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INTRODUCCIÓN

La aplicación de la Directiva 2000/60/CE de la Unión Europea (Directiva Marco del Agua, 
DMA) y especialmente el desarrollo del Anexo V requiere la identifi cación de los elementos 
de calidad biológica, parámetros y métricas que permitan establecer el estado ecológico de 
las masas de agua epicontinentales. 

La Confederación Hidrográfi ca del Ebro (CHE) ha abordado esta tarea a partir de la 
realización de las siguientes tareas:

•  Selección de los elementos de calidad biológica, parámetros y métricas1 más adecua-
dos para establecer el estado ecológico en ríos y lagos.
•  Identifi cación de directrices relativas a los elementos de calidad biológica y paráme-
tros seleccionados que faciliten el diseño de las redes de control de vigilancia y control 
operativo2.
•  Elaboración de los protocolos de muestreo, identifi cación y cálculo de métricas.
Los elementos de calidad biológica inicialmente considerados para las categorías de ríos 

y lagos, de acuerdo con la DMA, son los siguientes:

Se considera prioritario que la elección de los parámetros y métricas de los elementos 
de calidad biológica y los procedimientos metodológicos para su aplicación surjan de los 
estudios que la comunidad científi ca ha realizado o está desarrollando en las cuencas ibé-
ricas y del resto de Europa, y refl ejen las directrices de los estándares europeos existentes 
(normas y pre-normas elaboradas por la Comisión Europea de Normalización). Con esto 
se persigue que los trabajos que se presentan sean refl ejo de las tendencias metodológicas 
más recientes y de mayor seguimiento, y que su futura aplicación facilite la comparación de 
los resultados y el aprovechamiento (siempre que sea posible) de los datos históricos.

Como punto de partida la CHE organizó unos Seminarios dedicados a: fi toplancton, 
fi tobentos (microalgas), macrófi tos, invertebrados bentónicos y peces. El objetivo de los 
seminarios fue la puesta en común de experiencias que permitieran avanzar en la defi nición 
de los grupos taxonómicos a considerar como parte de los elementos de calidad biológica 
para el establecimiento del estado ecológico, y la determinación de los métodos de mues-
treo y análisis más adecuados.

Este documento está dedicado al fi tobentos constituido por microalgas, especialmente 
diatomeas. Los contenidos incluyen las opiniones y datos recogidos durante la reunión de 
trabajo mantenida el 22 de octubre de 2004, entre los expertos Jaume Cambra (Dep. Bio-
logía Vegetal. Univ. de Barcelona), Luc Ector (Centre de Recherche Public-Gabriel Lippmann; 
Luxembourg) y Sergi Sabater (Institut d’Ecologia Aquàtica. Univ. de Girona), y técnicos de la 
CHE (C. Durán y M. Pardos), del Ministerio de Medio Ambiente (J. Ruza y A. Corrochano) 
y de URS (M. Alonso, G. González e I. Miró).

1 En el documento se adoptan los siguientes términos y defi niciones extraídos de la DMA y de las Guías de monitorización/Monitoring guides y ECOSTAT: 
• Elementos de calidad biológica: incluye fi tobentos, macrófi tos, fi toplancton, fauna de invertebrados y peces.
• Parámetros: descriptores de los elementos de calidad biológica (composición, abundancia, presencia de taxones sensibles, etc.). 
• Métricas: resultados de las mediciones de los parámetros (nº de taxones, diversidad de Shannon, % de taxones dominantes, diferentes índices, concentración de 
clorofi la, índice de pigmentos, etc.)

2 Los controles de vigilancia y operativos son requeridos por la DMA (art. 1.3.1 y 1.3.2) para conocer el estado inicial de las masas de agua y completar la evaluación de 
impacto, y como medidas de seguimiento temporal que permitan establecer los cambios a largo plazo debidos a condiciones naturales o por actividades antropogénicas 
(control de vigilancia), así como para determinar el estado de las masas de agua que se considere que no pueden cumplir sus objetivos medioambientales y para evaluar 
los cambios en el estado de dichas masas como resultado de los programas de medidas (control operativo).

INTRODUCCIÓN

ELEMENTOS DE CALIDAD BIOLÓGICA (AP. 1.1. ANEXO V) RÍOS LAGOS

Composición, abundancia y biomasa del fi toplancton – ■

Composición y abundancia de la fl ora acuática ■ ■

Composición y abundancia de la fauna bentónica de invertebrados ■ ■

Composición, abundancia y estructura de edades de la fauna íctica ■ ■
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La información obtenida en el Seminario se ha completado con datos obtenidos de 
fuentes bibliográfi cas cuyas referencias se indican en la memoria.

La información se presenta según lo siguiente:

GENERALIDADES

•  Defi niciones
– Valor indicador de las microalgas bentónicas ante las presiones fi sicoquímicas e hidro-
morfológicas.
– Métricas existentes.
•  Propuesta de métricas para la cuenca del Ebro 
•  Directrices para el control de vigilancia y control operativo relativos a las microalgas 
bentónicas.
– Ubicación de los puntos de control
– Frecuencia de muestreo

PROTOCOLOS

•  Protocolos de muestreo
•  Protocolo de tratamiento de muestras
•  Protocolo de identifi cación 
•  Protocolo de control de calidad.



PARTE I. Generalidades
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1. DEFINICIONES Y OBJETIVOS

El término fi tobentos se refi ere a los organismos 
autótrofos que viven asociados a cualquier sustrato del 
fondo en los ecosistemas acuáticos, e incluye cianobac-
terias, algas microscópicas (microalgas), macroalgas y 
macrófi tos.

El término perifi ton describe a la comunidad micro-
biótica que vive sobre sustratos sumergidos de diferente 
naturaleza (sustratos duros, vegetación acuática viva 
y muerta,...); e incluye microalgas, bacterias, hongos y 
protozoos. Diferentes grupos de algas forman parte 
del perifi ton (diatomeas, clorofíceas, etc.), así como las 
cianobacterias.

Los términos epiliton, epifi ton y epipelon se refi eren a 
los sustratos que colonizan las algas, que son sustratos 
pétreos, vegetación acuática y sedimento, respectiva-
mente.

Este documento está dedicado a las microalgas ben-
tónicas de aguas corrientes y de lagos y tiene como 
objetivo identifi car y proponer métricas para el esta-
blecimiento del estado ecológico de las aguas fl uyentes 
y estancadas de la cuenca del Ebro, en aplicación de la 
Directiva 2000/60, y especifi car las directrices meto-
dológicas para el muestreo y análisis de las microalgas 
bentónicas.

2. VALOR INDICADOR DE LAS
 MICROALGAS BENTÓNICAS

El uso de microalgas bentónicas para evaluar la cali-
dad del agua es una práctica habitual en muchos países 
europeos, y existe abundante bibliografía sobre su ca-
pacidad bioindicadora. No obstante la inmensa mayoría 
de los estudios realizados se refi eren a diatomeas, y 
existe mucha menos información sobre los restantes 
grupos de algas. Asimismo los ríos han sido objeto pre-
ferente de estudio, mientras que en los lagos el uso de 
las microalgas bentónicas como bioindicadores es más 
reciente. 

En el marco de la aplicación de la DMA, las microalgas 
se consideran útiles para la detección y seguimiento de 
las presiones debidas a:

•  Eutrofi zación
•  Incrementos de materia orgánica
•  Salinidad
•  Acidifi cación
La mayoría de las microalgas son productores pri-

marios y como tales responden a las variaciones de los 
nutrientes (especialmente del fósforo) en el agua; algunas 
pueden comportarse como organismos heterotrófi cos 
en aguas con aumentos de materia orgánica. Las comu-
nidades de microalgas bentónicas responden al aumento 
de nutrientes (principalmente P y N) en el agua, mediante 
cambios en su composición que, en algunos casos, supo-
nen la disminución de la diversidad, y el aumento de la 
biomasa; de forma que cuando la masa de agua se eutro-

PARTE I. Generalidades

Cyclotella meneghiniana.

fi za los sustratos aparecen recubiertos de pátinas verdes 
o pardas de algas. 

Respecto a la acidifi cación, ésta no es problema en 
la mayor parte de las cuencas ibéricas cuyas aguas están 
tamponadas. 

Las microalgas bentónicas son poco sensibles a las 
presiones hidromorfológicas (alteraciones del régimen 
hidrológico, continuidad del río y condiciones morfológi-
cas del lecho), por lo que no se recomienda su uso para 
la detección de dichas presiones. Los macrófi tos, dentro 
de los vegetales, son mejores indicadores de las altera-
ciones hidromorfológicas.

3. MÉTRICAS BASADAS EN MICROALGAS
BENTÓNICAS

3.1. ÍNDICES DE DIATOMEAS 
Las diatomeas son el grupo más diverso de las 

microalgas bentónicas; suelen constituir el 80-90% de 
la comunidad del perifi ton. Son cosmopolitas y sus re-
querimientos ecológicos son conocidos para muchas de 
sus especies, y son los mismos en diferentes regiones 
geográfi cas. Tienen como ventaja adicional la buena mani-
pulación y conservación de las muestras, lo que se debe, 
en parte, al esqueleto de sílice –el frústulo– de elevada 
resistencia y cuyas características morfológicas son la 
base de la identifi cación de las especies. Los frústulos 
que están formados por dos valvas, se acumulan en los 
sedimentos lacustres y pueden ser analizados en estudios 
paleolimnológicos.

En los ríos ibéricos los factores más relevantes que 
afectan a la composición y abundancia de las diatomeas 
son los nutrientes (principalmente P y N) y la salinidad. 
Otros factores como la luz, la temperatura, el pH, la 
velocidad de la corriente y la naturaleza del sustrato 
pueden también causar variaciones en las comunidades 
de diatomeas. 

Los procedimientos de muestreo y análisis están 
estandarizados por las siguientes normas y pre-normas 
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europeas (European Committee for Standarization, 2003, 
2004): 

– CEN / TC 230 EN 13946:2003. Water Quality. Guid-
ance standard for routine sampling and pre-treatment of 
benthic diatoms from rivers.
– PrEN 14407: February 2004. Water quality. Guidance 
standard for the identifi cation, enumeration, and interpre-
tation of benthic diatom samples from running waters.
Estas dos normas están ahora incluidas en la legisla-

ción española como Normas Españolas (AENOR 2004, 
2005).

Existe una amplia variedad de índices de diatomeas 
(Ector & Rimet, 2005), diseñados por diferentes autores 
(IPS, CEMAGREF 1986; IBD, Prygiel y Coste, 1998; CEE, 
H. Lange-Bertalot, 1979; LMI, Leclercq y Maquet, 1987; 
SLA, Sládecek, 1973; EPI-D, Dell’Uomo, 2004; ROTT, 
Rott et al., 1997, 1999, 2003). Todos suelen basarse en 
combinaciones entre la abundancia relativa y el grado de 
sensibilidad (tolerancia) de un grupo de taxones seleccio-
nados (en general especies). Prygel et al. (1999), Whitton 
y Rott (1996) y Whitton et al. (1991) describen y evalúan 
muchos de los índices utilizados actualmente. Muchos de 
estos se han desarrollado para usarlos en un área geográ-
fi ca concreta aunque comprobaciones posteriores han 
demostrado que algunos tienen una validez más amplia.

En Francia, las Agencias del Agua y el CEMAGREF de 
Burdeos han elaborado un programa informático (OM-
NIDIA) que permite el cálculo de un número elevado 
de índices. Este programa está sometido a sucesivas 
actualizaciones que permiten la incorporación de nuevas 
especies y nuevos índices. 

Antes de utilizar un índice por primera vez en una 
masa de agua, es necesario hacer una evaluación previa 
del índice. Esta evaluación debería de considerar la infor-
mación autoecológica de los taxones, así como las con-
diciones fi sicoquímicas del lugar concreto. Es importante 
que los taxones dominantes presentes en la masa de agua 
estén también representados en el índice.

La correcta aplicación de los índices requiere de la 
participación de un técnico entrenado en la identifi ca-
ción taxonómica de las diatomeas. Entre los índices más 
usados se encuentran los siguientes, los cuales se han 
aplicado en la cuenca del Ebro:

•  Índice IPS (Índice de Polusensibilidad eSpecífi ca): Se 
calcula sobre la base de las medias ponderadas de los 
valores de Sensibilidad a la contaminación (Sj), Valor 
indicador de contaminación (Vj) y Abundancia relativa 
de la especie j: 

•  Índice IBD (índice biológico de diatomeas) (AFNOR 
2000): Basado en un número reducido de taxones 
(250) para los que se conoce su grado de tolerancia 
(7 grupos de calidad). Su sensibilidad es menor que el 

anterior en los ríos cuya composición de diatomeas 
no incluya parte de las especies del índice. 
•  Índice CEE (Descy y Coste, 1990): Combina, en 
una tabla de doble entrada, grupos de especies 
con diferente tolerancia a la contaminación, en re-
lación con su distribución a lo largo de los ríos.

Los índices de diatomeas se aplican normalmente 
en ríos, no obstante recientemente se está analizado su 
posible utilización en lagos (Seele et al, 2000; Kitner y 
Poulícková, 2003; Blanco et al. 2004, 2005) con resulta-
dos favorables. Como ejemplo cabe citar la aplicación de 
los índices IPS e IBD en muestras de perifi ton tomadas 
sobre tallos de helófi tos sumergidos (Scirpus lacustris y 
Typha latifolia) en lagos someros de la provincia de León 
(Blanco et al. 2004). Los resultados muestran una buena 
correlación entre los resultados de los índices y el estado 
trófi co de los lagos.

En lagos de Cataluña se aplica un indicador basado 
en diatomeas (Agència Catalana de l’Aigua, 2003). Este 
índice (InDia =) se obtiene de ponderar la abundancia 
relativa de cada especie característica (di) por un valor 
indicador (ai). Las especies características varían en cada 
tipo de lago. 

3.2. MÉTRICAS BASADAS EN OTROS 
GRUPOS DE ALGAS
El carácter indicador de otros grupos de algas no 

diatomeas se ha puesto de manifi esto en diversos estu-
dios de investigación. Por esta razón, en diversos países 
europeos también se utilizan las microalgas no diatomeas 
para evaluar la calidad del agua. Así tenemos el índice de 
los saprobios SLA (Sladecek, 1973), utilizado en la Repú-
blica Checa, el índice E-P/I (Dell’Uomo, 1991) en Italia y 
más recientemente el índice trófi co TI (Rott, 1999) en 
Austria, que se han construido con bases de datos muy 
potentes de alrededor de 1000 entradas. Douterelo et 
al. (2004) analizan las variaciones que presentan las cia-
nobacterias en tramos fl uviales sometidos a vertidos de 
aguas residuales orgánicas, en ríos de la provincia de Ma-
drid; y observan decrementos de la diversidad, cambios 
de especies y de sus abundancias. Los autores del citado 
estudio señalan que las cianobacterias podrían usarse 
como indicadores de calidad en los seguimientos de las 
redes de control de ríos. No obstante el trabajo debería 
ampliarse (a otras cuencas) y proceder a estandarizar 
su muestreo y análisis, lo cual es una tarea que podría 
desarrollarse en un futuro próximo.

3.3. MÉTRICAS BASADAS EN LA BIOMASA
La concentración de Clorofi la a /m2 puede ser usada 

como métrica del grado de eutrofi a (límite de eutrofi a 
superior a 100 – 150 mg Chl-a/m²) (Dodds et al. 1998). 
No obstante existen opiniones que cuestionan el uso 
de medidas cuantitativas de biomasa (Clorofi la a), en 
el marco de seguimientos rutinarios de eutrofi a. Kelly 
y Whitton (1998) señalan que los valores de biomasa 

IPS = 
Aj ≠ Sj ≠ Vj

Aj ≠ Vj�
�
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algal pueden estar infl uidos por factores indepen-
dientes a la carga de nutrientes como son avenidas, 
cambios estacionales y el ramoneo de invertebrados. 
También existen difi cultades para la estandarización del 
muestreo (estima de la superfi cie de la que procede la 
medición, efecto sombra, etc...). Este indicador podría 
tener interés en el seguimiento de la eutrofi a en tramos 
fl uviales seleccionados (control operacional) pero no se 
considera adecuado para su inclusión en los controles 
de vigilancia.

4. PROPUESTA DE MÉTRICAS PARA LA
CUENCA DEL EBRO

Se presenta una propuesta de métricas principales y 
complementarias para la determinación del estado eco-
lógico de los ríos y lagos de la cuenca del Ebro.

4.1. RÍOS
Las métricas basadas en las microalgas que se han 

identifi cado para el establecimiento del estado ecológico 
de los ríos de la cuenca del Ebro son las siguientes:

PARTE I. Generalidades

MICROALGAS BENTÓNICAS

Métricas principales 
Índice IPS de diatomeas 
Índice  trófi co TI (Rott 
1999)

Métricas complementarias
Índices de cianobacterias (a de-
sarrollar medio y largo plazo).
Clorofi la a – Seguimientos 
operacionales (protocolos a 
estandarizar)

es la métrica que ofrece mejores resultados en la cuenca 
del Ebro (CHE, 2004).

Se considera adecuado mantener el índice IPS como 
una de las métricas a usar en el establecimiento del 
estado ecológico de las masas fl uviales de la cuenca del 
Ebro. No obstante se recomienda realizar mejoras según 
las siguientes directrices:

•  Ampliar el número de estaciones o redistribuir 
las existentes dentro de las masas de agua fl uviales 
identifi cadas.
•  Asegurar un número sufi ciente de estaciones de 
referencia en los tipos que dispongan de ellas. Los 
resultados del estudio de presiones e impactos en 
fase de fi nalización permitirán testar la bondad de 
las estaciones de referencia provisionales y detectar 
otras posibles.
•  Establecer los valores de referencia del IPS para cada 
tipo identifi cado en la demarcación del río Ebro. 
•  Buscar otras métricas resultantes del análisis de los 
inventarios de microalgas que puedan ser de interés 
para completar los resultados que se obtienen con 
los índices. Inicialmente se recomienda aplicar el ín-
dice TI (Rott, 1999).
•  Preparar un Atlas iconográfi co de las diatomeas 
presentes en las distintas cuencas para facilitar las 
identifi caciones de las especies.
•  Proponer cursos de formación a la taxonomía de 
las diatomeas y ejercicios de intercalibración entre los 
técnicos.
•  Incluir toda la información (inventario de especies, 
recuentos, resultados de los índices calculados) en 
una Base de datos georreferenciada.
El protocolo que se presenta en esta memoria incluye 

los procedimientos de muestreo (apartado 6), trata-
miento de las muestras (apartado 7) y análisis (apartado 
8) recomendados para la obtención de métricas basadas 
en las diatomeas bentónicas, que permitan establecer 
el estado ecológico de los ríos de la cuenca de la demar-
cación hidrográfi ca del Ebro.

4.2. LAGOS
Existe poca información, no obstante se considera 

interesante incluir las diatomeas bentónicas como indi-

Las diatomeas se consideran el principal indicador 
dentro de los productores primarios en los ríos de la 
demarcación del Ebro. Existen trabajos previos y se han 
obtenido buenos resultados en las experiencias realiza-
das (Confederación Hidrográfi ca del Ebro, 2004; C.H. del 
Duero, 2004; C.H. del Norte, 2005).

La CHE dispone de una Red de diatomeas que com-
prende cerca de 200 estaciones en la red fl uvial, de las 
que una parte pertenecen a la red provisional de refe-
rencia. En estas estaciones se han aplicado los índices IPS, 
IBD y CEE, y los resultados muestran que el índice IPS 
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cadores del estado ecológico de los lagos, especialmente 
en los lagos someros. En el protocolo de muestreo de 
diatomeas (apartado 6) se presentan las directrices me-
todológicas para su muestreo en lagos.

5. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE
VIGILANCIA Y CONTROL OPERATIVO
EN LO REFERIDO AL INDICADOR

Los objetivos de las redes de control de vigilancia y 
control operativo se indican en el siguiente cuadro (se-
gún Anexo V apartados 1.3.1. y 1.3.2.).

– Coincida el punto de la red de diatomeas al menos 
con el de macroinvertebrados, macrófi tos, peces y de 
calidad fi sicoquímica, dentro de lo posible.
Para la localización del punto de control en las masas 

de agua se recomienda:
- Evitar situar el punto de control muy cerca de 
puntos de vertido directos, siendo más adecuado lo-
calizar el punto en la zona media o al fi nal de la masa 
de agua fl uvial.
- Analizar la posibilidad de muestrear en más de un 
punto en masas de agua muy extensas. La longitud 
media de las masas de agua fl uviales de la cuenca 
del Ebro es de 19 km pero existen algunas masas de 
agua que superan los 40 km y hasta los 80 km (Jalón, 
Piedra, Manubles). En estos casos se debería disponer 
de más de un punto de muestreo.
En lagos el número de masas de agua es de 92 y, 

dado que se carece de datos de diatomeas bentónicas 
en la mayoría, sería deseable muestrearlas todas si se 
adopta este indicador para la determinación del estado 
ecológico. No obstante de las 92 masas sólo un tipo (alta 
montaña septentrional, dimíctico, aguas ácidas) agrupa un 
número considerable de lagos (58), mientras que el resto 
de tipos están representados por cantidades que varían 
entre 1 y 7 lagos. Por esta razón se recomienda estudiar 
las diatomeas de todos los lagos (34) que pertenecen a 
los diferentes tipos (distintos al de montaña) y añadir a 
éstos una selección del grupo de lagos de montaña (5 
ó 6).

5.1.2. Control operativo
Los puntos de control operativo deben cubrir todas 

las masas identifi cadas en riesgo de no cumplir los obje-
tivos medioambientales. No obstante, no se han de ana-
lizar todos los parámetros indicadores de los elementos 
de calidad que indica la DMA, sino aquellos más sensibles 
a las presiones a las que está sujeta la masa.

Las diatomeas epilíticas son especialmente adecuadas 
para evaluar impactos derivados de la eutrofi zación e 
incrementos de materia orgánica en la cuenca del Ebro. 
También son indicadas para evaluar impactos que ocasio-
nen cambios de salinidad y del pH.

La localización de los puntos de control operativo 
referidos al uso de métricas basadas en las diatomeas 
epilíticas debe tener en cuenta que:

•  debe permitir evaluar la magnitud e impacto de los 
procesos de contaminación orgánica y/o salinización 
de origen difuso y puntual,
•  y en caso de existir varios puntos de contaminación 
puntual, los puntos de control se situarán de modo 
que sean representativos de la magnitud y el impacto 
del conjunto.

5.2. FRECUENCIA DE MUESTREO
En general, la frecuencia de muestreo de microalgas 

en los estudios de seguimiento de la calidad del agua 
varían entre una vez por año (en época de aguas bajas 

CONTROL DE VIGILANCIA

• Completar y aprobar el procedimiento de evaluación de 
impacto (análisis de presiones e impactos). 

• Contribuir al diseño efi caz de los futuros programas de 
vigilancia. 

• Evaluar los cambios a largo plazo en las condiciones 
naturales.

• Evaluar los cambios a largo plazo resultantes de actividad 
antropogénica muy extendida.

CONTROL OPERATIVO

• Establecer el estado de las masas identifi cadas en riesgo 
de no cumplimiento de los objetivos medioambientales.

• Evaluar los cambios que se produzcan en las aguas indi-
cadas, como resultado de los programas de medidas.

En los apartados siguientes se indican algunas di-
rectrices relacionadas con las microalgas bentónicas, 
respecto a su uso en las redes de control de vigilancia y 
control operativo.

5.1. SELECCIÓN DE LOS PUNTOS DE 
CONTROL

5.1.1. Control de vigilancia
La red de control de vigilancia deberá estar inte-

grada por sufi cientes masas de agua representativas de 
las condiciones de la demarcación tanto en términos 
naturales como de las presiones e impactos identifi -
cados.

En la cuenca del Ebro (ríos) se han identifi cado 697 
masas de agua fl uviales y existen unos 200 puntos de 
muestreo de diatomeas. Sería deseable ampliar el nú-
mero de puntos de muestreo hasta cubrir 400 puntos. 
Esto es importante en las etapas iniciales de diseño y 
explotación preliminar de la red de vigilancia y para ajus-
tar el número de puntos fi nal de forma estadística. Para 
la selección de los puntos de muestreo hay que tener en 
cuenta que:

– Estén representados tramos de referencia para los 
tipos que dispongan de ellos (según el estudio de 
Presiones e Impactos).
– Existan tramos representativos de los diferentes 
grados de calidad.
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y estables) a cuatro veces al año (coincidiendo con las 
estaciones del año). No obstante, los recientes estudios 
realizados en ríos europeos demuestran que las comu-
nidades de diatomeas integran los cambios de calidad 
de agua durante un periodo de unos 60 días (Rimet et 
al., 2005) y entonces indican la calidad de los dos meses 
anteriores a la fecha del muestreo

Periodos de muestreo
Algunas directrices a tener en cuenta en la selección 

de la época de muestreo son: 
– Las microalgas responden más rápido a los cambios 
de la calidad del agua con temperaturas cálidas que 
frías, luego las épocas favorables son primavera y 
verano.
– Evitar el muestreo después de periodos de lluvias 
fuertes; se recomienda esperar hasta 4 semanas des-
pués de una tormenta fuerte.
En los controles de vigilancia a realizar en ríos se 

recomienda muestrear las diatomeas epilíticas, 2 veces 
al año en primavera (periodo de aguas altas) y verano 

(periodo de aguas bajas); ajustándose los periodos de 
muestreo en cada tipo fl uvial según sus condiciones 
climáticas. En general los muestreos se realizarán entre 
mayo y octubre. 

En caso de que sólo se programe un muestreo éste 
se realizará en verano.

Frecuencia de los controles de vigilancia y operativos
Según la DMA se debe realizar un control de vigilan-

cia durante un periodo de un año dentro del periodo que 
abarque el plan de cuenca (6 años). No obstante en las 
primeras etapas de reconocimiento de la demarcación 
y durante los tres primeros años de funcionamiento de 
la red de control (2006–2008) sería deseable una mayor 
frecuencia de muestreo (anual), y en etapas posteriores 
se recomienda realizar controles de vigilancia cada 3 
años. 

La frecuencia de muestreo de microalgas bentónicas 
en los controles operativos y de investigación se deter-
minará de forma específi ca. 

PARTE I. Generalidades

Navicula antonii.





PARTE II. Protocolos

En las páginas siguientes se incluyen los procedimien-
tos destinados al uso de las microalgas bentónicas (diato-
meas) en el establecimiento del estado ecológico de las 
aguas superfi ciales, los cuales se refi eren a los siguientes 
aspectos:

•  Muestreo
•  Pre-tratamiento de muestras
•  Identifi cación
•  Control de la calidad
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6. PROCEDIMIENTO PARA EL MUESTREO
DE DIATOMEAS BENTÓNICAS

6.1. INTRODUCCIÓN
Este procedimiento establece un método para el 

muestreo de las diatomeas epilíticas y epifíticas utilizadas 
para evaluar la calidad del agua de ríos y lagos. Los datos 
obtenidos mediante este método son los más apropiados 
para obtener los índices de calidad del agua basados en la 
abundancia relativa de los taxones. 

La elaboración del procedimiento se ha basado en 
los siguientes documentos: Norma CEN /TC 230 EN 
13946:2003; Protocolo de la Agencia Catalana del Agua 
para la evaluación de la calidad biológica de los ríos me-
diante diatomeas (2003); Protocolo para la recolección 
de muestras de diatomeas bentónicas en humedales 
continentales (MMA, 2002).

El procedimiento incluye directrices metodológicas 
para:

•  Identifi car el equipo de muestreo requerido.
•  Seleccionar los puntos de muestreo en ríos y la-

gos.
•  Seleccionar el sustrato a muestrear.
•  Recoger la muestra en los sustratos.
•  Conservar la muestra.

6.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

6.2.1.Equipos de muestreo 
•  Protección personal
– Botas o vadeadores de pescador.
– Guantes de látex (especialmente en aguas sospe-
chosas de contaminación).
•  Recolección de muestras
– Cepillo de dientes duro (u otro instrumento simi-
lar) o cuchillo (u otra hoja adecuada).
– Azada de mango largo con una red fi na adherida 
(por si deben muestrearse superfi cies duras verti-
cales).
– Caja o cubo con el fondo de vidrio (Aquascope), 
para encontrar, en algunas circunstancias, los sustra-
tos idóneos.
– Botes o viales de plástico con tapón hermético.
– Bolígrafo o rotulador permanente (o cualquier otro 
método para etiquetar las muestras). Si se usan eti-
quetas, estas deben ser resistentes a la humedad.

6.2.2 Reactivos fi jadores
Son necesarios para detener la división celular de las 

diatomeas y la descomposición de la materia orgánica. 
No es necesario añadir un conservante si la muestra se 
procesa pocas horas después de su recogida, siempre que 
ésta se conserve en frío (4 ºC) y a oscuras; la muestra 
también se puede ultracongelar. 

En caso de conservar las muestras se recomienda 
usar formaldehído tamponado o etanol, especialmente 
para periodos de conservación de las muestras largos; 

las muestras en formaldehído pueden conservarse du-
rante meses o años, siendo recomendable añadir más 
conservante en periodos de conservación superiores a 
6 meses – 1 año. 

a) Solución tamponada de formaldehído 
(HCHO) al 4% v/v: Diluir una solución stock de 
formaldehído al 4% en una solución tamponada de 
pH 7 (la solución tampón se requiere para prevenir 
la disolución de los frústulos). Entre los tampones 
más indicados se encuentra HEPES (N-2- hidroxi-
metilpiperazina-n-2’-ácido sulfónico), borato y hexa-
metileno-tetramina. Se recomienda una solución fi nal 
entre el 1% y el 4% (v/v) (la cantidad necesaria de-
penderá de la cantidad de materia orgánica presente 
en la muestra). 
Dada la naturaleza tóxica de esta sustancia, en caso 
de utilización se deben tomar precauciones (trabajar 
en un ambiente bien ventilado, usar guantes).
b) Etanol 70% (C2H5OH): Puede utilizarse para 
este propósito.

6.3. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

6.3.1. Selección del punto de muestreo
Debe seleccionarse un segmento del río o del litoral 

de lago donde puedan encontrarse los sustratos ade-
cuados para la toma de muestras (ver apartado 6.3.2.). 
Como norma general, debe tener unos 10 m de largo, 
aunque longitudes superiores podrían ser apropiadas 
dependiendo de la uniformidad física del río y de la dis-
ponibilidad de sustrato.

Tiene que hacerse una descripción detallada del 
lugar de muestreo: localización, anchura, profundidad, 
tipo de sustrato, presencia y abundancia de macrófi tos, 
grado de sombra, y otros datos de interés ecológico. 
También se recomienda hacer una fotografía. Toda esta 
información es valiosa para la interpretación de los re-
sultados y facilita el trabajo de los siguientes muestreos 
(localización del punto de muestreo, reconocimiento de 
posibles cambios, mejor reproducibilidad del protocolo 
de muestreo).

6.3.2. Selección del sustrato
La selección del sustrato es un paso importante ya 

que las diatomeas se pueden encontrar en muchas super-
fi cies sumergidas, y la composición de las comunidades 
halladas puede variar en función del sustrato escogido. 
Por esta causa se deben establecer criterios de selec-
ción del sustrato a muestrear. Como criterio general, es 
recomendable muestrear las comunidades (superfi cies 
parduzcas resbaladizas) que se desarrollen sobre subs-
tratos duros estables situados en zonas sumergi-
das del lecho fl uvial o del litoral de lagos como: rocas, 
piedras, y cantos rodados de un tamaño mínimo de 10 x 
10 cm. En caso de no encontrarse este tipo de sustrato, 
se puede tomar la muestra en estructuras construidas 
por el hombre como pilares de puentes o paredes de 
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infraestructuras hidráulicas (azudes, obras de defensa), 
siempre y cuando no estén hechos de madera, ya que 
la materia orgánica puede descomponerse favoreciendo 
la presencia de determinadas especies. También puede 
muestrearse sobre otras superfi cies artifi ciales como 
ladrillos o tejas, si podemos garantizar su presencia en el 
agua durante al menos cuatro a ocho semanas3; en gene-
ral, un lapso de tiempo dos meses se considera sufi ciente 
para que la comunidad de diatomeas sea madura; no 
obstante este tiempo puede variar según las condiciones 
ecológicas.

Si dominan la arena o limos pero existe más de un 
10% del total del sustrato que sean rocas o piedras, se 
escogerán preferentemente las rocas o piedras como 
sustrato a muestrear. Si únicamente existen arenas, limos 
o plantas acuáticas, se recogerán las muestras de aquellos 
que sean característicos del punto de muestreo4.

En tramos fl uviales profundos y en lagos pueden 
muestrearse los tallos de los helófi tos o bien substratos 
rocosos. Para uniformizar el muestreo se recomienda 
muestrear siempre las mismas especies o grupos morfo-
lógicamente similares; también pueden usarse sustratos 
artifi ciales introducidos en zonas seleccionadas.

6.3.3. Directrices para la toma de la muestra 
En la toma de muestras tener en cuenta las siguientes 

indicaciones generales :

Ríos 
– Evitar muestrear sustratos procedentes de zonas 
muy sombreadas, a no ser que esta sea la caracterís-
tica distintiva del punto a evaluar.
– Evitar tomar sustratos de zonas emergidas o que 
presumiblemente lo hubieran estado en algún mo-
mento reciente.
– Evitar tomas de sustratos en áreas demasiado 
cercanas a las orillas, y obtenerlas principalmente del 
punto medio del río, en zona de corriente.
– Evitar zonas debajo de puentes o recientemente 
afectadas por obras de ingeniería o de alteración de 
lecho fl uvial.
– Evitar las pozas y los tramos de escasa corriente 
en las que suele haber deposición de limos y de de-
tritos lo que limita la colonización de las diatomeas 
epilíticas; tampoco son recomendables las zonas de 
excesiva corriente (rápidos).

Lagos
– Evitar tomar sustratos en áreas presumiblemente 
inundadas recientemente (menos de 4-6 semanas).
– Evitar tomar sustratos de zonas emergidas o que 
presumiblemente lo hubieran estado en algún mo-
mento reciente.

6.3.3.1. Procedimiento para la toma de las muestras en ríos

6.3.3.1.1.  Superfi cies duras naturales móviles
Las piedras y cantos rodados son el sustrato más 

idóneo. Seguir el siguiente procedimiento:
•  Seleccionar como mínimo 5 piedras o bien hasta 10 
si sólo existen piedras pequeñas o guijarros. Asegu-
rarse que las piedras se extraen de las zonas adecua-
das (inundadas permanentemente, en zonas soleadas, 
y con aguas corrientes si las hay).
•  Para realizar el muestreo, es conveniente situarse 
en el punto de máxima corriente (si es posible) e ir 
recorriendo el río a contra corriente (aguas arriba), 
para minimizar el efecto de contaminación de las 
muestras.
•  Eliminar cualquier tipo de contaminación adherida 
a los sustratos (p.ej. detritus orgánicos) limpiando un 
poco la superfi cie en la corriente de agua. Si el sus-
trato está recubierto de algas fi lamentosas se inten-
tarán desprender éstas, tanto como sea posible, antes 
de tomar la muestra (siempre es preferible evitar los 
sustratros recubiertos de algas fi lamentosas). 
•  Cepillar (o raspar con navaja) la superfi cie superior 
de los sustratos, evitando así las superfi cies de ero-
sión y sedimentación. Limpiar una zona aproximada 
de cómo mínimo 10 cm2 por piedra (20 cm2 si se 
toman 5 piedras). La superfi cie total de muestreo 
será de unos 100 cm2.
•  Introducir el cepillo (o la hoja de la navaja) en el 
bote de la muestra que previamente se habrá acla-
rado y contendrá unos 50 ml de agua5. Agitar suave-
mente para permitir la transferencia de las diatomeas. 
El agua de la muestra se tornará turbia y de color 
marrón. 
•  Aclarar con abundante agua del río el cepillo o ins-
trumento usado para tomar la muestra.
•  Proceder a etiquetar la muestra y a su conservación 
(ver apartado 6.3.4.).

6.3.3.1.2. Superfi cies verticales de infraestructuras artifi ciales 
En ríos profundos y navegables pueden muestrearse 

las paredes verticales sumergidas de infraestructuras 
hidráulicas (p.ej. azudes, defensas). El procedimiento re-
comendado es:

•  Usar un rastrillo con mango telescópico, lo que 
permite recoger el material que se desprende al pasar 
esta herramienta sobre la superfi cie a muestrear. Este 
rastrillo puede disponer de una red que recoja el ras-
pado; no obstante esta técnica presenta un riesgo ele-
vado de contaminarse con diatomeas planctónicas.
•  Tomar la muestra a 30 cm por debajo del nivel del 
agua para evitar la zona infl uida por la fl uctuación del 
nivel de agua y del oleaje.

3 No existe consenso en este dato y los expertos consultados dan un periodo mínimo de 4, 7 u 8 semanas.
4 Si se muestrean diatomeas epífi tas se asegurará que proceden de plantas totalmente sumergidas.
5 El agua de la muestra puede tomarse del río o preferiblemente ser agua embotellada (en los ríos de aguas lentas en los que puede haber abundancia de diatomeas 
planctónicas).
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•  Limpiar, aproximadamente, una superfi cie de 10 
cm2 por zona de la superfi cie a muestrear. Proceder 
a extraer el material retenido en la red e introducir 
éste en el recipiente de la muestra. Repetir el proce-
dimiento tres veces como mínimo. 
•  Etiquetar y conservar la muestra según se indica en 
el apartado 6.3.4.

6.3.3.1.3.  Vegetación acuática 
En tramos leníticos de ríos con abundante creci-

miento de vegetación acuática se puede muestrear la 
comunidad de diatomeas epifíticas que se encuentra 
en macrófi tos y macroalgas sumergidas y/o las partes 
sumergidas de helófi tos. No obstante algunos expertos 
consideran inadecuado este tipo de sustrato por ser 
determinante del tipo de comunidad de diatomeas que 
aparece, siendo preferible limitar el muestreo del epiliton 
en substratos duros artifi ciales o naturales.

En todo caso se indican los procedimientos de mues-
treo:

Macrófi tos y macroalgas sumergidos
•  Recoger la planta entera (si es pequeña) o bien cor-
tar una parte utilizando un cuchillo o tijeras; guardar 
la planta (o su parte) en una bolsa de plástico. Coger 
5 réplicas. Se evitarán las partes sumergidas de las 
hojas fl otantes (nenúfares) por no recibir luz directa.
•  En el laboratorio remover o agitar las plantas enér-
gicamente, durante 2 minutos, en un vaso de preci-
pitados grande que contenga agua destilada (Zimba, 
1997) para extraer todas las diatomeas adheridas. 
Sacar los macrófi tos del vaso de precipitados, y dejar 
que las diatomeas sedimenten; extraer el sobrena-
dante y conservar la muestra de diatomeas según se 
requiera.
•  En el caso de algas fi lamentosas, es preferible evitar 
su muestreo ya que las diatomeas aparecen domina-
das por Cocconeis, y su valor indicador se reduce. En 

todo caso también es posible escurrir una pequeña 
cantidad de ellas y recoger la suspensión resultante 
(que contendrá diatomeas epifíticas) en el vial de 
muestreo. 

Macrófi tos emergentes
Las muestras sólo pueden tomarse sobre macrófi tos 

emergentes que contengan porciones que permanezcan 
permanentemente sumergidas, pero que no estén conta-
minadas por sedimentos del fondo. 

•  Cortar los tallos por debajo del nivel del agua. 
Para ello, cortar el tallo al nivel del agua; poner una 
botella de plástico o de vidrio boca abajo en la parte 
sumergida del tallo. Cortar el tallo hasta la boca de 
la botella, después girar la botella con el tallo dentro 
y cerrar. 
•  En el laboratorio sacar las diatomeas de los tallos 
agitándolos con cuidado en la botella.

6.3.3.1.4.  Sustratos artifi ciales 
Son preferibles sustratos con superfi cies heterogé-

neas (p. ej.: tejas, cuerdas de propileno deshilachadas) a 
las superfi cies lisas (p. ej. portaobjetos de vidrio). Deben 
dejarse en el río el tiempo sufi ciente para asegurar que la 
comunidad esté madura. Como mínimo se recomiendan 
7-8 semanas, pero el periodo de exposición depende de 
las condiciones ambientales, así los períodos de exposi-
ción podrían ser más largos bajo algunas circunstancias 
(p. ej.: condiciones muy oligotrófi cas, bajas temperaturas, 
mucha sombra).

Debe cuidarse que el diseño y la ubicación de los 
sustratos introducidos no interfi era con las actividades 
legítimas de los usuarios del río y minimizar el riesgo 
de vandalismo. Tienen que colocarse réplicas extras, 
para compensar las posibles pérdidas por crecidas o por 
vandalismo.

Cuando se utilicen sustratos para realizar estudios 
en el mismo curso de agua, es importante que todos los 

Encyonema caespitosun.
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TOMA DE MUESTRAS DE DIATOMEAS BENTÓNICAS

Seleccionar un tramo bien iluminado y en zona de corriente.
Escoger piedras y cantos rodados sumergidos.
Cepillar la superfi cie del sustrato; limpiar el cepillo en el recipiente con agua.

sustratos estén expuestos a las mismas condiciones, así 
como también es necesario que el periodo de exposición 
y la fecha de inicio de la introducción del sustrato sea 
el mismo.

Para el etiquetado y el transporte al laboratorio se 
siguen las directrices del apartado 6.3.4.

6.3.3.2. Procedimiento para la toma de muestras en lagos y 
zonas húmedas 
Se pueden usar los mismos métodos que se descri-

ben para los ríos. No obstante en el litoral de lagos y 
en zonas húmedas puede existir una cierta difi cultad en 
encontrar rocas o piedras para muestrear las diatomeas. 
Por el contrario abundan gravas y limos, y en la mayoría 
de ellos la vegetación acuática.

De cara a uniformizar el muestreo se recomienda el 
muestreo en los tallos de los helófi tos sumergidos. Para 
ello deben cortarse los tallos de los helófi tos que perma-
necen bajo el nivel del agua y fragmentarlos en porciones 

de unos 10 cm de longitud (no deben incluirse en la 
muestra fragmentos contaminados por los sedimentos 
del fondo ni que presumiblemente hubieran estado emer-
gidos recientemente); estas porciones se introducen en 
el bote de muestra y se cubren de agua. Posteriormente 
se limpian los tallos agitándolos con suavidad.

6.3.4. Conservación y etiquetaje de las muestras 
Una vez tomada cada muestra se procederá a su 

etiquetado. Se usará un rotulador resistente al agua, y se 
indicará un código identifi cador del muestreo, un código 
de la estación de muestreo, la fecha de la recolección, los 
sustratos de los que procede y el fi jador utilizado.

 Se procederá a conservar la muestra según lo indi-
cado en el apartado 6.2.2.

Las muestras deben guardarse en un lugar oscuro y 
fresco durante el trayecto hasta el laboratorio.
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7. PRE-TRATAMIENTO DE MUESTRAS 
DE DIATOMEAS BENTÓNICAS

7.1. INTRODUCCIÓN
Este procedimiento establece los métodos de la-

boratorio para el estudio de las diatomeas epilíticas y 
epifíticas utilizadas para evaluar la calidad del agua de ríos 
y lagos. Incluye los procedimientos de tratamiento de las 
muestras previas a su identifi cación y recuento.

La elaboración del procedimiento se ha basado en los 
siguientes documentos: Norma prEN 14407:2004; Proto-
colo de la Agencia Catalana del Agua para la evaluación 
de la calidad biológica de los ríos mediante diatomeas 
(2003).

El procedimiento incluye directrices metodológicas 
para lo siguiente:

•  Identifi cación del equipo de laboratorio y reactivos 
requeridos.
•  Pre-tratamiento de las muestras.

7.2. MATERIAL DE LABORATORIO

7.2.1.Equipos
– Campana extractora o sistema equivalente.
– Placa calefactora, baño de arena o baño de agua.
– Vasos de precipitados o tubos de ebullición (uno 
por muestra).
– Medios para medir volúmenes de 20 ml de agentes 
oxidantes.
– Pipetas Pasteur limpias.
– Centrífuga (opcional)6 (algunos expertos no son 
partidarios de utilizar centrífuga, ya que las células 
grandes o poco silifi cadas se rompen y se alteran los 
resultados)
– Tubos de centrífuga (opcional). Estos tubos debe-
rían ser resistentes al ataque de agentes oxidantes o 
ácidos utilizados para limpiar las diatomeas.

7.2.2. Reactivos

7.2.2.1. Reactivos para limpiar diatomeas 
Para limpiar los frústulos de las diatomeas, se debe 

tratar la muestra con reactivos que permitan la digestión 
de la materia orgánica. Éstos son los siguientes:

– Solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30% 
(110 volúmenes).
– Ácido clorhídrico diluido (ex 1 M) (HCl).
– Ácido sulfúrico concentrado (H2SO4).
 – Permanganato potásico (KMnO4) en cristales.
 – Ácido oxálico saturado (C2H2O4).
De los reactivos indicados el más recomendable es la 

solución de peróxido de hidrógeno, ya que el resto 
son sustancias tóxicas cuya manipulación requiere condi-
ciones de seguridad más estrictas.

7.2.2.2. Reactivos para preparaciones permanentes 
Se requiere de un medio de montaje con un índice 

de refracción superior a 1,6. Se recomienda el uso de 
Naphrax.

7.3. TRATAMIENTO PREVIO A LA 
OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA 
Las muestras deben guardarse en un lugar oscuro y 

fresco durante el trayecto hasta el laboratorio y mientras 
se mantengan almacenadas. El pre-tratamiento incluye la 
concentración de la muestra, la digestión de la materia 
orgánica y la realización de las preparaciones microscó-
picas.

7.3.1. Concentración de las muestras
La separación de las diatomeas del agua de la mues-

tra puede realizarse por uno de los dos métodos si-
guientes:

– Dejar reposar las muestras 24 horas, como mínimo. 
Con esto se consigue que el material en suspensión 
sedimente y se acumule en el fondo del frasco; enton-
ces el sobrenadante se puede retirar con una pipeta.
– Centrifugar la muestra. Previamente para quitar 
los restos grandes de sustrato o de plantas es pre-
ferible pasar la muestra por un colador de cocina. 
La velocidad y tiempo necesarios para completar la 
sedimentación de todas las diatomeas (incluyendo las 
especies pequeñas) dependerá de las características 
individuales de la centrifugadora utilizada (realizar 
pruebas preliminares para asegurar que no se dejan 
diatomeas en el sobrenadante con el tiempo y la ve-
locidad escogidos).
Se recomienda un examen microscópico preliminar 

de las muestras sin tratar, y anotar cualquier caracte-
rística inusual que se observe (p. ej. gran cantidad de 
frústulos vacíos).

Siempre debe guardarse una parte de la muestra, para 
evitar la pérdida en el caso que haya problemas durante 
el proceso de preparación.

7.3.2. Limpieza de las diatomeas 
Para una identifi cación adecuada de las diatomeas, es 

necesario eliminar todo el contenido celular. Esto puede 
hacerse exponiendo la muestra a agentes oxidantes fuer-
tes. El peróxido de hidrógeno (110 vol.) es el más común 
y el más recomendado (ver anexo 2). 

En aguas ricas en carbonato cálcico, se recomienda 
eliminar los carbonatos con HCl diluido. Este tratamiento 
también es necesario para muestras ricas en hierro.

7.3.3. Elaboración de preparaciones 
permanentes
– Conseguir la concentración adecuada de diatomeas. 
Si la suspensión de muestra que se obtiene después 

6 Si no se dispone de centrifugadora, se puede dejar sedimentar el material sólido durante una noche, después de esto puede vaciarse con cuidado el sobrenadante.
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de la digestión de la materia orgánica, se observa 
lechosa o turbia, debería añadirse agua destilada o 
desmineralizada para diluir su concentración; también 
puede utilizarse etanol7. La densidad de valvas puede 
comprobarse rápidamente mediante la evaporación 
de una gota de la suspensión en un cubreobjetos y 
observándola al microscopio con un objetivo medio 
(x40). Si la suspensión está muy diluida, hay que vol-
ver a centrifugar la muestra. Si esto falla, se repite el 
proceso de preparación.
– Secado de la submuestra de diatomeas. Agitar el vial 
que contiene la suspensión de diatomeas limpias. Con 
una pipeta Pasteur limpia extraer una o dos gotas de 
líquido (que debería ser turbio) de la parte central 
del tubo, y depositarlas en un cubre-objetos redondo. 
Dejar evaporar el líquido, depositando el cubreobje-
tos en un lugar cálido, resguardado del polvo y sin vi-
braciones, o bien calentarlo suavemente en una placa 
calefactora. El resultado tendría que ser una película 
de color gris que cubre el cubre-objetos.
– Adición del medio de montaje. Seguir las instruccio-
nes de los fabricantes en la utilización del medio de 
montaje. Uno de los más utilizados es la resina Na-
phrax® Debe asegurarse que el medio de montaje se 
expanda hasta los márgenes del cubre-objetos. Dejar 
enfriar y comprobar en el microscopio. La concentra-
ción ideal para el recuento sería aquella que a x1000 
se puedan contar de 10 a 15 valvas en un campo. Si la 
preparación tiene muchas valvas por campo, se repite 
el proceso con una muestra diluida de las diatomeas 
limpias de materia orgánica.
– Etiquetar la preparación. Indicar como mínimo, los 
códigos de identifi cación de la muestra, la fecha y 
cualquier código necesario para permitir el acceso a 
la otra información.

8. IDENTIFICACIÓN Y RECUENTO 
DE DIATOMEAS BENTÓNICAS 

8.1. NTRODUCCIÓN
En este apartado se establece un método para la 

identifi cación, recuento y obtención de la frecuencia 
relativa de las especies de diatomeas presentes en las 
preparaciones y la interpretación de los resultados para 
valorar la calidad del agua de ríos y arroyos. Los datos 
obtenidos con estos métodos son los más apropiados 
para obtener índices de calidad del agua basados en la 
abundancia relativa de estos taxones,

La elaboración del protocolo se ha basado en los 
documentos: Norma prEN 14407:2004 y Protocolo de la 
Agencia Catalana del Agua para la evaluación de la calidad 
biológica de los ríos mediante diatomeas (2003).

El procedimiento incluye directrices metodológicas 
para lo siguiente:

•  Criterios para la identifi cación taxonómica y para 
los recuentos. 
•  Identifi cación de las diatomeas.
•  Recuentos.
•  Registros de datos y muestras.

8.2. MATERIAL DE LABORATORIO
– Microscopio óptico: equipado con una platina mecá-
nica y objetivos de grandes aumentos y de inmersión. 
Se recomienda el contraste de fases o el objetivo con 
interferencia diferencial (Nomarski). El microscopio 
ha de estar preparado para poder tomar medidas (p. 
ej. ocular con micrométrico) con una resolución de 
1µm como mínimo. Los aparatos de captura de ima-
gen, video o fotomicroscopía, son útiles para registrar 
las especies difíciles y puede también ayudar a medir 
al densidad de estrías, etc.
– Portaobjetos con escala micrométrica: Es una prepara-
ción que tiene inscrita una distancia conocida, con di-
visiones y subdivisiones, para poder calibrar el ocular 
micrométrico, o cualquier otro aparato de medida.
– Aceite de inmersión y aplicador.
– Pañuelos: para la limpieza de los lentes.
– Formularios para anotar el recuento de las especies. 
Puede contener una lista de taxones con espacios 
donde anotar el recuento; también puede usarse un 
programa de ordenador preparado para la entrada 
directa de datos.
– Guías de identifi cación e iconografías: adecuadas al 
ámbito de estudio.
– Medios para verifi car la identifi cación de las especies 
de difícil taxonomía: Esto puede hacerse de diversas 
formas: con dibujos y micro-fotografías de alta reso-
lución; con imágenes de vídeo. También es muy útil 
localizar el taxón en la preparación usando la escala 
de Vernier del microscopio. 

8.3. PROTOCOLO DE IDENTIFICACIÓN, 
RECUENTO E INTERPRETACIÓN DE 
DIATOMEAS 
Las diatomeas bentónicas, limpias del contenido celu-

lar, se montan en un medio con un índice alto de refrac-
ción y se identifi can y cuentan utilizando un microscopio 
óptico de alta resolución. Los resultados se interpretan 
usando uno o más índices de calidad del agua u otros 
métodos de evaluación.

8.3.1. Aspectos preliminares a la identifi cación 

8.3.1.1. Nivel taxonómico de identifi cación 
La mayoría de índices de calidad requieren una iden-

tifi cación a nivel de especie o género. Es importante ase-
gurar la correcta identifi cación de los taxones, y para ello 
hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:

7 El etanol ayuda a dispersar las diatomeas uniformemente en el cubre-objetos.
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•  Existencia de varios sistemas paralelos de nomen-
clatura. La nomenclatura defi nitiva a usar debe esta-
blecerse antes de empezar el trabajo. Los autores de 
los nombres de los taxones deben citarse en todos 
los casos, ya que existen posibilidades de confusión 
en la nomenclatura.
•  Es recomendable adoptar la nomenclatura de la 
fl ora existente en el área estudiada, aunque también 
es posible utilizar los inventarios de diatomeas nacio-
nales y regionales. Cuando los convenios taxonómi-
cos del índice y los inventarios difi eran, los del índice 
se han de ajustar a aquellos del inventario (checklist). 
•  Es recomendable tener actualizada periódicamente 
la nomenclatura y la subdivisión taxonómica de las 
especies.
•  Si la identifi cación y recuento de células va a reali-
zarse entre varias personas, deben acordarse previa-
mente la nomenclatura y la bibliografía taxonómica 
a utilizar, en especial en lo referente a sinonimias y 
nuevas combinaciones.

8.3.1.2. Determinación de la unidad de recuento 
La unidad de recuento recomendada son las valvas 

(un frústulo entero = 2 unidades de recuento). Las diato-

meas deben identifi carse tanto en vistas valvares como 
en vistas pleurales (conectivas).

8.3.1.3. Determinación del tamaño de la muestra 
Para la aplicación de los índices de diatomeas se re-

quieren recuentos de 400 valvas (mínimo). Valores más 
pequeños podrían carecer del rigor estadístico necesario 
para algunas aplicaciones. 

8.3.1.4. Preparación del microscopio 
El ocular micrométrico, o cualquier otro aparato de 

medida, debe calibrarse regularmente con un portaobje-
tos con escala micrométrica. Una resolución de 1 µm es 
adecuada para los análisis rutinarios.

El segundo ocular puede estar equipado con una re-
jilla para ayudar al recuento; ésta puede ser de distintas 
formas pero lo importante es que permita seguir un cri-
terio que impida contar dos veces una misma valva. 

8.3.1.5. Tratamiento de valvas rotas y diatomeas 
no identifi cadas 
Para eliminar el riesgo de incluir fragmentos de valvas, 

debe decidirse un criterio antes de empezar el trabajo. 
Los criterios posibles son:

PRE-TRATAMIENTO DE LA MUESTRA DE DIATOMEAS BENTÓNICAS

El pre-tratamiento incluye:

Eliminación de la materia orgánica y del carbonato 
cálcico.

Montaje de preparaciones permanentes para su 
examen en el microscopio óptico.
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– Incluir un individuo roto sólo si tiene aproximada-
mente ¾ partes de la valva.
– Incluir un individuo roto sólo si tiene como mínimo 
un extremo y la parte central.
– Excluir todos los individuos rotos8.
Una diatomea puede no ser identifi cable por distintos 

motivos: la diatomea está en posición pleural, la presencia 
de residuos que impidan una visión clara, o que el taxón 
no sea reconocido por el identifi cador. Si el exceso de 
residuos oculta muchas valvas, entonces debe repetirse la 
preparación utilizando suspensiones más diluidas para se-
parar las diatomeas de los residuos. Algunos taxones son 
reconocibles a pesar de encontrase en posición pleural, 
porque incluso en esta posición tienen una visión carac-
terística (p. ej. Rhoicosphenia abbreviata) o porque la visión 
pleural puede asignarse con seguridad a un taxón en 
particular identifi cándolo con la correspondiente visión 
valvar. A pesar de ello, no siempre es posible y en caso de 
duda debe hacerse un recuento de las visiones pleurales 
a nivel taxonómico más pequeño que se le pueda asignar 
con seguridad (p. ej. Gomphonema sp., o diatomea pennada 
en visión pleural). Este mismo criterio debería aplicarse 
a cualquier otra valva encontrada en la preparación y 
que no pueda ser identifi cada. Un gran número de valvas 
no identifi cados puede ser debido a un problema con la 
preparación o a falta de conocimientos del operador. La 
resolución que debería tomarse dependerá del método 
de evaluación propuesto. No todos los taxones necesitan 
ser identifi cados para algunos de los índices utilizados.  
Aunque, para los índices se pide que todos los taxones 
de la muestra tienen que identifi carse, se recomienda que 
los individuos que no se identifi quen a nivel específi co no 
sean más del 12% del total contado.

8.3.2. Procedimiento analítico 
a) Colocar la preparación en la platina del micros-
copio y anotar la información más importante en la 
hoja de recuentos o en el programa de ordenador. La 
información mínima recomendada es: nº de muestra, 
nombre del río, localidad y fecha de muestreo. Otras 
información importante es la fecha del recuento y el 
nombre del analista.
b) Seleccionar una buena posición de la preparación 
para empezar9. Se recomienda el margen de la “man-
cha” de muestra seca, pero debemos asegurarnos 
que no se produzca un“efecto margen” signifi cativo 
(p.ej. que no se dé un mayor número de individuos 
en el margen que en cualquier otro punto de la pre-
paración).
c) Identifi car las valvas presentes en el primer campo 
de visión utilizando un objetivo de 100x.
d) Si una valva no puede identifi carse, se reco-
mienda obtener fotografías, imágenes digitales o 
dibujos detallados. Debe describirse el taxón: la 
forma y dimensiones de la diatomea, densidad de 
estrías, forma y tamaño del área central, nombre y 
posición de los estigmas y detalles de la fi nalización 
del rafe.
e) Una vez identifi cadas y contadas las valvas del 
primer campo, hay que moverse en un desplaza-
miento horizontal o vertical hasta un nuevo campo 
de visión.
f) Para según que propósitos, es útil continuar el estu-
dio de la preparación una vez contadas las 400 valvas, 
e incluir en el inventario cualquier taxón que no esté 
identifi cado en el recuento. También es útil hacer un 
rastreo con un aumento medio (p.ej. x400) para de-

8 La presencia de muchos fragmentos de diatomeas puede indicar el arrastre de diatomeas de aguas arriba.
9 Una variación del método de los transectos es el recuento mediante campo aleatorios. Si se opta por este método, los campos aleatorios se han de localizar mediante 
la escala de Vernier con los listados de números generados aleatoriamente.

Melosira varians. Diatoma mesodon.



25

PARTE II. Protocolos

tectar los taxones de mayor tamaño (p.ej. Gyrosigma, 
Pinnularia) que pueden escapar del análisis con gran-
des aumentos.
Al fi nal del recuento se retira la preparación de la 

platina y se limpia de aceite de inmersión.

8.3.3. Registros de datos, preparaciones y 
muestras
Las preparaciones de diatomeas se pueden guardar 

indefi nidamente, hecho que permite revisar los resulta-
dos en el futuro. Por eso, es importante que las prepara-
ciones se almacenen de forma correcta, como p.ej. en un 
herbario. Las preparaciones tienen que etiquetarse con 
un código que permita identifi carlas inequívocamente 
en una base de datos que contenga otros datos de la 
localidad: coordenadas geográfi cas, datos químicos, hi-
drológicos, etc.

La suspensión de valvas/frústulos limpios también 
debe etiquetarse y guardar para permitir hacer más 
preparaciones en el caso de que sean necesarias. Para 
prevenir el crecimiento microbiano o la disolución quí-
mica de los frústulos debe añadirse un fi jador como el 
etanol o el formaldehído. También se recomienda guardar 
las muestra fi jadas por si fuera necesario comprobar 
resultados anómalos.

9. CONTROL DE LA CALIDAD EN 
EL MUESTREO, TRATAMIENTO E 
IDENTIFICACIÓN DE DIATOMEAS

9.1. INTRODUCCIÓN
La implementación de la Directiva 2000/60/CE re-

quiere que los métodos que se utilicen en el estableci-
miento del estado ecológico procedan de metodologías 
estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de 
estandarización), que los laboratorios dispongan de pro-
gramas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y 

participen regularmente en ejercicios de intercalibración 
(profi ciency testing programmes). 

La toma de muestras de diatomeas bentónicas y el 
pretramiento de las muestras están estandarizados según 
la norma EN 13946: 2003. Las tareas de identifi cación 
y recuento de diatomeas están estandarizadas por la 
norma prEN 14407: 2004; no obstante en los apartados 
siguientes se indican algunas medidas a tomar para ase-
gurar la calidad de los trabajos. 

La toma de muestras puede estar infl uida por el tipo 
de río y por la pericia del muestreador. En ríos de los 
tipos de montaña y llanura sedimentaria es fácil encon-
trar un número determinado de sustratos duros para 
muestrear las diatomeas, mientras que en los tramos de 
los tipos de grandes ríos y del eje del Ebro esto puede 
ser más difícil, y por lo tanto se debe realizar un tipo 
de muestreo diferente (sobre sustratos vegetales o me-
diante sustratos artifi ciales).

El tratamiento de las muestras y la identifi cación de 
los taxones son la principal fuente de variabilidad de los 
resultados según experiencias en otros países (Prygiel 
et al. 2002). Muchas diferencias se deben a errores de 
identifi cación que en muchos casos son debidos a inex-
periencia del personal pero también a las difi cultades 
taxonónicas que presentan algunos taxones incluidos en 
los índices, a la falta de buenos manuales de identifi cación 
y/o a la diferente potencia y calidad de los equipos de 
microscopia que se usen. 

Todo lo indicado hace necesario la elaboración y 
aplicación de métodos de control de calidad específi cos 
para las actividades relacionadas con el muestreo e iden-
tifi cación de diatomeas bentónicas.

Cymbella excisa.
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9.2. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD DURANTE EL MUESTREO

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones según los procedimientos estándar previamente defi nidos. 

Medidas • Preparación de un plan de muestreo específi co para los diferentes tipos de ríos que recoja las peculiarida-
des de los tipos de ríos y/o lagos de la cuenca del Ebro. Elaborar hojas directrices que resuman de forma 
clara y didáctica las tareas y procedimientos a desarrollar.

• Formar al personal a cargo del muestreo, de forma específi ca para cada proyecto.
• Documentar los trabajos y usar hojas de campo previamente preparadas. Indicar la localización de la es-

tación de muestreo (coordenadas GPS y esquema del tramo), el número de sustratos muestrados y sus 
características (tipo, tamaño) y demás datos de interés (grado de sombra, velocidad del agua, análisis fi sico-
químicos, análisis biológicos, etc...).

• Aportar documentación fotográfi ca de las estaciones de muestreo y detalles de los recubrimientos de 
microalgas observados. La comparación de fotos realizadas en diferentes años será de gran ayuda para la 
identifi cación de tendencias.

IDENTIFICACIÓN DE LAS DIATOMEAS Y CÁLCULO DE ÍNDICES

Identifi cación de las diatomeas y recuento de valvas

Aplicación del programa OMNIDIA para el cálculo 
del índice IPS

Obtención de las clases de calidad para la red de 
diatomeas de la demarcación del Ebro
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9.3. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD EN LOS TRABAJOS DE LABORATORIO

Objetivo: Asegurar que se siguen rigurosamente los procedimientos de pre-tratamiento de las muestras. 

Medidas • Redactar los métodos a usar en el laboratorio de forma clara incluyendo todos los pasos a seguir, e indicar 
las fuentes de error y los límites de confi anza.• Formar al personal a cargo del muestreo, de forma especí-
fi ca para cada proyecto.

• Realizar entrenamientos al personal en la aplicación concreta de cada procedimiento o uso de equipos.• 
Aportar documentación fotográfi ca de las estaciones de muestreo y detalles de los recubrimientos de 
microalgas observados. La comparación de fotos realizadas en diferentes años será de gran ayuda para la 
identifi cación de tendencias.

9.4. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD EN EL TRATAMIENTO DE DATOS

Objetivo: Control del manejo de datos y análisis de los resultados. 

Medidas • Todos los datos de un muestreo específi co se deben identifi car de forma individual, en la base de datos por 
medio de códigos.

• La documentación de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardará durante un periodo no 
inferior a 5-6 años. 

• Los datos en formato electrónico deberán incluir identifi cación de su origen (autores, fechas, etc...) y refe-
rencias para ampliar la información.

• Los inventarios y recuentos de laboratorio se introducirán en bases de datos y/o fi cheros electrónicos y 
otro operario revisará que no existen errores de trascripción.

Objetivo: Asegurar la correcta identifi cación de las microalgas (diatomeas) y la fi abilidad de los recuentos.

Medidas • La identifi cación y recuento de las diatomeas son tareas a realizar por personal entrenado. En España, la 
formación del personal se realiza, en la actualidad, en las universidades y en el marco de los estudios de 
licenciatura y doctorado. No existen acreditaciones específi cas. En otros países europeos (Francia, Luxem-
burgo) se organizan cursos de capacitación para el análisis y recuento de diatomeas. Sería deseable que la 
Administración organizara cursos de capacitación para el personal a trabajar en las redes de seguimiento.

• Favorecer la elaboración de documentos (Atlas de diatomeas) y bases de datos que recojan tanto aspectos 
taxonómicos como de distribución y ecología de las especies.

• Aplicar medidas de control de calidad internos (recuento de una misma muestras por dos operadores, 
estimas de los niveles de confi anza).

• Participar en ejercicios de intercalibración entre laboratorios. Esto es muy importante y es requerido por 
la DMA.
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Cianobacterias: Bacterias que llevan a cabo la fotosín-
tesis oxigénica gracias a que poseen pigmentos foto-
sintéticos (clorofi la a, beta caroteno y fi cobilinas).

Condiciones de referencia: Para cualquier masa de 
agua las condiciones de referencia del tipo al que 
pertenece son un estado ecológico, en el presente o 
en el pasado, donde los valores de los elementos hi-
dromorfológicos, fi sicoquímicos y biológicos corres-
ponden a los que existen en ausencia de alteraciones 
antropogénicas o de muy escasa importancia (según 
Guía REFCOND, 2003).

Diatomeas bentónicas: Algas diatomeas que viven 
asociadas a los sustratos naturales o artifi ciales su-
mergidos (no suspendidas en el seno del agua).

DMA: Directiva Marco del Agua, Directiva 2000/60/CE. 
Establece un marco comunitario de actuación en el 
ámbito de la política de aguas.

Epifi ton: Comunidad biológica que vive sobre la vegeta-
ción acuática sumergida.

Epiliton: Comunidad biológica que vive sobre un sus-
trato pétreo (piedras, rocas, etc.).

Epipelon: Comunidad biológica que vive sobre sedi-
mento.

Escala de Vernier: Aparato de medida asociado a la 
platina mecánica del microscopio que permite anotar 
la posición relativa transversal y longitudinal de la 
preparación, con una precisión de 0,1 mm.

Estaciones de referencia: Estaciones de muestreo en 
las masas de agua de ríos, lagos y aguas de transición 
en las que se encuentran condiciones de referencia.

Estado ecológico: En el marco de aplicación de la 
DMA, se defi ne como una expresión de la calidad de 
la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas 
acuáticos asociados a las aguas superfi ciales.

Fitobentos: Organismos fototrófi cos que viven asocia-
dos a cualquier sustrato del fondo de los ecosistemas 
acuáticos. Incluye cianobacterias, algas microscópicas 
(microalgas), macroalgas y macrófi tos.

Frústulo: Cubierta celular silícica de las diatomeas, for-
mada por dos valvas unidas por dos o más bandas 
pleurales.

Helófi tos: Plantas anfi bias con la parte inferior sumer-
gida en el agua.

Hidrófi tos: Plantas acuáticas en sentido estricto, es de-
cir, aquellas que completan su ciclo biológico cuando 
todas sus partes se encuentran sumergidas o fl otando 
en la superfi cie del agua.

Individuo: Término usado en el protocolo para referirse 
o bien a valvas o a frústulos intactos de las diato-
meas.

Macrófi tos: Plantas acuáticas visibles a simple vista, 
entre las que se encuentran plantas vasculares (cor-
mófi tos), briófi tos y macroalgas (algas caráceas y de 
otros grupos).

Microscopio de contraste de fases: Es un microsco-
pio óptico modifi cado con un condensador y objetivo 
especial que controlan la iluminación de forma que se 
ven contrastadas las sustancias de diferente grosor o 
densidad.

Objetivo Nomarski: Objetivo de contraste interferen-
cial que permite la observación de los objetos de la 
preparación microscópica con un cierto relieve.

Ocular micrométrico: Ocular del microscopio dotado 
de un sistema de medición, que permite obtener 
medidas absolutas de los objetos de la preparación. 
La relación entre cada división del micrométrico y el 
tamaño real del objeto dependerá del aumento del 
microscopio.

Perifi ton: Comunidad microbiótica que vive sobre sus-
tratos sumergidos de diferente naturaleza (sustratos 
duros, vegetación viva o muerta, etc.). 

Preparación microscópica: Porta-objetos y cubre-
objetos entre los que se monta la muestra de dia-
tomeas.

Sustrato artifi cial: Sustrato introducido en el río por 
un operador especialmente para la colonización de 
las diatomeas.

Taxón: Unidad taxonómica, por ejemplo familia, género 
o especie.

Valva: Componente estructural del frústulo de las dia-
tomeas.
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APÉNDICES

APÉNDICE 1. 
Hoja de campo para el muestreo de diatomeas 
bentónicas

APÉNDICE 2. 
Método de limpieza de diatomeas





RÍO:

CÓDIGO MASA  AGUA: LOCALIDAD:

TÉCNICO:

FECHA:

HORA:

ANCHO APROX. (m):
PROFUNDIDAD APROX. (cm):

CARACTERÍSTICAS HIDROMORFOLÓGICAS:
VELOCIDAD DE LA CORRIENTE: TIPO CAUCE:
MUY RÁPIDA RECTO
RÁPIDA CURVADO
LENTA SINUOSO
AGUA ESTANCADA MEANDRIFORME

ANASTOMOSADO
OTROS

VEGETACIÓN ACUÁTICA PORCENTAJE DE SOMBRA EN EL CAUCE:
AUSENTE
PRESENTE:

< 10% GRANDES CLAROS O EXPUESTO
10-50%
> 50%

TIPO DE SUBSTRATO (dominancia de): ESQUEMA DEL TRAMO:
ROCAS
ROCAS CON  PRESENCIA DE CANTOS RODADOS
CANTOS RODADOS CON ALGUNAS ROCAS
CANTOS RODADOS 
CANTOS RODADOS Y ARENA GRUESA
CANTOS RODADOS PEQUEÑOS Y ARENA FINA
ARENA GRUESA
ARENA FINA
LIMOS
MACRÓFITOS O ALGAS FILAMENTOSAS
OTROS:

CARACTERÍSTICAS FISICO-QUÍMICAS:
TRANSPARENCIA DEL AGUA fondo visible algo turbio

poco visible no visible

TEMPERATURA DEL AGUA (ºC): OXÍGENO DISUELTO:     mg/l
pH (unidades):     %sat
CONDUCTIVIDAD ( µS/cm):

USO DEL ENTORNO
agrícola ganadero industrial recreativo urbano servivios
ninguno

IMPACTOS
puente pantano azud aforo canal dique
áridos vertidos dragados otros: 

COMENTARIOS

HOJA DE CAMPO 
DIATOMEAS

Nº ESTACIÓN:

TIPO:

TOTALMENTE EN SOMBRA

UTM:

SOMBREADO CON VENTANAS





Existen diferentes métodos para limpiar diatomeas, 
todos ellos especifi cados en la literatura y perfectamente 
adecuados para los estudios de calidad del agua. A conti-
nuación se detalla el método recomendado.

MÉTODO CON PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 
CALIENTE
Aparatos:

•  Campana extractora o sistema equivalente.
•  Placa calefactora, baño de arena o baño de agua.
•  Vasos de precipitados o tubos de ebullición (uno 
por muestra).
•  Medios para medir volúmenes de 20 ml de agentes 
oxidantes.
•  Pipetas Pasteur limpias.
•  Centrifugadora (opcional).
•  Tubos de centrífuga. Estos tubos deberían ser re-
sistentes al ataque de agentes oxidantes o ácidos 
utilizados para limpiar las diatomeas.
Nota. Si no se dispone de centrifugadora, las muestras se pueden 

dejar sedimentar, después el sobrenadante se puede eliminar con 

cuidado.

Reactivos:
•  Solución de peróxido de hidrógeno(H2O2) al 30% 
(100 volúmenes).
•  Ácido clorhídrico diluido (p.ej. 1M) (HCl).

Método:
•  Homogenizar la muestra agitando y transferir entre 
5 ml y 10 ml de suspensión a un vaso de precipitados 
o a un tubo de ebullición.
•  Añadir aproximadamente 20 ml de peróxido de 
hidrógeno y calentar en una placa calefactora, baño 
de arena o baño de agua a aproximadamente 90 (± 
5)°C hasta que toda la materia orgánica se halla oxi-

dado (normalmente unas 3 horas). En las muestras 
de macrófi tos, los restos del material de las plantas, 
se pueden quitar después de 30 minutos. Se ha de ir 
con cuidado al añadir el peróxido de hidrógeno en las 
muestras ricas de materia orgánica y plantas acuáti-
cas, y también durante el proceso de calentamiento.
•  Quitar el vaso de precipitados o el tubo de ebulli-
ción del calor.
•  Añadir unas cuantas gotas de ácido clorhídrico para 
eliminar el carbonato cálcico.
•  Limpiar con agua destilada o desmineralizada.
•  Dejar enfriar en una campana de humos.
Nota: No es necesario añadir ácido clorhídrico si la 
muestra proviene de una región donde es improbable 
que se encuentren carbonatos presentes.
•  Transferir el contenido del vaso de precipitados o 
del tubo de ebullición a un tubo de centrífuga. Llenar 
hasta arriba con agua destilada o desmineralizada y 
centrifugar. (Ver nota para los detalles de centrifuga-
ción en el apartado 1.6.4.1).
•  Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet 
con agua destilada o desmineralizada y repetir la 
centrifugación.
•  El proceso de limpieza de debería de repetir como 
mínimo 3 veces, o hasta que todas las trazas de pe-
róxido de hidrógeno se hallan eliminado.
•  Cuando todas las trazas de peróxido de hidrógeno 
y ácido se hallan eliminado, resuspender el pellet de 
diatomeas en una pequeña cantidad de agua destilada 
o desmineralizada y lo transferimos a un vial limpio 
y pequeño.
•  Añadir unas gotas al 4% de formaldehído o etanol 
par prevenir el crecimiento de hongos.
•  La muestra, entonces, se puede almacenar de forma 
indefi nida.
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