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EXTRACCIONES QUIMICAS SECUENCIALES DE METALES PESADOS.
APLICACION EN CIENCIAS GEOLOGICAS

P. L. Lépez Julidan* y J. M. Mandado Collado**

RESUMEN

Las metodologias de extraccion quimica secuencial se aplican en Geologia con el
objetivo de determinar la especiacién de los metales traza en suelos, sedimentos o rocas,
informacion que no se puede conseguir a partir tinicamente de un anélisis quimico con-
vencional sobre muestra total. En la actualidad existe una amplia variedad de protocolos
de extraccion secuencial diferentes, sin haberse impuesto todavia uno de ellos como un
método estindar plenamente aceptado.

Las fracciones de metales pesados que comiinmente se suelen diferenciar en los séli-
dos mediante este tipo de metodologias son: intercambiable, asociada a carbonatos, aso-
ciada a 6xidos Fe y Mn, asociada a materia organica y fraccién residual. Los distintos
protocolos existentes difieren en los reactivos empleados y también en las condiciones
experimentales, todo ello dependiendo de los objetivos concretos del estudio a realizar.

Las extracciones secuenciales han encontrado unos campos de aplicacién muy
amplios en las ciencias geoldgicas, sobre todo en los estudios de geoquimica ambiental
en medios acudticos (rios, lagos, estuarios), en edafologia y también en hidrologia subte-
rrdnea.

Los protocolos de extraccion secuencial adolecen, en conjunto, de una serie de pro-
blemas metodolégicos de cierta envergadura y que han sido abordados por distintos
autores, pudiendo destacar entre ellos la selectividad de los reactivos empleados, la pro-
pia definicién operativa de estos métodos, la redistribucion (o readsorcién) elemental, las
condiciones experimentales bajo las que se pueden ejecutar los protocolos, la escasez de
materiales sélidos de referencia y, derivados de este tltimo problema, la dificultad de
validacién de los distintos métodos y la evaluacién de su precisién. A pesar de todos
estos inconvenientes metodolégicos, los procedimientos de extraccién secuencial consti-
tuyen en la actualidad la mejor aproximacién para describir la asociacién geoquimica de
los elementos traza con las diferentes fracciones de los sélidos.
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ABSTRACT

Sequential chemical extraction methodologies are applied in Geological Sciences
with the objective of determining the solid speciation for trace metals present in soil,
sediment and rock samples. Such information is not available from a conventional che-
mical analysis. At the present time a wide variety of sequential protocols exists, but none
of them has been imposed as an international standard method as yet.

The fractions of solid material that these protocols usually allow to distinguish are the
following: Exchangeable, carbonate, Fe-Mn oxide-hydroxide, organic, and residual. Dif-
ferent methods differ in the used reagents as well as in the experimental conditions,
depending on the particular objectives.

Sequential extraction methods are used in different fields of geological sciences,
mainly in environmental geochemistry of aquatic systems (rivers, lakes, estuaries), edap-
hology and also in groundwater hydrology.

In general, sequential extraction protocols involve important methodological pro-
blems which have been pointed out for several authors. Among these problems are the
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following: Reagent selectivity, operative definition of methods, elemental redistribution
(or readsorption), variable experimental conditions, scarcity of reference solid certifica-
ted materials, strong difficulty in order to validate the existing methods, and the evalua-
tion of its precision. In spite of all methodological problems mentioned, at the present
time sequential extraction protocols constitute the better approach in order to describe
the geochemical association of trace elements with different fractions of solid materials.

Key words: Speciation, trace metals, redistribution, availability, environmental geochemistry.

Introduccion

Las extracciones quimicas secuenciales consti-
tuyen una metodologia operativa consistente en la
exposicién de una muestra sélida frente a una serie
de soluciones reactivas de caracteristicas fisicoqui-
micas distintas. En campos de investigacién rela-
cionados con las ciencias geolégicas, las muestras
s6lidas que se someten a este tipo de procedimien-
tos son principalmente fragmentos de sedimentos,
rocas y suelos. La finalidad que se persigue al
aplicar una metodologia de extraccién quimica
secuencial es determinar, con la mayor precision
posible, la distribucién de los elementos traza
existentes en una muestra sélida entre fracciones
de distinta naturaleza fisicoquimica. A esta distri-
bucién se le ha denominado «especiacién», y se ha
comprobado que el reparto elemental determinado
mediante la aplicacién de una metodologia de este
tipo tiene una relacién directa con el comporta-
miento geoquimico y la biodisponibilidad de los
elementos quimicos en condiciones naturales
(Nirel y Morel, 1990).

La determinacién analitica del contenido total de -

elementos traza en sedimentos y rocas no suminis-
tra la informacion necesaria para determinar las
asociaciones de fase de dichos elementos, ni tampo-
co permite deducir su potencial capacidad de movi-
lizacién (Thomas et al., 1994), circunstancia que
sin duda ha contribuido de manera importante a la
aparicién y posterior desarrollo de las metodologias
de extraccién secuencial,

Desde una perspectiva puramente geolégica, la
utilizaciéon de estas metodologias y la informacién
asi obtenida posibilita estudiar los procesos geo-
quimicos que conducen a una determinada pauta
de especiacién, por lo que tiene una aplicacién
directa en campos como la sedimentologia, la eda-
fologia, la diagénesis e incluso el metamorfismo.
Por ejemplo, las reacciones que tienen lugar en la
interfase sedimento-agua o en las capas superiores
de los sedimentos son muy importantes en el ciclo
global de los elementos traza. Estas capas mads
superficiales de los sedimentos son, de hecho, la
zona donde tienen lugar diferentes reacciones dia-
genéticas que pueden influenciar profundamente el
comportamiento de los elementos metélicos traza,

entre las que destacan la formacién de oxihidréxi-
dos y sulfuros de hierro y manganeso y la degrada-
cién de la materia orgdnica labil (Lyle et al., 1984;
Murray, 1985).

La determinacién de los perfiles de especiacion,
es decir, del reparto de los elementos traza entre las
distintas fracciones de un sélido, permite profundi-
zar en el conocimiento tanto de la potencial movili-
dad de dichos elementos como de su disponibilidad
biolégica (Raksasataya et al., 1996; Breward et al.,
1996), lo que constituye una clara aplicacién de
estas metodologias en disciplinas asociadas a las
ciencias ambientales. Como consecuencia de la
intensa actividad industrial desarrollada en muchas
dreas geogréficas durante los dos iltimos siglos,
existe actualmente en el ambiente acudtico una ele-
vada proporcién de metales traza que se presentan
en una gran variedad de formas disueltas, coloida-
les y particuladas (estas dltimas bien como materia
en suspension en medios acuéticos o bien como
sedimentos de fondo), con distintas propiedades
biogeoquimicas, que pueden tener una influencia
determinante en su movilidad y biodisponibilidad
(Tessier et al., 1989). El interés suscitado en las
tres ultimas décadas por la preservacién del medio
ambiente ha permitido constatar el escaso conoci-
miento que se posee sobre los procesos que gobier-
nan tanto la captacién de metales (y elementos
traza en general) por parte de los sedimentos como
su liberacion a los medios hidricos que se encuen-
tran en contacto con ellos.

En la actualidad existe una amplia variedad de
protocolos de extraccién secuencial que difieren en
el nimero de etapas de ataque, en los reactivos
empleados o en las condiciones experimentales bajo
las cuales se desarrollan. En algunos casos se
emplean con una finalidad meramente descriptiva
(determinar la especiacién en determinados mate-
riales geologicos), pero en otros se utilizan con un
objetivo claramente aplicado y complementando a
otras metodologias experimentales. Todo ello ha
dado lugar a una situacion como la actual, en la que
no existe un protocolo estdndar de extraccién
secuencial aceptado por la comunidad cientifica, lo
cual dificulta en gran medida la comparacién de los
resultados obtenidos por distintos laboratorios.
Ademas, existen diversos problemas relacionados
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tanto con la propia metodologia de las extracciones
selectivas (ataques quimicos en una sola etapa)
como con ¢l cardcter secuencial de los protocolos,
que ha contribuido a complicar la aceptacion defini-
tiva de este tipo de planteamientos experimentales
por una parte de la comunidad cientifica. A pesar de
todos estos inconvenientes, los procedimientos de
extraccién secuencial constituyen en la actualidad la
mejor aproximacién para describir la asociacidn
geoquimica de los elementos traza con las diferen-
tes fracciones de los sélidos.

El objetivo primordial de este trabajo es analizar
el estado actual de las metodologias de extraccion
secuencial, cuestién no trivial dada la gran diversi-
dad tanto de protocolos existentes como de proble-
mas metodolégicos asociados a estos procedimien-
tos experimentales y que han sido puestos de mani-
fiesto en estudios criticos previos.

Evolucion historica

Las extracciones quimicas secuenciales tienen su
antecedente histérico y metodolégico directo en las
extracciones quimicas simples, también denomina-
das cominmente «ataques selectivos», que consis-
tian en la aplicacion de una solucién reactiva a una
muestra s6lida y cuyo objetivo fundamental era la
extraccién de elementos traza (principalmente
metales) asociados a la fase especifica del sélido
que no era resistente a dicho ataque. La utilizacién
de soluciones selectivas para cuantificar el conteni-
do elemental en una determinada fase de un sélido
proviene del concepto expuesto por Viets (1962)
para materiales edificos, quien planteé la existencia
de reservorios de elementos con distintas solubili-
dades y capacidades de movilizacion, y que por
tanto podrian ser selectivamente muestreados
mediante el uso de soluciones extractantes de dis-
tinta fuerza.

El trabajo de Chester y Hughes (1967) ofrece una
recopilacién de los métodos de extraccién simple
existentes hasta entonces y una clasificacién en fun-
ci6n de la naturaleza quimica del ataque realizado.
Estos autores diferenciaron métodos que empleaban
EDTA (Hodgson, 1960), métodos que utilizaban
dcidos inorginicos (Ray et al., 1957; Hirst y
Nicholls, 1958; Arrhenius y Korkish, 1959; Hodg-
son, 1960), métodos que empleaban agentes reduc-
tores (Arrhenius y Korkish, 1959; Chester y Hug-
hes, 1967) y, finalmente, métodos que aplicaban
conjuntamente 4cidos inorganicos y agentes reduc-
tores (Chester y Hughes, 1967).

El desarrollo de este tipo de metodologias vino
motivado, en gran medida, por el potencial benefi-
cio economico que se pretendia obtener mediante la
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extraccion de los metales traza asociados a los sedi-
mentos marinos, y fundamentalmente a los nédulos
de Fe y Mn en ellos presentes, aunque también
existia un interés cientifico por determinar tanto los
procesos que controlaban la incorporacién de ele-
mentos traza a los sedimentos peldgicos como la
distribucién de estos elementos entre los compo-
nentes de dichos materiales sedimentarios (Chester
y Hughes, 1967). Otros trabajos de recopilacién de
métodos de extraccién quimica simple mds recien-
tes son los realizados por Chao (1984) y por Kers-
ten y Forstner (1989). La aplicacién de estas meto-
dologias de extraccién quimica simple ha mostrado
un auge renovado en la ultima década, sobre todo
en el campo de la exploracién geoquimica (Hall et
al., 1996), disciplina en la cual también se aplicaron
metodologias de extraccidn secuencial en la década
de los afios ochenta (Chao, 1984; Cardoso Fonseca
y Martin, 1986).

Un trabajo de importancia capital en el campo de
las extracciones quimicas secuenciales lo constituye
el realizado por Tessier er al. (1979; en adelante
aparecera citado Unicamente con el nombre del pri-
mer autor), en el que se presentaba y describia de
manera detallada un protocolo de aplicacién
secuencial de reactivos segiin cinco etapas, que per-
mitiria obtener informacién sobre el origen y el
modo de presentarse de los metales traza en los
sedimentos, asi como acerca de su disponibilidad
biolégica y fisicoquimica, su movilizacién y su
transporte.

Dado que el interés sobre el impacto ambiental
de los metales comenzé a adquirir importancia
durante la década de los setenta, paralelamente cre-
ci6 la necesidad de estudiar el grado de enlace de
los metales traza tanto con los sedimentos de siste-
mas fluviales y lacustres como con los materiales
edéficos, para todo lo cual las extracciones quimi-
cas secuenciales constituyeron una herramienta
muy valiosa en un momento en que las metodolo-
gias existentes ofrecian una aproximacién muy limi-
tada. Asi, se comenzaron a desarrollar diversas li-
neas de investigacion que incluian el desarrollo y la
utilizacién de procedimientos de extraccién secuen-
cial, entre las cuales cabe citar los programas de
recuperacion de suelos contaminados por metales
pesados, o también la determinacién del contenido
en metales de sedimentos fluviales en zonas indus-
triales y su potencial de removilizacién en funcién
de las condiciones ambientales. Del mismo modo,
se desarrollaron otros métodos de extraccidon
secuencial (por ejemplo, el método BCR, de Tho-
mas et al., 1994, y el método de Hall er al., 1996),
asi como multiples esquemas metodolégicos basa-
dos en el protocolo de Tessier o en modificaciones
del mismo.
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Metodologia operativa

Los procedimientos de extraccion quimica secuencial poseen
una metodologia comiin basada en la exposicién sucesiva de
una misma muestra solida a soluciones extractantes de fuerza
creciente y/o de caracteristicas diferentes. Estos agentes em-
pleados en los ataques pueden clasificarse, de un modo global y
seglin Tessier y Campbell (1988), de la manera siguiente:

a) Electrolitos inertes concentrados.
b) Acidos débiles.

¢) Agentes reductores.

d) Agentes acomplejantes.

e) Agentes oxidantes.

f) Acidos fuertes.

Ademads del orden de aplicacion de las soluciones también
puede variar el resto de condiciones experimentales (como por
ejemplo la duracién temporal de los ataques, la temperatura o
las condiciones de agitacién), todo ello siempre en funcién de
los objetivos perseguidos en cada estudio concreto.

Hasta la fecha todavia no existe una secuencia de aplicacion
de estas soluciones reactivas plenamente aceptada, ni todos los
métodos desarrollados incluyen la totalidad de los agentes cita-
dos en la lista anterior. Todo ello condiciona que los distintos
protocolos de extraccion secuencial consultados empleen un
conjunto de reactivos seleccionados en funcién de sus objetivos
particulares, que se aplican ademds segiln un orden determina-
do por los autores dependiendo de factores de diversa indole
(naturaleza y composicién de la muestra solida, fases especifi-
cas de la muestra que se desean extraer...). A pesar de todo ello
existen cinco clases de fracciones o fases constituyentes de los
solidos que suelen ser objetivo comiin de las investigaciones
llevadas a cabo en el campo de las extracciones quimicas
secuenciales, que coinciden ademis con las etapas de ataque
establecidas en el protocolo de Tessier y que, expuestas en su
orden secuencial y con los tipos de reactivos que se aplican,
son las que siguen:

a) Fase intercambiable (electrolitos concentrados)

b) Fraccién carbonatada (dcidos débiles)

¢) Fraccion de éxidos y oxihidréxidos metdlicos (de Fe y
Mn, principalmente) (agentes reductores)

d) Fraccion ligada a la materia orgénica (agentes oxidantes)

e) Fraccion residual (deidos fuertes)

En la referencia original de este método se exponen de un
modo detallado tanto los reactivos empleados para atacar selec-
tivamente y en secuencia las fracciones citadas, como una deta-
llada discusién sobre los antecedentes existentes hasta la fecha
de su publicacién en relacién con los diferentes tipos de solucio-
nes empleadas por otros autores en ataques quimicos selectivos.

Existen abundantes estudios en los que se ha evaluado la
adsorci6n de elementos traza sobre particulas presentes comin-
mente en suelos y sedimentos como son los minerales de la
arcilla, los 6xidos hidratados de hierro y manganeso o los 4ci-
dos himicos. Los metales asociados de este modo a los sedi-
mentos constituyen la fraccién intercambiable de los mismos,
y para su liberacién selectiva se han empleado reactivos dife-
rentes como son las soluciones de acetato aménico o de cloruro
de magnesio, todas ellas en distintos grados de concentracion.
La solucion de acetato aménico ha sido frecuentemente em-
pleada con esta finalidad (por ejemplo, Salomons y Forstner,
1980), pero dado que muy posiblemente pueda solubilizar tam-
bién parte de la fraccién carbonatada, se ha optado en muchos
protocolos por la utilizacién de una solucioén de cloruro de
magnesio. Asi, el ataque especifico para solubilizar la fase
intercambiable presentado en el método de Tessier consistia en
una solucién de MgCl, 1 M, a pH 7, durante una hora, a tempe-
ratura ambiente y con agitacién continua. De manera alternati-
va se proponia para esta fraccién un ataque con acetato de
sodio 1 M, a pH 8.2, durante una hora, a temperatura ambiente
y con agiraui& continua.
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Dado que los minerales carbonatados presentes en suelos y
sedimentos son susceptiblcs a los cambios de pH, los metales
asociados a la fraccion carbonatada (es decir, precipitados o
co':recipilados con carbonatos) se suelen solubilizar empleando
soluciones reactivas con pH dcido y de diversa composicién. En
el esquema de Tessier se empled una solucién de acetato sédico
1 M, a pH 5 ajustado con dcido acético, que se mostré efectiva
para disolver calcita y dolomita y liberar asi los metales ligados
a estos minerales sin atacar la materia orgdnica, los 6xidos o las
superficies de los minerales de la arcilla (Yong er al., 1993).
Este mismo reactivo se ha empleado también por otros autores
para extraer los metales traza asociados a la fraccién carbonata-
da (Kersten y Forstner, 1986; Thomas et al., 1994)

Los é6xidos y oxihidroxidos de hierro y manganeso se presen-
tan en los sedimentos y rocas como nédulos, concreciones,
material cementante o también formando peliculas sobre parti-
culas de diferente naturaleza. Estos 6xidos y oxihidroxidos apa-
recen en un grado muy variable de cristalinidad, son excelentes
captadores elementos metilicos traza y son termodinamicamen-
te inestables bajo condiciones anéxicas. Los métodos mds apro-
piados para extraer la fraccién ligada a 6xidos y oxihidroxi-
dos de Fe y Mn (y movilizar asi los metales a ellos asociados)
incluyen la accién combinada de reactivos que reducen el hie-
rro y el manganeso a sus formas ferrosa y manganosa, respecti-
vamente, junto a agentes capaces de mantener en solucion las
cantidades liberadas de metales, que suelen ser relativamente
elevadas. La combinacién de reactivos empleada por Tessier
para atacar a esta fraccién es una de las mds cominmente usa-
das, y consiste en una solucién de clorhidrato de hidroxilamina
0.04 M y dcido acético (25% v/v), a una temperatura de 96 °C.

En algunos estudios se ha planteado para esta fraccién una
extraccion en dos pasos, distinguiendo asf la facilmente reduci-
ble de la moderadamente reducible. Este es el caso del método
presentado por Salomons y Forstner (1980), que emplearon
para extraer la fraccién facilmente reducible una solucién de
clorhidrato de hidroxilamina y dcido nitrico, mientras que, en
un segundo paso, recuperaban la fraccién moderadamente redu-
cible mediante el uso de una solucién de oxalato aménico aci-
dificada con 4cido oxdlico. La intencién que se persigue al divi-
dir en dos la fraccién reducible es diferenciar la ligada a 6xidos
y oxihidréxidos de manganeso, o ficilmente reducible, de la
que estd asociada a 6xidos y oxihidréxidos de hierro, denomi-
nada moderadamente reducible (ver, por ejemplo, el trabajo de
Koschinsky y Halbach, 1995, que aplican un planteamiento de
este tipo al estudio de sedimentos peldgicos). Por otra parte, el
método propuesto por Hall et al. (1996) incluye una extraccién
de metales ligados a 6xidos amorfos de Fe mediante una solu-
cién de clorhidrato de hidroxilamina 0.25 M en dcido clorhidri-
co, a 60 °C, seguida por la extraccién de los metales asociados
a Oxidos cristalinos de Fe, esta vez usando una solucién de
clorhidrato de hidroxilamina 1 M en 4cido acético, y a una tem-
peratura de 90 °C.

Los metales traza pueden aparecer ligados en los sedimentos
a diferentes formas de materia orgdnica (organismos vivientes,
detritus, peliculas sobre particulas minerales...), y los mecanis-
mos de enlace de estos metales con la fraccion de materia orgi-
nica incluyen procesos tales como acomplejamiento, adsorcién
y quelacion (Yong er al., 1993). La materia orgdnica se degrada
en condiciones naturales oxidantes, dando lugar a la liberacién
de los metales traza asociados a ella. El reactivo mds comuiin-
mente empleado para extraer la fraccién ligada a la materia
organica es el peréxido de hidrégeno; por ejemplo, en el pro-
cedimiento de Tessier se adapta el método propuesto original-
mente por Gupta y Chen (1975; citado en Tessier er al, 1979),
el cual consistia en una solucién de H,0, al 30% v/v, a pH 2
ajustado con 4cido nitrico, durante cinco horas y a una tempera-
tura de 85 °C, seguido todo ello por una extraccién con acetato
aménico 3.2 M en dcido nitrico al 20% v/v, esta vez a tempera-
tura ambiente.

Tras la separacién de las cuatro primeras fracciones, ya cita-
das, el sélido residual debe contener principalmente minerales
primarios y secundarios que incluyen elementos traza en sus
estructuras cristalinas. Es esperable que estos elementos ligados
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a la fraccién residual no se solubilicen ficilmente ni en un
intervalo de tiempo razonablemente corto, al menos bajo las
condiciones normalmente reinantes en la naturaleza, por lo que
se considera que estos elementos traza sélo pueden movilizarse
mediante la digestion del sélido residual utilizando édcidos fuer-
tes y a elevadas temperaturas. Este ataque final se lleva a cabo
mediante fusién alcalina o bien empleando disoluciones obteni-
das como mezcla de dcidos fuertes, aunque en la actualidad se
estd imponiendo la digestién en hornos microondas (Ure,
1995). En el protocolo de Tessier se empleé para este atague
final una solucién mezcla de dcido fluorhidrico, dcido nitrico y
dcido percldrico.

Desde la publicacién en 1979 del esquema operativo disefiado
por Tessier y sus colaboradores, ha habido multitud de trabajos
encaminados a verificar la validez de los resultados obtenidos
mediante la aplicacién de este protocolo a diferentes tipos de
materiales sélidos. De este modo, mientras muchos investigado-
res han utilizado y modificado en funcién de sus objetivos parti-
culares el método original de Tessier, alabando sus bondades o
criticando algunos de sus aspectos conceptuales o practicos,
otros han dirigido sus esfuerzos hacia el desarrollo de esquemas
alternativos de extraccion secuencial. Entre los segundos desta-
ca, de manera sobresaliente, el trabajo de Thomas et al. (1994),
quicnes ante la falta de un protocolo estindar plenamente verifi-
cado y aceptado por la comunidad cientifica, desarrollaron bajo
los auspicios del Community Bureau of Reference de la Comi-
sién Europea (actualmente «Standards, Measurements and Tes-
ting Programme») un método de extraccion secuencial encami-
nado a unificar los esfuerzos realizados en este campo. Este
método estd siendo revisado y mejorado (Rauret er al., 1999), y
a su vez se estd empleando para preparar y caracterizar adecua-
damente materiales sélidos de referencia cuyo desarrollo se
espera que permita la comparacion directa, en términos de preci-
sion, de los resultados obtenidos por diferentes laboratorios. El
objetivo dltimo de este proyecto es conducir a la adopcién de
este procedimiento de extraccién como método internacional
estdndar, ya que ha sido disefiado para alcanzar un compromiso
entre el tiempo de andlisis empleado y la cantidad y calidad de
la informacién que permite obtener. Este protocolo esti estruc-
turado en tres etapas en las que se procede a la extraccion de las
fases que se detallan a continuacién:

a) Fase soluble en acido (fundamentalmente carbonatos),
mediante una solucién de dcido acético 0.11 M.

b) Fase reducible (6xidos de hierro y manganeso), utilizan-
do para ello una solucién de clorhidrato de hidroxilamina 0.1 M
a pH 2 ajustado con 4cido nitrico.

¢) Fase oxidable (principalmente materia organica y sulfu-
ros), mediante el ataque con una solucién de H,0, 8.8 M, a pH
2 ajustado con acetato amonico.

Este esquema operativo ya ha sido aplicado por algunos
investigadores, e incluso se han publicado estudios comparati-
vos entre los resultados que se obtienen al aplicar este protoco-
lo y el de Tessier, como son los trabajos de Raksasataya er al.
(1996) y de Pérez-Cid et al. (1996).

Problemas metodolédgicos

La problemdtica asociada a las metodologias de
extraccién secuencial es variada y suele constituir
una parte considerable de los trabajos de investiga-
cién en los que se emplean. Algunos trabajos publi-
cados incluso critican la utilizacién de los protoco-
los secuenciales sin haberse procedido previamente
a la validacién de su capacidad para suministrar
resultados analiticos fiables (Robinson, 1984; Shol-
kovitz, 1989; Nirel y Morel, 1990). A continuacion
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se enumeran los problemas més comunes encontra-
dos en la literatura sobre esquemas de extraccion
secuencial.

Selectividad de los reactivos

Por «selectividad» se entiende la capacidad de un
reactivo para atacar una fnica fraccion del material
solido, permaneciendo las restantes fracciones indi-
ferentes a dicho ataque (en algunas ocasiones se
suele emplear con el mismo sentido la palabra
«especificidad»). Se trata de un criterio de impor-
tancia capital a la hora de seleccionar unos reactivos
determinados para disefiar un procedimiento de
extraccién secuencial.

En el anilisis de la selectividad de los reactivos
en esquemas de extraccién secuencial se han em-
pleado fundamentalmente dos tipos de evidencias.
Por un lado, los andlisis quimicos de las soluciones
reactivas tras la realizacion de los ataques; mediante
este procedimiento se intenta controlar los compo-
nentes del sedimento que son solubilizados en cada
paso sucesivo de extraccién, y que por tanto van a
aparecer en los lixiviados junto a los metales traza.
Por ejemplo, la identificacién de C en solucion tras
la primera extraccion del método de Tessier nos
indicaria que, ademas de elementos ligados a la
fraccion intercambiable, se habrian lixiviado par-
cialmente la fraccién carbonatada o bien la oxida-
ble, en funcién de la naturaleza inorganica u orgéni-
ca del carbono detectado.

Por otra parte, la selectividad de los reactivos se
puede valorar mediante la realizacién de andlisis
mineralégicos del material sélido por difractometria
de rayos X, previamente y después de cada ataque;
no obstante, se ha podido comprobar que la obten-
cién de conclusiones claras mediante esta metodo-
logia presenta varios obstdculos, como son las dife-
rencias relativas a la orientacion preferente entre las
fases en muestras antes y después del tratamiento,
la heterogeneidad de las muestras, la posible crista-
lizacién de nuevos compuestos s6lidos como resul-
tado del tratamiento, la posible disolucién parcial
de fases solidas utilizadas para calibrar la intensidad
de los picos de difraccién y, finalmente, las distintas
pautas de difraccién segiin las fracciones de tamafio
escogidas para el andlisis (McCarty et al., 1998).

El problema de la selectividad de los reactivos
continda siendo una cuestion de gran importancia
todavia sin resolver (Yong ef al., 1993), y hay auto-
res que afirman que atin no se ha catalogado ningiin
reactivo totalmente especifico (McCarty et al.,
1998). Se ha comprobado que los reactivos mas
comiinmente empleados en estas metodologias no
son totalmente selectivos, es decir, no son capaces
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de solubilizar una tnica fraccién de los sélidos
(Jones et al., 1984). Este hecho queda grificamente
reflejado en el trabajo de Ure (1995, pag. 91), donde
se puede observar que el 4mbito de influencia de los
reactivos se extiende mas alla de los limites de una
tnica fase, a excepcidn tnicamente de los utilizados
para extraer la fraccion intercambiable.

Definicion operativa

Una critica fundamental que reciben en conjunto
los procedimientos de extraccion secuencial es la
relativa a su capacidad para definir, de una manera
absoluta e inequivoca, la fraccién de sélido que es
atacada en cada una de las fases del protocolo apli-
cado. Este problema deriva directamente de la
variable (y parece ser que nunca completa) selecti-
vidad de los reactivos utilizados (Kheboian y Bauer,
1987), hecho que parece demostrar la incapacidad
de los métodos de extraccién secuencial para deter-
minar entidades quimicas que puedan definirse por
algo mds preciso que el propio método analitico
empleado. Todo ello lleva a la conclusion de que los
resultados que se obtienen mediante la aplicacién
de un método de extraccién secuencial estdn «ope-
rativamente definidos», y es el propio proceso de
fraccionamiento quimico aplicado a la muestra séli-
da el que define la fraccién obtenida (Tessier ef al.,
1979; Pérez-Cid et al., 1996).

Las criticas mds agresivas resaltan que mientras
que el significado de unos resultados analiticos cua-
lesquiera debe necesariamente quedar limitado por
los propios procedimientos analiticos empleados, es
precisamente el grado en el que dichos resultados
son independientes de los procedimientos utilizados
el que les proporciona un significado y una utilidad.
Algunos de los criterios mas importantes a la hora
de establecer un método analitico, cuales son la fun-
damentacién teédrica, la validacién cruzada con
otras técnicas y la independencia de los resultados
respecto de las particularidades de las muestras ana-
lizadas, no pueden aplicarse a los procedimientos de
extraccién secuencial, y los resultados definidos
operativamente son simplemente resultados que no
pueden ser validados (Nirel y Morel, 1990).

Ausencia de validacion de los protocolos
experimentales

Cualquier técnica analitica que vaya a ser utiliza-
da sobre muestras naturales complejas deberia, en
primer lugar, ser validada mediante su aplicacién a
muestras bien definidas. El proceso de validacion se
entiende en este caso particular como la comproba-
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cién de los resultados que ofrece una técnica de
extraccion secuencial al aplicarse a unas determina-
das muestras patrén que poseen una especiacion de
elementos traza conocida. En la literatura se han
documentado varios intentos de validacién con
resultado negativo (Rendell et al., 1980; Meguellati,
1982; Tipping et al., 1985; Nirel, 1987; Martin et
al., 1987; Kheboian y Bauer, 1987), en los cuales la
distribuciéon medida de elementos traza en las dife-
rentes fracciones no correspondia a la que habia
sido previamente preparada.

La validacion de los protocolos experimentales,
el grado de precisién alcanzable por los mismos y la
valoracion cuantitativa de la incidencia de la redis-
tribucién elemental van a depender del desarrollo
previo de materiales sélidos de referencia con una
especiacion conocida. La practica ausencia de mate-
riales de referencia durante mucho tiempo ha impe-
dido valorar el grado de precisién de los métodos de
extraccion secuencial (Yan et al., 1999), pero el
desarrollo reciente del método BCR y el intento de
establecerlo como protocolo estdndar ha permitido
comenzar la tarea de preparacién de materiales con
una especiacion conocida. Asi, en el reciente traba-
jo de Ryan et al. (2002) se cita la existencia del
sedimento certificado denominado SRM33, desa-
rrollado por el mismo programa europeo que produ-
jo el método BCR. El desarrollo y utilizacién de
este tipo de materiales de referencia va a permitir
comprobar el grado de precisién de las diferentes
metodologias de extraccién secuencial, asi como
comparar cuantitativamente la calidad de los resul-
tados que se obtengan en distintos laboratorios.

Precision de los métodos de extraccion secuencial

Entendiendo la «precisién» de los métodos de
extraccion secuencial como el grado de ajuste que
se puede calcular entre replicados, se han documen-
tado problemas para la reproducibilidad de las
mediciones a causa de la heterogeneidad de las
muestras naturales empleadas (Tessier ef al., 1979).
En otras ocasiones, la precisién se ve afectada por
la proximidad al limite de deteccién de los métodos
analiticos empleados para las determinaciones qui-
micas en las soluciones reactivas (Hall er al., 1996).

Como norma general, la precision de los resulta-
dos obtenidos mediante un procedimiento secuen-
cial estd inversamente relacionada con el nimero de
etapas extractivas de que consta el protocolo, debi-
do principalmente a la manipulacién del material
entre una etapa y la siguiente.

El método generalmente usado para evaluar la
precisién de los resultados obtenidos consiste en
comparar la suma de los contenidos de metales en
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las distintas fracciones con la concentracion total en
la muestra inicial. Se suelen considerar satisfacto-
rios los resultados obtenidos al comprobar que la
suma del contenido de metales traza en las fraccio-
nes extraidas se encuentra en un rango de variacién
no superior a £10% del valor total del metal en la
muestra no tratada (Tessier et al., 1980; Pickering,
1986; Yan et al., 1999).

Algunos estudios han valorado la precision de los
métodos de extraccion secuencial de un modo com-
parativo, esto es, sometiendo una misma muestra a
dos esquemas diferentes y observando las discre-
pancias en los cuadros de especiacion calculados.
En este sentido, Dhoum y Evans (1998) afirman
que la aplicacién de mds de un método de extrac-
cién secuencial sobre una muestra dada puede per-
mitir, al menos en teoria, obtener un mejor diagnés-
tico acerca de los mecanismos de retencién de los
elementos traza sobre el material sélido.

Redistribucion elemental

El problema conocido como redistribucién ele-
mental (también denominado «readsorcion») tiene
lugar cuando elementos traza liberados en una etapa
de un esquema de extraccién secuencial se asocian
a otra fraccién del material sélido, previamente a la
recuperacion de la solucién reactiva. Este proceso
puede enmascarar la asociacion real de los elemen-
tos traza con las fracciones sélidas de los materiales
analizados, complicando de este modo la correcta
interpretaciéon de los resultados obtenidos (Khe-
boian y Bauer, 1987).

Los efectos de la redistribucién elemental han
impedido los intentos iniciales de validacién de los
protocolos de extraccidn secuencial mediante el
empleo de materiales sélidos artificiales, como se
puede comprobar en Nirel et al. (1986) y Kheboian
y Bauer (1987). En un experimento tipico de valida-
cién sobre materiales artificiales se prepara una fase
so6lida dopada con elementos traza, mezcldndose
después con otras fases desprovistas de dicho ele-
mento traza. El material «modelo» constituido de
este modo se pone en contacto con un reactivo esco-
gido para extraer selectivamente la fase dopada,
disolviendo de este modo los elementos traza asocia-
dos a dicha fraccién. En experimentos de este tipo se
ha observado frecuentemente que, contrariamente a
lo que cabia esperar, la recuperacion de elementos
traza solubilizados tras el ataque a la fase dopada es
muy baja, lo cual se atribuye a la readsorcién de los
elementos traza extraidos sobre otras fases del sélido
resistentes al ataque (Tessier y Campbell, 1991).

La redistribucién elemental depende tanto de las
caracteristicas de los metales traza como de la natu-
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raleza metodolégica de los procedimientos de
extraccion. Se ha observado que para algunos meta-
les traza su influencia es aparentemente insignifi-
cante, mientras que en ¢l caso de otros puede llegar
a ser importante, como ocurre con el Pb (Raksasata-
ya et al., 1996).

Algunos trabajos importantes donde se evalia la
incidencia de la redistribucién son los de Tipping et
al. (1985), Kheboian y Bauer (1987), Dhoum y
Evans (1988), Belzile ef al. (1989) y Raksasataya et
al. (1996). La redistribucion elemental constituye
un problema metodolégico serio que se ha docu-
mentado en la mayor parte de los protocolos de
extraccion existentes, y es preciso llevar a cabo
investigaciones encaminadas a desarrollar modifica-
ciones en las condiciones de extraccién que puedan
emplearse para minimizar e incluso inhibir la actua-
cion de este proceso. No obstante, es necesario
extremar las precauciones a la hora de modificar los
procedimientos de extraccién para intentar paliar
los efectos de la redistribucion elemental, tal y
como pusieron de manifiesto Tipping et al. (1985).

Condiciones experimentales y tratamiento previo
de las muestras solidas

En lo relativo a las condiciones experimentales
bajo las que se llevan a cabo las metodologias
secuenciales, las criticas se dirigen hacia aspectos
tales como la intensidad fisica de algunos ataques
(por ejemplo, en lo relativo a temperatura y pH de
las soluciones; Panda et al., 1995), que puede pro-
vocar la pérdida parcial de material sélido por su
propulsién al exterior de los contenedores donde
son expuestos a dicho ataque. Otro de los aspectos
experimentales sometidos a valoracién es la rela-
cién 6ptima entre el peso de la muestra sélida y el
volumen de solucidn extractante a emplear (Sholko-
vitz, 1989; Forstner, 1993; Panda et al., 1995). La
utilizacién de un volumen excesivamente escaso de
solucién puede conducir a una extraccién incomple-
ta, mientras que su aplicacién en exceso puede pro-
vocar problemas para el posterior ataque quimico a
causa de una dilucién excesiva.

También se ha citado como fuente de errores la
manipulacién y lavado de las muestras s6lidas entre
una etapa de extraccién y la siguiente, que puede
provocar pérdida de material s6lido (Breward et al.,
1996), de lo que se deduce que el grado de preci-
sién del método aplicado disminuye conforme
aumenta el nimero de etapas de extraccién en el
procedimiento.

El tratamiento y manipulacién de las muestras
s6lidas con cardcter previo a la realizacién de un
experimento de extraccién quimica, fundamental-
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mente en relacién con el secado y con las condicio-
nes y el tiempo de almacenamiento de dichas mues-
tras, también puede influir en la calidad de los
resultados que se obtengan con posterioridad (Shol-
kovitz, 1989; Griepink, 1993; Rubio y Ure, 1993).

Otro aspecto importante y cuya omision puede
conducir a errores graves de interpretacién es la
caracterizacién mineraldgica detallada de las mues-
tras sélidas segiin distintas fracciones granulométri-
cas. McCarty et al. (1998) observaron que los mine-
rales de tamafio muy pequefio no aparecen refleja-
dos en los difractogramas realizados sobre fraccio-
nes de muestra de granulometria relativamente
gruesa. El desconocimiento de la existencia de estos
minerales puede dificultar la correcta interpretacién
final de los resultados obtenidos, por lo que en
muchas ocasiones es altamente recomendable reali-
zar determinaciones mineraldgicas por difractome-
tria de rayos X sobre fracciones de la muestra sélida
de distintos tamaiios.

Las fuentes de incertidumbre citadas en este apar-
tado pueden reducirse en algunos casos, llegando en
otros a anularse por completo mediante una ejecu-
cién experimental cuidadosa, minimizando asi su
posible incidencia en los resultados obtenidos y
especialmente a la hora de dar un significado inter-
pretativo correcto a dichos resultados.

Campos de aplicacion en geologia

Geoquimica ambiental de medios acudticos
superficiales

Los sedimentos de fondo de los sistemas acuéti-
cos estdn constituidos por una mezcla sélida com-
pleja que incluye fragmentos minerales procedentes
de la meteorizacion de las rocas de la cuenca de
drenaje, material biolégico, sustancias orgdnicas Yy,
ademas, particulas formadas en el propio medio
sedimentario, como por ejemplo 6xidos y oxihidré-
xidos de hierro y manganeso. Los sedimentos de
fondo pueden constituir un importante agente capta-
dor de elementos metdlicos presentes en el medio
hidrico, pudiendo tener lugar la acumulacién a tra-
vés de diversos procesos fisicos, quimicos o biolo-
gicos: adsorcion superficial sobre particulas de dife-
rente naturaleza; coprecipitacion; decantacidn
mecanica de particulas en suspensién; o bioacumu-
lacién por organismos.

La captacion de elementos traza por parte de los
sedimentos, al igual que su posible liberacion al
medio acudtico, depende de varios factores: a) las
propiedades de los elementos traza, entre las que se
pueden citar la solubilidad, la reactividad frente a la
formacién de complejos y la capacidad de adsor-
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cién; b} las caracteristicas de las soluciones, como
por ejemplo pH, Eh y concentracién de ligandos en
solucién; c) las caracteristicas de las superficies
bidticas y abidticas presentes, como porosidad y
capacidad de captacién.

Es necesario valorar el potencial de los sedimen-
tos en el ambiente acudtico, ya sea como fuentes o
como sumideros de metales y elementos traza en
general (Thomas et al., 1994), pero la determina-
cién de la concentracion total de metales pesados
en los sedimentos no suministra informacién sufi-
ciente sobre la movilidad de los metales. La eva-
luacién de la especiacién mediante metodologias
de extraccidn secuencial permite caracterizar la
potencial movilidad y biodisponibilidad de los ele-
mentos traza presentes en los sedimentos, ademas
de aportar informacién sobre los procesos que han
actuado en la incorporacién de los elementos traza
al material sélido.

El procedimiento secuencial de Tessier fue desa-
rrollado originalmente para su aplicacién sobre
material sélido presente en medios fluviales (sedi-
mentos de fondo y particulas en suspensién), a par-
tir de los procedimientos ya existentes para el andli-
sis quimico de suelos. De este modo trataron de
caracterizar la asociacion de elementos metalicos
con determinadas fracciones del material, es decir,
estudiar su especiacién. Aparte de la utilidad mera-
mente descriptiva de los métodos de extraccién
secuencial, el estudio de la especiacion se ha enca-
minado progresivamente hacia aplicaciones de tipo
ambiental. El propio equipo de Tessier emple6 pos-
teriormente el protocolo a sedimentos procedentes
de rios contaminados por actividad minera (Tessier
et al., 1980), asi como a otras muestras recogidas
entre los sedimentos de un lago afectado por conta-
minacion industrial (Tessier et al., 1989).

En las dos dltimas décadas han sido abundantes
los trabajos de investigacién que han explorado esta
utilidad prictica de las metodologias secuenciales,
obteniéndose en ellos unos resultados muy valiosos.
En lo relativo a sistemas fluviales, existen estudios
de especiacion en sedimentos de fondo de rios afec-
tados por contaminacion, bien por la presencia en su
cuenca de drenaje de labores mineras extractivas
(Zhang y Zhao, 1996; McCarty et al., 1998; Corsi y
Landim, 2002), bien por encontrarse en zonas densa-
mente pobladas o con una importante actividad
industrial (Lopez-Sanchez et al., 1993; Thomas et
al., 1994; Zhang et al., 1998). También han recibido
atencion los medios sedimentarios transicionales,
existiendo estudios concretos sobre especiacioén en
sedimentos de fondo de estuarios (Parkman et al.,
1996), de ensenadas (Alvarez-lglesias et al., 2001) y
de ambientes tipo lagoon (Panda et al., 1995). Los
elementos traza analizados en todos estos estudios
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pertenecen al grupo de los metales (generalmente Cd,
Co, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn), a excepcién del trabajo de
Zhang et al. (1998), en el que evaluaron la especia-
cion de los elementos del grupo de las tierras raras.

La aplicacion de este tipo de metodologias sobre
sedimentos de sistemas acudticos estd especialmen-
te indicada en el caso de areas afectadas por cual-
quier tipo de contaminacién antropogénica, ya sea
por actividad minera, industrial o por concentracién
de poblacién. Los sedimentos tienden a acumular
los elementos traza liberados por la contaminacién,
y los estudios de especiacién suministran una infor-
macién muy valiosa sobre el modo de asociacién de
los elementos traza con determinadas fracciones de
los sdlidos. El conocimiento de estas pautas de distri-
bucién va a permitir evaluar el grado de contamina-
cién de un sedimento y su potencial comportamiento
ante eventuales cambios ambientales, y ademds ayu-
dara a disefiar estrategias de restauracién ambiental
de los sedimentos contaminados.

Edafologia

Existen estudios de especiacién sobre muestras de
suelos realizados con una finalidad meramente des-
criptiva, como por ejemplo los de Breward et al.
(1996), MacGregor (1997) y Dumat et al. (2001). En
determinados casos, los autores pretenden cubrir
amplias zonas geogrificas para establecer los valores
de fondo regionales de metales traza en suelos, esta-
bleciendo asi criterios que permitan valorar el grado
de contaminacién edafica (Gonzdlez et al., 2002).

Al igual que en el caso de los estudios sobre sedi-
mentos de medios hidricos, los elementos traza ana-
lizados en estos trabajos sobre muestras de suelos
son generalmente elementos metalicos como Cu,
Cr, Co, Cd, Pb, Ni y Zn (Yong et al., 1993; Orsini y
Bermond, 1993; Breward ef al., 1996; Steinmann y
Stille, 1997; McGrath, 1996; Dumat er al, 2001).
En otros trabajos se evaltia el comportamiento en
medios edificos de otros elementos traza, como por
ejemplo U y As (Dhoum y Evans, 1998), Se (Mac-
Gregor, 1997), radionucleidos (Vidal y Rauret,
1993) o elementos del grupo de las tierras raras
(Steinmann y Stille, 1997), que en el caso de radio-
nucleidos y tierras raras se han visto impulsados por
el estudio de andlogos naturales de reservorios de
residuos nucleares.

Existe ademds un amplio campo de aplicaciones
practicas donde la especiacién se usa para conseguir
resultados que de otro modo seria imposible obte-
ner, al menos con las herramientas actualmente
existentes. Por ejemplo, se han utilizado metodolo-
gias de extraccion secuencial para evaluar la capaci-
dad de un suelo como barrera geoquimica para la
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retencién de metales pesados (Yong ez al., 1993),
como ayuda en el disefio de métodos de recupera-
cién de suelos contaminados (Dhoum y Evans,
1998) y para valorar el grado de contaminacion de
suelos enmendados con lodos de depuracién de
aguas residuales (Legret, 1993).

El medio edéifico es un sistema geoquimico extre-
madamente sensible a los procesos de fijacion y
liberacién de elementos traza en funcién de las
variaciones fisicoquimicas, y ademds tiene una
importancia capital para el desarrollo de la vida
vegetal y animal y, por ende, de la vida humana. La
utilizacién de protocolos de extraccion secuencial
sobre muestras edificas estd cobrando un auge pro-
gresivamente mayor, y por ello constituye un
campo con una proyeccién futura muy importante
para la aplicacién de este tipo de metodologias.

Hidrologia subterrdnea

La utilizacién de metodologias secuenciales en
estudios de hidrologia subterrdnea se encaminan a
caracterizar la especiacion en los materiales que
constituyen un determinado acuifero, comparando
las pautas de distribucién de los elementos traza asi
obtenidas con los contenidos presentes en las aguas
del sistema.

Los estudios que persiguen describir las reaccio-
nes que controlan la movilidad de los elementos
traza en casos concretos de contaminacién de aguas
subterraneas analizan el comportamiento de metales
traza como Co, Cu, Ni y Zn (Stollenwerk, 1994).
Ademas, dado el uso rutinario de los elementos del
grupo de las tierras raras como trazadores de proce-
sos geoquimicos, estd adquiriendo gran interés la
evaluacién del comportamiento de estos elementos
traza en sistemas acuiferos, estudiandose con deta-
lle sus pautas de especiacion (Yan et al., 1999) o
bien analizando su respuesta frente a episodios de
contaminacién de acuiferos por aguas 4cidas de dre-
naje de minas (Worral y Pearson, 2001).

Perspectivas futuras y conclusiones

Del andlisis critico de la bibliografia consultada
se observa claramente la existencia de dos vias de
investigacién dentro del campo de las extracciones
quimicas secuenciales. De una parte se encuentran
los trabajos encaminados al desarrollo, perfecciona-
miento y validacién de esquemas metodoldgicos
que puedan, en un momento determinado, ser acep-
tados por la comunidad cientifica como estdndares
para su utilizacién en investigaciones aplicadas. Por
otra parte se encuentran los estudios en los que se
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utilizan esquemas de extraccién secuencial para
casos concretos, dada la ausencia actual de otro tipo
de procedimiento que sirva para determinar la espe-
ciacidon en muestras geoldgicas. Esta situacién
actual se va a mantener hasta que la primera de las
vias de investigacién presentada consiga obtener un
resultado concreto, es decir, hasta que se establezca
un protocolo estdndar de extraccién secuencial una-
nimemente aceptado. Hasta ese momento es espera-
ble que los distintos equipos de investigacion sigan
empleando cualquiera de los esquemas existentes,
bien en su forma actual o bien modificandolos en la
medida de sus necesidades particulares.

En las publicaciones cientificas de los dltimos
afios se observa una evolucién general de la investi-
gacion aplicada hacia campos relacionados estre-
chamente con los procesos de contaminacién, bien
estudiando la respuesta de determinados sistemas
hidricos superficiales o subterrdneos frente a episo-
dios puntuales (como por ejemplo vertidos contami-
nantes o lluvia acida) o bien disefiando estrategias
de recuperacién de medios contaminados, como es
el caso de la restauracién de suelos.

Otra drea que promete un importante desarrollo
en un futuro préximo es la que relaciona la geoqui-
mica ambiental con la salud humana, sobre todo en
su aplicacién a estudios epidemioldgicos en paises
en desarrollo (Plant et al., 1996). Los esquemas de
extraccion secuencial permiten evaluar la biodispo-
nibilidad de los elementos traza y su facilidad de
incorporacién a la cadena alimenticia, pudiendo
determinarse de este modo una situacién de poten-
cial toxicidad en relacién con determinados elemen-
tos, o incluso relacionar enfermedades concretas
con la concentracion de elementos traza especificos
en fracciones facilmente biodisponibles de los
materiales regionales.

Como conclusiones de este trabajo se puede
comentar que los esquemas de extraccién secuen-
cial se han aplicando por distintos grupos de inves-
tigacién durante las dos dltimas décadas y que, a
pesar de la importancia de los problemas metodolé-
gicos actualmente existentes, es esperable que sigan
siendo utilizados en campos de investigacion rela-
cionados fundamentalmente con procesos de conta-
minacion ambiental. No obstante y en espera del
establecimiento de un protocolo estindar, el empleo
de este tipo de metodologias precisa actualmente de
unas importantes precauciones tanto a la hora de
escoger el esquema a utilizar como en la interpreta-
cion de los resultados obtenidos. Para ello es impor-
tante tener en consideracién toda la problemadtica
metodoldgica existente, distribuida de manera dis-
persa en la literatura cientifica sobre el tema pero
que este trabajo intenta recopilar y describir, al
menos en sus aspectos fundamentales.
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