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RESUMEN

Se presenta la validación de una metodología para la estimación del biovolumen a nivel 
de organización celular y filamentoso del fitoplancton en el embalse de Salto Grande. 
La relevancia de este trabajo radicó en su capacidad para generar datos confiables en 
el ámbito de la ecología, que respaldan decisiones críticas en la gestión ambiental, a 
la vez que se alinean con las normativas internacionales y locales sobre el monitoreo 
de la calidad del agua. Se realizó un esfuerzo por integrar el aseguramiento de la 
calidad metodológica y la investigación ecológica y sanitaria, coincidiendo con criterios 
establecidos en normativas como la European Commission (2000) y la Norma UNE 
14996:2007 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2007), las cuales 
contribuyen a una adecuada gestión de los recursos hídricos. El objetivo principal de este 
estudio radicó en la valoración precisa de los riesgos ecológicos y sanitarios relacionados 
con los organismos formadores de floraciones identificados en el embalse que impactan 
en el uso de las áreas recreativas. Los resultados indican que el método analítico validado 
presenta un alto grado de reproducibilidad y precisión, ambos con valores menores al 
10 %, características esenciales para cualquier técnica que aspire a ser utilizada en el 
monitoreo ambiental.
Palabras clave: monitoreo de rutina, normativa, indicador ecológico, cianobacterias.
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ABSTRACT

This work presents the validation of a methodology for estimating the biovolume at 
the cellular and filamentous organization level of phytoplankton in the Salto Grande 
reservoir. The relevance of this study lies in its ability to generate reliable data in the field 
of ecology, supporting critical decisions in environmental management, while aligning 
with international and local regulations on water quality monitoring. An effort was 
made to integrate methodological quality assurance with ecological and health research, 
coinciding with criteria established by regulations such as the European Commission 
(2000) and the UNE 14996:2007 standard (Asociación Española de Normalización y 
Certificación, 2007), which contribute to the proper management of water resources. 
The main objective of this study was to accurately assess the ecological and health risks 
associated with bloom-forming organisms identified in the reservoir that impact the use 
of recreational areas. The results indicate that the validated analytical method presents 
a high degree of reproducibility and precision, both with values less than 10 %, essential 
characteristics for any technique aspiring to be used in environmental monitoring.
Keywords: routine monitoring, regulations, ecological indicator, cyanobacteria.

RESUMO

Apresenta-se a validação da metodologia para a estimativa do biovolume a nível de 
organização celular e filamentosa de fitoplâncton no reservatório de Salto Grande. A 
relevância deste trabalho reside na sua capacidade de gerar dados confiáveis no âmbito 
da ecologia, que apoiam decisões críticas na gestão ambiental, ao mesmo tempo em 
que se alinham com as normativas internacionais e locais sobre o monitoramento da 
qualidade da água. Foi realizado um esforço para integrar a garantia da qualidade 
metodológica e a pesquisa ecológica e sanitária, coincidindo com critérios estabelecidos 
por normativas como a European Commission (2000) e a Norma UNE 14996:2007 
(Asociación Española de Normalización y Certificación, 2007), as quais contribuem 
para uma adequada gestão dos recursos hídricos. O objetivo principal deste estudo 
foi a avaliação precisa dos riscos ecológicos e sanitários relacionados aos organismos 
formadores de florações identificados no reservatório, que impactam o uso das áreas 
recreativas. Os resultados indicam que o método analítico validado apresenta alto grau 
de reprodutibilidade e precisão, ambos com valores inferiores a 10 %, características 
essenciais para qualquer técnica que aspire a ser utilizada no monitoramento ambiental.
Palavras-chave: monitoramento de rotina, normativa, indicador ecológico, cianobactérias.

INTRODUCCIÓN

La validación de métodos analíticos es un proceso crucial para asegurar que un sistema 
de medición en un laboratorio cumpla con los requisitos establecidos para su uso previsto. 
Según la Norma ISO 17025:2017 (International Organization for Standarization, 2017a), 
apartado 3, incisos 3.8 y 3.9, la validación implica la “aportación de evidencia objetiva de 
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que un ítem dado satisface los requisitos especificados, cuando los requisitos especificados 
son adecuados para su uso previsto”. Este proceso no se limita al método en sí, sino que 
abarca la capacidad del sistema analítico completo del laboratorio para reproducir un 
proceso de medición de manera consistente, siguiendo un protocolo de ensayo detallado. 
Es, en esencia, la confirmación de la aptitud de un método antes de autorizar su uso en 
el laboratorio, como se menciona en las Directrices para la Acreditación de Laboratorios 
Ambientales (Red de Laboratorios Ambientales del Uruguay et al., 2009). 

En el ámbito de la ecología, la importancia de contar con datos confiables y verificables 
es cada vez más reconocida, especialmente en el contexto de la actualización de criterios 
guía y legislación internacional, los cuales establecen niveles de alerta asociados a una 
gestión del riesgo ante floraciones de cianobacterias, factores claves para una adecuada 
vigilancia sanitaria en áreas recreativas y en el monitoreo de la calidad del agua para 
consumo (European Commission, 2000; Chorus y Welker, 2021; Argentina - Uruguay. 
Comisión Administradora del Río Uruguay, 2019). Es por esta razón que los datos ecológicos 
obtenidos a partir de programas de monitoreo de la calidad del agua en diversos cuerpos de 
agua deben ser precisos y estar respaldados por metodologías validadas.

En este sentido, se realizó una búsqueda de normas nacionales e internacionales 
enfocadas en lineamientos sobre el aseguramiento de la calidad, específicamente de 
las evaluaciones biológicas y ecológicas. Si bien existen en la región normativas que 
establecen criterios de calidad de agua, estas no especifican directrices para la validación 
de metodologías en la determinación de la estimación del biovolumen del fitoplancton. 
Al respecto, los principios de aseguramiento de la calidad recogidos en la Norma UNE 
14996:2007 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2007) son aplicables 
a todas las organizaciones que producen datos de tipo ecológicos y a todos los trabajos 
de campo y de laboratorio. La norma proporciona directrices detalladas para el diseño 
de estudios, muestreo, análisis, validación de resultados, manejo de la incertidumbre y la 
interpretación de informes. Estas directrices aseguran que las evaluaciones sean precisas, 
reproducibles y representativas del estado del medio ambiente acuático. Por esta razón 
la aplicación de la Norma UNE-EN 14996:2007 (Asociación Española de Normalización y 
Certificación, 2007) en Argentina y Uruguay es novedosa, ya que introduce un enfoque 
específico y detallado, mejorando significativamente la precisión y consistencia de los 
monitoreos ambientales en la región, dado que proporciona una guía clara y estructurada 
para llevar a cabo estas evaluaciones. 

El fitoplancton es un indicador clave de la calidad del agua y es uno de los elementos 
más utilizados para evaluar el estado ecológico de las aguas superficiales (European 
Commission, 2000). En la actualidad, las autoridades encargadas del monitoreo rutinario 
de sistemas acuáticos a nivel mundial emplean diversos parámetros del fitoplancton, 
como la composición, abundancia, biomasa y recurrencia de floraciones, para evaluar la 
calidad del agua (Ren et al., 2017). Sin embargo, las técnicas convencionales para estimar 
la biomasa, como la medición de la concentración de clorofila a o el recuento de células 
mediante el método Uthermöl (Edler y Elbrächter, 2010; Chorus y Welker, 2021), presentan 
limitaciones significativas. Estas técnicas no capturan la diversidad de tamaños celulares 
y niveles de organización presentes en las comunidades naturales de fitoplancton, lo que 
puede llevar a estimaciones erróneas de la biomasa.
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La técnica de biovolumen ha emergido como una de las metodologías más adecuadas 
y ampliamente utilizadas en estudios de ecología acuática (Hillebrand et al., 2015; 
Saccà, 2017; Aguilera et al., 2023; Bonilla y O’Farrell, 2023), especialmente para evaluar 
riesgos asociados a algas y cianobacterias que pueden contener metabolitos nocivos 
o tóxicos. Esta técnica, que sigue las directrices de la Organización Mundial de la Salud 
y regulaciones como la UNE-EN 16695:2016 (Asociación Española de Normalización y 
Certificación, 2016), consiste en medir el volumen individual de cada célula o colonia de 
algas y convertirlo en biomasa mediante un factor específico para cada especie. El uso 
de formas geométricas estandarizadas y la aplicación de fórmulas adecuadas mejora la 
comparabilidad de los datos de fitoplancton y representa un avance significativo hacia la 
implementación de medidas de aseguramiento de la calidad en el análisis del fitoplancton.

En este trabajo se evaluó un método analítico validado para estimar el biovolumen 
de fitoplancton, a fin de de valorar con precisión los riesgos ecológicos en el embalse 
de Salto Grande, con el objetivo específico de disponer de una mejor variable para 
identificar el riesgo asociado a la proliferación de cianobacterias de reconocida toxicidad 
e incorporar su uso en los monitoreos de rutina de la región. Según la Organización 
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2020), las normativas para aguas 
recreativas establecen tres niveles de alerta basados en la concentración de clorofila a, el 
biovolumen de cianobacterias y los niveles de cianotoxinas. Comprender estos factores 
es clave para una adecuada gestión de los recursos acuáticos y para realizar análisis 
de riesgo, especialmente en situaciones donde se desarrollan grandes floraciones o 
acumulaciones de cianobacterias. Esto permite tomar decisiones informadas en el estudio 
de la biomasa del fitoplancton en el embalse de Salto Grande y contribuye a la gestión 
sostenible de estos ecosistemas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Área de Estudio

El presente trabajo se realizó en el embalse de Salto Grande, cuerpo de agua ubicado 
en el cauce principal del bajo río Uruguay (29°43′ a 31°12′S; 57°06′ a 57°55′W; Figura 1) 
en áreas próximas a la represa binacional de Salto Grande, a pocos kilómetros al norte 
de las ciudades de Concordia (Argentina) y Salto (Uruguay). Es un gran embalse tipo río 
subtropical, que se caracteriza por su forma alargada y su conexión directa con el cauce 
fluvial del río Uruguay, lo que influye en su dinámica hídrica y ecosistemas acuáticos 
asociados. Tiene una superficie de 750 km2, con su eje mayor en dirección NS de 144 km 
de longitud, una profundidad media de 6,4 m y profundidad máxima de 35 m, y un tiempo 
medio de retención de 11,3 días (Chalar, 2006; O’Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017). 

Los aportes del río Uruguay en este tramo presentan un período de aguas altas de 
abril a noviembre y una fase de aguas bajas en el verano, entre diciembre y marzo. El 
embalse es polimíctico, con estratificación en condiciones de descarga baja del río. Es 
considerado un sistema cálido tropical por su temperatura media anual mayor a 15 ℃ y 
su temperatura mínima superior a 10 ℃ (Salas y Martino, 1990) y vientos predominantes 
del NE y SO con promedios anuales de 7 y 14 kmh-1 respectivamente. La descarga media 
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anual de agua es de unos 5.000 m3 s -1, con registros mínimos y máximos de 434 y 29730 
m3 s -1 respectivamente (Bordet et al., 2017). Se presenta como un ambiente dendrítico 
con múltiples brazos, con dos subunidades diferenciadas. Una zona central que abarca 
el 70 % de la superficie total y cinco brazos laterales con características distintas. Es 
un cuerpo de agua eutrófico (O’Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017) y en cuanto al 
fitoplancton, las cianobacterias de identificada toxicidad dominan principalmente en los 
sitios brazos (arroyos laterales del embalse), representados por especies de Microcystis sp. 
y Dolichospermum sp. En el cauce principal, con un aporte significativo en la abundancia, 
se encuentran presentes especies de las clases diatomeas, algas verdes, dinoflagelados 
(Quirós y Luchini, 1983; De León y Charlar, 2003; Bordet et al., 2017). Este sistema tiene 
múltiples propósitos: producción de energía, agua potable y actividades recreativas, estas 
últimas afectadas recurrentemente por floraciones de cianobacterias.
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Figura 1. Mapa del Embalse Salto Grande y ubicación de los sitios de muestreo en el río 
Uruguay, aguas debajo de la presa. 
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Diseño de muestreo

Las muestras analizadas se obtuvieron del programa de monitoreo sobre la calidad 
ambiental del embalse que la Comisión Técnica Mixta de Salto Grande desarrolla desde 
el 2007 dentro de su Plan de Sustentabilidad Ambiental. Dicho programa tiene un enfoque 
ecológico y sanitario vinculado con las floraciones algales, con énfasis en cianobacterias 
en el embalse de Salto Grande. 

Se procesaron 104 muestras de agua de superficie de acuerdo con las directrices 
de la Norma UNE 15204:2006 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2006) 
en su apartado 6; distribuidas en 17 sitios, comprendidos en sitios tipo litoral (playa) 
y canal (cauce principal y tributarios), en el eje NS y EO, desde la cabecera del embalse 
próximo a las ciudades de Monte Caseros (Argentina) y Bella Unión (Uruguay) y a unos 
2000 m aguas abajo de la represa, en el río Uruguay (ver Figura 1). Las muestras se 
tomaron con una frecuencia semanal en época cálida (estival) y mensual en época fría 
(invernal), durante el periodo 2021-2023. 

Para el registro de las condiciones en las que se realizó el estudio, se determinaron 
in situ variables fisicoquímicas mediante sonda multiparamétrica YSI DSPro en los 
sitios de muestreo, con su correspondiente geolocalización. Los datos hidrológicos 
y meteorológicos fueron proporcionados por el Área de Hidrología de la Comisión Técnica 
Mixta de Salto Grande.

Equipos 

Para el análisis de rutina del fitoplancton y las mediciones del volumen celular 
y filamentoso se empleó un microscopio óptico invertido Nikon Eclipse TS100. 
Los aumentos utilizados en la validación fueron: 40x,100x, 400x, 600x; una cámara 
LANE optical technologies y el software Pixit Pro.A y Micrometric SE Premium 4, el 
cual se calibró mediante portaobjetos micrómetro de calibración y micrómetro ocular 
(Cabrera et al., 2008). Se emplearon cámaras de sedimentación de Utermöhl según 
la Norma 15204:2006 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2006) en 
su apartado 5 y, material in vivo fijado con Lugol, de los diferentes sitios del embalse. 

Taxonomía, identificación y mediciones

Por el interés de vigilancia sanitaria ante la producción de cianotoxinas en el embalse 
de Salto Grande, la identificación para cianobacterias se realizó a nivel de especies, 
considerando la presencia, forma y tamaño de atributos morfológicos siguiendo 
a Komárek y Anagnostidis (1999; 2005) y Komárek (2013). La identificación taxonómica 
de C. furcoides, especie formadora de floraciones en el embalse, se llevó a cabo según 
las descripciones de Calado y Larsen (1997) y Popovský y Pfiester (1990). Para el resto 
de los individuos observados se llegó a nivel de género siguiendo el criterio de Bourrelly 
(1966, 1968, 1970); Parra y Bicudo (1995). Una submuestra de especímenes de las muestras 
y registro fotográfico fueron conservados y permanecen en el laboratorio de Química 
Ambiental (QA), para referencia de los analistas y como archivos para estudios posteriores.
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Las estimaciones del biovolumen se realizaron a nivel celular, filamentoso y colonial, 
y para dichos cálculos se trabajó con 9 formas geométricas descritas por la Norma UNE-
EN 16695:2016 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2016) en su Anexo 
A, de acuerdo con cada taxón (esfera, esferoide, cilindro, cilindro elíptico, prisma rómbico, 
esferoide alargado, huso, elipsoide y diámetro de la cintura para Ceratium) (Ver Tabla 1). 
Cuando una figura geométrica asignada no se ajustó al volumen efectivo, el resultado 
se multiplicó por un “factor de corrección” de la forma geométrica para estimar de 
modo preciso el volumen, en base a un listado de taxones establecidos con las formas 
geométricas, factor de corrección y factor de dimensión oculta (Napiórkowska-Krzebietke 
y Kobos, 2016; Asociación Española de Normalización y Certificación, 2016).

taBla 1. Asignación según la taxa del nivel de organización, la forma geométrica 
y su fórmula correspondiente para el cálculo de medidas lineales requeridas y cálculo 
del volumen. 

Taxón de fitoplancton Nivel de organización Forma geométrica Fórmula 

1· Cyanobacteria      

Microcystis aeruginosa Célula Esfera V = π/6 · d3

Microcystis wesenbergii Célula Esfera V = π/6 · d3

Dolichospermum spiroides Célula Esfera V = π/6 · d3

Dolichospermum circinale Célula Esfera V = π/6 · d3

Dolichospermum planctonicum Célula Esferoide V = π/6 · d2 · h

Aphanocapsa sp. Célula Esfera V = π/6 · d3

Merismopedia sp. Célula Esfera V = π/6 · d3

Pseudanabaena sp. Célula Cilindro V = π/4 · d2 · h

Oscillatorialles, no definida Filamento Cilindro V = π/4 · d2 · h

Raphidiopsis sp. Filamento Cilindro V = π/4 · d2 · h

2· Bacillariophyceae      

Aulacoseira granulata Célula Cilindro V = π/4 · d2 · h

Aulacoseira granulata var. 
angustissima Célula Cilindro V = π/4 · d2 · h

Melosira sp. Célula Cilindro V = π/4 · d2 · h

Surirella sp. Célula Cilindro elíptico FO1 V = π /4 · d1 · d2 · h

Synedra sp. Célula Cilindro elíptico FO2 V = π /4 · d1 · d2 · h 

Gyrosigma sp. Célula Cilindro elíptico FO3 V = π /4 · d1 · d2 · h 

Nitzschia sp. (varias) Célula Prisma rómbico FC, FO4 V = 1/2 · d1 · d2 · h 
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Taxón de fitoplancton Nivel de organización Forma geométrica Fórmula 

3· Chlorophyceae      

Chlamydomonas sp. Célula Esfera V = π/6 · d3

Pandoria sp. Célula Esferoide alargado V = π/6 · d2 · h

Eudorina sp. Célula Esfera V = π/6 · d3

Cosmarium sp. Célula Elipsoide FO4 V = π /6 · d1 · d2 · h

Closterium sp. Célula Huso V = 2/15 · π · d2 · h 

Scenedesmus sp. Célula Esferoide V = π /6 · d2 · h

Actinastrum sp. Célula Huso V = 2/15 · π · d2 · h

Desmodesmus sp. Célula Esferoide V = π /6 · d2 · h

Spirogyra sp. Célula Cilindro V = π/4 · d2 · h

4· Dinophyceae      

Ceratium sp. Célula Diámetro de la 
cintura V = x · dy

Peridinium sp. Célula Esfera V = π/6 · d3

5· Euglenophyceae      

Euglena sp. Célula Elipsoide FO5 V = π/6 · d1 · d2 · h

6· Cryptophyceae      

Cryptomonas sp. Célula Elipsoide FO5 V = π/6 · d1 · d2 · h

7· Chrysophyceae      

Dinobryon sp. Célula Esferoide V = π/6 · d2 · h

FC: factor de corrección de forma geométrica (por 1,15).

FO: factor de dimensión oculta 1: h = 0,89 x d2; 2: h = 1,00 x d2; 3: h = 0,50 x d2; 4: d2 = 0,60 x d1; 5: 
d2 = 0,80 x d1.

Las dimensiones (diámetro y altura) requeridas de las formas geométricas 
relevantes se midieron para cada taxón identificado, en base a las medianas de las 
medidas. En aquellos organismos que se determinó esfera como forma geométrica, 
no se realizaron mediciones en estado de división celular. En base a la variabilidad de 
las muestras analizadas, en los organismos formadores de colonias se midieron varias 
células de una misma colonia y de varias colonias de diferentes muestras, siendo un 
promedio de 13 células por taxón en aquellos muestreos donde estuvieron presentes. 
En las filamentosas (Raphidiopsis spp. y Oscillatoriales spp.) se midió un promedio 
de 10 fragmentos de filamentos de una longitud fija (100µm) en cada muestreo. 
En Dolichospermum spp., se midieron en promedio 15 células por filamento y de varios 
filamentos de diferentes muestras según la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociación 
Española de Normalización y Certificación, 2016), en su apartado 6.4 y 6.3.
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Características de funcionamiento del método

Se seleccionaron para la validación del método los siguientes parámetros de 
funcionamiento: límite de detección cuantitativo y óptico, repetibilidad (error estándar 
e intervalos de confianza), reproducibilidad e incertidumbre estándar de la medición.

En relación con el límite de detección cuantitativo y el límite de detección óptico, 
fueron calculados mediante los criterios establecidos en la Norma UNE-EN 15204:2006 
(Asociación Española de Normalización y Certificación, 2006) en su apartado 7.3.2.3. 
El límite de detección se determinó mediante estadísticas de Poisson, calculándolo 
a partir del número de determinaciones con probabilidad de P = 0,95 (-In 0,05) para 
cada volumen de cámara de sedimentación. Siendo el valor más restrictivo alcanzado 
para la cámara de 25 ml, en donde se obtiene la mínima unidad de medida cuantificable 
igual a 1 cel-individuo/ml. A partir de este valor de 1 cel-individuo/ml y en función 
de cada forma geométrica se realizó el cálculo del biovolumen para las diferentes 
taxas estudiadas, ningún valor de biovolumen calculado por la mínima medida de 
cuantificación superó 1 mm3/L. A su vez se corrobora el valor de 1 mm3/L como menor 
valor de referencia establecido en la Organización Mundial de la Salud (Chorus y Welker, 
2021), para los niveles de vigilancia sanitaria, por lo que el valor obtenido del 1 mm3/L 
como límite de cuantificación es apto para el uso normativo. 

Para el estudio de repetibilidad se realizó el cálculo de error estándar y límites de 
confianza (con un intervalo de confianza de un 95 %) para cada taxa identificada, basados 
en la definición del grado de cercanía entre los resultados obtenidos en sus sucesivas 
mediciones realizadas en las mismas condiciones de medidas como lo establece la 
Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 2016) 
en su apartado 6.3. 

La reproducibilidad se obtuvo mediante la precisión intermedia, concepto que refiere 
a la variabilidad observada en un conjunto de mediciones realizadas dentro de un mismo 
laboratorio, pero bajo condiciones ligeramente diferentes, como pueden ser distintos 
días, diferentes operadores, diferentes equipos o variaciones ambientales.

Desde una perspectiva metrológica y estadística, la precisión intermedia integra dos 
componentes clave: la repetibilidad (o repetitividad) y la reproducibilidad. La repetibilidad 
(Sr) se refiere a la variabilidad entre mediciones obtenidas por el mismo operador bajo 
condiciones constantes, mientras que la reproducibilidad (SRw) refleja la variabilidad 
entre mediciones realizadas por diferentes operadores o en diferentes condiciones. 
La precisión intermedia se calculó a través de la siguiente ecuación:

Si = (Sr 2 + SRw 2)

Donde:
Si es la precisión intermedia.
Sr es la desviación estándar de la repetibilidad, calculada a partir de la variabilidad 

de las mediciones realizadas repetidamente por un solo operador en condiciones 
controladas.
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SRw es la desviación estándar de la reproducibilidad, calculada a partir de la 
variabilidad de las mediciones realizadas por diferentes operadores o en condiciones 
variadas de equipos o tiempos.

Este parámetro es crucial para evaluar la confiabilidad de un método de medición 
en situaciones reales, ya que proporciona una estimación de la variabilidad que 
puede esperarse cuando se utiliza el mismo procedimiento en condiciones que no son 
completamente constantes. En este estudio, la precisión intermedia se evaluó a través 
de la realización de mediciones con dos analistas en distintas condiciones de medida, 
tales como diferentes tiempos, localizaciones, instrumentos y software, con un total de 
36 mediciones por analista. La variabilidad observada en estos estudios permite inferir 
la robustez y confiabilidad del método de medición en condiciones reales y variadas 
(Magnusson et al., 2017).

El criterio de aceptación no se encuentra establecido en la Norma UNE-EN 16695:2016 
(Asociación Española de Normalización y Certificación, 2016), no establece el criterio de 
aceptación para la reproducibilidad, por lo que en este trabajo nos basamos en Lund et al. 
(1958), que establece para un nivel de significancia del 95 % un valor inferior al 20 %.

La estimación de la incertidumbre estándar técnica de la medida en µm (micrómetro), 
se analizó utilizando la componente del límite de la reproducibilidad intralaboratorio 
según la definición expresada en la Norma ISO 3534-2:2006 (International Organization 
for Standarization, 2006) apartado 3.3.10 y 3.3.11, para dos taxa dominantes y de 
interés en el monitoreo de vigilancia sanitaria del embalse por su identificada toxicidad 
(Microcystis aeruginosa y Dolichospermum sp.). Por un lado, se realizó la prueba de 
análisis de varianza (ANOVA) para conocer el comportamiento de distribución de los 
datos obtenidos, como el de homocedasticidad, estableciendo como fuentes de variación 
los siguientes factores: analistas, periodo de tiempo, equipos, abundancia y sitios de 
estudios, como lo establece la Norma ISO 5725-3:2023 (International Organization for 
Standarization, 2023) en su apartado 6.2.2. 

El límite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de acuerdo a lo definido 
en la Norma 5725-6:1994 (International Organization for Standarization, 1994), apartado 
4; de la siguiente forma: R = t * √2 * σR, en donde t es el valor de Student de dos colas 
con ѵ (grados de libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa 
y, ѵ = 52 para Dolichospermum sp.; con un nivel de confianza del 95 % y la desviación 
estándar relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad (σR) para Microcystis 
aeruginosa y Dolichospermum sp. Por otro lado, la incertidumbre expandida U fue 
calculada como el múltiplo de la reproducibilidad por un factor de cobertura K = 2, con 
un nivel del 95 % de confianza de acuerdo a lo establecido en la Norma ISO 21748:2017 
(International Organization for Standarization, 2017b), en su apartado 6.1 y 6.2.

RESULTADOS

Composición taxonómica 

Una vez establecida la metodología, se presentan los resultados sobre los taxones de 
fitoplancton. Se determinaron 31 taxa de organismos fitoplanctónicos, identificados en 
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muestras del embalse de Salto Grande; de los cuales 10 pertenecen a Cyanobacteria, 
7 a Bacillariophyceae, 9 a Chlorophyceae, 2 a Dinophyceae, 1 a Euglenophyceae, 1 a 
Cryptophyceae y 1 a Chrysophyceae. 

10 um 10 um

Figura 2. Imágenes de algunos organismos del fitoplancton formadores de floraciones en 
el embalse de Salto Grande. Microcysistis wesenbergii (10x), Dolichospermum circinale (10x); 
Aulacoseira granulata (10x) y Ceratium furcoides (10x).

Parámetros de desempeño

Con respecto a los parámetros de desempeño, el límite de detección cuantitativo 
calculado fue de 1 mm3/L para todas las taxa y el límite óptico, de 2 µm.

El error estándar calculado para los 31 taxones medidos estuvo por debajo del valor 
del 10 %, en un 87 % (n: 27) y un 13 % (n: 4) igual o mayor a un error estándar de 15 %, 
con un máximo de 16,1 %. Estos resultados se encuentran asociados a la medición de la 
cantidad células/individuos, su variabilidad de tamaño, y su frecuencia en el ambiente. A 
su vez se calcularon los respectivos intervalos de confianza para los 31 taxones, con un 
nivel de probabilidad del 95 %, (p: 0,05) (Tabla 2).
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taBla 2. Resultados promedio de la estimación de la biomasa, expresados en unidades 
de volumen celular (µm3) obtenidos para cada taxón, error estándar porcentual según la 
Norma (≤10 %), cantidad de células/individuos medidos (n) e intervalo de confianza.

Taxón 
de fitoplancton d h Volumen 

promedio (µm3)
σrel 
(%) n XI XU

1· Cyanobacteria              

Microcystis 
aeruginosa 5,4   93,0 5,6 120,0 82,9 103,2

Microcystis 
wesenbergii 6,0   115,8 5,6 12,0 103,1 128,6

Dolichospermum 
spiroides 7,9   264,6 3,3 103,0 247,7 281,5

Dolichospermum 
circinale 9,4   494,5 5,4 109,0 442,1 547,0

Dolichospermum 
planctonicum 8,1 11,1 387,3 3,4 131,0 361,5 413,1

Aphanocapsa sp. 3,0   14,26 9,6 13,0 11,58 16,9

Merismopedia sp. 3,1   16,06 1,9 20,0 15,5 16,7

Oscillatorialles, no 
definida 6,0 100,0 3194,62 / 100 

µm fil 10,2 40,0 2554,8 3834,5

Pseudanabaena sp. 1,7 2,4 5,50 5,4 30,0 4,9 6,1

Raphidiopsis sp. 3,0 100,0 759,71 / 100 µm fil 9,1 30,0 624,0 895,4

2· Bacillariophyceae              

Aulacoseira granulata 9,1 35,9 2503,1 5,4 61,0 2492,5 2766,8

Aulacoseira granulata 
var. angustissima 5,3 30,5 666,7 5,2 25,0 656,5 735,0

Melosira sp. 19,6 20,7 6515,7 5,4 53,0 6505,0 7206,9

Surirella sp. d1: 116,46 d2: 45,93 40,9 186264,4 15,4 10,0 186234,2 242546,9

Synedra sp. d1: 273,6 d2: 8,4 8,4 17383,3 10,0 26,0 17637,7 21993,2

Gyrosigma sp. d1: 102,5 d2: 14,3 14,3 16476,4 6,48 9,0 16463,73 18570,4

Nitzschia sp. (varias) d1: 132,5 d2: 8,4 4,2 2683,6 8,0 29 2667,90 3105,4

3· Chlorophyceae              

Chlamydomonas sp. 9,2   450,51 16,1 17,0 307,9 592,9

Pandoria sp. 12,7 14,0 1263,86 7,8 24,0 1071,8 1455,9

Eudorina sp. 5,5   153,92 10,0 16,0 109,8 198,1

Cosmarium sp. d1: 50,0 d2: 30,0 56,9 47437,06 8,0 17,0 40018,6 54855,6
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Taxón 
de fitoplancton d h Volumen 

promedio (µm3)
σrel 
(%) n XI XU

Closterium sp. 2,5 61,5 176,67 15,6 11,0 122,78 230,6

Scenedesmus sp. 6,2 26,5 609,58 10,2 28,0 460,7 758,5

Actinastrum sp. 2,91 37,9 133,09 6,8 12,0 115,5 150,7

Desmodesmus sp. 6,0 16,3 362,65 10,0 28,0 262,5 462,8

Spirogyra sp. 16,6 264,0 52810,82 15,0 3,0 327244,1 68377,6

4· Dinophyceae              

Ceratium sp. 48,3   37289,47 6,3 36,0 32682,4 41896,6

Peridinium sp. 21,5   5175,84 8,2 6,0 4345,2 6006,5

5· Euglenophyceae              

Euglena sp. d1: 10,4 d2: 8,3 46,8 2151,2 7,3 13,0 1843,6 2458,9

6· Cryptophyceae              

Cryptomonas sp. d1: 12,93 d2: 10,35 27,2 2183,94 10,5 27,0 1729,1 2638,8

7· Chrysophyceae              

Dinobryon sp. 5,6 11,7 202,64 9,8 24,0 163,6 241,7

d: mediana de los diámetros medidos en los “n”, respectivos de cada taxón.
h: mediana de las alturas medidas en los “n”, respectivo de cada taxón. 
σrel (%): error estándar porcentual. 

n: número de cel/individuos medidas correspondientes al taxón.
xi: límite inferior del intervalo de confianza al 95 %.
xu: límite superior del intervalo de confianza al 95 %.

El cálculo del parámetro reproducibilidad experimental del método fue del 10 % con 
una cantidad de 72 medidas, en condiciones diferentes de análisis.

El valor calculado de la estimación de incertidumbre intralaboratorio para el rango 
de las medidas en µm del diámetro celular para Microcystis aeruginosa fue de 12 % y para 
Dolichospermum sp., del 8 % (Tabla 3). 
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taBla 3. Resumen de los resultados de la estimación de la incertidumbre a partir del 
límite de la reproducibilidad intralabortatorio.

Taxón de 
Cianobacterias

Cantidad de 
determinaciones

Grados 
de libertad

t de 
Students

Desviación 
estándar 
relativa 

(% )

Limite de 
Reproducibilidad 

* (%)

Incertidumbre 
Expandida 

** (%)

n v t ơR R U

Dolichospermum sp 53 52 2,0066 1,47 4,16 8

Microcystis 
aeruginosa 31 30 2,0423 2,11 6,09 12

(*) El límite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de la siguiente forma: 
R = t*√ 2*σR, en donde t es el valor de Student de dos colas con ѵ (grados de 

libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa y ѵ = 52 para 
Dolichospermum sp., con un nivel de confianza del 95 %; y σR es la desviación estándar 
relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad para Microcystis aeruginosa y 
Dolichospermum sp.

(**) Incertidumbre expandida U: intervalo de incertidumbre se encuentra 
representado por un factor de cobertura K = 2, con un nivel del 95 % de confianza.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron validar y establecer los parámetros 
de desempeño del método de estimación de biovolumen de fitoplancton desarrollado 
en el laboratorio, contribuyendo al control y precisión del proceso metodológico, 
incorporando el aseguramiento de la calidad en la estimación de la variable biovolumen. 

Se trata de la primera vez que se utiliza una norma como la UNE 14996:2007 
(Asociación Española de Normalización y Certificación, 2007) para verificar la calidad de 
los datos ecológicos obtenidos del medio ambiente acuático en la gestión ambiental 
del embalse, la cual está diseñada para completar aquellas que indican directrices 
generales sobre el aseguramiento de la calidad como la Norma ISO 17025:2017 
(International Organization for Standarization, 2017a). Con este método validado se 
logra disponer de la mejor variable para lograr de forma estandarizada y ágil un método 
que ha mostrado ser óptimo para el análisis cuantitativo del fitoplancton en el embalse, 
siendo útil en diferentes ámbitos: monitoreo de la calidad del agua (Hoehn et al., 1998), 
estudios ecológicos funcionales (Reynolds et al., 2002) y clasificación y modelización 
de ecosistemas como lo menciona la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociación Española 
de Normalización y Certificación, 2016) en su apartado 0 (Introducción). Además, su 
aplicación en la identificación de floraciones de cianobacterias y su toxicidad resulta clave 
para la vigilancia sanitaria (Bonilla y O’Farrell, 2023), porque es la variable que mejor 
refleja la contribución de las cianobacterias a la biomasa del fitoplacnton, considerando 
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especialmente que estas son la clase dominante del fitoplancton en el embalse durante 
épocas cálidas con reconocida toxicidad (Chalar et al., 2002; Bordet et al., 2017). 

La incorporación de biovolumen como indicador ecológico, estimado mediante 
metodología basada en las especificaciones de la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociación 
Española de Normalización y Certificación, 2016), facilita una evaluación precisa y 
reproducible del estado ecológico del sistema acuático y, es una mejora significativa 
frente a mediciones tradicionales en monitoreos de rutina de empresas potabilizadoras 
y organismos de control de la calidad del agua para uso recreativo (clorofila a, o 
densidad de organismos o células), que podrían subestimar la diversidad y biomasa del 
fitoplancton. Este enfoque refuerza la importancia del esfuerzo en integrar el uso de 
estimaciones de biovolumen propias (a distintos niveles de organización y objetivos), 
evitando la extrapolación de datos de otros ecosistemas que podría introducir sesgos en 
la evaluación de la biomasa (Olenina et al., 2006); influyendo en la alerta temprana sobre 
los riesgos sanitarios asociados. 

Por esta razón, la incorporación de la medida de la incertidumbre, según lo propuesto 
por la Norma UNE 14996:2007 (Asociación Española de Normalización y Certificación, 
2007) en su apartado 10, asegura que los resultados sean consistentes y comparables 
internacionalmente respecto a valores guías de la calidad del agua. 

La estimación de la incertidumbre intralaboratorio desarrollada en este trabajo 
persiguió conocer la validez de las mediciones realizadas y la estimación de incertidumbre 
según la significación estadística de los resultados. Si bien fue calculada a partir del límite 
de la reproducibilidad, factor que nos brinda información sobre la precisión intermedia 
de la metodología de medida; es de gran aporte para garantizar la calidad de los datos 
generados, sobre todo cuando se carece de ensayos de interlaboratorios accesibles y 
desarrollados en la región.

La estrategia de trabajar integrando las medidas a nivel de especies y géneros fue 
adoptada en función de los recursos disponibles (habilidades técnicas avanzadas, costos y 
tiempo del análisis), y el contexto ecológico del embalse (recurrentes floraciones estivales 
de cianobacterias, y multiples usos). Dentro de este enfoque balanceado, combinando 
ambos niveles de identificación, se obtuvieron detalles específicos como una comprensión 
general de las comunidades de fitoplancton en la gestión. 

El análisis basado en biovolumen identificó tres grupos algales principales: 
Cyanophyta, Chlorophyta y Bacillariophyceae, que representaron aproximadamente el 
100 % de la biomasa en la mayoría de las muestras. Esto es consistente con registros 
históricos del embalse tanto en el cauce principal, los brazos, como en distintas 
estaciones (estival e invernal) y profundidades (Chalar et al., 1993; De León y Chalar, 2003; 
Bordet, 2004; O’Farrell et al., 2012; Izaguirre et al., 2018; Bordet et al., 2017) y comparable 
con estudios de otros lagos donde el biovolumen es un indicador clave para la gestión 
ambiental (Canfield et al., 2019). 

Para los taxones de cianobacterias de importancia sanitaria por su producción de 
toxinas, como Microcystis aeruginosa y Dolichospermum spp., los volúmenes celulares 
obtenidos se alinean con valores reportados previamente (Bonilla y O’Farrell, 2023; 
Chorus y Welker, 2021), con ligeras variaciones que reflejan las condiciones específicas 
del embalse. De manera similar, en Bacillariophyceae, Aulacoseira granulata mostró 
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volúmenes celulares con alta precisión (±5,3 %) y resultados superiores a los reportados 
en otros estudios (Olenina et al., 2006; Reyes Motavita et al., 2023).

Además, se registró una presencia de Dinophyceae en las estaciones de muestreo 
del embalse. El caso de Ceratium furcoides, especie registrada con alto biovolumen 
(Bordet et al., 2017), mostró un volumen similar al de otros estudios con un error estándar 
menor al 10 %; lo que refleja una precisión mejorada para la estimación de su biomasa 
(Napiórkowska-Krzebietke y Kobos, 2016). No obstante, se reconoce la necesidad de 
establecer líneas futuras de trabajo que integren el análisis a nivel de especies en lugar 
de género, lo cual brindaría estimaciones más precisas del biovolumen y podría influir 
significativamente en las evaluaciones de biomasa.

En conclusión, el método validado ofrece una herramienta confiable para la 
estimación del biovolumen de fitoplancton en el embalse con características subtropicales, 
cumpliendo con las normativas internacionales de calidad. Su aplicación tiene un impacto 
positivo en la gestión ambiental, pudiendo ser incluido en un protocolo operativo 
estándar para facilitar su adopción en la vigilancia sanitaria, posicionándolo como una 
metodología replicable y valiosa para el estudio y la gestión de ecosistemas acuáticos. 
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