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Conservacion in vitro de germoplasma de aliso mediante su
almacenamiento en frio

M? del Carmen San José!, Laura V. Janeiro?, Elena Corredoira'

!Instituto de Investigaciones Agrobiologicas de Galicia, CSIC, Avenida de Vigo s/n,
Apartado 122, 15780 Santiago de Compostela, Espana.
’INLUDES. Diputacion Provincial de Lugo, Ronda da Muralla 140, 27004 Lugo.
Correspondencia: sanjose@iiag.csic.es

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un protocolo para la conserva-
cion a medio plazo de cultivos in vitro de brotes axilares de Alnus glutinosa
(L. Gaertn., mediante su mantenimiento a baja temperatura (2-4°C) y baja
intensidad luminosa. Se utilizaron explantos apicales de brotes de 9 semanas
procedentes de cultivos en multiplicacion. Los explantos se situaron en arma-
rios frigorificos bien inmediatamente después del subcultivo (Dia 0) o a los
10 dias del subcultivo (Dia 10), y permanecieron en frio por espacio de 3 a 12
meses. Aunque los porcentajes de supervivencia disminuyeron después de 9
meses de almacenamiento, los explantos se pueden mantener en frio durante
12 meses sin que sufran un deterioro notable. El material almacenado retomod
su desarrollo normal al ser cultivado en condiciones estandar en medio WPM
con 0.1 mg/l benciladenina y 0.5 mg/1 de 4cido indol acético.

Palabras clave: A/lnus glutinosa, conservacion a medio plazo, frio, micro-
propagacion.

Abstract

The objective of this work was to develop a protocol for medium-term storage
of in vitro axillary shoot cultures of Alnus glutinosa (L.) Gaertn., using low
temperatures (2-4°C) and low light intensity. Apical explants from 9-week-old
in vitro-grown shoots were used. The explants were placed in cold cabinets
immediately after subculture (Day 0) or ten days after subculture (Day 10),
and they were kept in the cabinets for 3 to 12 months. Although the survival
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percentages decreased after 9 months, the explants can be maintained under
cold conditions for 12 months without suffering a significant deterioration.
The stored material returned to normal development when was subcultured
under standard conditions in Woody Plant Medium with 0.1 mg/l benzylade-
nine and 0.5 mg/1 indole acetic acid.

Key words: Alnus glutinosa, cold storage, medium-term conservation, mi-
cropropagation

Introduccion

La diversidad vegetal mundial estd declinando a una tasa sin precedentes.
En la 0ltima década, unos 13 millones de hectareas de bosques en todo el
mundo, se han convertido a otros usos, como la agricultura, o se han perdido
por causas naturales (FAO, 2010). Es por ello que, en las ultimas décadas, la
conservacion de estos recursos ha adquirido gran relevancia dentro de las
estrategias nacionales de conservacion, no sélo por la erosion que conlleva
la pérdida o disminucion de la diversidad genética en el mantenimiento de la
biodiversidad, sino también por su valor econdmico (Corredoira et al., 2011).
Las medidas para la conservacion del germoplasma son importantes para ga-
rantizar no sélo la conservacion de las especies, sino también su uso sosteni-
ble (Loureiro da Silva y Scherwinski-Pereira, 2011).

El mantenimiento a largo plazo de la viabilidad evolutiva de las especies
forestales se basa en la conservacion de la diversidad de los bosques natura-
les, asi como en la conservacion y utilizacion de los recursos genéticos, ligado
a la mejora genética y cultural, con el fin de maximizar las posibilidades de
supervivencia de las masas forestales (Jorquera, 2009).

En el caso de las especies silvestres, la conservacion tradicional se ha
venido realizando in situ. No obstante, se han desarrollado métodos ex situ
que pueden complementar de forma eficaz los métodos in situ y representan la
unica opcion para la conservacion de especies recalcitrantes, que se propagan
solo por via vegetativa y para material de interés procedente de prototipos
élite o genéticamente transformados (Engelmann, 2011). Es por tanto de gran
importancia desarrollar técnicas que aseguren un almacenamiento optimo y
una rapida multiplicacion del material vegetal.

Desde hace tiempo se reconoce que una sola técnica no asegura una co-
rrecta conservacion de toda la diversidad genética de una especie (Whiters
y Engelmann, 1997). Cada método tiene sus propias ventajas y desventajas
y por ello se requieren estrategias complementarias para una conservacion
efectiva y sostenible del méximo rango de diversidad genética en un taxon
determinado. En los ultimos afos, las técnicas tradicionales de conservacion,
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se han complementado con los métodos de conservacion in vitro (Martin y
Pradeep, 2003). Estas técnicas son de gran interés para la coleccion, multipli-
cacion y almacenamiento de germoplasma vegetal (Engelmann, 1991; Bunn
et al., 2007), ya que permiten la propagacion del material vegetal con altas
tasas de multiplicacion en condiciones asépticas. La miniaturizacion de los
explantos permite reducir los requerimientos de espacio y consecuentemente
los costes de mantenimiento de las colecciones de germoplasma. Se han es-
tablecido protocolos para la propagacion in vitro de varios miles de especies
vegetales, incluyendo numerosas especies raras y amenazadas (Engelmann,
2011).

El almacenamiento de germoplasma mediante la metodologia del cultivo
in vitro se puede llevar a cabo fundamentalmente por dos técnicas: creci-
miento reducido y crioconservacion (almacenamiento en nitrégeno liquido)
(Whiters, 1986). El crecimiento reducido es una opcion para la conservacion
de las especies a medio plazo. La ventaja de esta forma de almacenamiento
de germoplasma es que la coleccion se mantiene bajo condiciones estériles en
un ambiente controlado, retrasando la necesidad de subcultivarlos y, cuando
se requiere, se pueden recuperar rapidamente y propagarlos (Grout, 1995). El
objetivo es reducir el metabolismo de la planta sin afectar a su fisiologia, via-
bilidad, ni a su capacidad de regeneracion bajo condiciones normales (Lam-
bardi y De Carlo, 2003). La reduccion metabolica se puede conseguir a través
de la disminucion de la temperatura, de la intensidad luminosa, utilizando
retardantes del crecimiento, suprimiendo la fuente de carbono o bien elevan-
do la osmolaridad del medio (Engelmann, 1997). De todas estas estrategias,
la que presenta un menor riesgo para la estabilidad y viabilidad del material
vegetal es la reduccion de la temperatura, que se puede combinar con una dis-
minucion de la intensidad luminosa o con oscuridad. Estas técnicas se estan
utilizando rutinariamente para la conservacion a medio plazo de numerosas
especies, tanto de zonas templadas como tropicales, si bien es necesario adap-
tar los protocolos para cada caso (Reed et al., 2004; Engelmann, 2011).

El aliso comun (4lnus glutinosa (L.) Gaertn.) es un arbol de tamafo me-
diano, de entre 17-22 m, que se encuentra ampliamente distribuido en los
ecosistemas riparios de toda Europa. Desde hace unas décadas, la poblacion
de alisos ha disminuido drasticamente, como consecuencia de la enfermedad
causada por el hongo Phytophthora alni (Brasier et al., 2004). La importancia
de esta especie, desde el punto de vista ecoldgico, para el mantenimiento de
la estabilidad de los ecosistemas riparios, y el peligro que representa la ex-
tension de la enfermedad, hacen necesario el desarrollo de técnicas que nos
permitan la conservacion de las poblaciones de aliso. Aunque se han realiza-
do numerosas investigaciones para el desarrollo de técnicas de conservacion
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de un gran nimero de especies, en el caso del aliso s6lo hemos encontrado el
trabajo de Chmielarz (2010) sobre la crioconservacion de semillas.

El proposito del presente trabajo fue desarrollar un protocolo eficien-
te para la conservacion a medio plazo de material de Alnus glutinosa (L.)
Gaertn., previamente establecido in vitro (San José et al., 2013). Este material
requiere transferencias a medio fresco cada 3 semanas para obtener un buen
desarrollo de los brotes, por lo que la posibilidad de lograr un almacenamien-
to a medio plazo seria de gran interés para reducir los costes de mantenimien-
to. Nuestro objetivo fue desarrollar un sistema simple de almacenamiento en
frio utilizando el menor nimero posible de variables.

Material y métodos

Material vegetal y condiciones de cultivo

Se han utilizado dos clones (R4 y G1) de A. glutinosa que se habian estable-
cido previamente in vitro a partir de material adulto (San José et al., 2013).
Estos cultivos se han mantenido por espacio de mas de dos afios mediante
subcultivos periddicos en medio Woody Plant Medium (WPM, Lloyd y Mc-
Cown, 1980), suplementado con 0.1 mg/I benciladenina, 0.5 mg/l acido indol
acético, 20 g/l de glucosa y 7 g/l de agar Difco. El pH de los medios se ajusto a
5.7 antes de esterilizarlos en autoclave a 120°C y 108 kPa durante 20 minutos.
Los explantos se transfieren a medio fresco cada tres semanas, hasta comple-
tar un periodo de subcultivo de 9 semanas. Los cultivos se mantienen en una
camara de crecimiento con una temperatura de 25°C (dia)/ 20°C (noche) y un
fotoperiodo de 16h/8h con una intensidad luminosa de 50 umol m=s! proce-
dente de lamparas fluorescentes de luz blanca (Mazdafluor 7D TF 36w/LlJ).

Efecto del frio en la conservacion

Se utilizaron segmentos apicales (1-1.5 cm) aislados de brotes de 9 semanas
procedentes de los cultivos en multiplicacion. Una vez desprovistos de las
hojas, se insertaron en jarras de vidrio (500 ml) que contenian 70 ml del me-
dio de multiplicacion. Para su conservacion en frio se han utilizado armarios
frigorificos (340 L Sanyo Medicool MPR 311D) que proporcionan 2-4°C de
temperatura y como Unica fuente de luz se ha empleado la iluminacion exter-
na (8-10 umol m?s™). En estas experiencias, se han evaluado a) tiempo de pre-
almacenamiento: Dia 0, inmediatamente después del subcultivo; Dia 10, 10
dias después del subcultivo, durante estos 10 dias los explantos se mantienen
en condiciones estandar de crecimiento, y b) duracién del almacenamiento
en frio (3, 6, 9 0 12 meses). Una vez que ha finalizado el tiempo de almace-
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namiento en frio, el material vegetal se transfirié a medio de multiplicacion
fresco y se dispuso en la cdmara de crecimiento hasta completar un periodo
de 9 semanas bajo condiciones estandar. Se han utilizado 10 explantos por
tratamiento y cada tratamiento se repiti6 dos veces. Después de 9 semanas, se
determinaron los siguientes parametros: porcentaje de explantos que han re-
accionado; nimero de nuevos brotes por explanto; nimero de brotes mayores
de 0,5 cm; longitud del brote mas largo por explanto.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA 1I), y la comparacion de las medias se estim6 mediante el test de
la Diferencia Minima Significativa (DMS) para un nivel de significacion del
95% (p<0,05). Los datos expresados en porcentaje fueron previamente so-
metidos a una transformacion con la funcion arcoseno X2 que permiti6 la
normalizacion de los valores. Los datos que aparecen en las tablas estan sin
transformar.

Resultados y discusion

En este trabajo se han establecido las condiciones necesarias para la conser-
vacion a medio plazo de germoplasma de aliso. La estrategia a seguir fue el
almacenamiento de los cultivos de brotes axilares a baja temperatura y baja
intensidad luminosa. Para ello se han realizado diversos experimentos en los
que se ha estudiado el efecto que ejercen el periodo de pre-almacenamiento
(Dia 0 y Dia 10), asi como la duracion del periodo de almacenamiento en frio
(3-12 meses).

Figura 1. A. Cultivos de aliso después de 6 meses de almacenamiento en frio. B. Brotes de
aliso desarrollados a partir de explantos apicales almacenados en frio durante 12 meses y
subcultivados posteriormente durante 9 semanas en WPM con 0.1 mg/l benciladenina y 0.5
mg/l acido indol acético.
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Desde el punto de vista morfologico, se observo un cierto crecimiento
de los brotes durante su almacenamiento en los armarios frigorificos, que
presentaron una coloracion blanco-amarillenta como consecuencia de la baja
intensidad luminosa a la que se encuentra sometido el material almacenado
(Fig. 1A). Una vez transferidos a condiciones estandar, los cultivos crecen
activamente, recuperando sus tasas normales de multiplicacion después de
un periodo completo de subcultivo (9 semanas) (Fig 1B), no observando-
se diferencias morfologicas entre los cultivos control y los almacenados en
frio. La formacion de callo en la base de los explantos fue casi inapreciable.

Tabla 1. Efecto del pre-almacenamiento (Dia 0, Dia 10) y del tiempo de almacenamiento en
frio (2-4°C) sobre la supervivencia y proliferacion de explantos apicales de aliso cultivados

in vitro (clon R4).

Meses en frio p=<0.05
Clon R4 0 3 6 9 12 Factor Factor Interaccion®
Al B2
Supervivencia
Dia 0 100+0.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0  85.0+5.0  0.190  0.0001 0.174
Dia 10 - 100+0.0 100+0.0 100+0.0  75.0+5.0
N° de brotes
Dia 0 4.5+0.5 4.2+0.2 4.610.8 8.2+1.1 8.242.5 0.122 0.013 0.227
Dia 10 - 6.8+1.8 7.5+0.4 10.1+0.3 6.4+0.3
N° de brotes =>
0.5 cm
Dia 0 3.8+0.4 3.1+0.4 3.1+0.7 6.3+0.9 5.6+1.7  0.041 0.017 0.143
Dia 10 - 5.3+1.4 6.4+0.3 8.1+0.1 4.6+0.6
Longitud
(mm)
Dia 0 20.440.4 20.2+0.2 19.7+41.1 19.742.6 17.6+0.3  0.273 0.269
Dia 10 - 18.8+40.8 21.24+1.0 22.3+1.8 19.2+0.9 0.515

"Factor A: tiempo de pre-almacenamiento; “Factor B: tiempo de almacenamiento en frio;

3Interaccién Factor A x Factor B

A partir de los 6 meses en frio, se observaron signos de necrosis en la zona
apical de algunos explantos, asi como en las hojas, que tienden a caerse. Este
efecto fue mas evidente a medida que aumenta el tiempo de almacenamien-
to en frio. La necrosis avanza desde la zona apical hasta la region basal del
explanto, afectando de igual manera a ambos tratamientos (Dia 0 y Dia 10).
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La supervivencia de los cultivos después del almacenamiento depende
de numerosos factores, como son el tipo de explanto a conservar, el genotipo
de la planta, la temperatura, la luz, la composicion del medio de cultivo, edad
del explanto (tiempo transcurrido desde el ultimo subcultivo en condiciones
normales hasta el inicio de su almacenamiento), duracion o tiempo de alma-
cenamiento, etc. (Engelmann, 1991). Para el almacenamiento a baja tempe-
ratura se han utilizado diversos tipos de explantos: apices, segmentos noda-
les, plantas enraizadas, callos, embriones e incluso suspensiones celulares.

Tabla 2. Efecto del pre-almacenamiento (Dia 0, Dia 10) y del tiempo de almacenamiento en
frio (2-4°C) sobre la supervivencia y proliferacion de explantos apicales de aliso cultivados

in vitro (clon G1).

Meses en frio p=<0.05

Clon G1 0 3 6 9 12 Factor Factor  Interaccion’
1 B2
A

Supervivencia
Dia 0 100+0.0 100+0.0 100+0.0  100+0.0 75.0+5.0 0.341  0.0001 0.452
Dia 10 - 100+0.0 100+0.0  100+0.0 70.0+0.0
N° de brotes
Dia 0 4.6+0.1 4.9+0.3 5.240.1 5.34+0.3  4.0+0.1 0.041 0.0001 0.470
Dia 10 - 5.14+0.1 5.340.1 5.740.3  4.7+0.4
N° de brotes =
0.5 cm
Dia 0 3.5+0.2 3.840.1 42+0.2 39402 3.2+40.1 0.008 0.001 0.064
Dia 10 - 4.0+0.1 4.1+0.1 4.7+0.3 3.94+0.3
Longitud
(mm)
Dia 0 21.24+0.5 21.9+04 24.1+1.0 22.2+1.5 22.0+0.1 0.244  0.004 0.437
Dia 10 - 23.4+1.1 25.8+0.6 22.6+0.2 21.3+0.4

B R 2 - B v 3 Iy
A: tiempo de pre-almacenamiento; “Factor B: tiempo de almacenamiento en frio; “Interaccion

Factor A x Factor B

Dentro de estos, los segmentos apicales son los mas frecuentemente uti-
lizados por su alta capacidad de supervivencia y recrecimiento y por su es-
tabilidad genética (Reed et al., 1998). Es por este motivo que los explantos
apicales fueron elegidos para la conservacion a medio plazo de cultivos in
vitro de aliso.
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Los porcentajes de supervivencia se mantuvieron al 100% durante los 6
primeros meses de almacenamiento en frio, disminuyendo de forma signifi-
cativa en ambos clones con 12 meses de frio. Aunque no existen diferencias
significativas, el descenso fue mas acusado en los explantos del tratamiento
Dia 10 (Tablas 1 y 2). La interaccién de ambos factores, tiempo de pre-al-
macenamiento y permanencia en frio no fue significativa. Corredoira et al.
(2011) sefnalan que uno de los factores que mas influyen en la supervivencia
del material almacenado es el tiempo transcurrido desde el altimo subcultivo
hasta el momento de su almacenamiento en frio (pre-almacenamiento), ob-
servando que no solo afecta al porcentaje de supervivencia, sino también a la
tasa de proliferacion de los explantos una vez finalizado el periodo de frio.
En especies de crecimiento lento o episoddico, como el haya, castafio o roble,
el periodo de subcultivo es mas critico que en especies de rapido crecimiento
como manzano, camelio, cerezo, alamo o abedul (Janeiro, 1996), como seria
el caso del aliso.

La capacidad de proliferacion de los explantos almacenados en frio, du-
rante distintos periodos de frio, se evalud después de 9 semanas de crecimien-
to en condiciones estandar. El nimero de brotes se increment6 de forma sig-
nificativa en el clon R4 al aumentar el tiempo de permanencia en frio (Tabla
1), no siendo significativo el efecto del pre-almacenamiento. Sin embargo, en
el clon Gl el tiempo transcurrido desde el tltimo subcultivo (pre-almacena-
miento) si tiene un efecto significativo sobre el nimero de brotes, al igual que
el tiempo de almacenamiento, si bien la interaccion de ambos factores no fue
significativa (Tabla 2). Diversos autores mencionan el efecto positivo del al-
macenamiento en frio sobre el posterior desarrollo de las plantas (Koubouris
y Vasilakakis, 2006; Lata et al., 2010), si bien Corredoira et al. (2011) senalan
que este efecto es transitorio y los explantos recuperan sus tasas de multi-
plicacion y desarrollo normales después de 1-2 subcultivos en condiciones
estandar.

En ambos clones, el nimero de brotes mayores de 0.5 cm se incrementa
de forma significativa al aumentar el tiempo de permanencia en frio y, en este
caso, el tiempo de pre-almacenamiento también tiene un efecto significativo,
obteniendo los mejores resultados en explantos pre-almacenados durante 10
dias, si bien la interaccion de ambos factores no fue significativa.

La longitud de los brotes se mantuvo mas o menos constante en el clon
R4 (Tabla 1), sin embargo, en el clon Gl se observo un efecto favorable del
frio en la elongacion de los brotes, alcanzando los valores maximos después
de 6 meses de almacenamiento (Tabla 2). Janeiro et al. (1995) sehalan que el
frio mejord el crecimiento de los brotes de Prunus avium, sin embargo en
roble y castafio produjo una reduccion de la longitud de los mismos después
del primer subcultivo, aunque las tasas de multiplicacion se recuperaron en
posteriores subcultivos.
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Con la reduccion de la temperatura se consigue aumentar los intervalos
entre los subcultivos, ya que se produce una reduccion de la actividad meta-
bolica y, por consiguiente, del crecimiento de los explantos (Westcott, 1991;
Divakaran et al., 2006). La temperatura més adecuada depende de los reque-
rimientos de cada especie (Engelmann, 1991). En especies lefiosas, los rangos
oscilan entre -3°C y 12°C, aunque la mayor parte de las especies se almacenan
entre 2°C y 5°C (Lambardi y De Carlo, 2003). En nuestro caso se eligié una
temperatura de entre 2-4°C, que ha dado muy buenos resultados en el almace-
namiento de diversas especies lefiosas (Bekheet et al., 2002; Gongalves y Ro-
mano, 2007; Kovalchuk et al., 2009). Las distintas especies difieren también
en sus requerimientos de luz u oscuridad durante su almacenamiento en frio,
aunque la mayor parte de los protocolos utilizan baja intensidad luminosa,
como en nuestro caso, u oscuridad (Shibli et al., 2006; Kovalchuk et al., 2009).
Al igual que en otras especies (Janeiro, 1996; Ballester et al., 1997; Vieitez et
al., 2003), en el caso del aliso se ha utilizado el medio de multiplicacion es-
tandar, lo cual simplifica y reduce sensiblemente los costes de mantenimiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran claramente la posi-
bilidad de mantener cultivos de aliso en frio durante al menos 12 meses sin
subcultivos. El almacenamiento en frio supone la reduccion de los costes de
micropropagacion, y ofrece un método alternativo para la conservacion del
germoplasma de especies lefiosas.
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Resumen

En este articulo, se analiza el comportamiento adherente del hormigédn reci-
clado para diferentes porcentajes de sustitucion del arido grueso natural por
reciclado (20%, 50% y 100%). Los resultados obtenidos permiten establecer
las diferencias existentes entre la resistencia adherente de un hormigon con-
vencional y la de los hormigones reciclados en funcion del porcentaje de sus-
titucion con que se fabriquen y para distintos tamafios de probeta. Se constata,
por tanto, que la tension adherente disminuye a medida que aumenta el por-
centaje de arido reciclado empleado. Con el objetivo de definir la influencia
del contenido de reciclado en el comportamiento adherente, se normaliza la
tension adherente teniendo en cuenta la menor resistencia a compresion de los
hormigones reciclados.

A partir de los resultados experimentales, se obtienen porcentajes de re-
duccion de la tension adherente para hormigones con diferentes tasas de sus-
titucion de arido reciclado respecto a la obtenida en los hormigones conven-
cionales. Ademas, se establecieron ratios valor experimental/valor tedrico que
permiten definir un factor corrector de aplicacion en las longitudes de anclaje.

Palabras clave: Ensayo pull-out, Hormigon reciclado, Resistencia adherente,
Resistencia adherente normalizada.
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Abstract

In this paper the bond behavior of recycled aggregate concrete (RAC) was
characterized by replacing different percentages of natural coarse aggregate
with recycled coarse aggregate (20%, 50% and 100%). The results made it
possible to establish the differences between the conventional concrete bond
strength and the recycled concrete bond strength depending on the replace-
ment percentage and specimens of different size. It was thus found that bond
stress decreases with the increase of the percentage of recycled coarse aggre-
gate used. In order to define the influence of recycled aggregate content on
bond behavior, normalized bond strength was calculated taking into account
the reduced compressive strength of the recycled concretes.

Finally, using the experimental results, reductions of bond strength were
obtained in recycled concretes with different replacement ratios compared to
conventional concrete. Moreover, experimental value/theoretical value ratios
were established in order to define a corrector coefficient in anchorage length.

Key words: Bond strength, Normalized bond strength, Pull-out test, Recy-
cled concrete.

Introduccion

En las tltimas décadas se ha experimentado un incremento significativo en
la generacion de residuos, que afecta a todos los sectores de las sociedades
desarrolladas. Actualmente, el modelo productivo de desarrollo industrial que
sigue la politica econdémica de la gran mayoria de paises se basa en un aporte
constante de recursos materiales provenientes del medio natural, que se con-
vierten en residuos una vez cumplida su vida util. De esta forma se agrava el
problema ambiental, ya que al agotamiento de los recursos naturales se suma
la necesidad de destinar cada vez mas espacios a vertedero, con las conse-
cuencias sociales, ambientales y econdmicas que ello conlleva.

Oponiéndose a este sistema surge el concepto de Desarrollo Sostenible,
que pretende dar respuesta a las necesidades sociales y economicas de modo
compatible con el cuidado y proteccion del medio y los recursos naturales. La
idea de establecer un modelo de crecimiento econdomico viable medioambien-
talmente aparece con la publicacion del informe del Club de Roma en 1971,
en el que se plantea por primera vez la necesidad de modificar las directrices
politicas y econdmicas de las sociedades desarrolladas o emergentes: “el de-
sarrollo debe satisfacer las necesidades de la generacion presente sin com-
prometer la capacidad de las generaciones futuras de satisfacer las suyas”.
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Desde ese lejano 1971, varios hitos internacionales han marcado los
avances producidos y los retos pendientes: el informe Bruntland remitido a la
ONU en 1987, la Cumbre de la Tierra en Rio en 1992, la carta de Aalborg en
1996, el protocolo de Kyoto en 1997, la cumbre mundial de Johannesburgo en
2002 o la reciente Cumbre de la Tierra Rio+20 celebrada en Brasil en Junio
de 2012. A consecuencia de estas propuestas internacionales surgen diver-
sas iniciativas en diferentes sectores industriales, centradas principalmente
en implantar un modelo compatible con un desarrollo econémico sostenible.

En el sector de la construccion se produce también un continuo flujo de
materiales que alimenta el ciclo constructivo, necesariamente marcado por el
fin de la vida util de todas las construcciones, momento en que éstas deben
recibir nuevos aportes de materiales para hacerlas sobrevivir mas tiempo, o
bien ser demolidas con la consiguiente generacion de residuos de construc-
cion y demolicion. No se ha caracterizado la industria de la construccion por
su interés en la etapa de la deconstruccion, por lo que resulta dificil plantearse
retos como la reduccion o la reutilizacion de residuos de construccion y demo-
licidn si en la planificacion del proyecto y la obra no se introduce ese objetivo
hasta sus ultimas consecuencias. El profesor Antonio Aguado plasma esta
idea en su conocido diagrama del Ciclo de la Construccion (Figura 1), el cual
sintetiza bien las ideas apuntadas.

Ciclo de la construccian

[ materiALIZACION

Proyecto
Ejecucion
Materiales

UTILIZACION

VIDAUTIL Mantenimiento
Gestion

]

CONSTRUCCION

CONCEPCION

Planificacion

[ REINTEGRACION

Demalician
Reutilizacion

DECONSTRUCCION

Figura 1. Ciclo de la construccion
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Siguiendo esta linea de reutilizacion, reciclaje y revalorizacion de residuos de
construccion y demolicion, en Espaiia se han desarrollado en los tltimos afios
numerosos estudios e investigaciones en el ambito del hormigén con éarido
grueso reciclado (hormigoén reciclado) procedente de la demolicion de estruc-
turas de hormigdn. Dichos estudios han contribuido decisivamente a que se
incluyera en la instruccion espafiola de hormigén estructural (EHE-08, del
Ministerio de Fomento) un anejo de recomendaciones destinado a fomentar
el empleo del arido grueso reciclado, bien garantizado para sustituciones de
hasta el 20% del arido grueso natural. Para porcentajes superiores, este anejo
indica que el efecto sobre diversas propiedades fisicas, mecanicas o quimicas
puede variar.

Objetivos

El hormigén armado esta presente en la practica totalidad de las construc-
ciones que se realizan tanto en obra civil como en edificacion. La adherencia
entre hormigoén y acero es base fundamental para el correcto funcionamiento
del hormigén estructural, por lo que resulta imprescindible conocer la interac-
cion entre las armaduras pasivas y los hormigones reciclados. De esta forma,
se ofrecen garantias para su empleo en estructuras de hormigén armado, do-
tando al proyectista de pautas para su disefio, con el fin de fomentar su uso.

El fenomeno de adherencia estd controlado por numerosos factores que
dependen, esencialmente, de las propiedades de las barras de acero y del hor-
migoén que las rodea. En este estudio se pretende definir el comportamiento
adherente del hormigon reciclado para diferentes porcentajes de sustitucion
de la fraccion gruesa del arido natural por reciclado.

Uno de los ensayos mas reveladores para visualizar y cuantificar el feno-
meno de la adherencia consiste en traccionar una barra de acero embebida en
hormigdn, con cargas crecientes hasta provocar la rotura del espécimen o un
deslizamiento generalizado (ensayo tipo pull-out).

En los hormigones reciclados, la presencia de mortero adherido supone la
aparicion de una nueva interfase débil mortero original — mortero nuevo que,
previsiblemente, repercutiria en un peor control de la fisuracion unido a una
menor resistencia a compresion. Por ello, a la vista de la escasez de estudios
de ambito internacional sobre el tema (Xiao y Falkner 2007, Butler et al. 2011,
Kim et al. 2012), resulta esencial el estudio del comportamiento adherente de
los hormigones cuando se sustituye el arido grueso convencional por recicla-
do en distintos porcentajes. De este modo, se pretende identificar las posibles
carencias en normativas y recomendaciones cuando se emplean este tipo de
hormigones.
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Programa Experimental

En la investigacion se plantea un programa experimental en el que se fabrican
dos series de hormigén, H50 y H65, dosificados con una relacion agua/cemen-
to (a/c) igual a 0.50 y a 0.65 respectivamente. Dentro de cada serie, se utilizan
tres porcentajes de sustitucion de la fraccion gruesa de arido natural por arido
reciclado (20%, 50% y 100%) y su correspondiente hormigon de control (0%
de sustitucion). Finalmente, se obtienen ocho tipos de hormigon diferentes,
H50-0, H50-20, H50-50, H50-100, H65-0, H65-20, H65-50 y H65-100, con los
que realizar los ensayos (Figura 2).

[ CARACTERIZACION DE MATERIALES ’

Y
[ DETERMINACION DE LAS DOSIFICACIONES ]

Y
REALIZACION DE LAS AMASADAS ’

N

DETERMINACION PROPIEDADES DEL HORMIGON CONFECCION MOLDES ENSAYO PULL-OUT

N |

Harmigan Fresco [ Hormigan Endurecido ] [ REALIZACION ENSAYOS PULL-OUT ]

Y
[ PROPIEDADES DEL MATERIAL ] [ CARACTERISTICAS ADHERENTES ]

Figura 2. Proceso seguido en el programa experimental
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En primer lugar, se determinaron los valores de consistencia y densidad
del hormigén en estado fresco, obtenidos inmediatamente después de su fa-
bricaciéon. A continuacion se llevaron a cabo una serie de ensayos con el ob-
jetivo de caracterizar los diferentes hormigones de estudio en estado endu-
recido. Para ello, se determin6 su resistencia mecanica a compresion (f ), a
traccion (£, ), densidad (p) y modulo de deformacion longitudinal (E ). Se
pretende de este modo conocer las resistencias mecanicas de los hormigones
y poder definir la influencia de éstas en su comportamiento adherente. De
forma simultanea a la caracterizacion del hormigon, se realizan los ensayos
de arrancamiento tipo pull-out, ensayos que permitiran definir el comporta-
miento adherente de los hormigones reciclados. Para su desarrollo, se fabri-
can probetas cubicas de dos tamafios diferentes, 10x10x10 cm y 20x20x20
cm, en las que se embebe una barra de acero corrugado B5S00SD de 10 y 20
mm de didmetro, respectivamente. Los ensayos se realizan a 28 dias de edad,
siguiendo las recomendaciones de la RILEM, RC 6 “Bond test for reinforce-
ment Steel” (RILEM TC9-RC, 1983).

En la Tabla 1 se detalla el plan de ensayos propuesto a 28 dias para cada
tipo de hormigon.

Tabla 1. Plan de ensayos a 28 dia

Tipo de probeta n° Ensayo
Cilindrica 15x30 cm Compresién (UNE-EN 12390-3:2003)
Modulo (UNE 83316:1996)

3
2
Cubica 10x10x10 cm 3 Compresion (UNE-EN 12390-3:2003)
6
6

Pull-out (RILEM RC6)
Pull-out (RILEM RC6)

Cubica 20x20x20 cm

Materiales

1.1 Caracterizacion del material

En la Tabla 2 se recogen los resultados obtenidos de la caracterizacion de los
aridos empleados en la fabricacion de los hormigones, tanto naturales como
reciclados. Ademas, se afiade una columna en la que se recogen los limites
establecidos en Espatfia, por la Instruccion del Hormigén Estructural — EHE-
08 (Comision Permanente del Hormigon, 2008) para los aridos a emplear en
la fabricacion de hormigones.
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Tabla 2. Caracterizacion de los arido

Médulo granulométrico 3.71 6.29 7.42 7.44
Finos (EN 933-1) (%) 11.58 1.61 0.47 0.30 <10 (arena)
<1.5 (arido grueso)
Humedad (EN 1097-3) (%) 0.07 0.08 0.05 2.95
Densidad (EN 1097-6) (kg/l) 2.67 2.61 2.66 2.57
Absorcion (EN 1097-6) (%) 222 2.20 2.57 5.40 <7 (AR)
Equivalente arena (EN 933-8) 64 -- 2.60 --
Indice de lajas (EN 933-3) - 14.02 7.21 6.82 <35
C. los Angeles (EN 1097-2) - -- 23 34 <40

A la vista de los resultados obtenidos, se considera que los aridos recicla-
dos caracterizados son adecuados para la fabricacion del hormigdn, ya que
cumplen los requisitos establecidos por la EHE-08 para este fin. Todos los
ensayos de caracterizacion se han desarrollado de acuerdo a las correspon-
dientes normas UNE y teniendo en cuenta, en el caso del arido reciclado, las
recomendaciones del anejo 15 de la EHE-08.

Para los aridos reciclados se realiza ademas el estudio de composicion
(Figura 3) de acuerdo a la norma EN 933-11.

#  Aridos
(25.18%

B Plastico

y papel
(0.07%)

)

B Ceramicos
(2.69%)

B Yeso
(0.22%)

M Aridos con

mortero
(61.46%)

Figura 3. Composicion media del arido reciclado empleado en la investigacion
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1.2 Diserio de los hormigones

Se han planteado dos series de hormigon para realizar este estudio. Una serie
con resistencias mecanicas elevadas y relacion agua/cemento de 0.50, y otra
de relacion agua/cemento de 0.65, con una menor capacidad resistente (para
una misma dosificacion, al aumentar la relacion agua/cemento, la resisten-
cia del hormigén desciende). De esta forma, se consigue un mayor rango de
estudio al analizar dos tipos de hormigones con resistencias de calculo bien
diferenciadas.

En total se disefian ocho tipos de hormigén: cuatro para cada serie, in-
cluyendo uno convencional o de control (0% de sustitucién de arido grueso)
y tres hormigones con diferentes porcentajes de sustitucion del arido grueso
natural por arido grueso reciclado: 20% (méximo permitido en la EHE-08),
50% (valor intermedio) y 100% (hormigén fabricado integramente con arido
grueso reciclado). La denominacion de estos hormigones sera: H50-0, H50-
20, H50-50, H50-100, H65-0, H65-20, H65-50 y H65-100; donde el primer
digito que aparece (50 6 65) indica la serie a la que corresponde (relacion a/c
0.50 6 0.65) y el ultimo al porcentaje de sustitucion del arido grueso (0%,
20%, 50% y 100%).

En la Tabla 3 se recogen las dosificaciones para 1 m? de hormigon, dise-
nadas a partir del método de Faury. En estas dosificaciones, se especifica la
cantidad (en kg) a emplear de cemento, agua, arido natural y arido reciclado,
estos dos seglin su fraccion granulométrica.

Tabla 3. Dosificaciones para 1 m* de hormigon

H50-20 H50-50 H50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
Cemento 380 380 380 380 275 275 275 275
Agua 190 190 190 190 178,75 178,75 178,75 178,75
0-4C 781.43 79431 811.37 838.29 918.49 938.05 962.73  1005.18
412C 307.93 237.28  140.37 0.00 457.65 350.60 205.48 0.00
8-20C 66544 51276  303.34 0.00 486.19 37247 21829 0.00
4-16 R 0.00 187.51  443.71 807.97 0.00 180.77  423.77 756.46

En las dosificaciones anteriores no se incluyen las cantidades a emplear

de aditivo superplastificante. Los aditivos plastificantes y superplastificantes
son productos quimicos capaces de mejorar las propiedades del hormigon.
Se emplean para conferir al hormigén fresco un mejor comportamiento en
cuanto a trabajabilidad, pero también se busca con su uso mejorar significa-
tivamente la resistencia y la durabilidad del hormigon final, al poder reducir
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en gran medida la cantidad de agua empleada. Las cantidades empleadas de
dichos productos estan comprendidas entre el 0.7% y el 1.2% del peso del
cemento, y se adoptaran unos valores u otros, dentro del rango establecido, en
funcion de las necesidades especificas de cada hormigén. Se pretende fabricar
un hormigén de consistencias blandas, lo que corresponde a asientos, medi-
dos en cono de Abrams (norma EN 12350-2) entre los 6 y los 9 cm, en todas
las dosificaciones empleadas (Figura 4).

Figura 4. Asiento en cono de Abrams

Diferentes estudios han constatado que la presencia de mortero adherido
en la superficie de los aridos reciclados supone un notable incremento de la
absorcion de agua (Hansen y Narud 1983, Nixon 1987, Gonzalez-Fonteboa
y Martinez-Abella 2008) y por tanto un riesgo de reduccion en la cantidad
de agua disponible para combinarse con el cemento en la amasadora, si los
aridos reciclados se introdujeran sin ninguna consideracion adicional. Con
el objetivo de corregir este efecto se han desarrollado numerosos estudios e
investigaciones que se concretan en tres tendencias principales:

* Afiadir agua directamente en la amasadora (Berndt 2009, Poon et al.
2004, Xiao et al. 2005)

* Pre-saturar el arido antes de incorporarlo al amasado (Nealen y Schenk
1998, Sagoe C. et al. 2001, Riihl 1992)

* Mojar el arido mediante aspersion (Etxeberria et al. 2007)
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En esta investigacion, se ha optado por pre-saturar los aridos reciclados
durante 10 minutos, tiempo establecido por Nealen y Schenk (1998) como
suficiente para garantizar el 80% de saturacion y, tal y como se ha constatado
experimentalmente en ensayos previos, tiempo suficiente para alcanzar al me-
nos el 70% del grado de saturacion de los aridos reciclados. El procedimiento
de pre-saturacion consiste en sumergir los aridos durante 10 minutos para, a
continuacion, dejarlos escurrir otros 10, consiguiendo la eliminacion del agua
retenida superficialmente.

1.3 Preparacion y fabricacion de las probetas de adherencia

Esta fase de preparacion consiste, principalmente, en disponer la barra de ar-
madura pasiva en la probeta y delimitar la zona libre de adherencia. La barra
embebida se divide en dos partes, teniendo una longitud de 5f cada una de
ellas, donde f es el diametro nominal de la barra de armadura. La zona no-
adherente se cubre de grasa y se envuelve en cinta aislante, de modo que no
sea capaz de movilizar ningtn tipo de adherencia. De esta forma, una parte
de la barra sera la que presente resistencia adherente entre el hormigon y el
acero al aplicar la carga de ensayo, y la otra parte quedara inhabilitada para el
estudio de la adherencia (Figura 5).

Zona libre de adherencia

Figura 5. Preparacion de los moldes de ensayo

La idea de tener una zona de armadura no-adherente tiene por objetivo
mantener constante la longitud adherida a lo largo de todo el ensayo. De esta
forma, se mantiene la hipdtesis de longitud adherente constante en toda la ba-
rra, circunstancia que permitira el calculo de las tensiones adherentes a partir
de las cargas registradas durante el ensayo. En caso de no definir un tramo
libre de adherencia, habria que determinar la longitud adherida (1,) para cada
incremento de deslizamiento registrado a lo largo el ensayo, ya que a medida
que aumentase el deslizamiento de la barra disminuiria la longitud adherida
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(1,) a considerar en el calculo. Al disponer de una zona libre de adherencia
habilmente situada en el molde, es ésta la que disminuye, manteniendo cons-
tante la longitud adherida, /,.

Una vez las probetas estan preparadas para su rellenado con hormigoén, se
colocan de forma que la parte mas larga de la barra exterior quede apoyada y
no se produzcan tensiones en el hormigon a edades tempranas, tensiones que
podrian incidir negativamente en la resistencia adherente de dichos hormigo-
nes (Figura 6).

Figura 6. Preparacion de las probetas

El vertido del hormigén se realiza en direccion perpendicular a la barra,
en dos tongadas o capas para las probetas de 20 cm y en una sola para las de
10 cm, obteniendo de esta forma unas buenas caracteristicas adherentes, tal
y como se ha planteado en el estudio de variables. Posteriormente, se realiza
una compactacion por vibrado de la masa de hormigon mediante un vibrador
de aguja, sin que se produzca contacto entre €ste y la barra embebida. Final-
mente, se procede al curado de las probetas hasta la edad de desmoldeo.

El procedimiento de curado consiste en la colocacion de una capa de ar-
pillera humeda sobre las probetas, teniendo lugar el desmoldeo entre las 24
horas y tres dias transcurridos desde la fabricacion. Todas las probetas, tanto
de caracterizacion como de adherencia, se almacenan en camara climatica
hasta el dia de ensayo, bajo condiciones ambientales normalizadas de 20°C de
temperatura y 90% de humedad. Durante este tiempo, las barras embebidas
se mantienen en posicion totalmente horizontal para evitar cualquier tipo de
tension en el hormigdn que pudiera interferir en su capacidad adherente.
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1.4 Metodologia del ensayo pull-out

El procedimiento de ensayo consiste, fundamentalmente, en aplicar una carga
de traccion a la barra de armadura embebida en la pieza ctbica de hormigon,
garantizando una velocidad de carga constante de 0.01 y 0.02 mm/s para los
didmetros de 10 y 20 mm, respectivamente. Esta velocidad de carga quiere
decir que el actuador hidraulico empleado aplicara una fuerza tal a la probeta,
que el desplazamiento que se produce en ese extremo sea de “x” milimetros
por segundo. La velocidad de carga es un pardmetro fundamental en este tipo
de ensayos, (Vos y Reinhardt 1982), y se controla mediante un transductor de
desplazamiento acoplado al actuador hidraulico, el cual se maneja mediante
una servovalvula y un sistema de control por lazo cerrado muy preciso.

A lo largo del ensayo se registran de manera continua los valores de la
carga actuante y el deslizamiento de la barra. Para ello se sitlia una célula
de carga hueca (transductor de fuerza) en el anclaje inferior y un transductor
de desplazamiento en el extremo superior libre de la barra. El dispositivo de
ensayo se muestra graficamente en las Figuras 7 y 8.

Transductor de desplazamlento:
reglstra la penetraclén de la armadura

s

Probeta ensayada,
con barra de armadura
pasante

5D

5D

Transductor de desplazamlento: Actuador
controla la velocidad de carga —— — hidraulico

Sistema /

de anclaje

Célula de carga hueca:
reglstra la fuerza aplicada
en cada instante de tiempo

Figura 7. Esquema del ensayo de arrancamiento
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Figura 8. Fotografias del equipo de ensayo

Las diferentes normativas y recomendaciones establecen tres medidas de
la curva carga—deslizamiento del ensayo como medidas fundamentales para
el posterior calculo de la tension adherente. Estas son las correspondientes a
un deslizamiento en el extremo de 0.01, 0.1 y 1 mm de la barra de armadura.
Se establece por tanto, un deslizamiento maximo que permita dar por finali-
zado el ensayo en caso de no haber llegado a una rotura fisica de la probeta y
permita, a su vez, la obtencion de las medidas requeridas para el calculo de la
tension de adherencia. Se fija dicho limite en 1.5 mm.

Resultados de los ensayos

1.5 Caracterizacion de hormigones

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de los hormigones se recogen
en las Tablas 4 y 5. El analisis de resistencia a compresion en probeta cubica y
cilindrica indica una tendencia general de disminucion de las resistencias con
el porcentaje de sustitucion, obteniéndose una caida de un 30% de la resisten-
cia a compresion para las probetas elaboradas con un 100% del arido grueso
reciclado. Estas caidas se producen tanto en el hormigoén de relacion a/c 0.65
como en el de relacion 0.50. Se observa, asi mismo, que las probetas que pre-
sentan menores valores de modulo de deformacion son las correspondientes
a los hormigones que incorporan el 100% de arido reciclado. En este caso los
porcentajes de reduccion obtenidos son también de un 30%.



Tabla 4. Caracterizacion de hormigones de la serie H50
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H50-0 H50-20 H50-50 H50-100
p fresco kg/m3 2385.19 2362.14 2346.55 2287.35
p endurecido kg/m3 2395.18 2357.05 2338.47 2278.05
fe, cilindrica MPa 64.66 63.71 61.10 43.40
fe, cubica MPa 75.02 72.76 74.44 58.22
E. MPa 37077.22 35958.14 35380.18 25941.02

Tabla 5. Caracterizacion de hormigones de la serie H65

H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
p fresco kg/m? 2374.56 2352.29 2329.09 2277.57
p endurecido kg/m? 2374.78 234491 2320.51 2267.19
fe, cilindrica MPa 49.76 42.13 38.75 33.01
fe, cavica MPa 53.85 52.19 47.12 38.07
Ec MPa 36918.34 32294.00 28552.93 25473.45

1.6 Comportamiento adherente

Durante los ensayos de arrancamiento tipo pull-out, se registran de manera
continua la carga aplicada por el actuador hidraulico y el deslizamiento que
experimenta la barra en su extremo libre, medido éste mediante un transduc-
tor de desplazamiento. A partir de estos datos, se obtienen las curvas car-
ga aplicada — deslizamiento para los diferentes hormigones de estudio. Las
tensiones adherentes se obtienen a partir de las cargas de ensayo registradas
experimentalmente (F) y la superficie de contacto de la barra con el hormi-
gon, obtenida a partir del radio de la barra () y la longitud adherente (/,), de
acuerdo a la Ecuacion 1. © = F/(m « » + ;). Esta formula implica que toda la
fuerza de traccion que el actuador hidraulico aplica a la barra corrugada se
transmite al hormigon a través de la superficie de contacto adherente hormi-
gon - acero, superficie que razonablemente se puede calcular como la de un
cilindro de longitud Z,.

T=Ff(m «r - I)

Ecuacion 1. Tension adherente
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Las curvas carga-deslizamiento de la barra para los dos tamafios de pro-

beta (10x10x10 y 20x20x20 cm) de ambas series de hormigdn, se muestran en
las Figuras 9 a 12.

Carga - Deslizamiento probetas 10x10x10 cm de la serie H50
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Figura 9. Resultado de ensayos pull-out sobre probetas 10x10x10 cm de la serie H50

Carga - Deslizamiento probetas 10x10x10 cm de la serie H65
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Figura 10. Resultado de ensayos pull-out sobre probetas 10x10x10 cm de la serie H65
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Carga - Deslizamiento probetas 20x20x20 cm de la serie H50
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Figura 11. Resultado de ensayos pull-out sobre probetas 20x20x20 cm de la serie H50

Carga - Deslizamiento probetas 20x20x20 cm de la serie H65
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Figura 12. Resultado de ensayos pull-out sobre probetas 20x20x20 cm de la serie H65

Se ha optado por establecer como valores de referencia en el calculo de
las tensiones experimentales, ademas de las tensiones maximas (G . ), aque-
llas que corresponden a una penetracion de la barra en el extremo libre de la
probeta de 0.01, 0.1 y 1 mm (£-0.01, £-0.1, {-1 respectivamente), por tratarse
de valores utilizados por diferentes autores (Molina et al. 2004, Almeida et
al. 2008) y estar recogidos en distintas normativas o recomendaciones sobre
el comportamiento adherente del hormigdn. Las tensiones correspondientes a
estas penetraciones se usaran como puntos de estudio significativos, cuyo pro-
medio permitira obtener la tension adherente media (C ) del hormigon. Ade-
mas, de acuerdo a las recomendaciones bibliograficas (Almeida 2006), si el
deslizamiento maximo es inferior a 1 mm, para el calculo de la tension adhe-
rente media se utilizard la tension ultima (méaxima) en lugar de la tension C-1.
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En las Tablas 6 y 7, se recogen los valores de la tension de adherencia aso-
ciados a una penetracion del extremo libre de la armadura en el hormigon de
0.01 mm, 0.1 mm y 1 mm, asi como la tension de adherencia media y méxima
obtenida para los diferentes hormigones.

Se observa, en las Figuras 13 y 14, que en ambos hormigones, H50 y H65
y para ambos tipos de probeta (10x10x10 y 20x20x20 cm), el aumento en el
porcentaje de utilizacion de arido reciclado supone una disminucion en los
valores de tension de adherencia.

Cuando se analiza el hormigéon H50 en el ensayo sobre probetas de
10x10x10 cm, se observan disminuciones en los valores de tension de adhe-
rencia maxima del 8.5%, 4.0% y 21.4% para los porcentajes de 20%, 50% y
100% de sustitucion respectivamente. Este mismo hormigén ensayado sobre
probetas de 20x20x20 cm, permite constatar disminuciones de un 7.7%, 4.1%
y 19.6%, también respectivamente para porcentajes de 20%, 50% y 100% de
arido reciclado. El comportamiento, cuando se analiza la tension de adheren-
cia media, es muy similar al verificado con la tension de adherencia maxima.

Tabla 6. Tensiones de adherencia en las probetas de 10x10x10 cm (MPa)

Tensién
(MPa)

H50-0 H50-20 H50-50 H50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100

¢-0.01 8,05 5,16 5,39 4,21 7,97 4,54 0,73 4,01
2-0.1 20,26 17,29 20,11 10,30 14,56 11,41 10,63 7,60
g1 25,28 - - 19,77 21,54 16,55 16,79 13,76
-m 17,86 15,20 16,60 11,43 14,69 10,83 9,38 8,46
g-max 25,31 23,15 24,29 19,88 22,26 16,63 16,86 13,88

Tabla 7. Tensiones de adherencia en las probetas de 20x20x20 cm (MPa)

Tension H50-20 H50-50 H50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
(MPa)
¢-0.01 5,64 5,12 5,58 3,79 3,44 3,57 2,73 2,18
2-0.1 17,03 16,94 18,83 10,05 13,82 10,40 10,81 9,90
1
-m 15,98 15,34 15,87 10,58 12,86 10,30 10,21 9,50
g-max 25,28 23,96 23,18 17,90 21,33 16,92 17,08 16,40
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Figura 14. Relacion de ¢ con el porcentaje de sustitucion. Probetas de 20x20x20 cm

El estudio sobre el hormigon H65 en el ensayo sobre probetas de 10x10x10
cm, permite determinar reducciones en los valores de tension de adherencia
maxima del 25.3%, 24.3% y 37.7% para los porcentajes de 20%, 50% y 100%
de sustitucion respectivamente. El analisis sobre probetas de 20x20x20 cm de
este hormigon supone disminuciones de 24.0%, 23.3% y 26.3%, también res-
pectivamente para porcentajes de 20%, 50% y 100% de arido reciclado. Tam-
bién con el hormigdn H65 se observa el mismo comportamiento en tension de
adherencia maxima y media. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
otros autores, (Ajdukiewicz y Kliszczewicz 2002), quienes constatan reduc-
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ciones de la tensién adherente méxima del 20% para hormigones fabricados
integramente con arido reciclado y ensayados a 28 dias.

Analisis de resultados

Diversos estudios realizados en el ambito del comportamiento adherente de
los hormigones demuestran la influencia directa que las propiedades meca-
nicas, fundamentalmente la resistencia a compresion, tienen sobre la tension
adherente, de tal forma que aquellos hormigones con resistencias mas bajas
tendran previsiblemente una menor capacidad adherente. En este estudio se
observa también que, a medida que disminuye la resistencia a compresion de
los diferentes hormigones, se produce un descenso de su capacidad adheren-
te. En la Figura 15 se relaciona la tension adherente de cada hormigon con la
resistencia a compresion obtenida sobre probeta ctbica.

Por este motivo, los resultados de tensiones de adherencia obtenidos no
deben analizarse atendiendo, exclusivamente, al porcentaje de arido reciclado
empleado, sino también a las resistencias proporcionadas por los diferentes
hormigones. De esta forma, para evaluar la influencia del porcentaje de arido
reciclado empleado, se hace necesario utilizar expresiones que normalicen los
resultados de las tensiones de adherencia, haciéndolos independientes de la
resistencia a compresion.
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Otro factor de andlisis que hay que tener muy en cuenta en los ensayos de
adherencia por arrancamiento son los modos de fallo de las probetas en los
diferentes hormigones. Estos modos pueden ser de dos tipos:

e Deslizamiento de la barra embebida (pull-out). Este es el modo de
fallo mas comun, aunque en determinados casos puede no darse
este tipo de rotura.

e Aparicion de fisuras radiales, que se inician en la corruga de la barra
y alcanzan la superficie de la probeta hasta producir su colapso

(splitting).

En los hormigones reciclados, la presencia de mortero adherido a la su-
perficie del arido reciclado supone la aparicion de una nueva interfase débil
entre el mortero original y el mortero nuevo, la cual, previsiblemente, reper-
cutiria en un peor control de la fisuracién y que podria predisponer a la apari-
cion predominante de alguno de los tipos de rotura.

Finalmente, en este apartado de andlisis de resultados se analizard si las
diferentes normativas y codigos que predicen el comportamiento adherente
del hormigén convencional son adecuadas y garantizan iguales niveles de
seguridad cuando se trata de hormigones reciclados, cuestion de gran impor-
tancia pues esta directamente relacionada con la seguridad estructural de una
obra o edificacion.

1.7. Anadlisis de la tension de adherencia normalizada

En la caracterizacion de hormigones se obtienen los datos experimentales
de resistencias a compresion, cuyos valores constatan un hecho ampliamente
aceptado por diferentes autores (Corinaldesi y Moriconi 2009, Gonzalez-Fon-
teboa y Martinez-Abella 2008) en sus respectivas investigaciones: las resis-
tencias se reducen con el incremento en el porcentaje de arido reciclado. En
este apartado se trata de analizar si la disminucion de la capacidad adherente
es fruto, inicamente, de la disminucion de la resistencia a compresion que
experimentan los hormigones reciclados de la misma dosificacion que los
hormigones convencionales o si, por el contrario, existe un efecto adicional
debido a la propia incorporacion del arido reciclado.

Con este objetivo definido, se debe establecer un parametro adimensional
de comparacion que permita el estudio de la respuesta adherente del hormi-
gbn con independencia de su resistencia. Numerosos autores definen una serie
de ratios de adherencia en funcion de las resistencias mecanicas a compre-
sion, resistencias obtenidas en campaia experimental para los hormigones de
estudio. Algunos autores (Butler et al. 2011, Almeida y El Debs 2008, Molina
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2005) coinciden en sefialar la relacion de la tension adherente con la resisten-
cia a compresion (G /f y C_/f) como un parametro idéneo de comparacion
del comportamiento adherente en el hormigon. Sin embargo, otros estudios
(Xiao y Falkner 2007, Foroughi et al. 2008, Khandaker y Hossain 2008), tam-
bién algunos codigos y normativas (MC 2010), establecen como 6ptima la
relacion de la tension adherente con la raiz cuadrada de la resistencia a com-
presion del hormigon (/) y € /f)"°), definiendo este pardmetro como
tension adherente normalizada (Foroughi et al. 2008).

En el presente estudio se ha optado por trabajar con el valor de {/(f)"°
como valor normalizado de las tensiones adherentes. Este valor permitira rea-
lizar comparaciones entre los diferentes hormigones con independencia de su
resistencia a compresion, o lo que es lo mismo, debida, exclusivamente, a la
sustitucion de arido convencional por arido reciclado.

En las Figuras 16 y 17 se observan los resultados obtenidos con este pa-
rdmetro para ambas series de hormigon (H50 y H65) empleando la tension
adherente media y la tension adherente maxima. Se observa que las tensiones
adherentes normalizadas disminuyen con el porcentaje de arido reciclado em-
pleado.
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Figura 16. Tension adherente normalizada. Probetas de 10x10x10
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Figura 17. Tension adherente normalizada. Probetas de 20x20x20

Cuando se analiza el hormigén H50 en el ensayo sobre probetas de
10x10x10 cm, se observan diminuciones en los valores de tension de adhe-
rencia méxima normalizada del 7.1%, 3.7% y 10.9% para los porcentajes de
20%, 50% y 100% de sustitucion respectivamente. Este mismo hormigoén en-
sayado sobre probetas de 20x20x20 cm, permite constatar disminuciones de
3.7%, 7.9% y 19.6%, también respectivamente para porcentajes de 20%, 50%
y 100% de arido reciclado. El comportamiento, cuando se analiza la tension
de adherencia media normalizada, es muy similar al verificado con la tension
de adherencia méxima normalizada.

El estudio sobre el hormigon H65 en el ensayo sobre probetas de 10x10x10
cm, permite determinar reducciones en los valores de tension de adherencia
maxima normalizada del 24.1%, 19.0% y 25.8% para los porcentajes de 20%,
50% y 100% de sustitucion respectivamente. El analisis sobre probetas de
20x20x20 cm de este hormigdn supone disminuciones del 19.4%, 14.4% y
8.6%, también respectivamente para porcentajes de 20%, 50% y 100% de
arido reciclado. También con el hormigon H65 se observa el mismo compor-
tamiento en tension de adherencia maxima y media normalizadas.

Se puede concluir, por tanto, que la incorporacién de arido reciclado
implica una disminucion del comportamiento adherente de los hormigones.
El anélisis de los valores medios (Figura 18) indica que esta disminucion es
significativa, en los hormigones de menor capacidad resistente (H65), para
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cualquier porcentaje de utilizacion de arido reciclado, incluso para el 20%; en
el caso de los hormigones de la serie H50, de mayor capacidad resistente, la
disminucion es pequeia para porcentajes de sustitucion del 20% y 50%.

1.8 Modo de fallo

Como ya se ha comentado anteriormente, otro factor de analisis en los ensayos
de adherencia son los modos de fallo de las probetas. En general, estos pueden
ser de dos tipos, deslizamiento de la barra embebida (pull-ouf), Figura 19, o
aparicion de fisuras radiales, que se inician en la corruga de la barra alcan-
zando la superficie de la probeta, y rotura de la probeta (splitting), Figura 20.
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Figura 18. Reduccion en la tension adherente normalizada. Valores medios.

Figura 19. Fallo por fisuracion (splitting)
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Figura 20. Fallo por deslizamiento (pull-ouf)

En la Tabla 8 se resumen, para cada una de las series de hormigéon H50 y
H65, y para los dos tipos de probeta, 10x10x10 y 20x20x20 cm, los modos de
fallo obtenidos en los ensayos.

Tabla 8. N° de probetas segun el modo de fallo

‘Modo rotura  H50-0 H50-20 H50-50 H50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
(20x20x20) splitting  splitting  splitting  splitting splitting  splitting  splitting  splitting

(10x10x10) pull-out  pull-out  pull-out  pull-out pull-out  pull-out  pull-out  pull-out

Como puede observarse, en las probetas 10x10x10 cm, todos los hormi-
gones, reciclados y convencionales de ambas series, experimentan un modo
de fallo por deslizamiento de la barra (pull-ouf), mientras que en las probetas
de 20x20x20 el modo preferente de rotura es el de splitting. En todo caso, la
utilizacion de arido reciclado no parece modificar la tendencia de los modos
de rotura.

1.9 Comparacion de los resultados con las predicciones de la EHE-08

Por ultimo, se pretende comprobar si la prediccion normativa sobre el com-
portamiento adherente del hormigdn convencional, recogida en la EHE-08
(art. 69.5.1.2), es adecuada y garantiza iguales niveles de seguridad cuando se
aplica a hormigones reciclados. Es previsible que, ya que la incorporacion de
arido reciclado supone una disminucion del comportamiento adherente de los
hormigones, conclusién obtenida tras el analisis de las tensiones adherentes
normalizadas, sea necesario establecer coeficientes correctores a las expresio-
nes normativas que recojan los efectos del porcentaje de uso de arido grueso
reciclado.
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Para llevar a cabo esta labor se realiza el calculo tedrico de la tension de
adherencia media, Ty 5o de una barra de 10 mm anclada 5 @, asi como los va-
lores de la tension de adherencia ultima o maxima, t, ., determinados a partir
de las expresiones recogidas en la normativa espafiola como resultado de los
ensayos de Torroja (Ache 2000):

En las Tablas 9 y 10 se recogen los resultados de las tensiones adherentes
tedricas y experimentales, asi como la ratio de seguridad correspondiente
a cada tipo de hormigon. Esta ratio se define como fension experimental /
tension tedrica, tanto en las tensiones medias (C ) como méaximas (y, . ) para
ambas series de hormigdn y ambos tipos de probeta.

Tabla 9. Ratio de seguridad en las probetas de 10x10x10 cm

MPa H50-0 H50-20 H50-50 HS50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
Tm 17.86 15.20 16.60 11.43 14.69 10.83 9.38 8.46
Tom,5 (EHE) 11.96 11.87 11.63 9.80 10.49 9.65 9.26 8.55
Ym 1.49 1.28 1.43 1.17 1.40 1.12 1.01 0.99
Tmax 25.31 23.15 24.29 19.88 22.26 16.63 16.86 13.88
Tou,5 (EHE) 19.52 19.38 18.98 16.00 17.13 15.76 15.11 13.95
Ymax 1.30 1.19 1.28 1.24 1.30 1.06 1.12 0.99

Tabla 10. Ratio de seguridad en las probetas de 20x20x20 cm

MPa H50-0 H50-20 H50-50 HS50-100 H65-0 H65-20 H65-50 H65-100
Tm 15.98 15.34 15.87 10.58 12.86 10.30 10.21 9.50
Tom,5 (EHE) 8.07 9.15 8.96 7.56 8.09 7.44 7.14 6.59
Ym 1.98 1.68 1.77 1.40 1.59 1.38 1.43 1.44
Tmax 25.28 23.96 23.18 17.90 21.33 16.92 17.08 16.40
Thu,5 (EHE) 15.16 15.04 14.73 12.42 13.29 12.23 11.73 10.83
Ymax 1.67 1.59 1.57 1.44 1.60 1.38 1.46 1.51

El andlisis de los resultados obtenidos indica una reserva de seguridad su-
perior en los hormigones convencionales que en los reciclados, esencialmente
cuando se realizan sustituciones integras de arido natural por reciclado. En la
Figura 21 se observa que a medida que aumenta el porcentaje de arido grueso
reciclado empleado, la ratio tension experimental-tension teorica disminuye.
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Figura 21. Ratios de seguridad de la tension adherente

Cuando se analizan los resultados obtenidos con la serie H65 sobre probe-
tas de 10x10x10 cm se obtienen valores de 1.3 para los hormigones convencio-
nales de control, y valores de 1.0 en los hormigones reciclados con el 100% de
sustitucion. El analisis sobre probetas de 20x20x20 cm permite constatar que
las ratios son superiores, obteniéndose, para esta serie H65, valores de 1.6 en
los hormigones convencionales de control, y valores de 1.45 en los reciclados
con el 100% de sustitucion.

Cuando se analizan los resultados obtenidos con la serie H50 sobre pro-
betas de 10x10x10 cm se obtienen valores de 1.4 para los hormigones conven-
cionales de control, y valores de 1.2 en los hormigones reciclados con el 100%
de sustitucion. El analisis sobre probetas de 20x20x20 cm permite constatar,
de nuevo, niveles de seguridad superiores, obteniéndose valores de 1.8 en los
hormigones convencionales de control, y valores de 1.4 en los reciclados con
el 100% de sustitucion.

Tras este analisis también se observa que los hormigones de la serie H50
proporcionan niveles de seguridad ligeramente superiores a los de la serie
H65 y que, sin embargo, las disminuciones que se producen en estos niveles
de seguridad al utilizar porcentajes crecientes de arido grueso reciclado no
tienen dependencia ni con el tamafo de probeta ni, preliminarmente, con el
tipo de hormigon.

Llegados a este punto, finalmente se ha decidido evaluar la reduccion en
la ratio de seguridad de las dos series de hormigén utilizando los valores me-
dios obtenidos a partir de los resultados sobre probeta 10x10x10 y 20x20x20
cm (Figura 22). En esta grafica se puede observar que, efectivamente, la re-
duccion es similar en los hormigones de la serie H65 y los de la serie H50 y
que, ademas, el porcentaje de sustitucion del 20% supone una reduccion de
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la reserva de seguridad en el célculo de las tensiones adherentes que no es
despreciable.
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Figura 22. Reduccion de la ratio de seguridad

Por tanto, con el objeto de garantizar que las expresiones normativas pro-
porcionen iguales niveles de seguridad en los hormigones reciclados que en
los convencionales, se hace necesario introducir un factor corrector (K) que
recoja los efectos del arido grueso reciclado sobre el comportamiento adhe-
rente. Al influir las tensiones adherentes directamente en las longitudes de
anclaje se plantea utilizar dicho factor corrector (K) sobre la propuesta nor-
mativa relativa a las mismas. Tras el andlisis de resultados se propone que el
factor corrector adopte los valores de la Tabla 11.

Tabla 11. Factor corrector de la longitud de anclaje

% de arido grueso K
reciclado
0 0
20 1.1
50 1.1
100 1.15
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Conclusiones

En este trabajo se ha analizado la influencia del porcentaje de arido grueso
natural sustituido por arido reciclado en las caracteristicas adherentes del hor-
migon estructural. Se han realizado ensayos tipo pull-out sobre dos series de
hormigon, H65 y H50, de diferente relacion agua/cemento, y utilizando pro-
betas de dos geometrias diferentes, 10x10x10 y 20x20x20 centimetros. Con
todo lo anterior se han podido determinar las tensiones de adherencia entre
hormigoén con aridos reciclados y armaduras de acero corrugado. Finalmente,
se evalua la necesidad de establecer una propuesta de modificacion de la for-
mulacion utilizada en la EHE-08 para el célculo de longitudes de anclaje, de
modo que se pueda dar cabida a los hormigones con arido reciclado. Las con-
clusiones alcanzadas tras el analisis de los resultados han sido las siguientes:

«» Tension de adherencia

Como era de esperar, los hormigones H50 proporcionan valores de tension
de adherencia media y ultima superiores a los de la serie H65. Ademas, los
valores alcanzados en los ensayos con probetas de 10x10x10 son similares a
los correspondientes obtenidos con probetas de 20x20x20.

En ambos hormigones, H50 y H65, y para ambos tipos de probeta
(10x10x10 y 20x20x20), el aumento en el porcentaje de utilizacion de arido
reciclado supone una disminucion en los valores de tension de adherencia.
Esta disminucion es independiente del tipo de hormigén, H50 o H65, y del
tamano de probeta utilizado en el ensayo.

s Tension de adherencia normalizada

Sin embargo, en el analisis del comportamiento adherente se debe tener en
cuenta que los resultados corresponden a hormigones que, aun teniendo la
misma dosificacion, presentan diferentes resistencias. De esta forma, para
evaluar la influencia del porcentaje de arido reciclado empelado es necesario
utilizar expresiones que normalicen los resultados de las tensiones de adhe-
rencia, haciéndolos independientes de la resistencia a compresion. En este
estudio se ha optado por trabajar con el valor de {/(f)"’ como valor normali-
zado de las tensiones adherentes. Utilizando este parametro se obtienen las
siguientes conclusiones:

e Si se normalizan las tensiones de adherencia, los resultados obtenidos
con los hormigones H50 son similares a los obtenidos con la serie H65.
Ademas, de nuevo, los valores alcanzados en los ensayos con probetas de
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10x10x10 cm son similares a los correspondientes obtenidos con probetas
de 20x20x20 cm.

e Sin embargo, también en este caso, se constata que la incorporacion de
arido reciclado supone una disminucion del comportamiento adherente,
siendo esta disminucion independiente del tipo de probeta. Sin embargo,
esta disminucidn es significativa en los hormigones de menor capacidad
resistente (H65) para cualquier porcentaje de utilizacion de darido
reciclado, incluso para el 20%, mientras que en el caso de hormigones de
la serie H50, de mayor capacidad resistente, la disminucion es pequena
para porcentajes de sustitucion (el 20% y el 50%).

**Reserva de seguridad: ratio Tension experimental / Tension tedrica
(EHE-08)

Los hormigones de la serie H50 proporcionan niveles de seguridad ligera-
mente superiores que los proporcionados por la serie H65. De igual manera,
la reserva de seguridad obtenida en los ensayos con probetas de 20x20x20 cm
es superior a la alcanzada en los ensayos con probetas de 10x10x10 cm.

El andlisis de la influencia del porcentaje de arido reciclado indica que
la ratio tension experimental — tension teorica es superior en los hormigones
convencionales que en los reciclados, especialmente cuando se realizan susti-
tuciones integras de arido natural por reciclado.

Las disminuciones que se producen en estos niveles de seguridad al uti-
lizar porcentajes crecientes de arido grueso reciclado no tienen dependencia
ni con el tamafio de probeta ni con el tipo de hormigon, siendo similares para
porcentajes de 20% y 50% de arido reciclado y superiores para el 100% de
sustitucion.

s Longitudes de anclaje

Con el objeto de garantizar que las expresiones normativas proporcionen
iguales niveles de seguridad en los hormigones reciclados que en los con-
vencionales, se hace necesario introducir un factor corrector que recoja los
efectos del arido grueso reciclado sobre el comportamiento adherente. Se pro-
pone utilizar un factor corrector (K), Tabla 11, que aumente las longitudes de
anclaje propuestas en la normativa.
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Resumo

Este traballo presenta un método analitico para a determinacion de drogas
de abuso e metabolitos en augas residuais e a sia posterior aplicacion para a
estimacion do consumo de drogas nunha poboacion galega. A determinacion
dos analitos en auga residual levouse a cabo mediante unha extraccion en fase
solida con cartuchos de modo mixto, que resultou ser mais selectiva ca outras
metodoloxias publicadas na bibliografia. Posteriormente os analitos sepa-
raronse e determinaronse mediante cromatografia liquida-espectrometria de
masas cun analizador de tipo cuadrupolo-tempo de vo (QTOF). Este sistema
permite a determinacion inequivoca dos analitos debido a sua exactitude e re-
solucion de masa. Esta combinacion permite acadar limites de cuantificacion
entre 2 e 50 ng/L cunha boa linearidade, recuperacions por riba do 70% e
coeficientes de variacion inferiores ao 30% con auga residual. Para a aplica-
cion do método tomaronse mostras integradas de 24 h, durante unha semana
en 2011 e outra semana en 2012 nunha cidade galega. Ao analizar as mostras
as sustancias atopadas en maior concentracion foron a benzoilecgonina (me-
tabolito da cocaina), a propia cocaina e o produto de consumo da mesma con
alcol (cocaetilento), seguidas do metabolito do consumo de cannabis (carboxi-
THC) e do principal componente do éxtase (MDMA), ademais da metadona e
o seu metabolito (EDDP) debido ao seu uso coma substitutos en tratamentos
de desintoxicacion. Salientar que as concentracions atopadas do metabolito

! Premio de Investigacion 2013 de la Real Academia Gallega de Ciencias.
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da cocaina acadaron os 700 ng/L, as da propia cocaina os 330 ng/L e as do
carboxi-THC os 400 ng/L. Unha vez determinadas as concentracions e co-
fiecendo o caudal diario de auga recibido na depuradora de augas residuais,
a poboacion servida pola mesma e a farmacocinética das drogas ¢ posible
estimar o consumo destas. Asi, a sustancia mais consumida ¢ o cannabis, con
entre aprox. 40 e 240 doses / dia e 1000 habitantes, con consumo superior na
semana de 2012. A seguinte sustancia en consumo € a cocaina (aprox. 2,3-9,1
doses / dia e 1000 habitantes) e por ultimo o éxtase (0,02-0,16 doses / dia e
1000 habitantes), dentro das detectadas. Ademais, no caso destas ultimas duas
sustancias, observouse unha clara tendencia de aumento do seu consumo du-
rante a fin de semana.

Palabras clave: drogas, epidemioloxia, auga residual, quimica analitica.

Introduccion

O estudo da contaminacion quimica da auga sufriu unha revolucion nos ulti-
mos 15 anos, ao deixar de enfocarse exclusivamente nos contaminantes clasi-
cos e persistentes, e facelo tamén cara aos denominados contaminantes emer-
xentes. Estes contaminantes emerxentes estaban constituidos inicialmente por
residuos de farmacos e produtos de coidado persoal, que a pesar de non ser
sempre persistentes e/ou bioacumulables, son introducidos no ciclo da auga
de maneira continua debido ao seu consumo xeneralizado no fogar. Asi che-
gan as augas residuais e, se non son eliminables mediante os procesos que se
empregan normalmente nas depuradoras de augas residuais (EDAR), poden
pasar as augas superficiais e de ai, incluso 4s augas potabilizadas(Petrovic e
Barcel6 2007, Reemtsma ¢ Jekel 2006). Actualmente, a lista de contaminantes
emerxentes non para de medrar, Xxa que moitas sustancias quimicas que ini-
cialmente se consideraban inocuas para o medio ambiente resultaron non selo
tanto ou simplemente non se cofiecen os seus efectos (NORMAN Network
2012). Entre eles destacan os farmacos, por ser sustancias de uso habitual e
liberacion continua nas augas residuais.

Dacordo cos tltimos informes da Oficina de Drogas e Crime das Nacions
Unidas (UNODC), o consumo de drogas de abuso ilicitas ¢ un dos maiores
problemas a nivel mundial: entre 150 e 270 millons de persoas consumiron
algunha sustancia ilegal no derradeiro ano e entre 15 ¢ 40 millons foron con-
siderados adictos (World Drug Report 2011). En vista destes datos e dos niveis
de farmacos e os seus metabolitos detectados en augas, Daughton suxeriu xa
en 2001 a posibilidade de que as drogas de abuso e os seus metabolitos, ao ser
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excretados na urina fosen parar de igual maneira &s augas residuais (Daughton

e Jones-Lepp 2001). Asi, en 2005, Zuccato el al. publicaron o primeiro estudo
onde detectaron cocaina e o seu principal metabolito (benzoilecgonina) en
augas residuais e superficiais e ademais relacionaban a concentracion de ben-
zoilecgonina co consumo de cocaina en distintos lugares de Italia (Zuccato
et al. 2005). Posteriormente, os mesmos autores estenderon a metodoloxia a
outras sustancias de abuso (cannabis, drogas de deseio...) e esta estratexia foi
seguida tamén por outros grupos de investigacion en diversos paises (Postigo
et al. 2010, Terzic et al. 2010, van Nuijs et al. 2011a, van Nuijs et al. 2011b,
Zuccato et al. 2008). Esta metodoloxia deu en chamarse SewageEpidemiology
en inglés, e poderia traducirse por “Estudos epidemioloxicos a través da ana-
lise de augas residuais”. Consiste en determinar as concentracions das drogas
ou os seus metabolitos nas augas residuais dunha determinada poboacion e
posteriormente, cofiecendo o metabolismo da sustancia e os datos relativos ao
caudal de auga que recibe a EDAR e a poboacion a que serve, converter esas
concentracions nunha estimacion do consumo per capita (normalmente por
dia e 1000 habitantes).

Neste estudo preséntase a validacion dun método analitico baseado en
extraccion en fase solida (SPE) e cromatografia liquida espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS) cun detector de tipo cuadrupolo-tempo de
vo (QTOF) para determinar drogas de abuso en augas residuais. Ao mesmo
tempo tamén se presenta a primeira aplicacion desta metodoloxia para estu-
dar o consumo de varias drogas nunha cidade galega durante diias semanas
completas, unha en 2011 e outra en 2012. Asi, puido calcularse o consumo de
cocaina, cannabis e éxtase a través dos seus marcadores e discutense as suas
pautas de abuso.

Experimental

Material e reactivos

Os patréns individuais de cada unha das drogas ou os seus metabolitos adqui-
rironse 4 compaifiia Cerilliant (Round Rock, Texas, Estados Unidos de Amé-
rica) en forma de patrén de 1 mg/mL en acetonitrilo ou metanol. Asemade
compraronse os patréns deuterados empregados coma patréns internos su-
brogados a unha concentracion de 0,1 mg/mL (tamén a Cerillliant). A partir
destes patrons individuais, prepardronse as mesturas adecuadas e os patrons
de traballo por dilucion. Todolos patrons foron conservados a -20°C cando
non foron usados. Os compostos estudados e as abreviaturas empregadas nes-
te traballo aparecen recollidos na Taboa 1.
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Téaboa 1. Nomes ¢ abreviaturas dos compostos estudados, asi coma os valores de m/z rexis-
trados para a sta analise e datos de validacion do sistema LC-QTOF-MS. Todolos analitos se
mediron en ESI+, excepto o THC e THCCOOH.

Nome Precursor Produto Erro df RSD*
Abreviatura masa R?®
(m/z) (m/z) (mDa) %
Anfetamina AMP 136,1121 91,0542 0,2 0,9997 5,6
Metanfetamina MAMP 150,1277 91,0542 0,3 0,9995 7,7
3,4-metilendioxianfetamina MDA 180,1019 163,0754 1,0 0,9947 17,8
N-metil-MDA MDMA 194,1176 163,0754 0,7 0,9993 8,1
N-etil-MDA MDEA 208,1332 163,0754 0,7 0,9998 4,9
Cocaina COC 304,1543 182,1176 0,8 0,9981 5,0
Benzoilecgonina BE 290,1387 168,1019 0,7 0,9995 6,3
Cocaetileno COE 318,1700 196,1322 04 0,9982 55
Dietilamida do acido lisérxico LSD 324,2070 223,1230 0,7 0,9997 55
2-0x0-3-hidroxi-LSD O-H-LSD 356,1968 237,1022 0,6 0,9985 6,4
Fenciclidina PCP 244.2060 86,0964 0,3 0,9997 7,1
Morfina MOR 286,1438 201,0910 0,4 0,9981 3,6
6-Acetilmorfina 6-AM 328,1543 165,0699 0,1 0,9976 52
Heroina HER 370,1649 165,0699 0,3 0,9942 4,6
Metadona MET 310,2153 265,1587 0,4 0,9993 2,2
j;;:ﬂ;; 2;2?3;“’3 3 EDDP 2781903  234,1277 0,5 0,9957 6,4
Ketamina KET 238,0993 125,0153 0,6 0,9993 9,5
A’-tetrahidrocannabinol THC 313,2173 245,1547 1,8 0,9974 19,7
11-nor-9-carboxi-THC THCCOOH 343,1915 299,2017 2,0 0,9988 19,2

O metanol, amoniaco (25%), acido clorhidrico (37%) e 4cido acético gla-
ciar foron proporcionados por Merck (Darmstadt, Alemafia). A auga ultra-
pura obtivose a partir dun sistema purificador Milli-Q (Millipore, Bedford,
Massachusetts, Estados Unidos de América) no laboratorio. Os cartuchos de
SPE, Oasis MCX de 150 mg, adquirironse a Waters (Milford, Massachusetts,
Estados Unidos de América).
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Mostras

As mostras foron tomadas durante unha semana completa en 2011 e outra
semana en 2012 nunha estacion depuradora de augas residuais (EDAR) de
orixe urbano. Para iso tomaronse mostras integradas durante 24 h, recollendo
alicuotas de 150 mL cada 10 min e mesturandoas ata completar un total de 24
h cun sistema de mostraxe automatizado.

En 2011, tomaronse en Marzo, collendo a primeira mostra o dia 10 (xo-
ves) e a ultima o dia 17 (xoves), se ben o dia 15 non se puido recoller por un
fallo eléctrico no automostrexador. En 2012, a primeira mostra tomouse o
dia 18 de Abril (mércores) e a tltima o dia 25 (tamén mércores). Cabe salien-
tar que as mostras considérase que representan a concentracion excretada as
augas residuais o dia anterior 4 sta recollida, tendo en conta que se tomaron
a aproximadamente as 9:30 h e que o tempo de residencia da auga residual
dende a poboacion 4 EDAR ¢ dunhas 2 horas. Todalas mostras foron filtradas
e extraéronse en menos de 12 h para minimizar os problemas asociados &
degradacion dos compostos.

O lugar de toma de mostra correspéndese ca EDAR dunha das sete cida-
des galegas. O nome da cidade e da EDAR mantéfense anénimos debido ao
compromiso de confidencialidade adquirido co Concello e empresa xestora.
Esta empresa encargouse de facilitar os datos de caudais diarios recibidos, etc.

Extraccion das mostras

Tomaronse alicuotas de 200 mL &s cales se lle engadiron 100 ng de cada
patron interno deuterado. Posteriormente filtraronse a través de filtros de ni-
trocelulosa de 47 mm de diametro e 0,45 um de tamano de poro (Millipore),
axustouselle o pH a 4,5 e procedeuse a sua extraccion mediante SPE.

Para a extraccion das mostras empregaronse os cartuchos Oasis MCX,
previamente acondicionados de maneira secuencial con 2 mL de metanol/
NH3 (95/5) e 2 mL de auga Milli-Q a pH 4,5. A continuacién pasouse a mos-
tra a un fluxo de aproximadamente 10 mL/min con axuda dun sistema de
vacio, lavouse o cartucho con 10 mL de auga Milli-Q a pH 4,5 e secouse
durante 30 min con nitroxeno técnico (Carburos Metalicos, A Corufia). Poste-
riormente, procedeuse a elucion dos cartuchos, primeiro con 2 mL de metanol
para eluir o THC e THCCOOH, e posteriormente con 4 mL de metanol/NH3
(95/5) para eluir o resto de analitos. Estes extractos foron concentrados baixo
nitréxeno de maneira independente e levados a un volume final de 1 mL con
metanol. Cada fraccion inxectouse por separado no sistema LC-MS/MS para
a determinacion das sustancias investigadas.
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Medida mediante LC-MS/MS

A analise dos extractos de SPE levouse a cabo nun sistema de LC Agilent
(San José, California, Estados Unidos de América) que consta dunha bomba
binaria, desgasificador, automostrexador e compartimento de columna ter-
mostatizado da serie 1200. Este sistema esta conectado a un detector QTOF-
MS tamén de Agilent (modelo 6520) operado cunha fonte de ionizacion de
electroesprai.

Para a separacion empregouse unha columna Nucleosil 100-3 C18 HD
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemana) de 125 mm de lonxitude x 2 mm de dia-
metro interno e 3 um de tamano de particula, mantida a 40 °C. A fase mobil
A consistiu en acetato amonico 5 mM axustado a pH 8,5 en auga ultrapura e
a fase mobil B metanol contendo 5 mM de acetato amodnico a un pH aparente
de 4,5. Para a separacion empregouse un fluxo de 0,2 mL/min co seguinte
gradente: 0 min (2% B), 0,2 min (50% B), 25-29 min (100% B), 30-40 min
(2% B). O volume de inxeccion foi de 10 pL.

Os parametros operacionais do QTOF-MS foron os seguintes: velocidade
de adquisicion de datos: 2 GHz; voltaxe do capilar do ESI: 4 KV (os cannabi-
noides medironse en modo negativo e o resto en modo positivo); temperatura
da camara do ESI: 275°C; fluxo de gas de secado: 9 L/min (nitréxeno); presion
do gas de nebulizacion: 45 psi (nitroxeno), voltaxe do fragmentor: 140 V, pre-
sién do gas (nitroxeno) na cela de colision: 18 mTorr. Todolos analitos se cuan-
tificaron en modo MS/MS empregando o i6n produto da Taboa 1 excepto os
opiaceos (MOR, HER e 6-AM) que foron cuantificados en modo MS sinxelo
e adquirindo o espectro MS/MS para confirmar. A enerxia de colision variou
entre 8 € 40 V, en funcion do analito considerado.

Resultados e discusion

Seleccion dos compostos quimicos estudados

Neste traballo considéranse un total de 19 sustancias de abuso e metaboli-
tos, seleccionados en base aos informes e bibliografia mais recente sobre o
consumo de drogas, tendencias actuais e sustancias terapéuticas relacionadas
(EMCDDA 2011, World Drug Report 2011, Castiglioni et al. 2008, Castiglioni
et al. 2011, van Nuijs et al. 2011a). As sustancias escollidas para a sia analise
son as seguintes:

- Cinco sustancias da familia das anfetaminas: a AMP mesma, a MAMP
(constituinte da droga popularmente cofiecida coma “cristal”) e tres sus-
tancias relacionadas co “éxtase”> MDA, MDMA e MDEA (sendo a se-
gunda a mais frecuente).
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- Tres sustancias relacionadas coa cocaina: a COC mesma, o principal me-
tabolito urinario (BE) e o resultado metabdlico do consumo conxunto de
alcol e esta droga (o COE).

- O LSD e o seu principal metabolito (O-H-LSD), presente na droga cofie-
cida tamén vulgarmente coma “acido” ou “tripi”.

- O PCP, ou “p6 de anxo”.

- A heroina (HER), o seu metabolito maioritario (MOR) pero de uso tamén
terapéutico, e o seu metabolito minoritario pero exclusivo (6-AM).

- A metadona (MET) e o seu metabolito mais importante (EDDP), qué se
emprega normalmente en tratamentos de desintoxicacion da heroina e
outras drogas.

- A ketamina (KET), que ¢ realmente un medicamento veterinario, pero
que esta acadando recentemente bastante popularidade coma droga de
abuso.

- O principal compoiiente activo do cannabis (THC) e o seu metabolito
urinario mais relevante (THCCOOH).

Validacion do método analitico

A determinacion das drogas de abuso e os seus metabolitos en augas residuais
require por un lado de metodoloxias moi sensibles, debido 4s concentracions
a niveis traza destas sustancias (ng/L), e por outro lado selectivas, debido 4
complexidade da matriz na que se atopan. Por iso, usouse un sistema LC-
QTOF-MS para a separacion e determinacion dos analitos. O uso deste siste-
ma de deteccion (QTOF) permite obter os cromatogramas de masas extraidos
de masa exacta, cunha venta de m/z de +20 ppm (< 0,006 Da), polo que se
limita en gran medida a aparicion de interferencias isobaricas (de igual m/z
nominal) garantindo que os positivos nas mostras se deben realmente aos
compostos estudados. Isto ¢ posible porque o sistema empregado foi validado
€ mostrou erros na asignacion de masa non superiores a 0,002 Da (inferiores
a 8 ppm) con patrons dos analitos a 20 ng/mL (Taboa 1). Como se aprecia
ademais na Taboa 1, o sistema presenta un amplo rango lineal e coeficientes
de variacion inferiores ao 20%. Cabe salientar que os opiaceos foron medidos
en modo MS sinxelo, adquirindo os espectros de MS/MS para a stia confir-
macion, mentres o resto de analitos se cuantificaron directamente en MS/MS.
Isto fixose asi, xa que os opiaceos presentan unha alta fragmentacion en MS/
MS que incrementaria doutra maneira os limites de cuantificacion (LOQs).
Na Figura 1 preséntase un cromatograma dunha mostra real tras a SPE da
mesma para os compostos caracteristicos do consumo de cocaina, incluindo
os espectros de MS/MS das devanditas sustancias. Como pode apreciarse, a
exactitude de masas con mostras reais tamén ¢ moi boa.
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Por outra banda, ¢ de cara a mellorar a selectividade do método, em-
pregouse unha etapa de preconcentracion baseada en SPE cun adsorbente
de modo mixto, que combina fase reversa e intercambio catidonico. Asi, as
mostras pasanse a un pH de 4,5, de maneira que a maioria de sustancias de
abuso (basicas, con excepcion dos cannabinoides) quedan retidas por ambos
mecanismos, ao estar en forma ionizada e con carga positiva a ese valor do
pH. Desta maneira os analitos poden desorberse en duas fraccions: unha pri-
meira con metanol puro, na cal se eliien os cannabinoides e tamén gran canti-
dade de interferencias (permanecendo o resto de sustancias de abuso unidas
ao adsorbente por interaccions electrostaticas) e unha segunda con 4 mL de
metanol basificado (5% NH3) de maneira que se rompen tanto as interaccion
electrostaticas coma as de fase reversa e se eluen asi o resto de analitos. Como
pode apreciarse na Figura 2, ao realizar esta elucion fraccionada obtéiiense
extractos con menor efecto matriz ca se se fixese nunha soa etapa, excepto no
caso dos cannabinoides que non poden separarse da matriz con este tipo de
adsorbente e por tanto sofren efectos matriz semellantes. Este menor efecto
matriz tradicese en mellores limites de cuantificacion (LOQs) na determina-
cion das sustancias estudadas.

Unha vez comprobada a selectividade do procedemento de SPE, proce-
deu a validarse o método calculando a exactitude, coma porcentaxes de recu-
peracion empregando patrons internos subrogados, marcados isotopicamente,
con auga residual (influente de EDAR). Como pode observarse na Taboa 2,
os valores de exactitude do método son bos, proporcionando recuperacions
entre 0 73 e o 122%. Ademais a precision do método tamén ¢ satisfactoria, ao
estar os valores de coeficiente de variacion por debaixo do 30%. Para finalizar
a validacion calculdronse os LOQs a partir da relacion sinal/ruido (S/N) con
extractos de auga residual, definindo os LOQs coma a minima concentracion
capaz de producir unha S/N=10. Os LOQs obtidos estdn comprendidos entre
2 e 50 ng/L (Taboa 2). Ainda que no caso dos cannabinoides son moderada-
mente altos, considéranse suficientes para a determinacion destes compostos
en augas residuais e son do orde dos que se poden atopar na bibliografia (Cas-
tiglioni et al. 2008, van Nuijs et al. 2011a), coa vantaxe de proporcionar unha
identificacion mais inequivoca grazas ao uso do sistema LC-QTOF-MS.

Concentracions das drogas e os seus metabolitos en auga residual

O método analitico, tras ser validado, foi aplicado 4 determinacion das dro-
gas de abuso en augas residuais dunha EDAR correspondente a unha das
sete cidades galegas. O nome da EDAR e da cidade non se revela debido ao
compromiso de confidencialidade coas autoridades do Concello e a entidade
xestora da EDAR.
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Taboa 2. Recuperacions, precision e LOQs do método de SPE-LC-QTOF-MS/MS.

Coeficiente de

% Recuperacion * Variacién * LOQ (ng/L)"°
AMP 112 7,0% 20
MAMP 92 15% 20
MDA 114 12% 5
MDMA 111 9,8% 2
MDEA 115 7,3% 2
COC 94 4,2% 5
BE 122 13% 2
COE 119 3,3% 2
LSD 103 3,9% 10
O-H-LSD 92 7,4% 15
PCP 112 8,1% 10
MOR 130 23% 5
6-AM 95 12% 5
HER 99 29% 5
MET 108 4,3% 5
EDDP 73 7,7% 5
KET 116 4,7% 15
THC 105 20% 50
THCCOOH 107 11% 50

As mostras, tomadas tal ¢ como se describe no apartado Mostras ex-
traéronse e analizdronse por triplicado, obténdose valores de coeficientes de
variacion inferiores ao 25%. Na Taboa 3 resumense as concentracions para
os compostos atopados en tddalas mostras analizadas por enriba do LOQ.
Alglns analitos, coma a AMP ou MAMP detectaronse s6 puntualmente nal-
gunha das mostras en concentracions non superiores a 85 ng/L, o cal indica
un consumo moderamente baixo destas sustancias. Da mesma maneira ato-
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pouse MOR en varias mostras (LOQ-27 ng/L) pero esta sustancia empregase
de por si coma fairmaco, mentres que o outro metabolito da heroina, a 6-AM
pese a ser especifico non foi detectado, o cal se debe a que € un produto mi-
noritario do metabolismo da heroina. A KET e o LSD tamén foron detectados
nun par de mostras pero en concentracions proximas aos LOQs o cal suxire
un consumo moi baixo destas sustancias.

Taboa 3. Concentracions (ng/L) das drogas e analitos detectadas no 100% das mostras ana-
lizadas. Valores promedio de tres réplicas.

Data BE COoC COE MDMA THCCOOH EDDP MET
10-mar-2011 332 143 8 4 163 35 30
11-mar-2011 396 171 6 5 300 37 36
12-mar-2011 505 206 11 10 228 36 32
13-mar-2011 708 295 24 9 147 43 33
14-mar-2011 592 187 8 26 101 47 30
16-mar-2011 262 129 4 10 84 31 21
17-mar-2011 379 153 6 27 101 29 31
18-abr-2012 361 132 6 5 239 17 37
19-abr-2012 175 79 3 3 102 8 35
20-abr-2012 321 154 7 8 229 16 42
21-abr-2012 509 193 9 10 219 14 44
22-abr-2012 678 331 21 12 211 15 36
23-abr-2012 818 288 17 22 267 17 40
24-abr-2012 565 171 9 13 392 10 39

25-abr-2012 227 115 3 5 223 9 43
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En contraste, os dous compostos quimicos detectados en maior concen-
tracion foron a BE (principal metabolito da COC) e a propia COC en niveis
comprendidos entre 260 e 706 ng/L (BE) e 77 e 331 ng/L (COC), respectiva-
mente. As concentracions de ambos compostos foron ademais similares nas
duas semanas estudadas. Compre salientar que a relacion de concentracions
BE/COC media observada foi de 2,5, inferior & esperable (4,5) (van Nuijs et
al. 2011a), pero isto pode deberse en parte 4 incerteza nos estudos farmacoci-
néticos da cocaina e tamén 4 eliminacion de pequenas cantidades de cocaina
non consumida directamente a través do retrete. Por iso tamén ¢ importante
ter en conta que € preferible o uso de BE para estimar o consumo de COC que
o propio composto en si mesmo. Tamén ¢ salientable que o COE se detectou
en todalas mostras, ainda que en concentracions inferiores (3-24 ng/L), o cal
demostra que a COC se consume habitualmente de maneira conxunta con
alcol, xa que o COE s6 se produce nestes casos por transesterificacion da
COC. Este resultado confirma os datos reflectidos nas enquisas sobre pautas
de consumo, que tamén afirman que a cocaina se consume habitualmente de
maneira conxunta con alcol (EMCDDA 2011).

O seguinte composto determinado en maior concentracion € o metabolito
do THC (THCCOOH) con concentracions comprendidas entre 84 ¢ 392 ng/L.
Neste caso o THC non foi detectado, o cal se debe fundamentalmente a que é
amplamente metabolizado no organismo e aos relativamente altos LOQs. De
todas maneiras, a deteccion do THCCOOH ¢ mais importante que a do propio
THC, polo mesmo que no caso da COC, xa que evita erros nos calculos de
consumo debidos a descargas de sustancia sen consumir polo retrete. A de-
rradeira sustancia ilicita detectada en tédalas mostras ¢ 0o MDMA, principal
compofiente do éxtase, con concentracions comprendidas entre 3 e 27 ng/L.
Neste caso, 0o MDMA ¢ escasamente metabolizado, polo que hai que empre-
gar a propia sustancia inxerida como marcador do seu consumo, a pesar das
limitacions expostas (Castiglioni et al. 2011, van Nuijs et al. 2011b).

A MET e o seu metabolito (EDDP) detectaronse tamén en todalas mos-
tras, en concentracions comprendidas entre 8 e 47 ng/L. A MET non € unha
sustancia de abuso ilicita, sendn que se emprega nos tratamentos de desintoxi-
cacion da heroina, de ai que non sexa estrafia a sua deteccion na auga residual.

En todo caso, os niveis detectados en augas residuais pofien de manifesto
o amplo consumo de drogas de abuso iliticas, coma a cocaina ou cannabis, xa
que os seus metabolitos acadan concentracions non moi inferiores a firmacos
amplamente consumidos. Por exemplo, as concentracions tipicas do antiinfla-
matorio e analxésico ibuprofeno en augas residuais galegas estan comprendi-
das entre 2.000 e 10.000 ng/L (Carballa et al. 2004, Rodil et al. 2012).
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Estimacion das cargas diarias de sustancias de abuso e os seus metabolitos

Unha vez determinadas as concentracions das sustancias de abuso/metaboli-
tos en augas, estas poden transformarse en cargas de sustancia/dia cofiecendo
os datos de caudal recibido diariamente na EDAR e a partir de ai, normaliza-
los por cada 1000 habitantes (cofiecendo o nimero de habitantes servidos pola
EDAR). Os datos de caudais diarios recibidos na EDAR durante as mostraxes
obtivéronse da empresa xestora da planta. Por outro lado, a estimacion do na-
mero de persoas servidas pola EDAR pode realizarse de diversas maneiras:
en base ao nimero de persoas censadas, en base a valores de demanda (bio)
quimica de osixeno, etc. Neste traballo empregouse como estimador o niime-
ro de fogares con conexion & rede de sumidoiros e multiplicado por 2,5 (equi-
valente ao nimero medio de persoas por fogar). Considerouse que este valor
era o mais realista de todos, pese a non ser preciso ao cen por cen. Tanto os
datos de caudais coma a poboacion servida matéfiense dentro do compromiso
de confidencialidade.

Na Figura 3 mostrase a carga de sustancia recibida na EDAR por dia e
1000 habitantes nas dias semanas mostrexadas para a COC e o seu metabo-
lito mais importante (BE), para 0 MDMA e para o metabolito do cannabis

Figura 3. Carga de sustancias recibidas na EDAR normalizadas por dia e nimero de habitan-
tes ao longo das duas semanas consideradas.
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(THCCOOH). Como pode observarse nesta Figura 3, a partir da COC e BE,
o consumo de cocaina vese incrementado durante a fin de semana, cun pico
de consumo entre o sdbado e o luns. Ainda que non se mostra, 0s mesmos re-
sultados obtéfiense para o COE. Un comportamento semellante obsérvase no
caso do éxtase, con picos de consumo de MDMA o domingo e luns. En ambos
casos, que apareza maior cantidade de sustancia o luns esta relacionado co
tempo que requiren estas sustancias en ser excretadas e o tempo que necesita
a auga residual para acadar a EDAR.

No caso do cannabis a tendencia a un maior consumo durante a fin de
semana non ¢ clara, apreciandose cantidades de THCCOOH nas augas mais
oscilantes. Estes resultados estan dacordo con outros estudios e parecen in-
dicar que o cannabis ¢ unha droga que se consume habitualmente a diario,
mentres que a cocaina e as drogas sintéticas se consumen sobre todo durante
as fins de semana (Postigo et al. 2010, Terzic et al. 2010, van Nuijs et al. 2011a,
van Nuijs et al. 2011b, Zuccato et al. 2008).

Estimacion do consumo de drogas

Unha vez obtidas as cargas dos marcadores de consumo que chegan 48 EDAR
por dia e 1000 habitantes, estes datos poden transformarse en datos de consu-
mo empregando valores farmacocinéticos da eliminacion urinaria dos mes-
mos. Ainda que existe disparidade de valores farmacocinéticos en funcion
do estudo, neste traballo usaronse os valores empregados mais habitualmente
na bibliografia (van Nuijs et al. 2011a), de maneira que os datos sexan com-
parables con outros estudos de epidemioloxia a partir da analise de augas
residuais. Estes valores correspondense a que un 45% da cocaina consumida
se excreta coma BE, un 65% da MDMA se excreta sen ser metabolizada e
un 0,6% do THC se excreta coma THCCOOH (van Nuijs et al. 2011a). Na
Figura 4 poden observarse os datos de consumo normalizado do principio ac-
tivo de cada droga en cada unha das duas semanas consideradas. Como pode
apreciarse, o cannabis € a sustancia mais consumida, entre 6 e 29 g de THC
consumidos diariamente por cada 1000 habitantes, seguido da cocaina (entre
231 e 910 mg COC / dia 1000 habitantes) e finalmente polo éxtase (2-17 mg
MDMA / dia 1000 habitantes). No caso do THC, ademais os valores medios
e da mediana correspondentes a semana mostrexada en 2012 son estatistica-
mente superiores aos da semana de 2011 (tests t de Student e Wilcoxon para
un nivel de confianza do 95%). Para a cocaina e o éxtase os valores son tamén
lixeiramente mais altos, ainda que non son estatisticamente diferentes.
Finalmente, estes valores de consumo de principio activo foron transfor-
mados en numero de doses por dia e 1000 habitantes. Para iso, considerouse
que unha dose tipica de cocaina, éxtase e cannabis contén 100, 100 e 125 mg
de sustancia activa, respectivamente (van Nuijs et al. 2011b). Estes valores po-
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Figura 4. Graficas de caixas e bigotes representando o consumo normalizado de cocaina
(COC), éxtase (coma MDMA) e cannabis (coma THC) durante as diias semanas estudadas.
Noétese a diferente escala no caso do THC (g / dia 1000 habitantes).
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den variar, pero consideraronse asi por ser os que se empregan habitualmen-
te na bibliografia para a stia comparacion (van Nuijs et al. 2011a). Ademais,
permiten dar unha idea do consumo real das sustancias ilicitas. Evidente-
mente, estes resultados (Figura 5) corroboran os que se presentaron en forma
de principio activo, en canto a que o cannabis ¢ a droga madis consumida e
presenta un consumo moi habitual (44-236 doses / dia 1000 habitantes). A
cocaina representa entre 2,3 ¢ 9,1 doses / dia 1000 habitantes, mentres que o
consumo de éxtase ¢ bastante inferior (0,02-0,16 doses / dia 1000 habitantes).
Evidentemente, non poden extrapolarse os datos dunha semana a todo o ano
2011 e 2012, polo que no futuro deberan facerse varias campaiias de mostraxe
ao ano.

Cabe salientar que os datos de consumo de cannabis obtidos neste estudo
son os mais altos dentro dos publicados seguindo a metodoloxia de estudos
epidemioldxicos baseados en augas residuais, por enriba de diversas cidades
europeas e incluso do levante de Espafa, mentres que no caso da cocaina e
éxtase, estes niveis son comparativamente intermedios ou baixos (van Nuijs et
al. 2011b). De todas maneiras, estes resultados deben ser tomados con cautela,
xa que polo momento os estudos recollidos na bibliografia son escasos, espe-
cialmente no caso do cannabis. A orde de consumo das tres sustancias ilicitas
esta en bo acordo cos datos proporcionados no ultimo informe do Observa-
torio Europeo de Drogas e Toxicomanias (EMCDDA), publicado en 2011, e
correspondente a datos de consumo en 2009 (EMCDDA 2011). Asi, Espana ¢
0 pais europeo con maior prevalencia no consumo de cannabis no ultimo mes
(7,6% da poboacion entre 15 e 64 anos) e terceiro cando o consumo se refire
ao ultimo ano (10,6%). Tales datos, provintes fundamentalmente de enquisas,
non proporcionan estatisticas de consumo habitual, pero a prevalencia rela-
tiva a consumo no mes anterior pode interpretarse en parte coma indicativo
deste tipo de pautas. A cocaina ¢ a segunda droga mais consumida en Europa
e aqui, tamén Espana se sitlia no primeiro lugar de prevalencia de consumo
no ultimo mes (1,3%) e ano (2,7%) (EMCDDA 2011). Ademais, o informe da
EMCDDA tamén revela a sta frecuente asociacion co consumo de alcol. No
caso do éxtase, a tendencia en Espafia ¢ de caida do consumo nos ultimos
anos, cun 0,3% e 0,6% de prevalencia de consumo no tltimo mes e ano, res-
pectivamente (EMCDDA 2011).

En todo caso a comparacion directa das estimacions realizadas neste tra-
ballo coas baseadas en enquisas s6 pode ser cualitativa, xa que as enquisas se
refiren a un ambito territorial moito mais amplo e ademais a anos anteriores.
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Figura 5. Graficas de caixas e bigotes representando o consumo en forma de doses por dia e
1000 habitantes de cocaina, éxtase e cannabis durante as duas semanas estudadas.
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De ai o interese da metodoloxia presentada neste traballo, xa que permite
obter resultados mais localizados no tempo e espazo, podendo observarse asi
tendencias a curto prazo ¢ a escala local.

Conclusions

Neste traballo desenvolveuse unha metodoloxia analitica para a determina-
cion de 19 compostos quimicos relacionados co abuso de drogas. Para iso em-
pregouse unha combinacion de SPE selectiva, con cartuchos de modo mixto,
e determinacion mediante LC-QTOF-MS, que permite unha identificacion
mais inequivoca dos compostos. Esta metodoloxia permite obter uns LOQs e
valores de precision e exactitude satisfactorios para o proposito perseguido.
Asi detectaronse valores importantes dos metabolitos do consumo da cocaina
e da propia cocaina, asociado fortemente ao consumo de alcol, tamén do con-
sumo de cannabis e éxtase e do uso de metadona en tratamentos de drogode-
pendencia. Estas concentracions foron transformados en consumo, observan-
dose o alto consumo de cannabis e moderado de cocaina e éxtase. Tamén se
observou que o cannabis presenta unhas pautas de consumo habitual ao longo
da semana mentres o éxtase e cocaina se consumen en maior medida durante
a fin de semana. En canto ao resto de sustancias analizadas detectouse pun-
tualmente a presenza de anfetamina, metanfetamina, LSD e ketamina, o cal
implica que se consumen en menor medida.

De cara a futuros traballos analizaranse mais cidades de Galicia e cun-
ha frecuencia maior e pretende mellorarse a metodoloxia de caracterizacion
da poboacion servida polas EDAR en base a marcadores urinarios. Tamén
se pretende estender a metodoloxia a novas drogas que vaian aparecendo no
mercado e sustancias de abuso de consumo legal, coma son o tabaco e o alcol,
para estudar a evolucion temporal do seu consumo.
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MEMORIA DAS ACTIVIDADES DA
REAL ACADEMIA GALEGA DE CIENCIAS 2013

APERTURA DO CURSO ACADEMICO

O 28 de febreiro tivo lugar a apertura do curso do ano 2013. A leccion
maxistral correu a cargo do Prof. Dr. D. Manuel Freire Rama, baixo o titulo
“Biologia de la Inflamacion. Una introduccion a las propiedades de los

Procesos Inflamatorios”.

Neste acto contouse coa asistencia do Comandante-Director da Escola
Naval Militar de Marin, o [lmo. CN D. Juan Luis Sobrino Pérez-Crespo, e das
Decanas das Facultades de Bioloxia e Matematicas, Prof. Dr. Dna. M?* Luz
Gonzalez Caamafio e Dna. M?* Victoria Otero Espinar, entre outras moitas
personalidades da cultura e da ciencia.

e M o
Presidencia do acto xunto cos Académicos asistentes 4 Apertura do Curso 2013
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CONVENIOS

Este ano a Academia asinou os seguintes convenios de colaboracion:

* Coa Excma. Deputacion Provincial Da Coruifia, para o desenvolvemen-
to dos XVI Avances en Ciencia e Tecnoloxia.

» Coa Fundacion Pedro Barrié¢ de la Maza a Real Academia asinou un
convenio de colaboracion destinado a publicacions e outras actividades.

* Coa Excma. Deputacion de Lugo para a celebracion do Ciclo de Confe-
rencias Dr. D. Luis Asorey Garcia.

* Coa Confederacion de Empresarios de Galicia, un acordo marco de co-
laboracion para a difusion social da ciencia en Galicia e a sua aproxi-
macion ao sector empresarial galego. O 31 de outubro de 2013, a Real
Academia Galega de Ciencias asina, coa Confederacion de Empresarios
de Galicia, un acordo de colaboracion. As duas entidades recofecen o
papel preponderante e determinante que, ao dia de hoxe, xoga o cofe-
cemento —a ciencia e a tecnoloxia— no desenvolvemento socieconomico
dun pais e comparten a inquietude pola difusion social da ciencia en
Galicia e a sua aproximacion ao sector empresarial galego, en orde a
mellorar a sua competitividade a través da innovacion tecnoloxica.

E GALICIA

CONFEDERACION DE EMPRESARIOS D

Presidente da RAGC e da CEG, D. Miguel A. Rios Fernandez e
D. José Manuel Ferndndez Alvarifio, durante a sinatura do convenio.

PUBLICACIONS

No ano 2013 a Real Academia Galega de Ciencias editou a Revista, financiada
por entidades publicas e privadas, publicandose o volume XXXII, no que se
recollen traballos cientificos dun amplo espectro de temas.
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CURSOS DE CONFERENCIAS

A Real Academia celebrou os seguintes cursos de conferencias:

XVI AVANCES EN CIENCIA E TECNOLOXIA:
CONECEMENTO PARA O DESENVOLVEMENTO
SOCIOECONOMICO

En colaboracion coa CEG celebrouse este ciclo, nos dias 12, 13, 14, 19, 20
e 26 de novembro e 3 de decembro no Salén de Actos da Confederacion de
Empresarios de Galicia, en Santiago de Compostela. O ciclo, distribuiuse en
duas partes; unha primeira parte de conferencias e unha segunda de mesas
redondas, contando cos seguintes participantes:

Parte primeira: Conferencias sobre conceptos xerais

* Prof. Dr. D. Manuel Arturo Lopez Quintela

Catedratico do Dpto. de Quimica-Fisica da Universidade de Santiago de
Compostela

Coiiecemento-ciencia e tecnoloxia

* [Imo. Sr. D. Manuel Varela Rey

Director da Axencia Galega de Innovacion. Conselleria de Economia e
Industria. Xunta de Galicia

O coiiecemento factor de crecemento. Innovacion tecnoloxica

* Prof. Dr. D. Miguel Angel Rios Ferniandez

Catedratico Emérito da Universidade de Santiago de Compostela
Presidente da Real Academia Galega de Ciencias

A xestion do cofiecemento

Parte segunda: Mesas redondas sobre casos de éxito

Casos de emprendemento

* Prof. Dr. D. Senén Barro Ameneiro

Catedratico do Dpto. de Ciencias da Computacion e Intelixencia Artifi-
cial da Universidade de Santiago de Compostela

Centro de Investigacion en TI da USC (CITIUS)

Presidente de Red Emprendia
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* Sra. Dna. Carmen Pampin Casal
Directora de GALCHIMIA

¢ Sr. D. Manuel Lolo Aira
Director de AMSLAB

* Sr. D. Daniel Fernandez Mosquera
(En sustitucion de Diia. Tatiana Lopez del Rio, Directora de Nanogap)
Responsable de Innovacion de NANOGAP

Instalacions intelixentes

e Sr. D. Justo Rodal Pérez
Director de I+D de TELEVES

* Sr. D. Jorge Munir El Malek Vazquez
Director Técnico del Area de Comunicaciones de GRADIANT

¢ Sr. D. Carlos Rivas Pereda
Director de I+D +i de ELINSA

* Prof. Dr. D. Jestis Doval Gandoy
Prof. Tit. do Dpto. de Tecnoloxia Electronica da Universidade de Vigo

Tecnoloxia alimentaria

* Sr. D. Juan Manuel Vieites Baptista de Sousa
Secretario Xeral de ANFACO-CECOPESCA

* Sr. D. Marcos Campo Vergara
Director de [+D de HERMASA

e Sr. D. Manuel Becerra Castro
Técnico de Campo. PAZO DE SENORANS

A industria do silicio

e Sr. D. Ramon Ordas Badia
Conselleiro Delegado SILICIO FERRO SOLAR, GRUPO FERROATLAN-
TICA

* Prof. Dra. Dna. Peregrina Quintela Estévez

Catedratica do Dpto. de Matematica Aplicada da Universidade de Santia-
go de Compostela

Presidenta da Red Espafiola Matematica-Industria



Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXXII 73

* Prof. Dr. D. Francisco Guitian Rivera
Prof. Tit. do Dpto. de Edafoloxia e Quimica Agricola da Universidade de

Santiago de Compostela
Director do Instituto de Ceramica da Universidade de Santiago de Com-

postela

CICLO DE CONFERENCIAS DR. D. LUIS ASOREY GARCIA:
RESERVA DA BIOSFERA DOS ANCARES LUCENSES E
MONTES DE CERVANTES, NAVIA E BECERREA

Este ciclo de conferencias celebrouse os dias 18, 19, 20, 21, 25, 26 e 27 de
novembro no Salén de Actos da Excma. Deputacion Provincial de Lugo,
participando os seguintes conferenciantes:

* Sr. D. Antonio Rigueiro Rodriguez
Dr. Enxefeiro de Montes. Catedratico de Universidade do Departamento
de Producion Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela.
Membro de Nimero da Real Academia Galega de Ciencias
“As producions non madeireiras do bosque na reserva da biosfera dos
Ancares lucenses e montes de Cervantes,Navia e Becerred”
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* Prof. Dr. D. Francisco Javier Silva Pando
Dr. en Bioloxia. Xefe do Dpto. de Ecoloxia do Centro de Investigacions
Forestais de Lourizan
“Especies e habitats de interese para a conservacion na reserva da
biosfera dos Ancares lucenses e montes de Cervantes, Navia e Becerred”

* Prof. Dr. D. Manuel Antonio Rodriguez Guitian
Dr. en Bioloxia. Profesor Contratado Doutor do Dpto. de Producion
Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela
“Valor de conservacion dos bosques da reserva da biosfera dos Ancares
lucenses e montes de Cervantes,Navia e Becerrea”

* Prof. Dra. Dna. Maria Belén Diaz Hernandez
Dra. Enxefieiro Agronomo. Profesora Contratada Doutora do Dpto. de
Producion Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela
“Agricultura e gandeiria ecoloxicas: alternativas de interese para a
reserva da biosfera dos Ancares lucenses e montes de Cervantes, Navia
e Becerrea”

* Prof. Dr. D. Roque Julio Rodriguez Soalleiro
Dr. Enxefieiro de Montes. Catedratico de Universidade do Dpto. de
Producion Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela
“Xestion forestal nos espazos protexidos”

* Sra. Dna. Andrea Macho Benito
Enxeficira Quimica e Master en Ensefiaria Medioambiental pola
Universidade de Santiago de Compostela. Técnico de Xestion
Medioambiental da Deputacion Provincial de Lugo e Xestora da Reserva
da Biosfera dos Ancares Lucenses e Montes de Cervantes, Navia e
Becerrea.
“O plan de accion da reserva da biosfera dos Ancares lucenses e montes
de Cervantes, Navia e Becerrea”

* Prof. Dr. D. Pablo Ramil Rego
Dr. en Bioloxia. Profesor Titular de Universidade da Universidade de
Santiago de Compostela
Vicerreitor adxunto de Investigacion e Innovacion do Campus de Lugo
“As reservas da biosfera de Galicia”
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DIiA DO CIENTIFICO GALEGO 2013
PADRE FELJOO

A Real Academia Galega de Ciencias, na stia sesion plenaria celebrada o 21
de Febreiro de 2013, acordou, a proposta do equipo directivo, nomear a Benito
Jerénimo Feijoo Montenegro — Padre Feijoo, como Cientifico Galego do ano
2013. A proposta foi aprobada polo seu esforzo defensor e impulsor da nova
ciencia baseada na razén e na experiencia ¢ polo seu espirito critico a4 hora
de cuestionar dogmas e espallar as ideas cientificas —enfrontandose 4 censura
da Inquisicibn— mesmo entre os estratos sociais que no século X VII tifian un
dificil acceso ao cofiecemento.

O 23 de abril de 2013 celebrouse a sexta edicion do Dia do Cientifico
Galego, nun acto solemne adicado ao Padre Feijoo contou coas seguintes
intervencions:

« Apertura do acto polo Vicepresidente da RAGC, Prof. Dr. D. Miguel A.
Rios Fernandez.

* Semblanza do Padre Feijoo polo Prior da Real Abadia de Samos, Fray
José Vélez Alvarez.

* Conferencia da Catedratica de Literatura Espafiola da Universidade de
Oviedo, Profa. Dra. Dna. Inmaculada Urzainqui.

* Intervencion do Director da Axencia Galega de Innovacion da Conselleria
de Economia e Industria, o Sr. D. Manuel Antonio Varela Rey.

* Intervencion e peche do acto, por parte do Vicepresidente da RAGC.
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Presidencia do Dia do Cientifico Galego

Contouse coa presencia do Excmo. Sr. D. Jesus Vazquez Abad, Consellei-
ro de Cultura, Educacion e Ordenacion Universitaria; Sr. D. Manuel Antonio
Varela Rey, Director da Axencia Galega de Innovacion, da Xunta de Galicia;
[lmo. Sr. D. Eduardo Pardo de Guevara y Valdés, Coordinador Institucional
do CSIC; Sra. Dna. Maria Luisa Martinez Poch, do Patronato da Fundacion
Pedro Barrié de la Maza e do Excmo. Prof. Dr. D. Francisco Gonzalez Garcia,
Vicerreitor de Investigacion e Innovacion da USC; asi como diversas auto-
ridades universitarias, politicas e personalidades do mundo da ciencia e da
cultura.

E de destacar a colaboracion entre a Real Academia Galega de Ciencias e
a Fundacion Pedro Barrié de la Maza (www.fundacionbarrie.org), a través da
stia Area de Investigacion e Educacién, na celebracion do Dia do Cientifico
Galego. Esta colaboracién enmarcase en educa Barri¢, a iniciativa da Funda-
cion Barrié para achegarse as comunidades educativas, e que esta xa activa en
centros escolares das catro provincias (www.educabarrie.org)

O 23 de abril iniciouse un programa de actividades, organizado conxunta-
mente coa Fundacion Barri€, que se estendeu ata o mes de xufio e que incluiu
actividades cientificas en Santiago, Ourense, Vigo e A Coruiia; a distribucion
de material divulgativo entre os visitantes ao Mosteiro de Samos (Lugo) e a
difusion dunha unidade didactica a todos os centros escolares de Galicia.
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As actividades iniciaronse na sede da RAGC, con duas sesions dun acti-
vidade cientifico especialmente desefiado para a ocasion, no que se mostraron
de maneira divertida e mediante experimentos participativos as facetas mais
destacadas da traxectoria do Padre Feijoo e os principais achadegos cientifi-
cos da época na que el viviu.

Espectaculo cientifico coa participacion do publico

TOMA DE POSESION DA NOVA XUNTA DE GOBERNO
DA REAL ACADEMIA GALEGA DE CIENCIAS

No curso 2013 a Academia tivo que lamentar o falecemento, o 21 de setembro,
do seu Presidente, Prof. Dr. D. Ernesto Vieitez Cortizo.

Como consecuencia, o Presidente en funcidons convocou eleccions para
definir a nova Xunta de Goberno da Academia.

No 21 de novembro de 2013, o pleno da Academia aprobou, por unani-
midade, a candidatura presentada e formada polos seguintes Sefiores Acadé-
micos:

Dr. Miguel Angel Rios Fernandez, Presidente

Dr. Franco Fernandez Gonzalez, Vicepresidente

Dr. Manuel Bao Iglesias, Tesorero

Dr. Antonio Rigueiro Rodriguez, Bibliotecario

Dr. Antonio Ballester Alvarez-Pardifias, Secretario
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O dia 18 de decembro de 2013, e de acordo co articulo decimoterceiro dos
Estatutos vixentes, os membros da candidatura elexida tomaron posesion dos
seus cargos en sesion publica.

No acto contouse na Presidencia coa asistencia do Excmo. Sr. Alcalde de
Santiago de Compostela, D. Angel Curras Fernandez; dos Reitores Magnifi-
cos da Universidade de Santiago de Compostela e Da Coruiia, Excmo. Prof.
Dr. D. Juan J. Casares Long e Excmo. Prof. Dr. D. Xosé Luis Armesto Bar-
beito; do Director da Axencia Galega de Innovacion, Sr. D. Manuel Antonio
Varela Rey; do Coordinador Institucional do CSIC, Excmo. Sr. D. Eduardo
Pardo de Guevara y Valdés e co Vicepresidente do Consello da Cultura Gale-
ga, Ilmo. Sr. D. Francisco Diaz-Fierros Viqueira; entre outras moitas persona-
lidades da cultura e da ciencia.

O acto, presidido polo Académico de mais antigliidade da Real Academia
Galega de Ciencias, Prof. Dr. D. Luis Suarez-Llanos Gémez, iniciouse coa
lectura da acta do Pleno, por parte do Secretario en funcions.

Os membros procederon a prometer o cargo polo que a Xunta de Goberno
quedou renovada.

Nova Xunta de Goberno
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PREMIOS DE INVESTIGACION
REAL ACADEMIA GALEGA DE CIENCIAS 2013

No ano 2013 a proposta do Xurado, a Academia, no pleno celebrado o 15
de outubro acorda otorgar os seguintes premios:

* Premio na modalidade de Traballo de Investigacion, dotado con
6.000€, ex aequo, para os traballos:

Titulo: “Biotecnologia aplicada a la obtencion de castaiios resistentes a
la enfermedad de la tinta”

Autoras: Dras. Dna. Maria Elena Corredoira Castro y Dna. Ana Maria
Viéitez Martin, do Instituto de Investigacions Agrobioloxicas de Galicia,
CSIC. (Santiago de Compostela)

Titulo: “Identificacion automdtica por resonancia magnética nuclear de
la uva de origen en vinos blancos de Galicia”

Autores: Drs. D. Manuel Martin Pastor, da Unidade de Resonancia Mag-
nética da Universidade de Santiago de Compostela e D. Ricardo Riguera
Vega, do Dpto. de Quimica Orgénica da Universidade de Santiago de Com-
postela.

* Premio Promocion de Novos Investigadores menores de 28 anos, do-
tado con 2.000€:

Titulo: “Funciones de Green para Ecuaciones Diferenciales con Involu-
ciones”

Autor: D. Fernando Adrian Fernandez Tojo, do Dpto. de Analisis Matema-
tico da Universidade de Santiago de Compostela.
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IN MEMORIAM

Ernesto Viéitez Cortizo

El 21 de Septiembre de 2013 los miembros de esta Real Academia recibiamos
la dolorosa noticia del fallecimiento del que, durante 31 afios, fue su Presi-
dente, el Prof. Ernesto Vieitez Cortizo. De alguna forma la noticia nos cogio
a todos por sorpresa pues aun conociendo las dificultades de movilidad que
tenia el Presidente no podiamos sospechar tan rapido desenlace. Asimismo la
noticia sobrepaso el &mbito de la propia Academia dada la proyeccion cienti-
fica y social del Prof. Vieitez en el 4ambito gallego. Tratar de resumir el curri-
culum de D. Ernesto en unas pocas lineas es una tarea harto dificil debido a
la enorme actividad desarrollada a lo largo de su vida. Dotado de una fuerte
personalidad, vitalidad, energia, perseverancia y capacidad de iniciativa, es-
tas cualidades le acompafaron hasta el final.

Estudiante brillante, hizo el Bachillerato en el Instituto de su Pontevedra

natal (Castelao fue uno de sus profesores de dibujo), se licencié en Farmacia
por la Universidad de Santiago a los 21 afios (licenciatura que acab6 en 4 afios
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y no en los 5 previstos) y obtuvo el Premio Extraordinario de Doctorado en
Farmacia. Su vocacion investigadora naci6 en sus afios mas jévenes incorpo-
randose a la Mision Biolodgica de Galicia (Pontevedra) iniciando los estudios
sobre la mejora del castafio bajo la direccion del recordado Prof. D. Cruz
Gallastegui. Convocadas las primeras oposiciones a investigadores por parte
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) consigui6 el titulo
de Profesor de Investigacion de su primera promocion. Sus estudios sobre el
castafio le dieron un reconocimiento internacional de primera magnitud como
especialista en la materia (sus proyectos fueron incluso financiados por el
USDA de Norteamérica), que le llevaron a recorrer numerosisimos paises de
todo el mundo impartiendo sus conocimientos en conferencias magistrales.
Catedratico de Fisiologia Vegetal por la Universidad de Santiago (Facultad
de Farmacia) a los 36 afios, fue de los primeros profesores de su especialidad
en completar su formacion en el extranjero, concretamente en el Imperial
College de Londres donde se especializo en el estudio de los reguladores del
crecimiento vegetal. Su profundo conocimiento de la actividad investigadora
internacional le llevd a ser pionero en la introduccion en Espana de las lineas
de investigacion mas avanzadas en su especialidad. Asi, introdujo en su equi-
po de investigacion de la Facultad de Farmacia de Santiago (primeros afios de
1960) las lineas de investigacion sobre el cultivo in vitro de tejidos vegetales,
siendo pionero en Espafia en la publicacion de trabajos sobre esta especialidad
que, hoy dia, es considerada como una herramienta esencial en la aplicacion
de la biotecnologia a la mejora vegetal. Convencido absoluto de que la investi-
gacion tenia que rendir sus frutos a la sociedad, nos insistia, a los que trabaja-
mos con ¢l, en la necesidad de tratar de llegar siempre a resultados aplicables.
Ademas de los estudios sobre el castafio, son de resaltar también los trabajos
sobre la transformacion de los brezales gallegos en pastizales pues reconocia
que el campo gallego tenia que ser mas productivo en ganaderia y en produc-
cion forestal.

Ocup6 por traslado la Catedra de Biologia de la Facultad de Ciencias,
catedra desempefiada durante afios por D. Luis Iglesias Iglesias. Fue Decano
de esta Facultad pero su gran empefio y su gran logro fue la puesta en mar-
cha de la que posteriormente seria la Facultad de Biologia (seria su primer
Decano), inicialmente ubicada en el tercer piso de la Facultad de Ciencias,
posteriormente en uno de los pabellones de la nueva Facultad de Farmacia (ya
en el Campus Sur) y finalmente en el actual edificio propio. Durante 25 anos
simultane6 la catedra con la direccion del Instituto de Investigaciones Agro-
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biologicas de Galicia (CSIC) en Santiago, en donde se integraria buena parte
de su equipo de investigacion.

Como muestra de su iniciativa permanente para estar al dia dentro de su
actividad, convocé a algunos investigadores espafioles de la especialidad a
unas memorables jornadas desarrolladas en la Isla de La Toja para la creacion
de la Sociedad Espaiola de Fisiologia Vegetal, siendo su primer Presidente
(1976-1981) que posteriormente le llevaria a la Presidencia del Consejo Con-
sultivo de la Federation of European Societies of Plant Physiology. Miembro
de numerosas sociedades internacionales y galardonado con numerosos pre-
mios, se sentia especialmente orgulloso del Premio de Investigacion Xunta de
Galicia que le fue concedido en 1992.

Deportista nato, enamorado del modelo universitario anglosajon y con-
vencido de la bondad del deporte en el desarrollo de los jovenes, impulsod
la mayoria de las obras deportivas que hoy se ofertan en el Campus Sur de
Santiago bajo el cargo de Delegado de Deportes de la USC siendo Rector el
Dr. Garcia Garrido. Se instalaron las primeras pistas de tartan para la practica
de atletismo, las dos pistas de tenis y la piscina universitaria. Estaba orgullo-
sisimo del magnifico campo de hockey hierba situado detras del C.M. San
Clemente y no menos del Club Universitario de Actividades Subacuaticas
(CUAS) cuyas practicas se llevaron a cabo inicialmente en la piscina de la
Escuela Naval de Marin y posteriormente en la universitaria de Santiago. Mu-
chos de los entonces alumnos (hoy dia cerca ya de su jubilacion) recuerdan
con entusiasmo aquellas practicas. Desarrolld el Club Nautico Universitario
(localizado en Puntecesures) y, por primera vez en Galicia, instaurd un siste-
ma de becas para deportistas universitarios, siguiendo el ejemplo anglosajon
que tanto admiraba. Todo su esfuerzo en pro del deporte universitario se vio
recompensado con la concesion de la Medalla de Plata al Mérito Deportivo,
concedido por el Consejo Superior de Deportes, condecoracion que le impuso
D. Juan Antonio Samaranch.

Jubilado forzoso a los 65 afios por una injusta ley que se derogd unos po-
cos afios después de su aprobacion, dedicé todo su esfuerzo y saber a la Aca-
demia, habiendo sido elegido Presidente en el afio 1982. Su inquietud innata le
llevo a la politica, actividad que siempre consider6 coyuntural, habiendo sido
Alcalde de Santiago durante un afio (1986-1987). Conversador brillante, tenia
su tertulia diaria inicialmente en la desaparecida Cafeteria Reno de la calle
Dr. Teixeiro de Santiago para trasladarse posteriormente a la Cafeteria River
de Alfredo Brafas.
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Dentro de la Academia, centr6 sus esfuerzos en darle un contenido y
tratd de proyectar la labor de la Institucion a la sociedad. Consiguié que la
Institucion organizase cursos y conferencias en las 4 provincias gallegas, bien
subvencionadas por las Diputaciones provinciales, bien por entidades de aho-
rro (Cajas de Ahorro) o bien auspiciadas por los colegios profesionales. Con
su esfuerzo e influencia consiguid que la Casa Real concediese a la Institu-
cion el titulo de Real y asi, hoy dia, la Academia es Real Academia Galega
de Ciencias. Impulso el acuerdo con la Fundacion Barrié de la Maza para la
publicacion de la Revista de la Academia (a la que dedico grandes esfuerzos)
y bajo su presidencia se llevaron a cabo actos de una enorme trascendencia
social como han sido los de la toma de posesion como Académicos de Honor
de Dofia Carmela Diaz de Réabago (Condesa de Fenosa) o del Premio Nobel de
Literatura D. Camilo José Cela, acto este ultimo desarrollado en el Paraninfo
de la Universidad de Santiago bajo la presidencia de su Alteza Real D. Felipe
de Borbon, Principe de Asturias. Impulsor de los hoy consolidados Premios
de Investigacion que anualmente convoca la Academia, su ultima gran ini-
ciativa ha sido la instauracion del Dia del Cientifico Gallego como uno de los
actos centrales de actividad académica. Se sentia ilusionado que ese dia (23
de Abril, fecha de fundacion de la Academia) tuviese un reconocimiento ofi-
cial en toda Galicia como homenaje a aquéllos cientificos que a lo largo de la
historia dedicaron sus esfuerzos al desarrollo y bienestar de nuestra sociedad.

Hasta los ultimos dias tuvo la lucidez suficiente para estar al dia de lo que
acontecia en la Academia, institucion por la que sentia un amor muy profundo
y para la que nunca regated el minimo esfuerzo. Los que trabajamos cerca del
Prof. Vieitez conocemos sus desvelos diarios e inquietudes y todos afioramos
su esfuerzo y dedicacion porque la Institucion fuese un referente del conoci-
miento y la cultura cientifica como motor indispensable para el desarrollo de
Galicia.

Gracias, Presidente, por tu ejemplo. Trataremos de seguir tus pasos con el
empefio y esfuerzo que tu le has dedicado.

Descanse en paz.

Prof. Dr. D. Antonio Ballester Alvarez-Pardifias
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INSTRUCCIONS PARA OS AUTORES

1. A Revista da Real Academia Galega de Ciencias é unha publicacién que publica artigos cientificos
orixinais, de revision, ou notas relacionadas coa Quimica, Fisica, Xeoloxia, Bioloxia, Farmacia,
Matematicas, Ciencias Técnicas, Ciencias Sociais € Econémicas.

2. Presentacion dos artigos. O manuscrito orixinal (escrito en espafiol, galego ou inglés) en papel
e unha copia electronica en CD deberan enviarse ao Sr. Secretario, Real Academia Galega de
Ciencias, San Roque 2, 15704 Santiago de Compostela. Espaiia. O CD (o formato PDF non ¢é
aceptable) debera identificarse co titulo do traballo ¢ 0 nome do autor responsable.

3. Preparacion do manuscrito. O traballo presentarase a dobre espazo en papel DIN-A4, cunha marxe
de 2.5 cm e as paxinas iran numeradas consecutivamente. A primeira paxina contera o titulo do
traballo ¢ nome do autor ou autores, direccion do lugar de traballo e correo electronico do autor
responsable do traballo. Incluirase un resumo de non mais de 150 palabras no mesmo idioma no
que estd escrito o texto asi como unha version en inglés se o texto non esta escrito neste idioma.
Engadiranse 4-5 palabras clave que expresen o contido preciso do manuscrito e que utilizaranse
nos indices apropiados. A continuacion, incluiranse Introducion, Material ¢ Métodos, Resultados,
Discusion (estes dous ultimos ben separados ou en forma combinada), Agradecementos, Bibliografia,
Taboas (preparadas coa opcion “Taboa” do procesador de textos, numeradas consecutivamente e co
texto na parte superior da mesma), Lendas das figuras e Figuras (numeradas consecutivamente).

4. Fotografias e figuras. A Revista so publicara, na stia version impresa, as fotografias e figuras dos
traballos en branco e negro. Se o autor ou autores desexan a stia publicacion en cor, deberan abonar
o seu importe (consultar prezos) despois de remitir as probas de imprenta. As fotografias en cor
poderan usarse, sen cargo algun, na edicion electronica da revista (Www.rage.cesga.es), sempre que 0s
arquivos estean en cor. As fotografias deberan gravarse en formatos PhotoShop, .TIF ou .JPG (neste
caso, coa menor compresion posible) e os graficos poden almacenarse en formato CorelDraw (.CDR)
ou en formato .EPS.

5. Bibliografia. As referencias bibliograficas ordenaranse alfabeticamente e dispostas como nos
exemplos seguintes:

Revista Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures. Physiol. Plant., 15:473-497.

Capitulo de libro Faquar GD, Caemmerer S (1982) Modelling of photosynthetic response to
environmental conditions. In Lange OL, Noble PL, Osmon CB, Ziegler H (eds.) Encyclopedia of Plant
Physiology. Physiological plant ecology II, vol 12 B. Springer, Berlin, pp 550-587.

Libro. Scharze FWMR, Engels J, Mattheck C (2000) Fungal Strategies of Wood Decay in Trees.
Springer, Berlin.

As citas no texto escribiranse: Gil (2006), Smith y Robinson (1984), Kumar et al. (2005).

6. Probas de imprenta. As probas de imprenta, debidamente corrixidas, deberan devolverse ao editor

dentro dos dez dias seguintes ao da stia recepcion. Modificacions substanciais do manuscrito orixinal
seran cargadas aos autores.

7. Separatas. Non se enviaran separatas en papel. Os autores recibiran un archivo PDF co contido do
seu traballo
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

1. The Revista de la Real Academia Galega de Ciencias publishes original research papers, revisions
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