 1). La altura de este monticulo
puede provocar un obstaculo en el flujo del agua de fondo del fiordo, limitando la mezcla en
aguas profundas e impidiendo el recambio de aguas, de esta forma sélo las aguas superficiales
se ven afectadas por el efecto de mareas.

Los fiordos generalmente presentan una alta estratificacion de sus aguas, con valores cercanos

a la hipoxia en las aguas mas profundas (Zhen-Gang, 2008).




INFORME TECNICO N°2
EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO. CASO DE
ESTUDIO: FIORDO AISEN

cenma

Universidad de Chile

v
- =
3 > > - > > > >
& —
Sea
High salinity Si]l
Strong stratification

Low DO

Figura 1. Representacion esquematica del flujo de corrientes en ecosistemas de fiordos.

Tabla 1. Caracteristicas de ecosistemas del tipo Fiordos

TIPO ANCHO PROFUNDIDAD | UBICACION | ESTRATIFICACION | MAREAS
. Débil en
<
Fiordo estrecho Profundos ( Latitudes Estratificacion fuerte | aguas
200) altas
profundas
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4.2 ANTECEDENTES DE LA ZONA DE ESTUDIO

a. Caracteristicas Generales Fiordo de Aysén

Segun estimaciones del INE (Instituto Nacional de Estadisticas), la Regiéon de Aysén al ano
2010 tiene aproximadamente 104. 843 habitantes, posicionada como la regién menos poblada

del pais, con una densidad de 0.96habitantes por metro cuadrado.

Las principales actividades econdmicas y productivas de la region se concentran en torno a las
areas de acuicultura, pesca, mineria, turismo, forestal y agropecuaria, siendo el sector pesca —
acuicultura el de mayor presencia, aportando en el 2009 un 20 % del Producto Interno Bruto
(PIB) Regional.

Debido a las condiciones del suelo y el clima imperante en la zona, otra de las actividades
economicas de mayor relevancia es la ganaderia, destacando la produccién de bovino y ovino,

asi como también sus subproductos de lana y carne.

Por su parte la mineria cobra importancia con la explotacion de zinc, actividad de concentra el
96% de la produccién de este mineral a nivel nacional, lo que corresponde al 2% de la

produccién mundial.

El Fiordo de Aysén, corresponde a un sistema complejo de canales, conformando uno de los

sistemas estuarinos mas grandes del mundo (Palma, 2004).

El fiordo Aysén presenta un valle en forma de U en su seccion transversal y la longitud es
mayor que su ancho medio. La caracteristica batimétrica mas importante de esta zona es la
presencia de un umbral de baja profundidad (< 100 m), frente a las islas Cinco Hermanas

(45°16° S y 72°47°W), que se ubica en el primer tercio del fiordo. Este umbral separa la parte
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profunda del fiordo Aysén en dos microcuencas (una ubicada al Oeste de las Islas Cinco

Hermanas y la otra al Este de ésta).

La porcién Oeste del fiordo presenta un ensanchamiento hacia la boca y se conecta a los
canales Costa y Moraleda, teniendo una profundidad media de 250 m. La porcién Este se
encuentra aislado de la influencia de la microcuenca. La Oeste es de caracteristicas mas

oceanica, debida al efecto que ejerce el umbral (Islas Cinco Hermanas) (Guzman, 2004).

Entre la isla Cinco Hermanos, y la cabeza del fiordo (desembocadura del rio Aysén) el sistema
se comportd como un estuario altamente estratificado, sistemas que tienen una alta descarga
de agua dulce (rio) (Sievers & Prado, 1994)

La capa de agua de baja salinidad se propaga hacia fuera del fiordo por la capa superficial y el
agua salina ingresa en una capa inmediatamente inferior adelgazando la capa de agua dulce

superficial de 8 a 5 m hacia la boca del fiordo, por efecto de la mezcla (Olivares, 2002).

El fiordo de Aysén tiene una longitud de 65 km y un ancho promedio de 6,5 km. Fue formado
durante el holoceno producto de la erosion glacial. Su parte oeste conecta con el océano

pacifico por medio del canal de Moraleda.

Presenta una profundidad promedio de 217 m, con una profundidad maxima de 350 m (Figura
1y 2). La parte interior del fiordo se encuentra aislada de la influencia directa del océano, con
la excepcion de las corrientes profundas. Las aguas de superficie reciben descargas de agua
dulce desde los rios: Céndor (50 m s™), Cuervo (100 m s™) y Aysén (500 — 1000 m s™).
(Guzman, 2004).

Las principales fuerzas de circulacién de corrientes en el fiordo estan dadas por: las mareas

semidiurnas, vientos locales y descargas de rios.
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Figura 2. Batimetria Fiordo

de Aysén.
Fuente: Vieira, 2002
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b. Asentamientos humanos

La cuenca abarca las comunas de Coyhaique y puerto Aysén, pertenecientes a las provincias
del mismo nombre, en la XI Regién de Chile. Posee 33 entidades pobladas de las cuales dos
son ciudades, Coyhaique, capital regional y puerto Aysén. De importancia son también, segun
el numero de habitantes, las localidades de Villa Manihuales, Balmaceda, Villa Simpson y El
Blanco. Las restantes localidades son asentamientos rurales.

La distribucién espacial de las localidades anteriores, se da principalmente en torno a las vias

de acceso, las que se distribuyen junto a los principales cursos fluviales.

Tabla 2. Poblacion total Cuenca del Rio Aysén

Nombre Asentamiento N° Habitantes Cauces asociados
Coyhaique 50.041 Rio Simpson
*Puerto Aysén 15.865 Rio Aysén
*Villa Mafiithuales 1.665 Rio Maiiihuales
*Balmaceda 624 Rio Oscuro
*Villa Simpson 497 Rio Simpson
*El Blanco 418 Rio Blanco

Fuente: Direccion General de Aguas, 2004. (INE, Censo 2002)

En el centro de la cuenca se emplaza la ciudad mas importante, Coyhaique. Esta se localiza en
la ribera sur del rio Coyhaique. En el sector costero de la cuenca, desembocadura del rio

Aysén, se ubica la ciudad de Puerto Aysén.
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c. Uso del Suelo

La clasificacion del uso de suelo (Figura 4) de la cuenca se resume en la siguiente tabla:

Tabla 3. Clasificacion del uso del suelo en la cuenca el Rio Aysén.

5 ficie de la destinada
Cuenca del rio Aysén . . Superficie uperhicie cuenca gestina
Usos del Suelo para cada uso
(Ha) (Ha)
(%0)

Praderas 150.404 17
Terrenos agricolas v agricultura de riego 1.607 0.1
Plantaciones forestales 6.121 1
Areas wrbanas e mdustriales 1.232 0.1

1.145.600 -
Mineria Industrial 60 0.01
Bosque nativo y bosque mixto 482014 42
Otros Usos® 382.080 33
Areas sin vegetacion 83.689 7

Fuente: Direccion General de Aguas, 2004.

Uso agricola: La superficie agricola de la cuenca, contempla sélo 1.607 Ha de terrenos
agricolas. En la comuna de Coyhaique, se dan cultivos principales de cereales, chacras,
hortalizas y plantas forrajeras. Mientras cultivos como vifias, frutales, cultivos industriales entre
otros no se producen. Por su parte en la comuna de Aysén, los principales son los cereales,

chacras, hortalizas y plantas forrajeras.

Uso Forestal: El uso forestal en la cuenca, se da solo en algunos sectores. Las plantaciones
forestales (6.121 Ha), distribuidas en las comunas de Coyhaique y Aysén, representan un
porcentaje bajo en comparacion a la explotacion de especies nativas. De esta manera, la

undécima region solo aporta con el 0,6% de la produccion nacional de madera aserrada
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(principalmente pino radiata). Otras plantaciones forestales existentes en la zona y de origen

nativo, corresponden al bosque de Lenga.

Uso Urbano: La vastedad del territorio y el volumen de poblacién concluyen en una muy baja
densidad, de sélo 0.9 habitantes por km?, a nivel regional. La poblacion urbana alcanza al 75%
en la region, situandose en unas pocas localidades, destacando Coyhaique y Puerto Aysén
(ademas de Cochrane), las que concentran el 77,6 % de la poblacién del territorio. El uso
urbano esta representado por ciudades, pueblos y zonas industriales, abarcando 1.232 Ha. La

superficie destinada a la mineria industrial, es de 60 Ha.

Puerto Aysén se sitia a 67 km al oriente de Coyhaique, cerca de la desembocadura del rio
Aysén. Se trata de una localidad costera, que antiguamente fue el puerto de entrada a la regién
y que luego del maremoto de los afios sesenta qued6é mas al interior, siendo reemplazada en
esta funcion por Puerto Chacabuco. Tiene un total de 15.865 habitantes (segun estimacion al
ano 2002) y junto a Coyhaique poseen sobre el 80% de su poblacién urbana. Destacan los

usos del suelo residencial e industrial.

Areas bajo proteccién oficial y conservacién de la biodiversidad: Las Areas bajo Proteccion

Oficial que se emplaza en la cuenca, corresponden al Monumento Natural Dos Lagunas y las
Reservas Nacionales de Manihuales, Trapananda, rio Simpson, Coyhaique y Cerro Castillo. La
superficie total que ocupan estas areas bajo Proteccion Oficial pertenecientes al Sistema
Nacional de Areas Silvestres Protegidas por el Estado (SNASPE), alcanza las 138.356 Ha

equivalentes al 12% de la superficie total de la cuenca.
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d. Usos del Borde Costero

Producto de un trabajo comenzado el afio 2001 y culminado el aio 2005, la Region de Aysén
es la primera del pais en contar con una zonificacion Regional del Uso Borde Costero,
consagrada en el D.S N° 153 Del Ministerio de Defensa Nacional, Subsecretaria de Marina del
20 de Mayo de 2004.

Esta zonificacion se basa en el concepto de preferencialidad, es decir, de zonas orientadas a
cumplir preferentemente una o varias funciones territoriales, que deben ser conservadas y
desarrolladas en el tiempo. Esto no excluye otras funciones, sino que les establece criterios de
compatibilidad, a fin de demostrar que no perjudican el potencial que el territorio presenta para

el desarrollo de la funcion preferencial.

De este modo las zonas preferenciales zonificadas para el borde costero son (Figura 5):

- Para la extraccion de recursos benténicos, que corresponden principalmente a las areas
de extraccion de recursos bentdnicos utilizadas historicamente por los pescadores
artesanales (mariscadores), y ademas considera las proyecciones de la actividad.

- Para la acuicultura o salmonicultura, se han destinado las areas ya utilizadas por la
actividad y considera espacio para sus proyecciones.

- Para el turismo se han incluido sectores identificados por su potencial escénico para el
desarrollo turistico actual y proyectado.

- Para la conservacion se han determinado zonas fuertemente impactadas por
actividades humanas, en las cuales es necesario regular la intensidad de los usos, en

pos de la recuperacion de los ecosistemas.

La variada geografia de la Regidén de Aysén presenta territorios maritimos donde la acuicultura

y la pesca encuentran condiciones muy favorables, lo que sumado a la saturacion que presenta
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la Region podria dar cuenta del 70% de la expansién futura del cultivo del salmoén del atlantico,

como pilar central de la actividad acuicola.

Se indica en figura 6, las solicitudes de concesidon de acuicultura al afio 2008 y las industrias

salmoneras en funcionamiento, para el sector de Fiordo de Aysén.
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Figura 6. Concesiones acuicolas
otorgadas y salmoneras en
funcionamiento al afio 2008.
(WGS 84, 19 S, UTM).

Fuente: Elaboracién propia,
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e. Descargas

Aguas servidas

Con respecto a la situacién actual que presentan las aguas servidas en la cuenca, la ciudad de
Coyhaique a noviembre de 2002, posee una planta de tratamiento que depura las aguas
servidas de la ciudad, la cual vierte al rio Simpson un caudal de 6610 (m® dia). En tanto la
Ciudad de Puerto Aysén vierte al rio del mismo nombre, un caudal de 2218.56 (m®dia) (Figura

7) sin tratamiento previo, con una carga organica de DBOs 555 (kg/dia). (Tabla 4).

Descargas Industriales

La contaminacién puntual industrial en la cuenca no es significativa de acuerdo al nimero de
establecimientos industriales existentes. La unica industria que se encuentra en la zona
corresponde a Salmones Antartica S.A, la cual descarga sus riles directamente al curso
superficial. (Tabla 5).

En la figura N° 7, se indican las actividades en la cuenca y la representacion de las principales
descargas.
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Tabla 4. Descargas de aguas servidas en la cuenca del Rio Aysén

Cebestura d Doblacia Planta de Selidos Aceit F Colf
chestura de chlacién ceites ¥ =
5 HAsociado E di Poblacidn Estimad: Tr: i Hombre de | DEO; Suspendid “ | CaTotal Faczles
Localidad sgmento Azoc ? Cuerpo Feceptor .n.mee.sa _E . Tratamiente de Aguas obacion Betimada Estimada Sanezda 1atarfneutu ¥ ot ce f2 Caudal (L's) N pH pendides Grasas oo dizuslta = p
Lz Descarza Servicios Sanitarios . } Total (Hab) Tipe de FPlanta (mgT) Totales . mg/T) . (NME/100
Servidas (%) (Hab) ) (maT) (maT) .
Tratamiento (mg/L) ml)
COYHAIQUE 11315T40 Rio Simpsen EMSSASA 971 42,554 41333 sI Zanjas de T6.5 35 60-83 30 20 0.1 2 = 1,0E+03
Oraidacion
PUERTO AYSEN 11344720 Fio Aysén EMSSASA a 15,389 NO 257 35 60-835 80 20 0.1 2 = 1,0E+03
13,366
VILLA MANIHUALES 1130MA20 Fio Mafithual Nd Nd Nd Nd Nd WD ] 60-85 30 20 0.1 2 = 1,0E+03
BALMACEDA 11310510 Fio Oscuro EMSSASA Nd 530 Nd NO 35 60-835 80 20 0.1 2 = 1,0E+03
VILLA SIMPSON 11315130 Fio Simpsen Nd Nd Nd Nd Nd D 3 60-835 30 20 0.1 2 = 1,0E+03
ELBLANCO Sin Ubicacidn ND Nd Nd Nd Nd Nd D 35 60-835 80 20 0.1 2 = 1,0E+03
Fuente: CADE - IDEPE, 2004
Tabla 5. Descargas Industriales en la Cuenca del Rio Aysén
Segmento C Candal T Aceit
. . ¥ . - o -
Indusaia (Ubicacidn Communa eme cm | £H ss | sD. | Y | 3¢ | DBOs |As |cd|CW|Co |G| P |He| Wi |NES| Pb |50 Zn [PE| B | Al | Ma
. Feceptor (Li5) [g] Grazas
Industra)
SALMONES
. 1134A720 Pusrto Avzén Fio Aysén | 31141 2778 * = 370 * = 440 * ¥
ANTARTICA

Las unidades de concentracion de parametros fisico — quimicos se encuentran expresados en mg/L

Fuente: CADE — IDEPE, 2004
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Figura 7. Descargas en la Cuenca
del Rio Aysén y actividades
productivas (WGS 84, 19 S, UTM)

Fuente: Elaboracién propia
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5. METODOLOGIA
5.1 MUESTREO DE SEDIMENTOS MARINOS

a. Estaciones de Muestreo

Se requiere que los criterios para el establecimiento de las estaciones de muestreo sean
flexibles, esto debido principalmente a la variabilidad del ambiente a monitorear (caracteristicas
del cuerpo de agua, estacionalidad, geologia y sedimentos, etc.).

Los criterios considerados contemplaron los objetivos del estudio, el acceso a las estaciones,
informacion histérica disponible, etc.

En términos generales las estaciones de muestreo suelen ubicarse en:

- Desembocaduras de principales tributarios

- Cercana a la costa en zonas de descargas de proyectos importantes, actividades
extractivas, emisarios, centros urbanos

- Zonas de mayor profundidad (generalmente en lagos)

- En zonas de extraccion de aguas y/o

- Zonas limitrofes (provinciales o regionales o internacionales) (Cavanagh et al., 1998)

Para el seguimiento de tendencia en los parametros evaluados o monitoreados, la estacion de
muestreo debe proveer una indicacién de cambio en la calidad dentro del cuerpo de agua en
estudio.

Para un monitoreo de linea base, donde el propdsito es establecer la condicion general del
cuerpo de agua, las estaciones deben seleccionarse con el objeto de detectar tantas descargas
como sea posible.

Para el monitoreo de impactos, una inspeccion preliminar de las actividades que ese realizan
en la zona de estudio puede proveer una guia con respecto a la ubicacion de las estaciones de

monitoreo.
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Para la obtencién de los niveles de fondo (background level) un segundo punto de control debe

ser localizado en puntos de descarga directa.

De esta forma se establecieron un total de 12 estaciones de muestreo, las que consideraron
estaciones predefinidas en el Programa de Observacién Ambiente Litoral (POAL) de la Armada
de Chile. Las estaciones definidas incluyen zonas de desembocaduras de principales
tributarios, zonas cercanas a areas urbanas y actividades industriales, zonas de importancia

para la conservacion y estaciones fuera de la zona del fiordo mismo

La identificacién y ubicacién de las estaciones se indican en tabla 6 y figura 8.
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Tabla 6. Estaciones de muestreo Fiordo de Aysén.

COORDENADAS

NOMBRE : :
Latitud Longitud

Islas Huinchas 45° 08 48.9 S 73°36'54.5 W

Isla Elena 45° 16' 38.8 S 73°36'58.1 W

Cinco hermanas 45° 15’ 50.6 S 73°15' 543 W

Desembocadura Rio 45° 20°52.9 S 73°03 17.9 W

Cuervo

Desembocadura Rio 45° 23'57.8 S 73° 05 05.7 W

Pescado

Bahia Puerto Camello 45°27° 032 S 72°59' 43.6 W

Desembocadura Rio 45°27°58.3 S 72° 53 08.2 W

Condor

Desembocadura Rio 45°25'12.4 S 72°49' 31.9 W

Aysén

Caleta Bluff 45° 28' 28.4 S 72°52' 287 W

Estacion COPEC 45° 27 42.1 S 72° 49’ 36.0 W

Factoria

Bahia Chacabuco 45° 28 14.8 S 72°50'20.6 W

Puerto Chacabuco 45°28 21.7S 72° 49 526 W




INFORME TECNICO N°2
EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO. CASO DE
ESTUDIO: FIORDO AISEN

cenma

Universidad de Chile

FIORDO AYSEN, XI REGION, GENERAL CARLOS IBANEZ DEL CAMPO

-30000 10000 250000
1 1 1 1

10000 620000 630000 550000 60000 GT0000

I

-+

1
+
5120000

5000000
5000000
1
+
4960000

+ o+

4300000

4990000

=
=1
=1
=1
s
B

T T T T T
-30000 0000 250000

Estaciones de muestreo

@ Bzhia Chacabuco
Bahia Punta Camello

Caleta Bluff

4980000
4980000

Cinca hermanas

Desembocadura Rio Aysen

4970000
4970000

Desembocadura Rio Condar
Desembocadura Rio Cuervo
Frente estacion COPEC

Isla Elena

4960000
]
4960000

1 1 | [ 1 1 ] 1
10000 620000 630000 640000 650000 60000 670000
Isla Huichas

Figura 8. Area de estudio, Fiordo

Puerto Chacabuco

— et er S

de Aysén (WGS 84 188 UTM) 1} &,000 16,000 32,000 48,000 64,000

Fuente: Elaboracién propia WES AT @
cenma

(CRORONORON J

Desembocadura Rio Pescado




INFORME TECNICO N°2
EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO. CASO DE
ESTUDIO: FIORDO AISEN

cenma

Universidad de Chile

b. Muestreo de sedimentos marinos

El area de muestreo se centr6 en la disponibilidad de sustrato disponible y predominante. La
toma de muestra de sedimento se realizé mediante buceo y toma de muestra por medio de

tubo corer.

Para la toma de muestra se siguid el protocolo establecido en informe N° 1, en el cual se

siguieron los siguientes pasos:

- Identificar el punto o estacion de muestreo con ayuda de carta nautica o mapa de la
zona

- Aproximacién al sitio

- Verificacién de la profundidad, cuando la profundidad era mayor de 50 metros, se
procedia a abortar la toma de muestras en ese punto; una profundidad menor a 50
metros permite realizar la toma de muestra sin riesgo para el buzo

- Se procede a una inspeccion visual del sitio, identificando el tipo de fondo segun las
condiciones de la costa.

- Presencia de sedimentos del tipo arena y fango permiten continuar con el muestreo,
mientras que la presencia de sedimento duro del tipo roca impiden el muestreo

- Se deben evaluar de antemano las condiciones de seguridad para el muestreo
mediante buceo, medicion de la direccidon y magnitud de la corriente y viento, de manera
que permita evitar el muestreo en zonas donde el arrastre por corriente significa un
riesgo para el buzo

- Se deben registrar la coordenadas del punto a muestrear y la hora de llegada

- Cuando el muestreo se realiza en desembocaduras de rios, se debe preferir el area de
sedimentacion por sobre el area de corriente (Figura 9).

- Llevar un registro fotografico de las estaciones de muestreo, asi como de los

procedimientos de muestreo
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- Los buzos se sumergen con los tubos corer y bolsa del tipo ziploc (para almacenar la
muestra de sedimentos con organismos)

- Una vez en superficie se procede a la inspeccién de las muestras colectadas, las
muestras de sedimentos con organismos almacenados en la bolsa ziploc se despliega
sobre una superficie lisa y limpia inspeccionandose la presencia de algun organismo
(Figura 11)

- Tomar fotografia de los organismos

- Se conservan los organismos identificados si se tiene por objeto realizar analisis.

- Sino son objeto d analisis los organismos son devueltos

- Para el caso de la muestra de sedimentos contenida en el corer, se procedié de la
siguiente forma, se vacio el agua sobrante en superficie, se inspecciona el sedimento
registrando el color, olor y textura, se procedié vertiendo la muestra de sedimentos en

una bolsa tipo ziploc, se rotula y se procedi6 a congelar la muestra (Figura 10).
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Figura 9. Zona de muestreo en desembocaduras de rios.
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Tabla 7. Estaciones de muestreo y cédigo de muestra

ESTACION N° muestra
Isla Huichas 41041
Isla Elena 41042
Cinco Hermanas 41043
Desembocadura Rio Cuervo 41044
Desembocadura Rio Pescado 41045
Bahia Punta Camello 41046
Desembocadura Rio Céndor 41047
Desembocadura Rio Aysén 41048
Caleta Bluff 41049
Estacion COPEC factoria 41050
Bahia Chacabuco 41051
Puerto Chacabuco 41052

Las muestras de sedimentos marinos fueron llevadas al laboratorio de Quimica Ambiental del

Centro Nacional del Medio Ambiente para su analisis.
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Tabla 8. Profundidades de muestreo y caracteristicas del sedimento

ESTACION

Isla Huichas

Isla Elena
Cinco Hermanas

Desembocadura
Rio Cuervo

Desembocadura
Rio Pescado

Bahia Punta
Camello

Desembocadura
Rio Céndor

Desembocadura
Rio Aysén

Caleta Bluff

Estacion
COPEC factoria

Bahia
Chacabuco

Puerto
Chacabuco

PROFUNDIDAD
(m)

10

4.5

5.6

3.7

13.6

3.6

21

10

14

FAUNA PRESENTE

picorocos, estrella de
mar, caracoles, erizo,
almejas

Estrella de mar, jaibas
sargazo en orilla

presencia de
crustaceos

poliquetos, caracoles,
almejas (juveniles)

no se registra
presencia de
organismos

presencia de juveniles
de almejas

presencia de
poliquetos, choritos,
juveniles de almeja

Presencia de choritos

CARACTERISTICAS
SEDIMENTO

con presencia de
conchas molidas

sedimento con
presencia de conchilla

sedimento oscuro con
materia vegetal, del
tipo fango

sedimento negro fino ,
mezclado con restos
de conchas y bolones

sedimento fino de
color negro

Sedimento oscuro, sin
presencia de grandes
organismos

Sedimento negro fino,
tipo arena

Sedimento oscuro tipo
arena sin presencia
visual de organismos

Sedimento fino tipo
fango de color negro

Sedimento pardo
oscuro tipo arena fina
- media

Sedimento oscuro con
presencia de
conchillas
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Figura 10. A. Muestreo por medio de buceo; B y D. Muestras de sedimentos marinos; C. Corer

con muestra de sedimento.
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Figura 11. Organismos recolectados en muestras de sedimentos. A. corer con sedimentos; B y

E. Poliquetos; C, D y E. Moluscos bivalvos.
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Figura 12. Organismos recolectados en muestras durante el muestreo de sedimentos. A.

Estrella de mar; B Jaiba; C. Sedimento en base a restos de conchas; D. Poliqueto
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5.2 ANALISIS DE SEDIMENTOS

a. Materia organica

Las muestras de sedimentos marinos fueron analizadas utilizando el método gravimétrico.

La materia organica total sedimentada esta constituida por compuestos organicos y algunas
formas elementales del carbono. EI método para determinar la materia organica volatil en
sedimento se basa en la incineracion del sedimento en una mufla a 450 °C, durante 2 horas,
calculandose el tanto por ciento de pérdida de peso de la muestra que es equivalente a la

materia organica en la misma.

La muestra de sedimento se depositdé en una bolsa de nylon (del tipo ziploc) permaneciendo en
congelacién hasta su llegada al laboratorio, donde se secé en estufa a 110 °C por 24 horas.
Una vez seca se tritura en un mortero y se pasa por un tamiz de 0,2 mm. El sedimento triturado

se guardo en un frasco de vidrio con tapa y debidamente rotulado.

Se utilizaron los siguientes equipos para la realizacion del analisis:

- Crisoles de porcelana.
- Balanza analitica de sensibilidad 0,0001 mg. (205 ASCS)

- Mufla eléctrico (FisherScientific)

El procedimiento para el analisis de materia organica fue el siguiente, se pes6 1,0 g de la
muestra seca en un crisol previamente tarado. El crisol con la muestra se coloca en el horno
mufla y se mantuvo a una temperatura de 450° C durante 2 horas, luego se colocd en una

desecadora y una vez alcanzada la temperatura ambiente se peso.
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El calculo se realiz6 aplicando la siguiente férmula:

P, - P,

MO % = x 100

1

Donde:
P+. Peso del crisol con muestra antes de incinerar

P,: Peso del crisol con muestra incinerada

b. Metales

Los metales asociados a la materia organica deben convertirse a una forma en la que pueden

leerse por espectroscopia.

En los sedimentos los metales pueden constituir varias fracciones, por tal motivo el analisis de
la muestra puede realizarse por duplicado: una digestion débil en la fraccion total del sedimento
con el fin de obtener los metales biodisponibles y una extraccién fuerte para determinar el
contenido total.

El método aplicado correspondié a una extraccion con HCL (0.1N), con agitacion por 24 horas y
determinacion cuantitativa por técnica espectrométrica (Absorcion o Emision Atémica

Inductivamente Acoplada — ICPS).

Para la extraccion débil se pes6 1 a 3 g de muestra, la cual fue transferida a un matraz

Erlenmeyer, se le agrego por cada gramo de muestra, 15 mL de solucion de HCI 0.1 N.
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Luego de dejar agitando por 24 horas, se procede a filtrar la muestra, colectando el filtrado en
balones volumétricos.

Se completd el volumen con la solucién de HCI 0.1 N y se cuantifica por espectrometria.

Para la extraccion fuerte se pesd 0.4 g de sedimento seco y tamizado. Se agregd 3 mL de
HNO; concentrado. Se adicioné 1 mL de HCIO, concentrado. Se dejo reaccionar y se procedié
a calentar a 100°C por 16 horas. Luego se filtrd, el filtrado resultante se colecta en balones
aforados de 10 mL completando el volumen con HCI 0.1 N. Se cuantificé por espectrometria de

Absorcidén o Emision Atomica (ICP).

La determinacién de cada metal (ug/g), se realiza refiriéendose a la curva de calibracion

correspondiente:

Cm = Concentracion de la muestra (ug/g)

Ce. = Concentracion del extracto (ug/ml)

W, = Peso de la muestra seca utilizada para el analisis (g)

Ve = Volumen del extracto (ml)

f= Factor de dilucion

Por otra parte se realiza un analisis de metales pesados mediante la prueba de otro método
analitico, con el objeto de comparar la efectividad en la determinacién contrastando con el
método ICP.

El método utilizado corresponde a la Espectrometria de fluorescencia de rayos x.
La técnica se basa en la emisién de radiaciéon X caracteristica, en el rango de 1 a 60 K eV

(electrovoltio). Esta emisién es resultado de la excitaciéon y posterior reordenamiento de los
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electrones ubicados en los niveles de energia internos del atomo por una fuente de energia

externa.

La relacién entre la intensidad de fluorescencia medida para un determinado elemento A y su

concentracién se puede expresar como:
C,=Kl, MS

Donde:

Ca Y Ia: Concentracion e intensidad de fluorescencia

K: Constante que depende de la geometria del espectrometro y de las condiciones de trabajo
del equipo (voltaje, corriente, detector, etc.)

M: Factor que define los efectos interelementales que sufre el elemento A con los restantes
elementos que componenla muestra (efecto de matriz)

S: De fine la influencia del tamafio de particula y de textura de la muestra en la intensidad de

fluorescencia observada para el elemento A (efecto de tamano de particula)

La técnica de fluorescencia de rayos x, es adecuada para el analisis de muestras sélidas, como

minerales, suelos o vegetales.

- Analisis de elementos trazas en suelos y minerales

Para el analisis de elementos traza, es decir elementos en concentraciones del orden de los mg
kg™ , el procedimiento de acondicionamiento mas adecuado para la muestra es la obtencién
de una pastilla (pressed pellets). Esta pastilla se prepara sometiendo la muestra a una
molienda fina, que resulte en tamafos de particula final inferiores a 60 um, y efectuando
posteriormente un prensado del polvo obtenido. Adicionalmente, se deben tener en cuenta las

siguientes consideraciones para asegurar buenos resultados en la etapa de lectura por FrX:
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a) En el caso de muestras sdlidas y una vez terminada la molienda, éstas deben ser
sometidas a un proceso de secado. El tiempo empleado en este proceso sera el
necesario para llegar a la condicién de secado denominada peso constante. por peso
constante se entiende un nivel de secado de la muestra tal que los cambios de masa
sean inferiores a 0,5 mg en dos operaciones sucesivas consistentes en secar en estufa,
enfriar y pesar. para muestras de minerales y suelos, el secado debe realizarse a una

temperatura entre 103-105 °C.

b) La adiciéon a la muestra pulverizada de un diluyente de baja absorcion (carbonato de
litio, acido bdrico, carbén o papel de filtro) ayuda a reducir los efectos de absorcion-
refuerzo. Para la determinacién de elementos de numero atémico alto en matrices de
numero atdmico bajo, es conveniente afadir a la muestra un compuesto con coeficiente
de absorcion masico alto, como el éxido de lantano, con el fin de incrementar la

linealidad de las rectas de calibracion.

c) Para obtener una buena compactacion en las pastillas, se suele afiadir un aglomerante
en pequefia cantidad (generalmente entre el 5 al 10% de la cantidad total de la
muestra), los aglomerantes mas utilizados son el &cido bodrico, acido estearico,

nitrocelulosa y ceras comerciales.

Se debera tener presente el efecto matriz, por lo que en la obtencién de las rectas de calibrado
se debe definir claramente la matriz que se ha usado. En el caso de analizar muestras con
diferente matriz a la de los patrones, es necesario efectuar correcciones consistentes en
calculos numéricos de las interacciones entre los elementos que componen cada matriz o bien

mediante el empleo de patrones internos.
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6. RESULTADOS

Los resultados de los analisis de materia organica y metales en sedimentos del Fiordo Aysén

se presentan a continuacién.

a. Materia Organica

Los aportes de materia organica en el fiordo de Aysén provienen tanto de componentes
naturales del ecosistema (autdctono) como de actividades antrdpicas (aléctono).

Dentro de las fuentes naturales es posible destacar es el fitoplancton, el suelo en conjunto con
el bosque nativo y las comunidades bacterianas. Las Ultimas que reciclan el material
proveniente de procesos de autotrofia, mineralizando o biodegradando el detritus resultante de

los procesos de la malla tréfica (Orellana, 2006).

Dentro de los componentes antrépicos, es posible destacar. las descargas directas
provenientes de la industria salmonicultora y otros productos marinos, asi como la pesca
industrial, artesanal y mataderos ubicados tanto en Puerto Aysén como en Puerto Chacabuco.
Las ciudades de Coyhaique, Puerto Aysén y Puerto Chacabuco constituyen otro componente
debido a su aporte por descargas de aguas servidas, de uso doméstico tratadas y no tratadas y
otros aportes atribuibles a la actividad portuaria y a los terminales de descarga de petréleo en
Puerto Chacabuco (Orellana, 2006).

En la tabla N°8 se presentan los resultados del analisis de materia organica para los
sedimentos recolectados en Fiordo de Aysén. Los resultados por estacion de muestreo se
grafican en figura12.
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De acuerdo a los resultados registrados para los analisis de materia organica en sedimentos, la
estacion COPEC Factoria es la que registra el mayor porcentaje con un valor de 9.3627 % y la

estacién ubicada en la Desembocadura Rio Cuervo registrando un valor de 4.1 %.

Las restantes estaciones registraron valores de materia organica entre 1 a 3.6 %.
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Tabla 9. Resultados analisis de materia organica en sedimentos

IDENTIFICACION | % MATERIA

ESTACION MUESTRA ORGANICA PROMEDIO %
Isla Huichas 41041 1.4541 1.431
41041d 1.4080 '
41042 21747
Isla Hel 2.188
sia mielena 41042d 2.2013
4104 2.
Cinco Hermanas 043 0353 2.025
41043d 2.0152
Desembocadura 41044 4.0466 4.185
Rio Cuervo 41044d 4.3239 '
Desembocadura 41045 2.0961 2035
Rio Pescado 41045d 1.9745 '
Bahia Puerto 41046 3.5878 3.642
Camello 41046d 3.6961 '
Desembocadura 41047 0.5351 0,53
Rio Cuervo 41047d 0.5305 '
Desembocadura 41048 2.2134 2170
Rio Aysén 41048d 2.1273 '
41049 0.9954
Caleta Bluff 0.950
41049 d 0.9045
Estacion COPEC 41050 9.7907
) 9.362
Factoria 41050d 8.9347
Bahia Chacabuco 41051 2.4632 2.445
41051d 2.4284 '
41052 2.0460
Puerto Ch b 2.104
verto Lhacabuco 41052d 2.1620
Blanco 1
0.0001
Blanco 2
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Figura 13. Contenido de materia organica (%) en sedimentos del Fiordo de Aysén.
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b. Contenido de Metales

La matriz sedimentaria, en términos de su concentracién de metales traza, esta basicamente
compuesta de fracciones de detritus proveniente del basamento rocoso en conjunto con los
compuestos metalicos que convergen a través de vias naturales (adveccion, transporte fluvial y

por aire) y /o procesos antropogénicos (contaminacion) (Ahumada et al., 2007).

La composicion quimica de los sedimentos, esta directamente influenciada por procesos y
equilibrios que ocurren en la columna de agua y por medio de los procesos de sedimentacion y

estratificacion (Stumm y Morgan, 1981)

La estructura geoldgica del Fiordo de Aysén esta caracterizada por un basamento rocoso
formado principalmente por erosién glacial, depdsitos aluviales y coluviales y en menor grado
por sedimentos fluvioglaciales, rocas pluténicas intrusivas, lavas basalticas y rocas ultrabasicas
(SERNAGEOMIN, 2002).

Los resultados para el analisis de metales en sedimentos del Fiordo Aysén, se presentan en

tabla 10, y las graficas por estacién de muestreo y por metal en las figuras 14 a la 21.

Se presentan los resultados de contenido de metales en sedimentos del fiordo Aysén para dos
metodologias analiticas (EEA-ICP y FRX) (Figura 22 y 23).

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el analisis de contenido de metales totales por
medio del método analitico ICP, se puede indicar que las mayores concentraciones para los
metales: Cobre (56.33 ug/g) y Plomo (31.41 ug/g) se registraron en la estacion Puerto

Chacabuco y con valores importantes pero en menor magnitud el Zinc (283.26 ug/g).

Para la estacion bahia Chacabuco, se registran altos valores para los metales Aluminio
(11379.42 ug/g) y Bario (69.16 ug/qg).
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La estacion COPEC Factoria, se presenta como una de las estaciones con un mayor niumero
de metales presente en altos contenidos: Cadmio (3.51 ug/g), Zinc (302.38 ug/g), Plomo (28.58
ug/g), Bario (48.37 ug/g), Molibdeno (8.32 ug/g) y Boro (83.71 ug/g). Al igual que la estacion
ubicada en la desembocadura rio Céndor presenta altos niveles en metales como Cromo
(61.97 ug/g), Niquel (157.10 ug/g), Vanadio (208.55 ug/g), Cobalto (25.76 ug/qg),

Por otra parte las estaciones Isla Elena, Cinco hermanas, Bahia Punta Camello, Isla Huichas y
Caleta Bluff, son las estaciones que no presentan altos valores para los metales estudiados,
siendo isla Elena e Isla Huichas estaciones ubicadas fuera del fiordo, y alejadas de actividades

antrépicas de importancia.

De acuerdo a los resultados obtenidos del contenido de metales totales a partir del analisis de
sedimentos marinos por medio de dos técnicas analiticas (EEA — ICP y FRX), se puede indicar
que para todos los metales medidos el método FRX midié cantidades mayores de metales
totales en comparacion al método EEA — ICP. Llegandose a alcanzar hasta 5 veces el valor por
medio del método FRX para el metal Zinc en la muestra N° 41042; 10 veces el valor para el
metal cobre en la muestra N° 41042; 4 veces el valor para el metal Cobre en la muestra
N°41046; 5 veces el valor para el metal Cobre en la muestra N°41047 y 17 veces el valor para
el metal Cobre en la muestra N° 41049 (Tabla 11).
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Tabla 10. Contenido de metales en sedimentos marinos del Fiordo de Aysén (ug/g)

ESTACION N° muestra Cd Zn Cr As Cu Ni Pb Al Se

Isla Huichas 41041 115 | 34.68 1352 | <LD | 851 103.1 0.40 538859 | <LD
Isla Elena 41042 0.53 6.99 <LD | <LD | 3.91 1250 | 059 7954 | <LD
Cinco Hermanas 41043 119 | 4182 | 3137 | <LD | 12.85 | 7541 2.59 3405.89 | <LD
g‘:gfvrgbocad“ra Rio 41044 2.01 44.84 | 3626 | <LD 1977 | 8272 | 287 128105 | <LD
Desembocadura Rio 41045 124 | 4500 | 71.83 | <LD A 4645 1130 | 211 3060.92 | <LD
Pescado

Bahia Punta Camello | 41046 188 | 4962 | 3329 |<LD | 884 | 6097 | 459 6662.79 | <LD
Desembocadura Rio 41047 245 | 4527 | 6197 | <LD | 7.61 157 1 4.91 957412 | <LD
Coéndor

gsg’ée;“bocad“ra Rio 41048 226 | 60.87 1246 | <LD | 1134 6191 | 1067 | 729723 | <LD
Caleta Bluff 41049 189 | 4388 | 2972 | <LD | 255 | 3085 | 7.5 626228 | <LD
fisg;‘i:‘;” COPEC 41050 351 | 30238 | 3469 | <LD 3428 @ 4417 | 2858 | 525897 | <LD
Bahia Chacabuco 41051 194 | 57.05 1160 | <LD | 1384 | 5397 | 531 113794 | <LD
Puerto Chacabuco 41052 182 | 28326 | 343 | <LD | 56.33 | 4584 | 31.41 | 341490 | <LD
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Continuacién Tabla 10. Contenido de metales en sedimentos marinos del Fiordo de Aysén

NO

ESTACION Hg Mn Ag \Y Ba Co Mo Be B Fe
muestra

Isla Huichas 41041 [ 00039 | 387.76 | <LD | 67.54 | 1968 | 1060 | 149 | <LD | 13.99 | 5126.75
Isla Elena 41042 | 00056 | 24537 | <LD | 1658 | 207 | 285 | 063 | <LD | 4.02 | 1703.84
Cinco Hermanas 41043 | 00020 | 40573 | <LD | 8453 | 689 | 1855 | 093 | <LD | 2336 | 11123.3
Desembocadura 41044 | 0.0041 | 36966 | <LD | 132 | 2433 1931  <LD | <LD | 6230 | 28502.82
Rio Cuervo
Desembocadura 41045 | 0.0039 | 84425 | <LD | 1198 | 4328 | 2610 | 1.04 <LD | 2380 117016
Rio Pescado
(53222”'2 unta 41046 | 0.0062 | 624.05 | <LD | 110.85 | 23.94 | 20.80 | 0.70 | <LD | 49.94 | 23979.42
Desembocadura 41047 | 00016 | 71847  <LD | 20855 | 21.85 | 2576 | <LD | <LD | 6549 | 36020.81
Rio Condor
Desembocadura 41048 | 0.0058 | 699.76 | <LD | 100.16 @ 37.16 = 1599  <LD | <LD | 55.23 & 29356.68
Rio Aysén
Caleta Bluff 41049 | 00021 | 64461 | <LD | 11140 | 2059 | 1854 | <LD | <LD | 39.34 | 21831.58
CotaconCOPEC 1 41050 | 0040 | 37001 | <LD | 11691 4837 | 1792 832 <LD 8371  25854.84

Bahia Chacabuco 41051 0.0074 74165 | <LD | 11594 | 69.16 | 1847 | 1.22 | <LD | 47.11 16969.9
Puerto Chacabuco 41052 0.0063 | 402.79 | <LD 54.24 17.68 | 11.09 | 221 | <LD | 21.34 6741.87
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Figura 14. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. A. Zinc, B. Cadmio.
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Figura 15. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. C. Cromo, D. Cobre.
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Figura 16. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. E. Niquel, F. Pomo.
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Figura 17. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. G. Aluminio, H. Mercurio.
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Figura 18. Contenido de metales en sedimentos marinos del Fiordo Aysén. |. Manganeso, J.
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Figura 19. Contenido de metales en sedimentos marinos del Fiordo Aysén. K. Bario, L. Cobalto
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Figura 20. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. M. Molibdeno, N. Boro.
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Figura 21. Contenido de metales en sedimentos del Fiordo Aysén. O. Hierro
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Tabla 11. Analisis de metales por medio de dos métodos (Espectrometria de fluorescencia de

rayos X (FRX) y Espectrofotometria de emision atémica con acoplamiento inductivo (EEA —
ICP)
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Cd | FRX <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27 <27
EEA 1.15 0.53 1.19 2.01 1.24 1.88 2.45 2.26 1.89 3.51 1.94 1.82
Zn | Frx | 658 28.80 66 76.6 79 76.2 67.8 100.6 67.4 314.6 82.8 348.4
EEA | 34.68 6.99 41.82 44 .84 45 49.62 45.27 60.87 43.88 302.38 57.05 | 283.26

Cr | FRx <45 <45 <45 <45 235.4 <45 98 <45 <45 <45 <45 <45
EEA 23.52 <LD 31.37 36.26 71.83 33.29 61.97 12.46 29.72 34.69 11.6 3.43
Cu | FRX | 4020 | 3140 | 5360 | 5220 74 35.60 37 44 34.4 70 48.8 87.80
EEA | 851 3.91 12.85 19.77 46.45 8.84 7.61 11.34 255 34.28 13.84 56.33
Ni FRX 81.20 <12 56.80 82.80 116.6 40 85.20 <12 <12 <12 <12 53.20
EEA | 103.15 12.5 75.41 82.72 113 60.97 157.10 | 61.91 30.85 4417 53.97 45.84
Pb ' FRx | <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 36 <11 40.25
EEA | 0.40 0.59 2.59 2.87 2.11 4.59 4.91 10.67 7.15 28.58 5.31 31.41
Al | Erx | 538s59 | 7954 | 34058 | 128105 | 3060.9 | 6662.79 | 957412 | 72972 | 6262.2 | 52589 | 11379.4 | 3414.9

EEA - - - - - - - - - - - -
Mn | FRX | 967.8 857.4 10758 | 7774 1080.0 906.4 1042.2 931.4 896.8 702.4 847.6 913.8
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Continuacién Tabla 11

Ag

Co

Fe

EEA
FRX
EEA
FRX
EEA
FRX
EEA
FRX
EEA

387.76
<4000
<LD
<22
10.60
1.49
<7
25980
5126.75

245.37 405.73 369.66
<4000 <4000 <4000

<LD <LD <LD
<22 <22 <22
2.85 18.55 19.31
0.63 0.93 <LD
<7 <7 <7

7816 40980 42360
1703.84 | 11129.3 | 28502.8

844.25 624.05 718.47 699.76 644.61 370.01 741.65
<4000 <4000 <4000 <4000 <4000 <4000 <4000

<LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
<22 <22 <22 <22 <22

26.10 20.80 25.76 15.99 18.54 17.92 18.47
1.04 0.70 <LD <LD <LD 8.32 1.22
<7 <7 <7 <7 <7 <7 <7

52060 47160 50200 42420 44060 40780 40340
11701.6 | 23979.42 | 36020.8 | 29356.6 | 21831.5 | 25854.8 | 16969.9

402.79

<4000
<LD
<22
11.09
2.21
<7
34500
6747.8
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a. Organismos marinos

Durante el proceso de muestreo de sedimentos marinos en el Fiordo Aisén, se recolectaron
organismos marinos presentes en las estaciones de muestreo, dentro de éstos se identificaron
visualmente juveniles de bivalvos (choritos, almejas), crustaceos (jaibas), poliquetos y
Equinodermos (estrella de mar) (Figuras 11 y 12). Los cuales fueron recolectados entre los 3 y
21 metros de profundidad.
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7. CONCLUSIONES Y DISCUSION

Los sistemas litorales semicerrados de la region austral por sus caracteristicas dinamicas y la
alta pluviosidad, poseen caracteristicas estuarinas.

Presentan una fuerte dilucion de las aguas costeras por los aportes fluviales y escorrentia
superficial, y zonas de intercambio de agua de mar con zonas costeras adyacentes (Pickard,
1971). Por otra parte, la erosion glaciar activa produce un importante arrastre de sedimentos
finos (arcillas), ingreso de materia organica proveniente del bosque templado frio y pequenas

concentraciones de metales traza provenientes de la erosion de las rocas continentales.

El ingreso de metales al mar se establece via aguas fluviales, atmésfera o transporte advectivo
de las aguas y alcanza un equilibrio entre los procesos de sedimentacion, incorporacion a los
organismos y adveccion/difusion. La dinamica de los metales en las aguas, en términos de
adveccion/difusion y transferencia de los metales disueltos o particulados a diferentes matrices
es rapida, lo que hace dificil pesquisar problemas de contaminacion en el agua y soélo es
posible apreciar los cambios en pequefias escalas espaciales con algun tipo de gradiente los
sistemas semicerrados o de circulacién restringida son areas con un alto riesgo de

contaminacién (Ahumada, et al., 2006).

La secuencia de abundancia para los metales estudiados en la zona corresponde a:

Fe>Al>Mn>V>Zn>Ni>B >Cr>Ba>Cu>Co >Pb>Cd>Mo >Hg

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede senalar cierta relacion entre la presencia de

actividades antropicas y el contenido de algunos metales.
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Puerto Chacabuco ha sido utilizado como puerto de embarque para concentrados de Zinc
desde 1960. Entre los afios 1990 y 2001, 344.894 toneladas de concentrado de zinc y 8.121 de
Plomo fueron embarcadas desde este puerto. (Ahumada, 2007). De acuerdo a los resultados,

es esta estacion la que presenta los mayores contenidos de Zinc y Plomo en sus sedimentos.

La localizacién de un puerto puede producir cambios en los patrones de las corrientes, mareas
y

en las formaciones litorales, dada la alteracion en la altura y periodo de las olas. Los cambios
en las formaciones costeras se traducen en erosién costera, drenaje, deposicién de

sedimentos, cambio en la topografia del fondo o incluso pérdida del fondo.

La actividad de un puerto puede afectar los habitats costero y marino, y por consecuencia
afectar a su flora y fauna, incluyendo organismos benténicos y plancténicos. Estos impactos se
deben a cambios de calidad del agua, en la hidrologia, remocién y contaminacién de
sedimentos, dragado y vertido de material, contaminacion de sedimentos por metales pesados
y aceites, entre otros.

La estacion correspondiente a COPEC Factoria, registra los valores mas altos para el
contenido de metales en sedimentos tales como el Plomo, metal asociado a la presencia de

combustibles.

Para relacionar el estado o calidad ambiental de los sedimentos marinos del Fiordo Aisén, se
compardé como ejercicio los valores de metales obtenidos en este estudio con valores de
metales obtenidos en estudios previos en la zona (CIMAR FORDOS 1 y 7). Ademas se
presentan criterio de calidad ambiental para sedimentos establecidos por agencias ambientales

internacionales y por estudios en distintas localidades.

De acuerdo al criterio establecido por la US EPA (Tabla 12), se puede indicar que segun los
valores indicados en tabla para los metales sefialados, existiria contaminacion moderada por

Cr, en las estaciones correspondientes a cinco hermanas, Desembocadura Rio Céndor,
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Desembocadura Rio Pescado, Bahia Punta Camello, Desembocadura Rio Cuervo, Caleta Bluff
y Estacion COPEC Factoria (todas estas estaciones con niveles entre 25 — 75 ug/g)

Del mismo modo segun el criterio US EPA, existiria contaminaciéon moderada por la presencia
de Cobre (25 — 50 ug/g) en las estaciones Desembocadura Rio Pescado, Estacion COPEC
Factoria y Puerto Chacabuco. Y contaminacion alta por Zinc (> 200 ug/g) en las estaciones
COPEC Factoria y Puerto Chacabuco. Estos valores estan asociados como ya se mencioné a

las faenas de embarque de concentrado.

Tabla 12. Criterio para concentracion de metales en sedimentos (ug/g) establecidos por la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (USEPA).

Metal | No contaminado | Contaminacién Moderada | Contaminacién alta

Hg <1 - > 1
Cd - - >6
Cr <25 25-75 >75
Cu <25 25-50 >50
Pb <40 40 - 50 >60
Zn <90 90 - 200 >200

Fuente: USEPA, 1991

Por otra parte se realiza una comparacién del contenido de metales, con valores de los mismos
en la zona de estudio obtenidos desde el programa Cimar Fiordos (1 y 7) y otros valores de
criterio de sedimentos obtenidos desde otros estudios (Tabla 13 y 14).

En términos generales los valores de metales se encuentran dentro de lo sefialado en los

estudios Cimar Fiordos, sélo muestran valores de mayor magnitud los metales, Cd, Co y Ni.

Para criterios de sedimentos contaminados los metales Co y Cd, se encontrarian por sobre el

valor limite establecido.

EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
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Tabla 13. Valores de concentracion de metales traza en sedimentos y rocas de diferentes
localidades (ug/g).

Metales | Rocas! | Granito? Zona Sur® | Greenland* | Sedimentos no contaminados®

Ba - 445 649.7 549.20 -

Cd 0.2 - 0.30 0.11+0.05 0.01-0.2
Co 13 50 13.20 - 6-10
Cr 71 170 60.40 118+45 30

Cu 32 90 21.9 46+32 5-25
Ni 49 130 29.7 59+29 10 -20
Pb 16 - 22.6 19+70 5-25
V 97 - 146.4 162+65 -

Zn 127 - 112.4 89+20 20 -100

'Valores promedio del contenido de metales en rocas como referencia por Chester, 1996
%\/alores promedio del contenido de metales en suelos, Libes, 1992

%Valores promedio para sedimentos de los canales y fiordos australes Ahumada, 2006.
“Sedimentos superficiales (0 — 1 cm) de East Greenland, Loring y Asmund, 1996

®Sedimentos no contaminados segtin Bryan y Langton, 1992, En: Prego y Cobelo — Garcia, 2003.

Fuente: Ahumada, 2006

Tabla 14. Concentracion de metales (ug/g), en sedimentos del Seno de Aisén.

Localidad Ba Cd Co Cr|  Cul| Ni |l Pb| V Zn
Seno Aisén | 394 | 045 15 | 30| 28 | 14 | 32 | 159 | 128

Fuente: Ahumada, 1998; En: Ahumada et al., 2002

Referente a la comparacion entre las técnicas analiticas pata metales totales en sedimentos
(EEA -ICP y FRX), se puede sefialar que la metodologia FRX tuvo una mayor efectividad en la

medicion del contenido de metales totales, alcanzando diferencias por sobre el 100%. Aun

72
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cuando los limites de deteccién no permiten (para algunos metales) detectarlos en cantidades

pequenas.

Los contenidos de materia organica para los sedimentos del Fiordo Aisén, indican valores
homogéneos para casi la totalidad de las estaciones muestreadas, solo la Estacién COPEC
Factoria registra valores de materia organica que pueden ser indicados como resultantes de

actividades antropogénicas en esta zona.

Para la zona se presentan valores de materia organica para la zona de estudio, obtenidos del
programa Cimar Fiordos 1 (Tabla 15).

Tabla 15. Contenido de materia organica, Fiordo Aisén (Cimar Fiordos 1, 1995)

Estacion Estrato | Materia organica (%)
Bahia Chacabuco 1 2.19

Desembocadura Rio Céndor | 1 27.87
Desembocadura Rio Cuervo | 1 1

Seno Aisén 1 6.75

Seno Aisén (2) 1 7.21

Fuente: http://www.shoa.cl/n cendhoc/productos/cimar-1/index.html

Los principales aportes de materia organica en el Fiordo Aisén corresponden a los aportes
provenientes del fitoplancton, aporte fluvial (suelos — bosques), material desaguado por las
ciudades y los centros de cultivo. Siendo los aportes de componentes silvestres mayores a los

antropogénicos en términos generales del Fiordo.
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9. ANEXO
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ANEXO 1. Concentracion de Cadmio (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén




cenma

INFORME TECNICO N°2

EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO. CASO DE

ESTUDIO: FIORDO AISEN

Universidad de Chile

- _! ;:!‘_ﬁl_a Hgic.ha! L

.

estacion C
T,

ra Ris
6 (f
ahia Punta cay

0 §,000 16,000
1 centimeter equals 3.586475 kilometers

Cd {ug/g)

O oo

0.530000

0.530001 - 1.240000
1.240007 - 2.010000
2.010007 - 2 450000
2.450001 - 3.510000

O

cenma

WiGE 84, UTH, 19 5




INFORME TECNICO N°2
EVALUACION DE PROTOCOLOS ARMONIZADOS DE MUESTREO Y ANALISIS
DE CONTAMINANTES RELEVANTES EN EL MEDIO MARINO. CASO DE
ESTUDIO: FIORDO AISEN

cenma

Universidad de Chile

ANEXO 2. Concentracion de Zinc (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 3. Concentracion de Cromo (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 4. Concentracion de Cobre (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 5. Concentracion de Niquel (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 6. Concentracion de Plomo (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 7. Concentracion de Aluminio (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 8. Concentracion de Manganeso (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 9. Concentracion de Vanadio (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 10. Concentracion de Bario (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 11. Concentracion de Cobalto (ug/g), en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 12. Concentracion de Boro en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 13. Concentracién de Hierro en sedimentos marinos del Fiordo Aysén
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ANEXO 14. Concentracion de Materia Organica (%) en sedimentos marinos del Fiordo
Aysén
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CAPITULO I: NATURALEZA Y PROPOSITO

El proposito de las fichas estandarizadas de muestreo y andlisis de ambientes
marinos, es por una parte permitir acercar y familiarizar las terminologias,
metodologias, utilizadas en los procesos de muestreo y analisis de matrices
ambientales de ambientes marinos (agua, sedimentos, biota) y por otra,
estandarizar los datos que son obtenidos mediante el muestreo y analisis,
permitiendo que la data recolectada en sucesivos eventos de monitoreo se realicen
manteniendo una metodologia Unica, unidades comparables y técnicas de analisis

adecuadas, entre otros aspectos.

CAPITULO II: FUNDAMENTOS

En la formulacion y elaboracién tanto de las fichas (muestreo y analisis) como de la

lista de chequeo, se han tenido en cuenta:

a. Las metodologias adecuadas de acuerdo al tipo de cuerpo de agua
(estuario, bahia, fiordo, etc.), tipo y caracteristicas del sedimento (fango,
arena, arcilla, roca), organismos biol6gicos a muestrear; es decir el objetivo
del muestreo y las condiciones del ambiente a muestrear deben ser criterios
esenciales para la decision de la metodologia a utilizar. (la seleccion de una
metodologia incorrecta pone en riesgo la representatividad de los datos).

b. Las unidades de medida en la que deben presentarse cada uno de los

pardmetros de interés medidos en muestras de agua, sedimentos y biota.
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c. El nimero o volumen requerido de muestra para llevar a cabo los analisis de
contaminantes relevantes.

d. Los criterios de estandarizacion para las muestras bioldgicas, las que
considera estandarizar los individuos por talla, sexo, edad, etc.

e. Las profundidades de muestreo para determinados tipos e cuerpos de agua
que presentan estratificacion de sus aguas.

f. Las metodologias de muestreo, sefialadas en el Informe N°1, “Protocolos de
muestreo y analisis de contaminantes relevantes en el medio marino”

g. Los criterios para la adecuada mantencion y almacenamiento (preservantes
a utilizar, o técnicas de enfriamiento o congelacion), de las muestras, con el
objeto de preservar los valores del parametro o pardmetros a determinar
hasta el momento de su analisis

h. Una correcta identificacion de la muestra

i. Condiciones meteorol6gicas, que permitan realizar muestreos comparables
en el tiempo

j-  En el caso de los andlisis, se debe tener en cuenta los limites de deteccion y
cuantificacién del método

k. La identificacion del método mediante codigos

CAPITULO lIl: ESTRUCTURA

La ficha estandarizada de muestreo estd organizada siguiendo un orden logico
tomando en cuenta el proceso mismo de muestreo. La que toma en cuenta el tipo
de muestra (agua, sedimento y biota), la caracterizaciéon del ambiente a muestrear
(tipo de cuerpo de agua, caracteristicas propias del sedimento, tipo de organismo

biologico a muestrear), criterios de estandarizacion del muestreo (profundidad de
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muestreo en agua y sedimento, criterios de talla y sexo para organismos
biolégicos), las metodologias de muestreo adecuadas para cada situacion y las
técnicas de almacenamiento y conservacion que deben mantenerse para la validez

de los resultados.

La ficha estandarizada de analisis, por su parte, establece en primer lugar los
analisis in situ que deben ser llevados a cabo para las muestras de agua y
sedimentos.

En segundo lugar establece los criterio principales para los analisis de laboratorio
para cada una de las muestras (agua, sedimento y biota), dentro de estos criterios
se pueden sefalar: el método adecuado a utilizar, los limites de deteccién y
cuantificacion de cada método y su adecuacion al cuerpo de agua a monitorear, el
volumen minimo requerido de muestra necesario para llevar a cabo los analisis, el

tiempo maximo de almacenamiento de las muestras, y la referencia del método.

Cada celda debe ser llenada, manteniendo las indicaciones requeridas para cada

item.
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CAPITULO IV: USO DE LA FICHA DE MUESTREO

En la primera seccién, el usuario debe llenar la ficha con las caracteristicas del cuerpo
de agua que va a ser monitoreado, asi como las especificaciones de su ubicacion
(coordenadas geograficas, WGS 84, 19S, UTM), las condiciones meteorolégicas y de
marea que de manera indirecta afectan el proceso mismo de toma de muestra, la hora
de muestreo y la estacion de afio en la que se lleva a cabo, la que revierte importancia
en periodos de lluvia permitiendo que la escorrentia aporte ciertos elementos aloctonos

a los cuerpos de agua en estudio.

Las secciones siguientes establecen una guia para diferenciar el tipo de cuerpo de
agua a monitorear entre estuario, bahia y fiordo, cada uno de los cuales si presenta
caracteristicas de estratificacion requiere de la realizacion de un perfil en
profundidad de sus caracteristicas, se ha establecido un valor de 4 profundidades
cuando un cuerpo de agua presenta estratificacion.

Con respecto al muestreo de sedimentos se debe incorporar una caracterizacion
indicada en la ficha correspondiente al color y olor de la muestra, criterios que
permiten una primera aproximacion para la identificacion de sedimentos en estados
reductivos o cercanos a niveles de anoxia.

El método de muestreo se debe establecer siguiendo como guia el informe N°1 de
protocolos armonizados, esto permite uniformar y estandarizar los mecanismos de
recoleccién para cuerpos de agua de similares caracteristicas.

Las celdas de la seccién de almacenamiento y conservacibn nos permiten
identificar cualquier falla en este proceso y descartar muestras errbneamente

conservadas.
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CAPITULO VI: USO DE LA FICHA DE ANALISIS

La ficha estandarizada de analisis, permite establecer un estandar a los resultados
y metodologias de andlisis realizados a las diferentes muestras ya sea de agua,

sedimento y biota.

En la seccién introductoria de la ficha, se procede del mismo modo que la ficha de
muestreo, procediéndose a la caracterizacion e identificacion del cuerpo de agua
que serd monitoreado, considerando ademas aspectos claves de acreditacion
existente para los laboratorios que llevardn a cabo los analisis como también las
acreditacién de los mismos (analisis), para la obtencion de resultados validos y

comparables.

En la ficha estandarizada de analisis se configura una primera seccién, en la que se
indican los valores de analisis que se deben realizar in situ , tales como medicion de
temperatura, salinidad (en agua) y potencial redox, oxigeno disuelto (sedimentos).
Se indica cuando corresponde a realizar una muestra puntual con repeticiones y
cuando corresponde realizar perfiles en profundidad, especificamente para cuerpos

de agua con estratificacion.

En la segunda seccion se hace mencion a los andlisis realizados en laboratorio
(metales, VOC's, semivolatiles, materia organica, DDT, sélidos suspendidos y
nutrientes), al momento de llenar los recuadros con la informacion resultantes de
los analisis se debe tener precaucién en mantener las indicaciones sefialadas en
las cuales se establecen las unidades en las que debe presentarse el resultado de
cada pardmetro analizado, el método utilizado, los limites de deteccion y

cuantificacién del método, el tiempo maximo de almacenamiento que debe tener la
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muestra antes de su analisis, esto con vias de asegurar la vialidad de la muestra,

indicar la referencia del método utilizado.

Todos estos criterios permitirdn asegurar que los datos obtenidos en distintos

analisis son acordes a los protocolos de analisis previamente establecidos.
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CAPITULO VII: USO DE LA LISTA DE CHEQUEO

La lista de chequeo estandarizada puede ser considerada como una herramienta de
calidad, que nos permite verificar que la informacién que estamos recibiendo, ya
sea la informacion obtenida a partir de muestreos de cuerpos de agua o a partir de
resultados de analisis de diversas matrices marinas, es correcta en la medida de
que los procesos que se llevaron a cabo para su obtencion fueron los adecuados y
en la forma en que estos datos son reportados manteniendo los lineamientos
acorde a los protocolos propuesto y a los formatos establecidos y acordados para

Su presentacion.

Los elementos considerados en la elaboracién de la lista de chequeo consideran:

a. Existencia de acreditacion de laboratorio y metodologia
Corroborar las metodologias utilizadas con los limites deteccion acordes al
tipo de muestra

c. Existencia de la cadena de custodia de la muestra y de la utilizacion correcta
de los métodos de almacenamiento para cada una de las muestras

d. Corroborar que la técnica de muestreo es acorde al cuerpo de agua
monitoreado

e. La existencia de la identificacién adecuada de la muestra

f. Corroborar que las unidades de cada parametro medido estén acordes a lo

indicado en los protocolos respectivos.
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CAPITULO XI: ANEXOS
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ANEXO 1. Ficha Estandarizada de muestreo
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FICHA MUESTREO

UBICACION GEOGRAFICA:
COORDENADAS GEOGRAFICAS (W@E5 89 /19 5/UTM)
TIPO DE MUESTRA [AGUA/SEDIMENTO/BIOTA):
Condiciones de Marea :
Condiciones de viento:
Hora de muestreo:
Estacion del afio:

AGUA SEDIMENTO BIOTA

Estuario Bahia Fiordo Fango | Arena | Arcilla Roca Moluscos Paliguetos
ESTARTIFICACION PRESENTE Colar Olor Criterios estandarizacion
sl NO Ohservacian
Talla o

4 profundidades 3 profundidades Sexo _
Sup. . m |Sup. _m Promedio Profundidad de muestreo | N° de individuos
Fondo . m [ Medic _ m m Edad
5. T ___m |Fondo _ m Otro
B. T . m Numero de muestras por punto
SUp.: Superficie SUE. Superficie
5.T: sebre termocling
B.T: Bajo termoclina

METODO DE MUESTREO

Bidones

Botella Van Dorn
(otros)

Draga Corer Pala Corer Recoleccion Manual

Vertical | Horizontal

Cantidad recolectada Namero de Individuos recolectados
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Continuacion ANEXO 1. Ficha estandarizada de muestreo
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Uso de preservantes

HNO; Ha50, Otro 5olo refrigeracion Sdlo refrigeracion
4°C Congelacion 4 C congelacion
Envases
Meraleg I Metales . Metales Rnlsas plasticas
S5 W -P VoC's o VioC's __Vidrio cubiertas con aluminio
VOC's v SemiVioC N Semi VOC _Vidrio cubiertas con zluminio
Semi VOC v P _ N-P
P __u-P N _ v-p
M V—p WOL'S: organicos volatiles

P: polietileno
W widrio
T: tefldn

55: Solidos suspendidos
VOC'S: organicos volatiles

Sami VIOC: organicos samivelatilas

P: polistilenc
W2 vidrio

VOC'S: organices volatiles
SemiWOC: organioos semivaolatiles

Semi VOC: erganicos semivolatiles
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ANEXO 2. Ficha estandarizada de andlisis
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FICHA DE ANALISIS

UBICACION GEQGRAFICA:

COORDENADAS GEOGRAFICAS (WGS 89 /19 S/UTM)
TIPO DE MUESTRA [AGUA/SEDIMENTO/BIOTA):

Fecha:

Laboratorio:
Acreditacion método:
Acreditacion Laboratorio:
Codigo muestra:

ANALISIS IN SITU

AGUA SEDIMENTO BIOTA
Salinidad {%a) Temperatura ["C) Potencial redox (mV) Oxigeno (mg/L)
Perfil profundidad Perfil profundidad | Medicion puntual (3) Medicion agua interfase
Cadigo Método
ANALISIS EN LABORATORIO
AGUA SEDIMENTO BIOTA
Metal |55 | wOC's | Semi DDT | Metal [ N P | WVOC's | Semi ooT M.O | Metal | VOC's Semi ooT
VOC's VOC's VOC's

Método
Valor medido
unidades
LD
Limite da detzccidn
LQ
Limite da
cuantificacion
ANRY
Volumen minima
de muestra
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Continuacion ANEXO 2. Ficha estandarizada de andlisis
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T. M.A

Tiampa mazima da
almzcenamento de
musstra

Referencia
o=l metodo

Tipa Mezal
Hz d, Ph

Observaciones
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ANEXO 3. Lista de Chequeo estandarizada
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REQUISITO | DEBIERA INDICAR | PARA | COMPROBACION
En cuanto al analisis
. De aenerds 2l protoesls da analisis ) )
Tnidades . =E = Todos los analitos ¥
indicado para cada analite v mataz
. y = LD - de acuerde 2 metedologiz Todes los métodos .
Limite de deteccion - = e . i ¥
propuasia uilizades
Linuite da = LD — de acuerde 2 metedologiz Todes lo: metodos .
cuanfificacion propuasia uilizades
Todos lo: métodos
Metodolozia . . o dzhen astar :
- . Codigo de metodelogia nutihzada - L ¥
Utilizada = = referenciades con una
metodelogia analitica
Agua . .
: Indicar la maiiz )
Matnz Sedmentas - ¥
o analizada
Biclegicos
Cerificacion del Indicar certificacion existents del En lo posible todos los s
metodo analiheo metode uhilizade metodos de amalisis
L, i Walore: da exactitud de lo: meétodos Para toda las )
Exactiud del metodeo . . . - ¥
utilizados metodologias whilizadas
Acreditacion Acreditarion del metodo de analizis Meatodos de analizis p
existents A creditacion del laborateric Laboratorios
En cuanto al muestreo
. . . Para todas las muestras .
Codizo de la muestra Identificacion de la muesira e o ¥
= amn tGdEE LA naatrices
. o .. . Teodas las estaciones en
I® profundidades Profundidade s muestreadas mdicadas o - .
profundzdad v esmaries v
muestreadas en protocoles de muestreo T
estratificados
Informacion requerida
Copia de Lz cadena de La recepcion de Los dates debe para todas las muestras s
custodia meorporar los registros del muestrec colectadas (agua,
zadimants, bialagical
. %e debe mdicar amfecedentes de Fara todas las muestras )
Fecha v hora T . t v
feche v hora del muestreo colectadas
Coordenadas Indicar el punto exacio de musstreo, Todas las estaciones y
saozraficas mediante coordenadas muestreadas
Indicar la tecnica de acuerdo a la
. ; Fara cada vna de las .
Tecmica de muestren mainz a muestrear ¥ al protocolo v
. . s matrices muestreadas
indicado en &l prasente informe
Para cada muesia
colectada, permite
Cuaipe de agua Cusipos agua marina - estuanna wenflcar la adecuacion ¥
de los analisis de
acuerdo a la mamiz
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ANEXO 3. Fichas estandarizadas de Muestreo y Analisis en ambientes marinos.




FICHA DE ANALISIS

UBICACION GEOGRAFICA:

COORDENADAS GEOGRAFICAS (WGS 89 /19 S/UTM) :
TIPO DE MUESTRA (AGUA/SEDIMENTO/BIOTA):
Fecha:

Laboratorio:

Acreditacion método:

Acreditacidn Laboratorio:

Cdodigo muestra:

ANALISIS IN SITU

AGUA SEDIMENTO BIOTA
Salinidad (%o) Temperatura (°C) Potencial redox (mV) Oxigeno (mg/L)
Perfil profundidad Perfil profundidad | Medicién puntual (3) Medicidn agua interfase
Cédigo Método
ANALISIS EN LABORATORIO
AGUA SEDIMENTO BIOTA
Metal | SS VOC's | Semi DDT | Metal | N P VOC’'s | Semi DDT M.O | Metal | VOC’s Semi DDT
VOC's VOC's VOC's

Método
Valor medido
unidades
LD
Limite de deteccion
LQ
Limite de
cuantificacion
V.M.M
Volumen minimo
de muestra




T.M.A
Tiempo maximo de
almacenamiento de
muestra

Referencia
Del método

Tipo Metal
Hg, Cd, Pb

Observaciones




FICHA MUESTREO

UBICACION GEOGRAFICA:

COORDENADAS GEOGRAFICAS (WGS 89 /19 S/UTM) :
TIPO DE MUESTRA (AGUA/SEDIMENTO/BIOTA):
Condiciones de Marea :

Condiciones de viento:

Hora de muestreo:

Estacién del afio:

AGUA SEDIMENTO BIOTA
Estuario Bahia Fiordo Fango | Arena | Arcilla Roca Moluscos Poliquetos
ESTARTIFICACION PRESENTE Color Olor Criterios estandarizacion
SI NO Observacion

Talla

4 profundidades 3 profundidades Sexo

Sup. ~_m |Sup. ____ m Promedio Profundidad de muestreo N° de individuos

Fondo m |[Medio . m m Edad

S.T m |Fondo _ m Otro

B. T m Numero de muestras por punto

Sup.: Superficie Sup.: Superficie

S.T: sobre termoclina

B.T: Bajo termoclina

METODO DE MUESTREO

Bidones ‘2
Botella Van Dorn (otros) Draga Corer Pala Corer Recoleccién Manual

Vertical | Horizontal

Cantidad recolectada Numero de Individuos recolectados




ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Uso de preservantes

HNO; H,SO, Otro Solo refrigeracion Soélo refrigeracion
4°C Congelacion 4°C congelacion
Envases
Metales P-T Metales P Metales Bolsas plasticas
SS V-P VOC’s \Y VOC's Vidrio cubiertas con aluminio
VOC’s \ Semi VOC \ Semi VOC Vidrio cubiertas con aluminio
Semi VOC Vv P V-P
P V-P N V-P
N V—P VOC'S: organicos volatiles
- p: polietileno Semi VOC: organicos semivolatiles
P: polietileno V: vidrio
V: vidrio
T: teflon

SS: Sélidos suspendidos
VOC'S: organicos volatiles
Semi VOC: orgénicos semivolatiles

VOC'S: organicos volatiles
Semi VOC: organicos semivolatiles
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ANEXO 4. Lista de Chequeo estandarizada.




REQUISITO

DEBIERA INDICAR

PARA

| COMPROBACION

En cuanto al analisis

De acuerdo al protocolo de analisis

Unidades o . . Todos los analitos v
indicado para cada analito y matriz
. iy < - 1 £
Limite de deteccion LD — de acuerdo a metodologia Todos _Ic_)s métodos v
propuesta utilizados
Limite de < LD - de acuerdo a metodologia Todos los métodos v
cuantificacion propuesta utilizados
Todos los métodos
Metodologia Codigo de metodologia utilizada deben estar v
Utilizada referenciados con una
metodologia analitica
Agua . .
Matriz Sedimentos Indicar !a matriz v
R analizada
Biol6gicos
Certificacion del Indicar certificacion existente del En lo posible todos los v
método analitico método utilizado métodos de andlisis
Exactitud del método Valores de exat_:t_ltud de los métodos Para t,oda I_ag v
utilizados metodologias utilizadas
Acreditacion Acreditacion del método de andlisis Métodos de andlisis v
existente Acreditacidn del laboratorio Laboratorios
En cuanto al muestreo
Cadigo de la muestra Identificacion de la muestra Para todas las muestras v
en todas las matrices
N° profundidades Profundidades muestreadas indicadas Todas Ia}s estaciones en v
profundidad y estuarios
muestreadas en protocolos de muestreo .
estratificados
Informacién requerida
Copia de la cadena de La recepcion de los datos debe para todas las muestras v
custodia incorporar los registros del muestreo colectadas (agua,
sedimento, bioldgico)
Se debe indicar antecedentes de Para todas las muestras
Fecha y hora v
fecha y hora del muestreo colectadas
Coordenadas Indicar el punto exacto de muestreo, Todas las estaciones v
geograficas mediante coordenadas muestreadas
Indicar la técnica de acuerdo a la
. : Para cada una de las
Técnica de muestreo matriz a muestrear y al protocolo . v
L . matrices muestreadas
indicado en el presente informe
Para cada muestra
colectada, permite
Cuerpo de agua verificar la adecuacién 4

Cuerpos agua marina - estuarina

de los analisis de
acuerdo a la matriz
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