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DIRECTIVA DE LA COMISION
de 25 de abril de 1984

por la que se adapta, por sexta vez, al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE del consejo
relativa a la aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificacién, envasado y etiquetado de sustancias peligrosas

(84/449/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econémica
Europea,

Vista la Directiva 67/548/CEE del Consejo, de 27 de junio
de 1967, relativa la aproximacién de las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas en materia de
clasificacién, envasado y etiquetado de sustancias peligro-
sas (1), modificada por sexta vez por la Directiva 79/831/
CEE del Consejo (2), en particular, sus articulos 19,20 y 21,

Considerando que el apartado 1 del articulo 3 de la
Directiva 79/831/CEE dispone que la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas toxicidad y ecotoxicidad de las
sustancias y preparados se realice de acuerdo con los
métodos previstos en el Anexo V;

Considerando que el articulo 19 de la Directiva 79/831/
CEE, de 18 de septiembre de 1979, dispone que el Anexo V
esté sometido al procedimiento del Comité de adaptacion al
progreso técnico ; considerando que, mas especialmente, es
preciso tener en cuenta los métodos reconocidos y
recomendados por los organismos internacionales compe-
tentes;

Considerando que las disposiciones de Ja presente Directiva
concuerdan con el dictamen del Comité para la adaptacion

(1) DO n° L 196 de 16. 8. 1967, p. 1.
(3) DO n° L 259 de 15. 10. 1979, p. 10.

al progreso técnico de las directivas dirigidas a la
eliminacion de los obstaculos técnicos a los intercambios en
el sector de las sustancias y preparados peligrosos,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

El texto del Anexo V de la Directiva 67/548/CEE sera
sustituido por el texto que figura como Anexo de la
presente Directiva.

Articulo 2

Los Estados miembros adoptaran y publicaran, antes del 1
de julio de 1985, las disposiciones necesarias para cumplir
la presente Directiva e informaran de ello inmediatamente a
la Comisién. Dichas disposiciones seran aplicables a partir
del 1 de julio de 1986.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva seran los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 25 de abril de 1984.

Por la Comision
Karl-Heinz NARJES

Miembro de la Comision
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ANEXO

El presente Anexo describe los métodos de ensayo para la determinacion de las propiedades
fisicoquimicas, toxicologicas y ecotoxicologicas enumeradas en los Anexos VII y VllI de la
Directiva 79/831/CEE.

Dichos métodos se basan en los trabajos y recomendaciones de los organismos
internacionales competentes [en particular la Organizacion de Cooperacion y Desarrollo
Economicos (OCDE)].

Cuando se ha podido disponer de tales métodos, se han adoptado las normas nacionales o
aquellos métodos ampliamente reconocidos por los medios cientificos. En general, las
pruebas deberan hacerse con la sustancia tal y como ésta se comercializa. No debe
subestimarse la posible incidencia de las impurezas en los resultados de los €nsayos.

Cuando los métodos del presente Anexo no se adapten al analisis de una propiedad
determinada, el notificante debera justificar los métodos que haya empleado en su lugar.

Las experimentaciones y los estudios en animales deberan atenecrse las regulaciones
nacionales y respetar los principios humanitarios, asi como los progresos internacionales en
el campo de la proteccion de animales.

Entre diversos métodos de ensayo equivalentes, se elegira aquel que precise el menor nimero
de animales.
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1.1

1.2

1.3.

14,

PARTE A: METODOS DE DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

A.1. PUNTO DE FUSION/INTERVALO DE FUSION

METODO

Los mérodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introduccion

Los métodos y los aparatos descritos a continuacion se utilizan para determinar el punto de fusién de los
productos quimicos, cualquiera que sea su grado de pureza.

La seleccion del método dependera de la naturaleza de la sustancia que se deba ensayar.

Por consiguiente, el factor restrictivo estard directamente relacionado con el hecho de que la sustancia
sea facil, dificilmente o no pulverizable.

En determinadas sustancias, seré preferible determinar el punto de congelacion o de solidificacién. Las
normas para proceder a dichas determinaciones también se recogen en las lineas directrices.

Definicién y unidades

El punto de fusion se define como la temperatura a la que se produce la transicion de la fase solida a la
fase liquida, a presion atomosférica normal.

Idealmente, dicha temperatura corresponde a la del punto de solidificacién o de congelacion.

Dado que la transicion de fase de numerosas sustancias se extiende en una amplia gama de temperaturas,
ésta se designa muchas veces con el nombre de interval de fusion.

Conversion de las unidades (K en °C).
t=T— 273,15

donde t se expresa en grados centigrados y T en grasos Kelvin.

Sustancias de referencia

No es necesario emplear sustancias de referencia cada vez que se estudie una nueva sustancia. Deberin
servir, esencialmente, para calibrar el método de vez en cuando y para comparar los resultados cuando se
aplique otro método distinto.

En las referencias (2) se enumeran determinadas sustancias patrén.

Principio del método de ensayo

Se determina la temperatura (o intervalo de temperatura) de transicion de la fase solida a la fase liquida.
En la practica, las temperaturas de comienzo y fin de la fusion se determinan durante el calentamiento, a
presion atmosférica, de la sustancia que se deba ensayar. Se describen tres tipos de métodos : el método
del tubo capilar, el método del banco de calor y la determinacion del punto de congelacion.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

14.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

Método de tubo capilar
Dispositivo con un bado liquido

Introducir una pequefia cantidad de sustancia finamente pulverizada en un tubo capilar y comprimirla
con cuidado. Calentar dicho tubo a) mismo tiempo que un termometro y ajustar el aumento de
temperatura, a poco mas de 1 K por minuto, durante la operacion. Tomar nota de las temperaturas
correspondientes al comienzo y final de la fusion.

Dispositivo con un bloque metalico

El fundamento es el mismo que el descrito en el apartado 1.4.1.1, con la diferencia de que el tubo capilar
y el termometro estan colocados en un bloque de metal calentado y se observan a traves de aberturas
practicadas en éste ultimo.

Deteccidén fotoelectrica

Calentar automaticamente en un cilindro metalico la muestra contenida en el tubo capilar. Por una
abertura practicada en el cilindro, enviar un rayo de luz a través de la sustancia hacia una célula
fotoeléctrica cuidadosamente calibrada. En el momento de la fusion, las propiedades opticas de la
mayor parte de la sustancias se modifican en el sentido de que la opacidad da paso a la transparencia. En
consecuencia, la intensidad de la luz que llega a la célula fotoeléctrica aumenta y envia una senal de
parada al indicador digital que registra la remperatura del termometro de resistencia de platino colocado
en el recinto de calor. Este método no es aplicable a determinadas sustancias muy coloreadas.

Métodos con superdicie calentada
Método del banco de calor Kofler

El banco de calor de Kofler se compone de dos piezas de metal de conductividad térmica diferente, que se
calientan eléctricamente. Esta hecho de manera que el gradiente de temperatura sea casi lineal en todo su
longitud. La temperatura de dicho banco puede variar de 283 a 543 K gracias a un dispositivo de lectura
de a temperatura que tiene un cursor con un indice y una regleta graduada, especialmente concebido
para dicho banco. Para determinar un punto de fusion basta con depositar una fina capa de sustancia
directamente sobre la superficie del banco. En unos segundos, se forma una fina linea de division entre la
fase fluida y la fase solida. Leer la temperaturaa la altura de dicha linea, colocando el indice frente a esta
ultima.

Microscopio de fusion

Se utilizan diferentes microscopios de platina caliente para determinar puntos de fusion con cantidades
de sustancia muy pequefias. La temperatura se suele medir con un termopar sensible, pero a veces
también con un termometro de mercurio. El dispositivo tipo tiene una carcasa de calor que contiene una

latina de metal en la que se coloca una lamina de vidrio sobre la que se deposita la muestra. Elcentrode
ﬂx platina metalica se atraviesa con un agujero que permite el paso de la luz procedente del espejo de
iluminacion del microscopio. Al utilizarlo, la pantalla se cierra con una placa de vidrio para impedir la
circulacién de aire en el campo de trabajo. Erca]cntnmicnto de 1a muestra se regula con un reostato.

Para realizar mediciones muy precisas se puede utilizar luz polarizada en el andlisis de la sustancias
dpticamente anisotropas.

Método de menisco
Este método se aplica especialmente a la poliamidas.

Determinacion de la temperatura a la cual se observa, a simple vista, el desplazamiento de un menisco de
aceite de silicona, atrapado entre una superficie caliente y un cubreobjetos colocado encima de la
muestra de poliamida que se deba ensayar.
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1.4.3.

1.5.

Meétodo de determinacion del punto de congelacion

Introducir la muestra en un tubo de ensayo especial y colocarlo en un aparato que permita la

determinacion del punto de cristalizacion.

Agitar suavemente la muestra durante el tiempo de enfriamiento, observando, al mismo tiempo la
temperatura y registrandola cada treinta segundos.

Cuando varias lecturas indiquen una temperatura constante, se considera el valor de esta Gltima como el
punto de cristalizacion (previa correccion termométrica).

Criterios de cualitativos

En el cuadro siguiente se indican las condiciones de aplicacién y la precision de los diferentes métodos de
determinacion del punto de fusion/intervalo de fusién.

CUADRO: APLICABILIDAD DE LOS METODOS
A. Métodos de tubo capilar

Sustancias Sustancias G;ma P"?Ci?id"
Metodo de medida facilmente dificilmentc . < maxima Observacion
pulveri- pulverizables cmpera- aproxi:
zables tra mada (1)
Dispositivo con un bafio de Si Solo algunas De 273 | £ 0,3 K| Norma
liquido a existente:
573 K JIS K 064
Dispositivo con un bloque me- Si Solo algunas De 293 | £ 0,5 K| Norma
talico a existente :
573 K ISO 1218(E)
Deteccion fotoelectrica Si Varias condis- | De 253 | £ 0,1 K
postivos  de a
aplicacion 573 K

(1) Valor dependiente del tipo de instrumento y del grado de pureza de las sustancias.

B. Métodos de superficie caliente y de punto de congelacion

Sustancias Sustancias G‘ajrena [:;K'ls:::
Metodo de medida fécilmcnte difialmenre tempera- a;rxoxx- Observacion
pluall’\"]c;sx- pulverizables tura mada (1)
Placa caliente Kofler Si No De 283 [ £ 1,0 K| Norma
’ a existente
543 K ANSI/ASTM
D 3451-76
Microscopio de fusion Si Solo algunas De 273 | + 0,2 K| Norma
a existence
573 K DIN 53736
(hasta
1773 K)
Mc¢étodo del menisco No Especifico de | De 293 | + 0,5 K| Norma
las poliamidas a existente
573 K ISO 1218 (E)
Método del punto de congela- | Para Para De 223 | + 0,5 K| Norma
cion las sus- las sus- a existente
tancias tancias 573 K por ejemplo
liquidas liquidas BS 4699

() Valor dependiente del tipo de instrumento y del grado de pureza de las sustancias.
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1.6 Descripcion de los métodos
Los procedimientos de casi todos los métodos de ensayo estan descritos en normas internacionales y
nacionales (ver Apéndice).
1.6.1. Método de tubo capilar
Cuando la elevacion de temperatura es lenta las sustancias, finamente pulverizadas pasaran,
normalmente. Por las fases de fusion representadas en la figura 1
Figura 1
0
¢ 00
oy
by o \ |
o —
Fase A Fase B Fase € Fase D Fase E
Fase A (comienzo de la fusion ; punto hiimedo) : se adhieren uniformemente gotas finas a la pared
interior del tubo capilar.
Fase B (punto de retirada): aparece un esracio libre entre la muestra y la pared interior, en razon
e 1a retraccion del producto en fusion.
Fase C (punto de hundimiento): la muestra, retraida, comienza a hundirse y a licuarse.
Fase D (punto de licuefaccion) : se forma un menisco completo en la superficie, pero queda todavia
cierta cantidad de particulas solidas.
Fase E (fin de la fusion): no hay ya ninguna particula sélida.
Durante la determinacion del punto de fusion, conviene aumentar la temperatura al comienzo y al final
de la fusion.
1.6.1.1. Dispositivos con un bafio de ligquido

La figura 2 representa un tipo de aparato estandarizado (JIS K 0064). Todas las dimensiones estan
expresadas en milimetros. El aparato es de vidrio.
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Figura 2

230

: Matraz de medida

: Tapon de corcho

: Tubo de ventilacion

: Termometro
Termometro auxiliar

: Baiio liquido

: Tubo capilar de vidrio (80 a 100 mm de longitud; 1 mm
+ 0,2 mm de didmetro interior y 0,2 a 0,3 mm de
espesor)

o 00 o H: Tubo lateral

oOmMmoAm»

4+20 4e— 40

Baiio liquido

Elliquido deberd elegirse en funcion del punto de fusion. Se utilizara parafina liquida para los puntos de
fusion que pasen de 473 K acido sulfirico concentrado o aceite de silicona para los puntos de fusion que
no pasen de 573 K.

Padra utilizarse una mezcla de tres partes de 4cido sulfarico y dos partes de sulfato de potasio (en peso)
para los puntos de fusion superiores a 523 K.

Termometro

Solo podran utilizarse termometros que cumplan las exigencias de las normas siguientes o de sus
equivalentes: ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Procedimiento

Pulverizar finamente la sustancia seca en un mortero e introducirla en un tubo capilar cerrado en un
extremo. La altura de llenado se fijara en unos 3 milimetros después de haberta comprimido ligeramente.
Para obtener una muestra uniformemente comprimida, hay que dejar caer el tubo capilar desde una
altura de unos 700 milimetros en el interior de un tubo de vidrio colocado verticalmente sobre un vidrio
de relo;j.

Colocar el tubo capilar, asi llenado, en el baio de tal manera que la parte central del recipiente de
mercurio del termometro esté en contacto con la parte del capilar que contiene la muestra. En general, el
tubo capilar no se introduce en el aparato hasta el momento en que el bafio esta a unos 10 K por debajo
del punto de fusion.

Regular el calentamiento del baio de manera que el aumento de la temperatura llegue a 3 K por minuto.
Agitar el liquido. Al llegar a unos 10 k por debajo de la temperatura esperada, regular el aumento de
temperatura a un maximo de 1 K por minuto.

Calculo
El calculo del punto de fusion se efectta mediante la formula siguiente:

T = Tp + 0,00016 (T — Te)n
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1.6.1.2.

donde

T = temperatura de fusion corregida, expresada en K

Tp = temperatura leida en el termometro D, expresada en K

Tg = temperatura leida en el termémetro E, expresada en K

n = namero de graduaciones de la columna de mercurio del termémetro D.

Bloque metalico
Aparato
El aparato constara de:

— un bloque metalico cilindrico cuya parte superior esta vacia y forma un recinto de calentamiento (ver
figura 3),

— un tap6n metalico atravesado por dos o mas agujeros que permitan la introduccion de los tubos en el
bloque,

— un sistema de calentamiento del bloque metilico, por cjemplo, una resistencia eléctrica incorporada
al bloque,

— un reostato para regular la potencia, si se utiliza calentamiento eléctrico,

— cuatro ventanas de vidrio resistente al calor, perpendicularmente opuéstas, en las paredes laterales
del recinto. Frente a una de dichas ventanas se instalara un visor para observar el tubo capilar. Las
otras tres ventanas permitiran iluminar el interior del recinto mediante bombillas,

— un tubo capilar, de vidrio resistente al calor, cerrado en un extremo (ver punto 1.6.1.1).
Termoémetro:
Ver normas 1.6.1.1.

También podran utilizarse elementos termoeléctricos de una precision equivalente.

Figura 3
M

Termometro

Tubo capilar

Tapon de metal

Visor

1

—L/

Bombilla

L Resistencia cléctrica

Bloque metalico
de calentamiento

7 4
() (o)




12

Diario Oficial de las Comunidades Europeas 13/Vol. 17

1.6.1.3.

1.6.2.
1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

Procedimiento

Ver punto 1.6.1.1. La correccion del termometro no es necesaria en este caso. La temperatura de fusion
registrada se considera como el punto de fusion.

Deteccion fotoeléctrica
Aparato y procedimiento:

El aparato consiste en un recinto metilico dotado de un sistema de calentamiento automatico. Se llenan
tres tubos capilares siguiendo las instrucciones punto 1.6.1.1 y se colocan en el horno.

Se pueden hacer cinco aumentos lineales de temperatura para calibrar el aparato. El aumento de
temperatura apropiado se regula eléctricamente con un factor constante y lineal preseleccionado. Los
aparatos registradores indican la temperatura real del horno y el punto de fusion de la sustancia en los
tubos capilares.

Métodos de la superficie calentada

Banco de calor Kofler

Ver Apéndice.

Microscopio de fusion

Ver Apéndice.

Método del menisco (poliamidas)
Ver Apéndice

Cuando el punto de fusion esté proximo, el aumento de temperatura debera ser inferior a 1 K/min.

Métodos de determinacion del punto de congelacion

Ver Apéndice.

RESULTADOS

En determinados casos es necesaria la correccion del termometro.

INFORME
Debe indicarse el método utilizado.

El punto de fusion indicado en el informe sera la media entre dos mediciones, como minimo, situadas
dentro de los limites de precision aproximativa (ver cuadro). Debe indicarse una estimacion de la
precision. Si la diferencia entre las temperaturas al comienzo y al final de la fusion se encuentra dentro de
los limites de precision del método, la temperatura leida en la fase final de la fusién se considerara el
punto de fusion; de lo contrario, se indicaran las dos temperaturas.

Determinadas sustancias pueden descomponerse o sublimarse antes de alcanzar el punto de fusion. En
tal caso, conviene senalarlo.

Deben indicarse todas las informaciones y observaciones que se consideren (tiles para la interpretacion
de los resultados, en particular, lo referente a las impurezas y al estado fisico de la sustancia.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 102 — Decision of the Council C (81) 30 Final.

(2) IUPAC, Physicochemical Measurements: Catalogue of Reference Materials from National
Laboratories, Pure and Applied Chemistry, vol. 48, 1976, pp. 505-515.
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1.1.

1.2

2.1,

2.2

2.3.

Apéndice

Para mas detalles técnicos, se pueden consultar, por ejemplo, las normas siguientes:

Métodos de tubo capilar

Dispositivo con un basno liquido

ASTM E 324-69 Standard Test Method for Relative Initial and Final Melting Points
and the Melting Range of Organic Chemicals

BS 4634 Method for the Determination of Melting Point and/or Melting range

DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalies von Harzen nach Kapillarverfah-
ren

JIS K 00-64 Testing Methods for Melting Point of Chemical Products

Dispositivo con un bloque metdlico

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen
ISO 1218 (E) Plastics-Polyamides-Determination of « Melting Point »

Métodos de superficie caliente

Banco de calor Kofler

ANS1/ASTM D 3451-76 Standard Recommended Practices for Testing Polymeric Powder
Coatings

Microscopio de fusion

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Métode de menisco (poliamidas)
1ISO 1218 (E) Plastics-Polyamides-Determination of « Melting-Point »

ANST/ASTM D 2133-66 Standard Specification for acetal Resin Injection Moulding and
Extrusion Materials

NE T 51 050 Résines de polyamides. Détermination du « point de fusion ». Méthode
du ménisque

Métodos de determinacion del punto de congelacion
BS 4633 Method for the Determination of Crystallizing Point

BS 4695 Method for Determination of Melting Point of Petroleum Wax
(Cooling Curve)

DIN 10319 Bestimmung des Gefrierpunktes von Milch
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DIN 51421 Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen. Onokraftstof-
fen und Motorenbezolen
DIN 51556 Bestimmung des Erstarrungspunktes am rotierenden Thermometer
DIN 53175 Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fertsiuren

NP T 60-114 Point de fusion des paraffines
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1.1.

1.2.

A.2. PUNTO DE EBULLICION/INTERVALO DE EBULLICION

METODO

Los meétodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introduccién

Los métodos y dispositivos a(1ui descritos pueden aplicarse a las sustancias liquidas que no sufran
reaccién quimica por debajo del punto de ebullicion {por ejemplo autooxidacion, degradacion, etc.). Los
métodos son aplicables a las sustancias liquidas puras e impuras.

La importancia dada a la descripcion del método basado en la deteccion fotoeléctrica se debe al hecho de
que ésta permite determinar no solo el punto de ebullicion sino también el punto de fusion. Ademas, las
medidas pue den efectuarse de manera automatica.

El «método dinamico» tiene la ventaja de poder utilizarse igualmente para la determinacion de la
présion de vapor y hacer innecesaria la correccion de la temperatura de ebullicién para llevarla a las
condiciones normales de presion (101, 325 kPa), ya que durante la medicion se puede mantener la
presion normal. Este método no se ha automatizado todavia.

Observaciones

La influencia de las impurezas en la detcrminacion del punto de ebullicion depende mucho de la
naturaleza de la impureza. Dicha influencia sera considerable si la muestra contiene un disolvente muy
volatil.

La composicién de la muestra estudiada varia en cada medicion en razon de la volatilizacion de los

componentes con punto de ebulliciéon bajo. En dichas condiciones, se obtienen valores cada vez mas
fuertes.

Definiciones y unidades

La temperatura de ebullicion normal se define como la temperatura en que la presion de vapor saturada
de un liquido es igual a la presion normal.

El valor medido del punto de ebullicion depende de la presion atmosférica. Dicha dependencia puede
calcularse cuantitativamente por la ecuacion de Clapeyron-Clausius siguiente:

logp = — _AH, + constante
23RT
donde
p = presion de vapor de la sustancia en Pascal
AH, = calor de vaporizacion en | mol ™!
R = constante de gases universal = 8,31 J mol ™! K~!
T = temperatura, expresada en K.

La temperatura en el punto de ebullicion (temperatura de ebullicion) es la correspondiente a la presion
ambiente

en el momento de la medicion.

Conversiones:

Presion (unidad: kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa (todavia se permite la utilizacion del « bar» pero no es recomendable).
133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr {no se permite la utilizacion del « Tore» ni «mm Hg»).
Temperatura (unidad: K)

t =T —273,15

(ten °Cy T en K).



16

Diario Oficial de las Comunidades Europeas 13/vel. 17

1.3.

1.4,

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.5.

1.6.

1.6.1.

Sustancias de referencia

No es necesario utilizar sustancias de referencia cada vez que se estudie una nueva sustancia. Dichas
sustancias de referencia sirven, esencialmente para calibrar el método de vez en cuando y para poder
comparar los resultados.

En los métodos enumerados en el Apéndice figuran algunas sustancias de referencia.

Principio del método de ensayo

Todos los métodos de determinacion del punto de ebullicion (o del intervalo de ebullicién) se basanen la
medicion de la temperatura de ebullicion. A continuacién se describen cinco métodos:

Método del ebullometro

Aunque en un principio los ebullometros se utilizaban para determinar el peso molecular por elevacién
del punto de ebullicion, se prestan también para realizar mediciones exactas del punto de ebullicién. En
la norma ASTM D 1120-72 (ver apéndice), se describe un aparato muy sencillo. En dicho aparato, el
liquido se calienta hasta ebullicion a la presién atmosférica (condiciones de equilibrio).

Método dinamico

Este método se basa en la medicion de la temperatura de recondensacién del vapor mediante un
termopar que se coloca en el reflujo durante la ebullicién. En este método puede modificarse la presion.

Método de destilacion para punto de ebullicion’e intervalo de ebullicion

Este método se basa en la destilacion del liquido, midiéndose la temperatura de recondensacion del
vapor y determinandose la cantidad de destilado.

Meétodo de Siwolobov

Se calienta una muestra en un tubo de ensayo, que se sumerge en un bafio de liquido caliente. Se
introduce en el tubo de ensayo un capilar cerrado, con un burbuja de aire en su parte inferior.

Se determina la temperatura a la que se escapa del capilar un rosario continuo de burbujas o a la que el
rosario de burbujas, al producirse un enfriamiento momentaneo, se interrupe y el fluido comienza de
repente a subir por el capilar (Siwolobov).

Deteccién fotoeléctrica

De acuerdo con el principio de Siwolobov, la ascension de las burbujas permite una medicién
fotoeléctrica automatica.

Criterios de cualitativos

La aplicabilidad y la precision de los diferentes métodos utilizados para determinar el punto de
ebullicion intervalo de ebullicién se indican en el cuadro 1.

Descripcién de los métodos

En las normas internacionales y nacionales (ver Apéndice) se describen los procedimientos de algunos
métodos de ensayo.

Ebullémetro

Ver Apéndice.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Método dindmico

Ver método dc ensayo A.4 para la determinacion de la presion del vapor.

Se considera como temperatura de ebullicién la registrada a una presion de 101,325 kPa.

Moétodo de destilacion (intervalo de ebullicion)

Ver apéndice.

CUADRO 1: COMPARACION DE LOS METODOS

Método de medicion

Precision aproximada

Observaciones

Ebullémetro

Método dinamico

Método de destilacion
(intervalo de ebullicion)

Método de Siwolobov

Deteccion fotoelectrica

+ 1,4 K (hasta 373 K) (1) (3
+ 2,5 K (por bajo de 373 K) (1) (2

+ 0,5 K (%)

+ 0,5 K

+1Kax2K®

+ 03K (3?3 kK)®

Norma existente
ASTM D 1120-72 (1)

Normas existentes:
ISO/R 918
DIN 53171
BS 4591/71

(1) Esta precision solo es vilida para aparatos sencillos, como el descrito en la norma ASTM D 1120-72; es posible mejorarla utilizando

cbullémetros mas perfeccionados.

(2} Vilido solamente para sustancias puras.

Método de Siwolobov

Se introduce la muestra en un tubo de ensayo de unos 5 milimetros de diametro y se calienta en un

aparato apropiado para determinar el punto de fusion (ver figura 1).

En la figura 1 hay un ejemplo de aparato normalizado apropiado para determinar el punto de fusiony el
punto de ebullicién (JIS K 0064). Las dimensiones estan expresadas en milimetros. El aparato es de

vidrio.
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Figura 1

230

: Matraz de medida
Tapon
: Tubo de ventilacién
: Termémetro
: Termoémetro auxiliar
: Bano liquido
: Tubo de ensayo (5 mm de diametro exterior como
maximo)
. Tubo capilar (de unos 100 mm de longitud, 1 mm
de diametro interio, y 0,2 a 0,3 mm de espesor)
H: Tubo lateral

oTMmoO® >

-y-on 40
L

En el tubo de ensayo que contiene la sustancia se sumerge un tubo capilar (capilar de ebullicion), cerrado
aaproximadamente 1 centimetro de su extremo inferior. La parte tapada del capilar debe guedar situada
por debajo de la superficie del liquido. El tubo de ensayo debe estar unido al termémetro mediante un

elastico o un soporte lateral (ver figura 2).

Figura 2 Figura 3

Metodo de Siwolobov Método modificado
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1.6.5.

El liquido del bafio se elige en funcion de la temperatura de cbullicion. Se puede utilizar acido sulfaricoo
aceite de silicona para temperaturas de hasta 573 K. La parafina liquida solo es aconsejable para
temperaturas inferiores a 473 K. Al principio, el calentamiento del bafio debe graduarse de manera que
se obtenga un aumento de temperatura de 3 K por minuto. Convicne agitar el liquido del bafio. A unos
10 K por debajo del punto de ebullicion supuesto, se reduce el calentamiento de ral manera que el
aumento de la temperatura no pase de 1 K por minuto. Al acercarse a la temperatura de ebullicion,
comienzan a salir burbujas del capilar.

El punto de ebullicion se define como la temperatura a la cual, en un enfriamiento momentaneo, s¢
interrumpe el rosario de burbujas y el liquido comienza a elevarse, por el capilar. La temperatura leida en
ol termémetro en ese preciso momento corresponde a la temperatura de ebullicion de la sustancia de
ensayo.

En el método modificado (ver figura 3), el punto de ebullicién se determina en un capilar de punto de
fusidn. La extremidad inferior de este Gltimo sc alarga en una punta fina de unos 2 centimetros de
longitud (a) y se aspira hacia el interior una pequefia cantidad de sustancia. Entonces se tapa la punta
encerrando una pequefa burbuja de aire. Al calentarla en el aparato de punto de fusion (b), la burbuja de
aire se dilata. E! punto de ebullicion corresponde a la temperatura a la que la muestra de la sustancia
llega al nivel de la supeficie del bano de liquido (c).

Deteccion fotoeléctrica

Sc calienta una muestra de la sustancia en un tubo capilar colocado dentro de un blogue metalico de
calentamiento.

Por las aberturas practicadas en el bloque, se envia un haz de luz a través de la sustancia hacia una célula
fotoeléctrica calibrada de forma precisa.

Durante el aumento de la temperatura de la muestra, escapan del capilar de ebullicion algunas burbuijas
de aire. Cuando se alcanza la temperatura de cbullicion, el numero de burbujas aumenta muy
rapidamente. La modificacion de la intensidad luminosa consiguiente es registrada por la célula, que
envia una senal de interrupcién al indicador de la temperatura (termometro de resistencia de platino
colocado en el bloque).

Este método es especialmente ttil, pues permite efectuar determinaciones por debajo de la temperatura
ambiente hasta 253, 15 K (— 20 °C) y sin ninguna modificacion del aparato. Basta con colocarlo en una
camara fria 0 en un bafio refrigerante. Las fichas técnicas suministradas con el aparato brindan los
detalles necesarios para realizar adecuadamente la determinacion del punto de ebullicion.

RESULTADOS

Cuando se trate de diferencias pequefas respecto a la presion normal (maximo de * S kPa), las
temperaturas del punto de ebullicion podrin corregirse (T,) mediante la ecuacion de Sidney-Young:

T,=T+ fr x Ap
donde
Ap = (101,325 —p) (atencion al signo)
P = presion barométrica en kPa
fr = velocidad de variacion del punto de ebullicion con la presion, en K/kPa
T = valor medido de la temperatura de ebullicion, en K
T, = valor corregido de la temperatura de ebullicion, en K a presion normal.

Los factores de correccion de la temperatura (f1) y las ecuaciones para su aproximacion figuran en las
normas internacionales y nacionales citadas en el texto (valido para numerosas sustancias).

Por cjemplo, el método DIN 53171 presenta las correcciones para los disolventes contenidos en las
pinturas:
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CUADRO 2: FACTORES DE CORRECCION DE LA TEMPERATURA (fq)

Temperatura T Factor de correcion
en K f1 en K/kPa
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

INFORME

Debe indicarse el método utilizado. El punto de ebullicion determinado sera la media entre dos
mediciones, como minimo, situadas dentro de los limites de precision aproximativa indicados en el
cuadro 1. Si las determinaciones no fueran repetibles, se deberan aplicar otros métodos distintos.

Deber indicarse los valores medidos de los puntos de ebullicion asi como sus medias y la (s) presion (es) a
que se hayan efectuado las mediciones debera (n) registrarse en kPa.

La presion debe, preferentemente, ser proxima a la presion normal. Cuando la ebullicion de una
sustancia se extienda en una amplia gama de temperaturas, dicho intervalo de ebullicion debe figurar en
el informe. Para todos los resultados deberan darse las estimaciones de precision.

Deben suministrarse todas las informaciones y observaciones que se consideren utiles para la
interpretacion de los resultados, en particular, lo referente a las impurezas y al estado fisico de la
sustancia.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Tes Guideline 103 — Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Apéndice

Para mas detalles técnicos, se pueden consultar las normas siguientes:

1. Ebullémetro
ASTM D 1120-72 Standatd test method for boiling point of engine antifreezes
2. Método de destilacion (intervalo de ebullicion)
ISO/R 918 Test method for distillation (distillation yield and distillation range)
BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum products
BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fir Anstrichstoffe. Bestimmung des Siedeverlaufes
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

A.3. DENSID RELATIVA

METODO

Los métodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introducciéon

Los métodos de determinacién de la densidad relativa descritos son aplicables a las sustancias solidas y
liquidas, cualquiera que sea su grado de pureza. En el cuadro se indican los diversos métodos utilizables.

Definiciones y unidades

La densidad relativa (D,29) de los sélidos o liquidos es la relacién entre la masa de un volumen de
sustancia, determinada a 20 °C, y la masa del mismo volumen de agua, determinada 4 4 °C. La densidad
relativa es un nimero adimensional.

La densidad (p) de una sustancia es el cociente de su masa m por su volumen v.

En unidades SI, la densidad se expresa en kilogramos por metro cubico.

Sustancias de referencia (1) (2)
No es necesario emplear sustancias de referencia cada vez que se estudie una nueva sustancia.

Deben utilizarse, esencialmente, para calibrar el método de vez en cuando y para poder comparar los
resultados.

Principio de los métodos

Se aplican cuatro métodos.

Meétodos de flotabilidad
Areometro (para liquidos)

Se pueden obtener determinaciones de densidad suficientemente precisas y rapidas con aredmetros
flotantes que permiten deducir la densidad de un liquido, a partir de la profundidad de inmersion leida
en una escala graduada.

Balan za hidrostatica (para sustancias liquidas y sustancias solidas)

La diferencia entre el peso de una muestra medido en el aire y en el agua puede servir para determinar su

densidad.

Enel caso de los solidos, la densidad medida solo es representativa de la muestra utilizada en el ensayo.
Para determinar la densidad de un liquido, se pesa un cuerpo con un volumen V conocido, primero en el
aire y luego en el liquido.

Método de la esfera sumergida (para las sustancias liquidas) (3)

En este metodo, la densidad de un liquido se determina a partir de la diferencia entre los resultados de la
pesada del liquido, antes y después de sumergir una estera de volumen conocido en dicho liquido.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

Métodos picnométricos

Para solidos o liquidos, se pueden utilizar picnémetros de diversas formas cuyos volumenes sean
conocidos. La densidad se calculara a partir de la diferencia de peso entre el picnometro lieno y el
picnémetro vacio, por una parte, y de su volumen conocido, por la otra.

Picnémetro de comparacion de aire (para sélidos).

La densidad de un solido, cualquiera que sea su forma se puede medir, a la temperatura ambiente,
mediante un picnémetro de comparacion de gases. El volumen de una sustancia en el aire 0 en un gas
inerte se mide en una probeta calibrada de volumen variable. Para el calculo de 1a densidad, se efectua
una medida de la masa después de la medida del volumen.

Densimetro oscilante (4) (5) (6).

La densidad de un liquido se puede medir con un densimetro oscilante, es decir con un oscilador con
forma de tubo en U que oscila a una frecuencia especifica que depende de su masa.

La introduccion de una muestra modifica la frecuencia de resonancia del oscilador el cual debe calibrarse
con ayuda de dos sustancias de densidades conocidas.

Las sustancias deben elegirse de tal manera que sus densidades cubran el intervalo de medicion.

Criterios cualitativos

En el cuadro se indica la aplicabilidad de los diferentes métodos que se utilizan para determinar la
densidad relativa.

La precision citada en la norma 1SO se reficre unicamente a sustancias puras.

Descripcion de los métodos

Las referencias de las normas citadas como ejemplo, las cuales pueden consultarse para obtener detalles
técnicos suplementarios, figuran en el apéndice.

Los ensayos deberan realizarse a una temperatura de 20'C y deben hacerse, al menos, dos medidas.

RESULTADOS

Ver normas.

INFORME
Debe indicarse el método o la norma utilizados.

También se indicaran, tanto la densidad relativa (D,29), segin lo definido en el punto 1.2, como el estado
fisico de la sustancia examinada.

Deben suministrarse todas las informaciones y observaciones que sean utiles para la interpretacion de
los resultados, en particular, lo referente a las impurezas y al estado fisico de la sustancia.
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CUADRO 1: APLICABILIDAD DE LOS METODOS

Densidad Viscosidad
Metodos de medida Jma'xima‘ Observaciones
solido liquido posible
1.4.1.1. Areometro X SPas ISO 387
ISO/R 649
1.4.1.2. Balanza hidrostatica ISO/R 1185 (A)
a) solidos X ISO/R 91 y
b) liquidos x 5Pas R 758
1.4.1.3. Método de la esfera sumergi-
da X 20Pas DIN 53217
1.4.2. Picnometro
a) solidos X 500 Pas ISO/R 3507
b) liquidos x ISO/R 1183 (B)
ISO/R 758
1.4.3. Picnometro de comparacién
de aire x DIN 55990 parte 3
DIN 53243
1.4.4. Densimetro oscilante X S5Pas

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 109 — Decision of the Council C (81) 30 Final.

(2) IUPAC, Recommended reference materials for realisation of Physico-chemical Properties. — Pure
and Applied Chemistry, Vol. 48, 1976, p. 508.

(3) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Fliissigkeiten, Technisches
Messen tm, Vol. 11, 1979, p. 427-430.

{4) Leopold, H., Die digitale Messung von Fliissigkeiten, Elektronik, Vol. 19, 1970, p. 297-302.

(5) Baumgarten, D., Fiillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen- Verfahren zur Dichtebestim-
mung bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung. Die Pharmazeutische Industrie, Vol.
37,1975, p. 717-726.

(6) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft,
Vol. 9, 1976, p. 253-255.
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Apéndice
Para mas detalles técnicos, se pueden consultar las normas siguientes:
1. Método de flotabilidad
1.1. Arecmetro
DIN 12790 Hydrometer: general instructions
1SO 387
DIN 12791 Part 1: Density hydrometers; construction, adjustment and use Part II: Density
hydrometers: standardised sizes, designation
ISO/R 649
DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers
1.2. Palanza hidrostadtica
Para las sustancias solidas
ISO R 1183 Method A. Methods for determining the density and relative density of plastics
excluding cellular plastics
ASTM-D-792 Specific Gravity and Density of Plastics by Displacement
DIN 53479 Testing of plastics and elastometers ; determination of density
Para las sustancias liquidas
ISO R 91 1SO R 758
DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials; determination of density.
ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 et ASTM D 1481-62
ASTM D 1298 Density, Specific gravity or APl gravity of crude Petroleum and liquid Petroleum
Products by Hydrometer Method
BS 4714 Density, Specific gravity or APl gravity of crude Petroleum and liquid Petroleum
Products by Hydrometer Method
1.3. Métodos de la esfera sumergida
DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products; determination of density by
pycnometer (enlargement for immersed ball method to be published in 1981)
2. Métodos picnométricos
2.1. Para las sustancias liquidas

1ISO 3507 Pycnometers

ISO/R 758 Liquid chemical products: determination of density at 20°C

DIN 12797 Gay-Lussac pycnometer (for non-volatile liquids which are not too viscous)

DIN 12798 Llfkjr}] pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than 100 . 10~6
m2s~ 1 at 15°C)

DIN 12800 Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

DIN 12801 Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less than 100 .

106 m2s— ! at 20°C, applicable in particular also to hydrocarbons and aqueous
solutions as well as to liquids with higher vapour pressure, approximately 1 bar at
90°C)

DIN 12806 Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types which do not have a too high
vapour pressure, in particular also for paints, varnishes and bitumen)
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2.2,

DIN 12807
DIN 12808
DIN 12809

DIN 53217

DIN 51757
ASTM D 297
ASTM D 2111
BS 4699

BS 5903

Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801)
Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol-water mixture)

Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube (for liquids
which are not too viscous)

Testing of paints, varnishes and similar products: determination of density by
pycnometer

Point 7: Testing of mineral oils and related materials; determination of density
Section 15: Rubber Products-Chemical Analysis
Method C: Halogenated organic compounds

Method for Determination of Specific Gravity and Density of Petroleum Products
(Graduated Bicapillary Pycnometer Method)

Method for determination of Relative Density and Density of Petroleum Products
by the Capillary-Stoppered Pycnometer Method

Para las sustancias sélidas

ISO/R 1183

DIN 19683

Methods B: Methods for Determining the Density and Relative Density fo
Plastics excluding Cellular Plastics

Determination of the Density of Soils

Picnémetro de comparacion de aire

DIN 55990

DIN 53243

Part 3: Prifung von Anstrichstoffen und ihnlichen Beschichtungsstoffen;
Pulverlack ; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere: Priifung

13/Vol. 17
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1.1,

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

A.4. PRESION DE VAPOR

METODO

Los métodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introduccion

Es conveniente disponer de informaciones preliminares referentes a la estructura, punto de fusion y
punto de ebullicion de la sustancia antes de proceder al ensayo.

No hay ningiin método de medida que sea aplicable a toda la gama de presiones de vapor. Por eso se
recomiendan varios métodos para medir las presiones de vapor que van de < 1073 Pa a 105 Pa.

En general, las impurezas influyen en la presion de vapor. La influencia de las impurezas sobre la

determinacion de a presion de vapor depende en gran parte de la naturaleza de la impureza. El efecto
puede ser considerable si la muestra contiene un disolvente altamente volacil.

Definiciones y unidades

La presion de vapor de una sustancia es la presion de saturacion de la misma, en equilibrio con su fase
solida o liquida. En equilibrio termodinamico, la presion de vapor de una sustancia pura es, unicamente,
funcién de la temperatura.

La unidad SI de presion que se debe utilizar es el Pascal (Newton/ m2).

Los factores de conexion de las unidades que solian utilizarse en el pasado, son:

1 Torr (mm Hg) = 1,333 x 102 Pa

1 atmésfera (fisica, atm) = 1,013 x 105 Pa

1 atmosfera (técnica, at) = 9,81 x 104 Pa

1 bar = 105 Pa

La unidad SI térmica es el grado Kelvin (K).

Sustancias de referencia
No es necesario emplear sustancias de referencia cada vez que se estudie una nueva sustancia. Dichas

sustancias deberan servir, esencialmente, para comprobar de vez en cuando la fiabilidad del método y
para comparar los resultados obtenidos con los de otro método distinto.

Principio dc los métodos
En el presente apartado se exponen cinco métodos para determinar la presion de vapor aplicables a
diferentes gamas de presiones de vapor. En cada uno de los métodos, la presion de vapor se determina a

diferentes temperaturas. En una gama de temperaturas limitada, el logaritmo de la presion de vapor de
una sustancia pura es una funcion lineal de la inversa de la temperatura.

Método dinamico

El método dinamico se basa en la medida de la temperatura de ebullicion correspondiente a una presion
especifica.

Intervalo recomendado:
de 103 Pa hasta 105 Pa, entre 20°C y 100°C.

El presente método se ha recomendado, también, para determinar los puntos de ebullicion por debajo de
350°C.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

Meétodo estatico

En el presente procedimiento, la presion de vapor que se establece en un sistema cerrado, en equilibrio
termodindmico, se determina a una temperatura especifica.

Este metodo es aplicable a solidos y liquidos que contengan uno o varios componentes.
Intervalo recomendado:

de 10 Pa hasta 105 Pa, entre 0°C y 100°C.

Isoteniscopio

Se trata, también, de un método normalizado de procedimiento estatico, pero que no es aplicable a los
sistemas con varios componentes. Se puede encontrar informacion suplementaria en la norma ASTM D-
2879-75.

Intervalo recomendado:

de 10 Pa hasta 105 Pa, entre 0°C y 100°C.

Balanza de presion de vapor

La cantidad de sustancia vaporizada por unidad de tiempo en un aparato de volumen conocido, se
determina bajo presion reducida para que el retorno de sustancia al compartimento-deposito sea
despreciable (por ejemplo, midiendo el impulso que imprime a una balanza sensible un chorro de vapor
o, también, midiendo la pérdida de peso del compartimento-depésito).

Intervalo recomendado:

de 1073 Pa hasta 1 Pa, entre 0°C y 100°C.

Método de saturacion de gases

Se envia una corriente de gas portador inerte a través de la sustancia para que aquel se sature, recogiendo
el vapor en un colector idoneo. La medida de la cantidad de sustancia transportada por un volumen
conocido de gas portador permite calcular la presion de vapor a una temperatura dada.

Intervalo recomendado:

hasta 1 Pa.

Criterios cualitativos

El cuadro siguiente muestra una tabla comparativa de la atplicacién, repetibilidad, reproduccion,
intervalos de medida v posibilidades de normalizacion de los diferentes métodos de determinacion de la
presion de vapor.
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CUADRO: CRITERIO DE CALIDAD

Sustancia Estimacion de Estimacion de I 1 Posibilidad
Método do medida 1a repetibi- la repro- r:c:]):rc\:::i:dn de
solida liquida lidade (1) duccion (1) normalizacion
1.4.1. Meétodo dinamico X hasta 25 % hasta 25 % De 10} Pa
a2:103 Pa —
1—5 % 1—3 % De 2']03 Pa
a 105 Pa —
1.4.2. Método estatico X X 5—10 % 5—10 % De 10 Pa a
105 Pa —
1.4.3. Isoteniscopio X x 5—10% 5—10 % De 102 Pa
a 10% Pa ASTM-D
2879-75
1.4.4. Balanza de presion de
vapor X x 5—20 % hasta 50 % | De 1073 Pa
alPla —
1.4.5. Método de saturacién
de gases X x 10—30 % hasta 50 % De < 1073
Pa
hasta Pa —

(1) Segun el grado de purcza.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

Descripcion de los métodos

Medida dindmica
Aparato

El equipo de medida consta de un aparato de reflujo con refrigerante de vidrio o de metal (ver figura 1),
un dispositivo de regulacion y de medida de la temperatura y un dispositivo de regulacion y de medida de
la presion. El equipo de medida representado en el esquema es de vidrio y consta de cinco partes
principales:

Un tubo con una seccién de doble pared, junta esmerilada, refrigerante, recipiente de enfriamiento y
orificio de entrada.

Un cilindro de vidrio unido a una bomba Cottrell, montado en la seccion del tubo donde se efectaa la
ebullicion y de superficie rugosa para evitar las sacudidas durante la misma.

Para medir la temperatura se puede utilizar un termopar o un termometro de resistencia sumergido en
una pequeia cantidad de aceite, el cual se introduce en un tubo de carga equipado con una junta
esmerilada macho en su extremo superior y cerrado en su extremo inferior.

Una abertura que permita conectar el dispositivo de regulacion y de medida de la presion.
Un volumen-tampén conectado al aparato de medida a través de un tubo capilar.

Un calentador de cartucho introducido en la parte inferior del aparato de vidrio para calentar la columna
de ebullicidn. La corriente necesaria se obtiene mediante un transformador-regulador de voltaje y se
controla con un amperimetro.

Una bomba de aceite para conseguir ¢l vacio que se precise (entre 102 y 105 Pa, aproximadamente).

Para establecer la presion deseada se utiliza una bombona de nitrégeno conectada al aparato mediante
una valvula que sirve, también, para ventilar el aparato.

Un indicador de presion de precision conectado a la abertura para efectuar las medidas.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2,

Procedimiento de medida

La presion de vapor se mide determinando el punto de ebullicion de la muestra a diversas presiones,
comprendidas entre 103 Pa y 10° Pa, aproximadamente. El punto de cbullicion o de equilibrio, en el caso
de una mezcla, se alcanza cuando la temperatura se mantiene constante a una presion dada. Este
procedimiento de medida no es aplicable a las sustancias que formen espuma.

Antes de efectuar la medida se debe preparar el aparato limpiando minuciosamente y secando al vacio
todos sus elementos de vidrio. A continuacion, se introduce la sustancia en el aparato. (Cuando los
solidos son en forma de polvo, el llenado puede resultar dificultoso, para facilitarlo se puede calentar el
agua del refrigerante). Una vez lleno, se monta el aparato y se extrae el gas de la sustancia. Se regulaala
presion mas baja prevista, accionando el sistema de calentamiento y conectando, simultancamente, el
termopar o el termometro de resistencia a un registro. Cuando éste indique una temperatura de
ebullicion fija, a presion constante, se habra alcanzado el equilibrio. Una vez registrado, se regulara a
una presion mas elevada y se ird repitiendo de nuevo el mismo proceso hasta que se alcance una presion
de 10% Pa (en total, de 5 a 10 medidas) a presiones decrecientes para comprobar los resultados).

Medida estdtica

Aparato

El aparato de medida (ver figura 2) se compone de un sistema de calentamiento y un sistema de
enfriamiento de vidrio y de metal para llevar la muestra a la temperatura deseada, asi como de un
dispositivo para regular y medir la presion y la temperatura.

El compartimento que contiene la muestra esta unido, por una parte, a una llave de vacio de acero
inoxidable y, por la otra, a un tubo en forma de U lleno de un liquido manométrico apropiado. El otro
extremo del tubo en U termina en una abertura de tres ramales respectivamente, a la bomba de vacio,ala
bombona de nitrogeno y al indicador de presion.

Para poner la muestra a la temperatura deseada, se sumergen en un bafo, a temperatura constante, el
compartimento deposito, el cuerpo de la llave y una seccion suficientemente importante del tubo en U
(practicamente, hasta la altura del cuerpo de la llave). La temperatura se mide y se registra con un
termopar o con un termometro de resistencia colocado muy cerca del exterior del compartimento.

Cuando haya que enfriar mucho la muestra, se utilizara el nitrogeno liquido o una mezcla de nieve
carbonica y de alcohol. En este caso, las medidas se efectuaran con un ultracriostato.

Para alcanzar en el aparato la presion prevista, se utilizara una bomba adecuada.

En general, la presion de vapor de una sustancia se mide indirectamente con un indicador de cero. Dicho
indicador puede ser un tubo en U con un liquido, como seha dicho antes, 0, por ejemplo, un manémetro
de diafragma. En un bafio de temperatura controlada, la presion de vapor rompe el equilibrio del liquido
contenido en el tubo en U. Elequilibrio de la presion se restablece introduciendo nitrogeno en el aparato.
El indicador de precision, que se encuentra a la temperatura ambiente, permite medir la presion de
nitrogeno utilizada, que corresponde a la presion de vapor de la sustancia a la temperatura constante
correspondiente. En el tubo en U, para la regulacion de cero, se pueden utilizar diferentes liquidos
{mercurio, aceites de siliconas o ftalatos), segun la gama de presiones y ¢l comportamiento quimico de la
sustancia.

El mercurio puede utilizarse para una presion atmosférica de hasta 102 Pa, los aceites de silicona y los
fralatos de 102 Pa a 10 Pa; en cuanto al manémetro de membrana, puede utilizarse hasta presiones
inferiores a 10! Pa.

Método de medida

Antes de medir, se limpian con disolventes y se secan al vacio todas las partes del aparato cuyo esquerna
aparece en la figura 2.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Se llena el tubo en U con el liquido previsto, al que previamente se le extraido el gas a temperatura
elevada. Después de introducir la sustancia, se monta el aparato y se enfria suficientemente el
compartimento. Se abre entonces la llave y se hace el vacio en el aparato. Después de unos minutos , se
vuelve a cerrar la llave y se pone la muestra a la temperatura deseada, compensado el desplazamiento de
las columnas de liquido del tubo en U introduciendo nitrogeno. Entonces se enfria de nuevo la célula.
Toda presion residual observada tras dicho enfriamiento se debe a la presencia de determinada cantidad
de aire liberada por la muestra durante el callentamiento (dicho aire podra eliminarse haciendo de nuevo
vacio en el compartimento) o a un enfriamento insuficiente. En ese caso habra que utilizar nitrogeno
liquido como refrigerante.

Cuando se haya extraido el suficiente gas de la muestra, la dependencia de la presion de vapor con
relacion a la temperatura se determinari a intervalos de temperatura bastante proximos.

Isoteniscopio

Para una descripcion completa de este método consultar la referencia 2. Los principios del aparato de
medida estan descritos en la figura 3. Como el método estatico descrito en el punto 1.6.2, el isoteniscopio
es aplicable a sélidos y a liquidos.

En el caso de los liquidos, la sustancia misma sirve de liquido de llenado para el manometro auxiliar. En
el caso de los sélidos, se elegira uno de los mandmetros liquidos citados en el punto 1.6.2 teniendo en
cuenta las gamas de presion y de temperatura necesarias. La esfera del isoteniscopio para liquidos se
ltena con la sustancia, a la que previamente se le habra extraido el gas a temperatura elevada durante la
ebullicion.

La fraccién de sustancia que destila durante esta extraccion de gas se condensa en la esfera superior
enfriada, de donde cae al tubo en U. Cuando este Gltimo contiene una cantidad suficiente de sustancia
desgasificada, se sumerge con la esfera inferior en una cubeta termostatizada. Al alcanzar la temperatura
prevista, se mide la presion de vapor de forma indirecta segin el metodo descrito en el punto 1.6.2.

En el caso de los sélidos, se llena la ampolla del brazo mas largo del isoteniscopio con el liquido
desgasificado procedente del manémetro. Se introduce el solido en la esfera inferior y se desgasitica a
temperatura ei)cvada. Entonces se inclina el isoteniscopio de tal manera que el liquido manométrico
pueda caer en el tubo en U. La medida de la presion de vapor en funcion jc la temperatura se efectua
seglin lo descrito en el punto 1.6.2.

Balanza de presion de vapor
Aparato

Enla referencia 1 se encontrara la descripcion de varios modelos de aparatos. El aparato representado en
la figura 4 ilustra claramente los principios del presente método.

Esta formado por una bandeja soporte cubierta con una campana de proteccion, una bomba con
dispositivo de medida de vacio y un equipo para determinar la presion de vapor con indicacién de la
desviacion de la aguja. En la bandeja soporte va montado el equipo siguiente:

— un horno de evaporacion con abrazadera y alimentador giratorio. Se trata de un recipiente liso y
cilindrico de cobre (o, a veces, de vidrio recubierto de cobre), colocado en una brida de fijacion de
cobre atornillada a una pieza de acero inoxidable a la altura del reborde inferior. La pieza de acero
esta a su vez montada sobre la bandeja soporte con una brida para que pueda girar alrededor del eje
del horno. El calentamiento se efectua mediante una resistencia situada en el interior de la pieza de
acero inoxidable y, por lo tanto, aislada de la camara de vacio.

— la tapa del horno es de cobre y tiene tres orificios de evaporacidn de diferentes secciones, situados a
90 grados uno del otro. Haciendo girar el horno, se puede colocar el orificio elegido, o un punto
intermedio bajo la hendidura del refrigerador, colocado excéntricamente con respecto al horno, lo
que permite centrar ¢l haz molecular en el platillo de la balanza o desviarlo. En la pared del horno hay
un termopar o un termometro de resistencia para medir la temperatura,

— la balanza es un instrumento de bobina movil. La manecilla se sustituye por un tubo pequeiio en el
que van montados el fiel y el contrapeso. Fl fiel tiene un platillo intercambiable formado por una fina
capa de aluminio recubierto de oro. Aproximadamente en el centro del fiel se coloca un hilo de
constantan de 0,1 milimetros de grosor del que se suspenden las pesas usadas para calibrar. La
presion de vapor puede registrarse mediante un dispositivo fotoelectrico de punto cero.
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1.6.4.2.

1.6.5.

1.6.5.1.

— un cilindro de latén rodea el platillo de la balanza completamente, a excepcion de dos hendiduras
ue permiten el movimiento del fiel y de una abertura estrecha para la entrada del haz molecular. La
gisipaci(’)n del calor hacia el exterior se consigue con una barra de cobre que, arrancando de la parte
mis alta del cilindro, atraviesa la bandeja soporte por un tubo de acero inoxidable térmicamente
aislado. Por debajo de la bandeja soporte, la barra se sumerge en un recipiente Dewar con nitrégeno
liquido.

Método de medida

El horno de cobre se llena con la sustancia, se cierra la tapa y se sitiian encima del horno, el orificio de la
bandeja, el escudo y el refrigerante. Se pone la campana en su sitio y se conectan las bombas de vacio. La
presion que se debe obtener antes de efectuar la medida es, aproximadamente, de 104 Pa; a partir de
102 Pa, comienza el enfriamiento del recinto de refrigeracion.

Pasado cierto tiempo, la balanza adquiere una temperatura suficientemente baja para que el chorro de
vapor que sale se condense en el platillo. Dicha condensacién produce una sefial en el registro conectado
a la balanza. Esta sefal se puede utilizar de dos maneras diferentes: en lo referente al aparato descrito
aqui, la presion de vapor se determina directamente a partir de la presion ejercida sobre el platillo de la
balanza (no es necesaria la masa molecular). Al mismo tiempo, se determina la masa condensada y, por
lo tanto, se puede calcular la velocidad de evaporacion a partir del tiempo de deposicién. Esto es
aplicable a los aparatos mis comunes. La presion de vapor también puede calcularse a partir de la
velocidad de evaporacion y de la masa molecular, mediante la ecuacidon de Hertz:

_ 2 RT x 103
p—Gl/ M

donde

G = velocidad de evaporacion (kg/s . m? )

M = masa molecular (g/mol)

T = temperatura (K)

R = constante universal de los gases perfectos {J/mol.K)

1

p presion de vapor (pa).

Cuando se consigue el vacio necesario, se realiza una serie de medidas a la temperatura més baja
prevista. Al abrir el orificio preciso, el chorro de vapor atraviesa el escudo, montado directamente sobre
la tapadera, y va a dar contra el platillo refrigerado de la balanza cuyo dimensionado debe permitir
recoger integramente el chorro. El impulso del chorro de vapor ejerce una fuerza sobre el platillo, donde,
al contacto con la superficie fria, se condensa las moléculas. Esta fuerza desvia el fiel de la balanza de su
posicion de equilibrio. En el extremo del fiel, hay una laminilla que permite registrar Opticamente
mediante un sistema de prisma y dos fotodiodos. Un circuito de control coloca de nuevo,
momentaneamente, el fiel en su posicion de equilibrio. Se registra el par necesario que correspondera,
después de calibrar con las pesas, a la presion de vapor de la sustancia.

En las medidas siguientes, se aumenta la temperatura a pequefios intervalos hasta el momento en que se
consiga el valor mas alto previsto. Entonces se enfria la muestra una vez mas y puede registrarse una
segunda curva de presion de vapor. Las dos series de medidas solo seran reproducibles si la muestra es
suficientemente pura. Si el tercer intento no confirma los resultados de la segunda, es posible que la
sustancia se descomponga en el intervalo de temperaturas previstas para la determinacion.

Método de saturacion de los gases
Aparato

El aparato utilizado en el presente método se compone de cierto nimero de elementos los cuales se
representan en la figura S y se describen a continuacién (1).

Gas inerte:

El gas de arrastreno debe reaccionar con la sustancia a ensayar. El nitrégeno sirve en la mayoria de los
casos pero, a veces, pueden utilizarse otros gases. En cualquier caso, el gas elegido debe ser seco (ver
figura 5 namero 4: Sonda de humedad relativa).
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1.6.5.2.

Control de flujo gaseoso:

Un sistema adecuado de control de gases es indispensable para lograr un flujo constante y suficiente a
través de la columna de saturacion.

Colectores de vapor:

Su eleccion depende de las caracteristicas de la muestra, asi como del método de analisis utilizado. El
vapor debe recogerse cuantitativamente y de manera que permita el analisis posterior. Con
determinadas sustancias, se utilizaran colectores con liquidos como el hexano o el etilenglicol. Con
otras, se utilizaran absorbentes solidos.

Intercambiador de calor:

Para determinaciones a diferentes temperaturas, quiza sea necesario disponer de un intercambiador de
calor.

Columna de saturacion:

La sustancia, una vez disuelta, se reparte sobre un soporte inerte que se introduce luego en la columna de
saturacioén. Las dimensiones de ésta y la velocidad de salida deben elegirse de forma que garanticen la
saturacion completa del gas de arrastre. La columna debe estar termostatizada. En las determinaciones
efectuadas a temperaturas superiores a 20°C, se debe calentar el espacio entre la columna y los colectores
para impedir la condensacion de la sustancia.

Método de medicion
Preparacion de la columna de saturacion:

Una vez disuelta en un disolvente muy volatil, parte de la sustancia se anada a un volumen dado de
material de soporte. La cantidad de sustancia afadida debe ser suficiente para mantener la saturacion
durante todo el ensayo. El disolvente se evapora por completo al aire 0 en un rotovapor y se introduce el
material bien homogeneizado en la columna. Una vez termostatizada la muestra, se hace pasar a través
del aparato una corriente de nitrogeno.

Medida

Se conectan los colectores a los tubos de salida de la columna vy se registra el tiempo. Se comprueba la
velocidad de flujo al comienzo de la experiencia y a intervalos regulares durante la misma, mediante un
medidor de flujo de burbuja {0 tambien, de forma continua, con uno de masa).

Debe medirse la presion a la salida de la columna de saturacion, bien:

a) intercalando un indicador de Fresi()n entre el saturador y los colectores (en razon del aumento del
espacio muerto y de la superticie de absorcion);

o bien

b) determinado los descensos de presion a traves del sistema de recogida utilizado, en funcion de la
velocidad de flujo en una prueba aparte (este método puede resultar poco satisfactorio en los
ebullidores de liquido).

El tiempo que se precise para recoger la cantidad de sustancia necesaria para los distintos métodos de
analisis se determina durante ensayos preliminares o por estimacion. Antes de calcular la presion de
vapor a una temperatura dada, conviene efectuar pruebas preliminares para determinar la velocidad de
flujo a la que el gas de arrastre se saturara por completo con el vapor de la sustancia. Para ello es preciso
que el gas de arrastre pasa a través del saturador con la suficiente lentitud para que no exista la
posibilidad de que una velocidad mas reducida determine una presion de vapor mayor.

La eleccion del método de analisis estara en funcion de la naturaleza de la sustancia que se vaya a ensayar
(por ejemplo, cromatografia en fase gaseosa o gravimetria).

Se determina la cantidad de sustancia transportada por volumen de gas conocido.
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1.6.5.3.

Cialculo de la presion de vapor

La presion de vapor se calcula a partir de la densidad de vapor (m/V), por medio de la ecuacién
siguiente:

donde

= presion de vapor en (Pa)

= masa de la sustancia absorbida en (g)

= volumen de gas saturado en (m?3)

constante universal de los gases perfectos (J/mol . K)

= temperatura en (K)

z 4 ™ < 3 o
0

= masa molecular en (g/mol).

Los volimenes medidos deben corregirse para tener en cuenta las diferencias de presion y temperatura
entre el medidor de flujo y el saturador termostatizado. Si el medidor de flujo esta situado antes del
colector de vapor, pueden ser necesarias ciertas correcciones para tener en cuenta la evaporacién de los
productos contenidos en los colectores (1).

RESULTADOS

Cualquiera que sea el método elegido, la presion de vapor debe determinarse, al menos, a dos niveles de
temperatura. Son preferibles tres niveles, o mas, entre 0°C y 50°C, para comprobar la linealidad de la
curva de la presion de vapor.

INFORME
Si es posible, conviene incluir en el informe, las precisiones siguientes:
— descripcion precisa de la sustancia (identidad e impurezas),

— al menos, dos valores de presion de vapor y temperatura, a ser posible entre 0°C y 50°C. Se deben
incluir también todos los datos brutos y una curva log p en funcion de I/T. Ademas, es necesaria una
estimacion de la presion de vapor a 20°C o a 25°C.

En caso de modificacion (cambio de estado, descomposicion):
— descripcion de la modificacion,
— temperatura a la que se produce ésta a la presion atmosférica,

— presion de vapor a 10°Cy a 20°C por debajo de la temperatura de transformacion, asi comoa 10°C y
20°C por encima de dicha temperatura (excepto en el caso de paso del estado sélido al estado
£2S€0S0).

Deben sefalarse todas las informaciones y observaciones ttiles para la interpretacion de los resultados.

Debe precisarse el método utilizado.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 104. Decision of the Council C (81) 30 Final.
(2). OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 104, ref (4). Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Apéndice
Figura 1

Aparato para determinar la presion de vapor, segun el método dinamico
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Figura 2

Aparato para determinar la presién de vapor segin el método estatico
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1 = Indicador de presion
2 = Vacio
3 = Muestra
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6 = Muestra liquida
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Figura 4

Aparato para determinar la curva de presién de vapor, segin cl método de la balanza de presion de vapor
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Figura 5

Modeclo de aparato que permite determinar la presion de vapor, por el método de saturacion de los gases
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1.1.

1.3.

1.6.

1.6.1.

A.5. TENSION SUPERFICIAL

METODO

Los métodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introduccion

Los métodos descritos se aplican a la medida de la tension superficial de las soluciones acuosas.
Antes de efectuar el ensayo, es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la solubilidad
en el agua, la estructura, las propiedades de hidrélisis de la sustancia y la concentracién criterica para la

formacién de las micelas.

Los siguientes métodos son aplicables a la mayor parte de las sustancias quimicas, cualquiera que sea su
grado de pureza.

La medida de la tensién superficial por el método del tensibmetro de anillo se limita a las soluciones
acuosas con una viscosidad dinamica inferior a 200 mPa S, aproximadamente.

Definiciones y unidades

La entalpia libre de superficie por unidad de superficie constituye la tension superficial. Esta altima se
expresa en:

N/m (en unidades SI) o
mN/m (en subunidades SI)
1 N/m = 103 dinas/cm

1 mN/m = 1 dina/cm en el sistema CGS (su utilizacion ya no esta autorizada).

Sustancias de referencia

No es necesario emplear sustancias de referencia cada vez que se estudie una sustancia nueva. Se deben
utilizar esencialmente para calibear el método de vez en cuando y para poder comparar los resultados
cuando se aplique otro método distinto.

En las referencias (1) y (2) se sefalan sustancias de referencia que cubren una amplia gama de tensiones
superficiales.

Principio de los métodos
Los métodos se basan en la medida de la fuerza maxima que es preciso ejercer verticalmente sobre una
brida o sobre un anillo en contacto con la superficie del liquido estudiado, colocado en un recipiente

adecuado, a fin de separarlo de dicha superficie, 0 sobre una placa, uno de cuyos bordes este en contacto
con la superficie a fin de conseguir separar la pelicula formada.

Criterios cualitativos

La precisién de los métodos descritos es mayor de la que normalmente se requiere para la proteccion del
medio ambiente.

Descripcion de los métodos

Meétodo de la placa

Ver 1SO 304 (Tensioactivos determinacién de la tension superficial por separacion de las peliculas
liquidas).
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.
1.6.4.1.

1.6.4.1.1.

1.6.4.1.2.

1.6.4.1.3.

Meétodo de la brida

Ver 1SO 304 (Tensioactivos determinacion de la tension superficial por separacion de las peliculas
liquidas).

Meétodo del anillo

Ver 150 304 (Tensioactivos determinacion de la tension superficial por separacion de las peliculas
liquidas).

Método del anillo OCDE armonizado

Aparato

Para efectuar esta medida pueden emplearse tensiémetros comerciales. Constan de los elementos
siguientes:

— un portamuestras movil,

— un dinamometro,

— un cuerpo de medida (anillo),
— un recipiente de medida.
Portamuestras moévil.

El portamuestras movil sirve de soporte al recipiente de medida termostatizado, que contiene el liquido a
ensayar. Va montado en la misma peana que el dinamémetro.

Dinamémetro

El dinamémetro (ver figura) va colocado por encima del portamuestras. El error en la medida de la
fuerza no debe pasar de + 106 N, lo que equivale a un limite de error de + 0,1 miligramos en una medida
de masa. En la mayoria de los casos, la escala de medidas de los tensiometros vendidos en el mercado esta
calibrada en mN/m, de manera que se puede leer directamente la tension superficial en mN/m con una
precision de 0,1 mN/m.

Cuerpo de medida (anillo)

El anillo suele estar formado por un hilo de platino o de platino-iridio de 0,4 milimetros de grosor,
aproximadamente, y una circunferencia media de 60 milimetros. Dicho anillo esta suspendido
horizontalmente de la brida de montaje que va unida por una varilla metalica al dinamémetro (ver
figura).
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1.6.4.1.4.

1.6.4.2.
1.6.4.2.1.

Figura

Cuerpo de medida

(todas las dimensiones se expresan en milimetros)
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Recipiente de medida

El recipiente de medida que contiene la solucion a ensayar debe ser un recipiente de vidrio
termostatizado. Debe estar concebido de manera que, durante la determinacion, la temperatura
superficial del liquido y de la fase gaseosa se mantenga constante y no haya evaporacion. Los recipientes
cilindricos de vidrio de un diametro interior de almenos, 45 milimetros cumplen estos requisitos.

Preparacion del aparato
Limpieza

Los recipientes de vidrio deben limpiarse con cuidado. Si fuera necesario se lavaran con mezcla cromica
y, a continuacién con dcido fosforico viscoso (83 a 98 % en peso de H;PO,), se enjuagaran
abundantemente con agua corriente y luego con agua bidestilada hasta el momento en que se obtenga
una reaccion neutra ; finalmente, se secaran o bien se enjuagaran con parte del liquido que se va a medir.

El anillo se limpiar4 primero con abundante agua cotriente para eliminar todos los restos de sustancias
solubles en agua, se sumergera unos segundos en mezcla crémica, se enjuagara con agua bidestilada
hasta que se obtenga una reaccién neutra y, finalmente, se sccara ripidamente sobre una llama de
metanol.
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1.6.4.2.2.

1.6.4.3.

Nota

Los restos de sustancias que no se disuelvan ni se destruyan con la mezcla crémica ni con el acido
fosforico, como las siliconas, deberan ser eliminadas con un disolvente organico apropiado.

Calibrado del aparato

La verificacion del aparato consiste en comprobar el punto cero y en regularlo de tal magnera que la
indicacién dada por el aparato permita una determinacion fiable en mN/m.

Montaje:

Se nivelara el aparato, por ejemplo, con un nivel de burbuja colocado sobre la peana y con tornillos de
regulacion.

Regulacion del punto cero:

Después de montar el anillo en el aparato y antes de sumergirlo en el liquido, debe regularse a cero el
indicador del tensiometro; se comprobari el paralelismo del anillo utilizando la superficie del liquido
como espejo.

Calibrado:
El calibrado del aparato puede hacerse con uno de los dos métodos siguientes :

a) con una masa: este procedimiento consiste en utilizar horquillas de masa conocida (entre 0,1 gy 1,0
g), que se colocan sobre el anillo. El factor de calibrado @,, por el que habra que multiplicar todas las
lecturas del instrumento, se determinara mediante la ecuacién (1):

or
o, = — (n
c;l
donde:
m.g
o, = —— (mN/m)
2b
m = masa de la horquilla (g)
g = aceleracion de la gravedad (981 cm.s~2 a nivel del mar)
b = circunferencia media del anillo (cm)
0, = lectura del tensiometro tras colocacion de la horquilla sobre ¢l anillo (mN/m);

b} con agua: este procedimiento utiliza agua pura cuya tension superficial, por ejemplo a 23°C, sea
igual 2 72,3 mN/m. Es més répido que el sistema anterior, pero siempre existe ¢l riesgo de que la
tension superficial del agua se vea modificada por los restos de tensioactivos.

El factor de calibrado @y, por el que habra que multiplicar todas las lecturas del aparato, se determinara
mediante la ecuacion siguiente (2):

Q

o, = ) 2
O
donde:
6, = valordadoenlabibliografia para la tension superficial del agua (mN/m) a la temperatura elegida

para el ensayo

1

O,

A valor medido de la tension superficial del agua (mN/m) a esa misma temperatura.

Preparacion de la muestras

Las soluciones acuosas de la sustancia se prepararan teniendo en cuenta las concentraciones exigidas. Es
imprescindible que la disolucion de la sustancia sea completa.

La solucion asi preparada debe mantenerse a una temperatura constante (£0,5 C). Dado que la tension
superficial de una solucion colocada en el recipente de medida se modifica después de cierto tiempo,
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1.6.5.

1.6.6.

deben efectuarse varias medidas en momentos diferentes y hay que trazar una curva de la tension
superficial en funcion del tiempo. Cuando ya no haya modificaciones, se habra alcanzado un estado de
equilibrio.

El polvo o los vapores de otras sustancias falsean la medida. La operacién debe realizarse bajo una
campana de proteccion.

Condiciones del ensayo

Las medidas deben efectuarse a una temperatura de unos 20°C, sin variaciones de temperatura
superiores a £0,5°C.

Desarrollo del ensayo

Se vierte en el recipiente de medida, cuidadosamente limpio, la disolucién que se desea medir,
procurando evitar la formacién de burbujas y, a continuacion, se coloca el recipiente de medida en el
portamuestras, elevandolo hasta que el anillo quede apenas sumergido bajo la superficie de la solucion.
Entonces, se vuelve a bajar gradual y uniformemente (a una velocidad de unos 0,5 centimetros por
minuto) el portamuestras hasta llegar a una fuerza maxima. La capa de liguido adherida al anillo no
debe desprenderse del mismo. Una vez acabadas las medidas, se sumerge de nuevo el anillo y se repiten
las medidas hasta llegar a una tensién superficial constante. En cada determinacion, se anotara el tiempo
que haya transcurrido desde la transferencia de la solucion al recipiente de medida. Las lecturas deben
registrarse en el valor maximo de la fuerza necesaria para retirar el anillo de la superficie del liquido.

RESULTADOS

Para calcular la tension superficial se multiplicarédprimcro el valor leido en el aparato en mN/m por el
factor de calibrado @, @y, (segun el procedimiento de calibrado utilizado). Se obtendra entonces un valor
aproximado que, a continuacion, debera corregirse.

Harkins y Jordan (3) han establecido de manera empirica factores de correccion para los valores de
tension superficial obtenidos por el método del anillo que dependen de las dimensiones del anillo, de la
densidad del liquido y de su tension superficial.

Dada la laboriosidad del proceso de determinacion del factor de correccion para cada medida a partir de
las tablas de Harkins y Jordan, en las soluciones acuosas se admite la utilizacion de un procecfimicnto
simplificado de la lectura de la tension superficial tomando directamente los valores corregidos de la
tabla siguiente. (Se recurrira a la interpolacion en las lecturas que se sitien entre dos valores de la tabla).
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TABLA: CORRECCION DE LOS VALORES MEDIDOS DE LA TENSION SUPERFICIAL

Valido solamente para las soluciones acuosas p = 1 g/cm3

Valor corregido

(mN/m)

Calibrado con agua
{ver punto 1.6.4.2.2. letra b)

R = 9,55 mm (radio medio del anillo)
r = 0,185 mm (radio del hilo que constituye el anillo)
Valor experimental
‘mN‘m)
Calibrado con horquillas
{ver punto 1.6.4.2.2. letra a!
20 16,9
22 18,7
24 20,6
26 22,4
28 243
30 26,2
32 28,1
34 29,9
36 31,8
38 33,7
40 35,6
42 37,6
44 39,5
46 41,4
48 43,4
50 45,3
52 47,3
54 493
56 51,2
58 53,2
60 55,2
62 57,2
64 59,2
66 61,2
68 63,2
70 65,2
72 67,2
74 69,2
76 71,2
78 73,2

18,1
20,1
2.1
24.1
26,1
28.1
30,1
32,1
34.1
36,1
382
40,3
423
44,4
46.5
48,6
50,7
52,8
54,9
57.0
59.1
61,3
63,4
65,5
67.7
67,7
72,0

Esta tabla se ha elaborado a partir de la correccion de Harkins- Jordan, similar a la norma DIN (DIN
53914) para agua y soluciones acuosas (densidad p a 1 g/cm3), y se ha utilizado un anillo existente en el
mercado cuyas dimensiones son R = 9,55 milimetros (radio medio del anillo) y r = 0,185 milimetros
{radio del hilo que constituye el anillo). La tabla da los valores corregidos de las medias de tension

superficial efectuadas tras un calibrado con horquillas o con agua pura.

Otra solucion sin calibrado previo, consiste en calcular la tension superficial por medio de la férmula

siguicnte :

donde

sl
I

= radio del anillo

=
i

f = facror de correccion (1).

la fuerza medida en el dinamometro en el punto de ruptura de la pelicula
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INFORME

El informe debe contener, si es posible, las informaciones siguientes:

— ¢l método utilizado: método armonizado con el tensiémetro de anillo, [SO u OCDE,
— el tipo de agua o de solucion utilizada,

— la descripcion precisa de 1a sustancia (identidad e impurezas),

— los resultados de las medidas: tension superficial (leida) incluyendo a 1a vez las diferentes lecturas y
su media arithmética, asi como el valor medio corregido (teniendo en cuenta el factor especifico del
equipo y la tabla de correccion),

— la concentracién de la solucion,
— la temperatura del ensayo,

— el tiempo de la solucién empleada, en particular, el tiempo transcurrido entre la preparacion de la
solucion y su medida,

— la evolucién de la tension superficial de la solucion en funcion del tiempo a partir del momento en
que haya transferido al recipiente de medida.

— deben sefialarse todas las informaciones y observaciones que sean utiles para la interpretacion de los
resultados, especialmente lo referente a las impurczas y al estado fisico de la sustancia.

BIBLIOGRAFIA

(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 115 — Decision of the Council (81) 30 Final.
(2} Pure and Applied Chem, Vol. 48, 1976, p. 511

(3) Harkins, W.D., Jordan, H.F., J. Amer. Chem. Soc., Vol. 52, 1930, p. 1751.
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1.1.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6. HIDROSOLUBILIDAD

METODOS

Los métodos descritos se basan en las lineas directrices de la OCDE (1),

Introduccién

Es conveniente disponer de informaciones sobre la férmula desarrollada, la presion de vapor, la
constante de disociacion y la hidrélisis (funcion del pH) de la sustancia antes de proceder al ensayo.

No existe un meétodo que cubra toda la gama de solubilidades en el agua.
El método no es aplicable a las sustancias volariles.
Con los dos métodos de ensayo descritos a continuacién se puede abarcar la gama completa:

— el primero, denominado en lo sucesivo « método por elucion en columna », se aplica a las sustancias
esencialmente puras, con escasa solubilidad (<10~2 g/l) y estables en el agua,

— el segundo, denominado en lo sucesivo « método del frasco », se aplica a las sustancias esencialmente
puras, de solubilidad elevada (>10-2 g/l) y estables en el agua.

La hidrosolubilidad de la sustancia puede verse considerablemente afectada por la presencia de
impurezas.

Definiciones y unidades

La hidrosolubilidad de una sustancia es la concentracion de saturacién en masa de la sustancia en el agua
a una temperatura determinada. Se expresa en unidades de masa por volumen de solucién.

La unidad S es el kg/m3 (se puede utilizar también g/1).

Sustancia de referencia

No es necesario emplear sustancias de referencia cada vez que se analice una sustancia nueva. Deben
servir esencialmente para controlar de vez en cuando la calidad del método y permitir la comparacién de
los resultados cuando se utilice otro método distinto.

Principio del método de

La cantidad aproximada de muestra y el tiempo necesario para conseguir la concentracion de saturacion
en masa, deben determinarse mediante un ensayo preliminar sencillo.

Método por elucion en columna

Este método se basa en la elucion con agua de la sustancia a ensayar mediante una microcolumna llena
de un material soporte inerte como, por ejemplo, bolas de cristal, gel de silicio o arena, y cargada hasta el
exceso de sustancia a ensayar. La hidrosolubilidad se determina cuando la concentracion en masa del
eluato es constante. Se indica con una recta de concentracion en funcién del tiempo.

Meétodo del frasco

En este metodo, la sustancia (los solidos deben estar pulverizados) se disuelve en agua a una temperatura
algo superior a la temperatura de ensayo. Cuando se alcanza la saturacién, se enfria la mezcla, se
mantiene a la temperatura de ensayo y se agita hasta alcanzar el equilibrio (2). Luego, se determina con
un meétodo analitico apropiado la concentracion en masa de 1a sustancia en la solucion acuosa.
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1.5.2.

1.6.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Criterios cualitativos

Repetibilidad

En lo que respecta al método por elucion en columna, la repetibilidad que se puede conseguir es inferior
al 30 % ; en cuanto al método del frasco, la repetibilidad debera ser inferior al 15 %.

Sensibilidad

Depende del método de analisis, pero la concentracion se puede determinar hasta 10~¢ g/l, como
minimo.

Descripcion del método

Condiciones del ensayo

El ensayo debe efectuarse, a ser posible, a 20°C £ 0,5°C. Si se teme que la temperatura repercuta en la
solubilidad (> 3%/°C), se utilizaran otras dos temperaturas, una superior y otra inferior, al menos en
10°C a la temperatura inicial elegida. En estc caso, la temperatura debe ajustarse a £0,1°C. la
temperatura elegida se mantendra constante en todas las partes del equipo en las que cualquier variacion
de temperatura pueda influir en el ensayo.

Ensayo preliminar

En una probeta de 10 mililitros calibrada y cerrada, que contengo 0,1 gramos de muestra (las sustancias
solidas deber estar reducidas a polvo), afadir volimenes crecientes de agua destilada a temperatura
ambiente, siguiendo la progresion indicada en el cuadro siguiente:

0,1 g soluble en
«x» ml de agua 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100

solubilidad

- >1000 [1000-200] 200-100 | 100-50 50-10 10-1 <1
aproximada (g/1)

Después de la adicién de cada una de las cantidades de agua indicadas, agitar vigorosamente la mezcla
durante diez minutos, luego comprobar visualmente si contiene particulas de muestra no disueltos. Si
después de anadir 10 mililitros de agua, la muestra o determinadas partes de ésta, no se han disucltos,
pasar el contenidos de la probeto graduada a un probeta graduada de 100 mililitros, llenarla por
completo de agua y agitarla. Si la solubilidad es cscasa, el tiempo necesario para disolver la sustancia
puede ser considerablemente mas largo (unas 24 horas). La solubilidad aproximada se indica, en ¢l
cuadro, bajo el volumen de agua afiadido en que se efectua la disolucion completa de la muestra. Si la
sustancia se mantiene, segiin todas las apariencias, insoluble, se debe proceder a una nueva dilucion a fin
de determinar si hay que utilizar el método por elucion en columna o ¢l método por solubilidad en
frasco.

Meétodo por elucion en columna
Material soporte, disolvente y eluyente.

En el método por elucién en columna, el material soporte debe ser inerte. Se pueden emplear bolas de
cristal o de silicio. Para aplicar la sustancia a ensayar al soporte, se utilizard un disolvente de laboratorio,
por ejemplo, agua bidestilada procedente de un aparato de vidrio cuarzo.

Observacion

No utilizar agua procedente directamente de un intercambiador de iones orginico.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Carga del soporte
Pesar y traspasar 600 miligramos de material soporte a un matraz de fondo redondo de 50 mililitros.

Disolver una cantidad idonea, pesada, de la sustancia a ensayar en el disolvente elegido. Anadir al
soporte una cantidad adecuada de la solucion de la sustancia a ensayar. El disolvente debe evaporarse
por completo, por ejemplo en un rotavapor a fin de asegurar la saturaciéon en agua del soporte,
saturacion que, de lo contrario, no se daria debido al efecto de distribucién en la superficie del soporte.

La carga del soporte puede plantear problemas (resultados erroneos) si la sustancia a ensayar se deposita
en forma de aceite o en una fase cristalina diferente. El problema deberia examinarse
experimentalmente.

Dejar el soporte cargado de esta forma durante unas 2 horas en 5 mililitros de agua, aproximadamente, y
luego pasar la suspension a la microcolumna. También se podra verter en esta ultima el soporte cargada
en seco, después de haber llenado previamente la microcolumna de agua y haberla equilibrado despues,
durante unas 2 horas.

Procedimiento:

La elucion de la sustancia a partir del soporte puede efectuarse mediante dos sistemas diferentes:
— bomba de recirculacién (ver figura 1),

— recipiente de agua (ver figura 4).

Métrodo por elucion en columna con bon;ba de recirculacion

Aparatos:

En la figura 1 muestra el esquema de un sistema que se utiliza normalmente. La figura 2 representa una
microcolumna idonea, pero cualquier otra de dimensiones diferente es aceptable, siempre que se
mantengan los criterios de reproducibilidad y de sensibilidad. La columna debe tener un volumen
tampon correspondiente al menos a 5 volimenes de lecho soporte, mas un minimo de cinco muestras.
No obstante se puede reducir la dimensién si los cinco volimenes citados, eliminados con las impurezas,
se sustituyen por disolvente de relleno.

La columna debe estar unida a una bomba de reciclado que garantice un caudal aproximado de 25
mililitros por hora. Las conexiones de la bomba son de politetrafluoretileno y/o vidrio. La columna y la
bomba, cuando estén unidas, deben permitir la toma de muestras del efluente y el equilibrio a presion
atmosfeérica del recipiente. El material de la columna se sostiene con un pequefo tapén de lana de vidrio
{Smm) que servira también para filtrar las particulas. Como bomba de recirculacion se podra utilizar,
por ejemplo, una bomba peristaltica (procurar que el material del tubo no tenga ninguna contaminacién
ni absorcion) o una bomba de membrana.

Procedimiento de medida:

Se inicia la circulacion en la columna. El caudal recomendado es de 25 militros por hora,
aproximadamente (unos 10 volumenes por hora para la columna arriba descrita). Los cinco primeros
volamenes (minimo) se descartan a fin de eliminar las impurezas solubles en el agua. Luego se conecta la
bomba de reciclado, haciendo funcionar el aparato hasta llegar al estado de equilibrio, definido por
cinco muestras sucesivas cuyas concentraciones no difieran de forma aleatoria en mas del £30 %.
Dichas muestras deben estar separadas entre si por un intervalo de tiempo correspondiente al paso de al
menos 10 volimenes de capa soporte.

Método por elucién en columna con recipiente tampén
Aparatos (ver figuras 3 y 4):

Recipiente: la union con el recipiente se hace con una conexién previamente comprobada, unida a su vez
a un tubo de politetrafluoretileno. Caudal recomendado: unos 25 mililitros por hora. Se recogeran los
sucesivos cluatos y se analizaran segin el método elegido.
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Procedimiento de medida:

Para determinar la hidrosolubilidad se utilizaran las fracciones procedentes del intervalo de elucion
cuyas concentraciones sean constantes {30 %) al menos en cinco fracciones consecutivas.

Se repetira la operacion, reduciendo el caudal a la mitad. Si los resultados de las dos operaciones
concuerdan, la prueba es satisfactoria; si se abserva una solubilidad aparente mas elevada con ¢l caudal
inferior, se reducira una vez mas éste a la mitad hasta que se obtenga la misma solubilidad en dos
operaciones sucesivas.

En los dos casos (bomba de circulacién o recipiente de agua), se debe controlar la posible presencia de
materia coloidal en las fracciones detectandolas mediante el efecto Tyndall (difusion de la luz). La
presencia de tales particulas falsea los resultados y el ensayo deberia repetirse mejorando la accion de
filtracion de la columna. Anotar el pH de cada muestra. Efectuar una segunda operacion a la misma
temperatura.

Meétodo por solubilidad en frasco

Aparatos

Para este método se requiere el material siguiente:

— objetos de vidrio e instrumentacion de laboratorio normales,

— dispositive adecuado para agitar las disoluciones a temperaturas constantes controladas,
— centrifugadora preferiblemente termostatizada vy, si fuere necesario, con emulsion,

— equipo para la determinacion analitica,

Procedimiento de medida

Evaluar, a partir del ensayo preliminar, la cantidad de producto necesario para saturar el volumen de
agua elegido. El volumen de agua necesario dependera del método analitico y del intervalo de
solubilidad. Pesar una cantidad de material cinco veces superior a la cantidad determinada antes de
introducirla en cada uno de los tres recipientes de vidrio con tapon, también de vidrio (por ¢jemplo tubos
de centrifugar matraces). Afiadir en cada recipiente el volumen de agua clegido y taparlo
herméticamente. Agitar los recipicntes, debidamente cerrados, a 30°C (utilizar un dispositiva agitador o
mezclador que pueda actuar a temperatura constante, por ejemplo, un agitador magnctico en bano de
agua controlado por termostato). Un dia después, retirar uno de los recipientes y volver a equilibrar
durante 24 horas a la temperatura del ensayo, agitando de vez en cuando. El contenido del recipiente se
centrifuga luego a la temperatura del ensayo y se determina la concentracion del compuesto en la fase
acuosa clara utilizando un método analitico adecuado. Los otros dos matraces sc tratan de la misma
manera, después de un primer equilibrado a 30°C, durante dos y tres dias, respectivamente. Si, al menos
las concentraciones de los dos tltimos recipientes, concuerdan con la reproducibilidad requerida, ¢l
ensayo es satisfactorio. Si los resultados de los recipientes 1, 2 y 3 acusan una tendencia a la progresion,
repetir de nuevo todo el ensayo utilizando tiempos de equilibrado mas largos.

Debe anotarse el pH de cada muestra.

Analisis

Para efectuar estas determinaciones es prefereible utilizar un método de analisis que sea especifico de la
sustancia, pues pequefias cantidades de impurezas solubles pueden originar crrores sensibles en la
solubilidad medida. Métodos, a titulo de ejemplo: cromatografia en fase gascosa o liquida, métodos
titrimétricos, métodos fotométricos, metodos voltameétricos.
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RESULTADOS

M¢étodo por elucién en columna

En cada operacion debe calcularse el valor medio, determinado al menos sobre cinco muestras
consecutivas tomadas durante el momento de mayor saturacion, asi como la desviacion standard.

Método del frasco

Deben indicarse los resultados individuales para cada uno de los tres frascos; se hard la media y se
expresaran en unidades de masa por volumen de solucién los resultados considerados como constantes
(repetibilidad inferior al 15 %). Dicha operacién podra requerir la conversion de las unidades de masa
en unidades de volumen, utilizando la densidad cuando la solubilidad sea muy elevada (> 100 g/l).

INFORME

Método por clucién en columna

Se procurari incluir en el informe los resultados del ensayo preliminar, asi como lo siguiente:
— descripcion precisa de la sustancia (identidad e impurezas),

— concentraciones individuales, rendimientos y pH de cada muestra,

— desviaciones media y standard de la recta de saturacién de al menos cinco muestras, para cada
operacion,

— media de dos operaciones consecutivas aceptables,

— temperatura del agua durante el proceso de saturacion,

— metodo de analisis utilizado,

— naturaleza del soporte,

— cantidad de sustancia depositada en el soporte,

— disolvente utilizado,

— indicacion de la inestabilidad quimica de la sustancia durante el ensayo y método utilizado,

— todas las observaciones utiles para la interpretacion de los resultados.

Método del frasco
Se procurara incluir en el informe lo siguiente:
— descripcion precisa de la sustancia (identidad e impurezas),

— resultados analiticos individuales y su media cuando se determine mas de un valor para un mismo
recipiente,

— pH de cada muestra,

— media de los valores para los diferentes matraces cuando concuerden,

— temperatura del ensayo,

— metodo analitico utilizado,

— indicacion de la inestabilidad quimica de la sustancia durante el ensayo y método utilizado,

— todas las observaciones atiles para la interpretacion de los resultados.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 105. Decision of the Council C (81) 30 Final.
(2) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 116. Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Apéndice

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

Equipo experimental para la determinacion de la hidrosolubilidad
de las sustancias ligeramente solubles y poco volatiles
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1.2.

1.3.

14.

1.5.

1.5.1.

A.7. LIPOSOLUBILIDAD

METODO

El método descrito se basa en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introduccion

Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre el coeficiente de reparto la
hidrosolubilidad, la térmula desarrollada y la estabilidad a 50°C antes de la sustancia de proceder al
ensayo. Este método solo es aplicable a las sustancias esencialmente puras, estables a 50°C y no
significativamente volatiles bajo esas mismas condiciones.

No es adecuado para las sustancias que, en las condiciones de ensayo, reaccionen con lo trigliceridos.

Definiciones y unidades

La fraccion de masa de una sustancia que forma una fase homogenea con una grasa liguida (aceite) sin
dar lugar a reacciones quimicas recibe el nombre de liposolubilidad. El valor maximo de dicha fraccion
se llama fraccion de saturacion y es funcion de la temperatura.

La fraccion de saturacion de una sustancia debe indicarse en miligramos por 100 gramos de grasa patron
a 37°C = 0,5°C.

Entre la solubilidad en gramo por 100 gramos de disolucién (S") y la solubilidad en gramos por 100
gramos de disolvente (S) existe la relacion siguiente:

100 X S 00 pd dard
= — € grasa standar
oo g B PCEE

Multiplicando S por 1000 se obtiene la solubilidad en miligramos por 100 gramos de grasa patron.

Sustancia de referencia

No es preciso utilizar sustancias de referencia cada vez que se analiza una nueva sustancia. Deben servir
esencialmente para verificar de vez en cuando la calidad del método y para permitir comparar los
resultados cuando se utilice un método distinto.

Principio del método

Se coloca la sustancia en una «grasa patrén » liquida y se agita. Debe afadirse la suficiente cantidad de
sustancia para que haya exceso. La cantidad de sustancia disuelta se determina mediante un metodo
analitico adecuado.

Criterios cualitativos

Especificidad
La repetibilidad de la medida no se conoce todavia.

Los resultados se aplican a las grasas patrén y a sustancias relativamente puras. Incluso a 37"Clas grasas
pueden formar emulsiones o suspensiones finas de sustancias solidas. Dado qui interfieren en la
determinacon ulterior de la fraccion de la masa, su formacion debe evitarse.
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.3.

Descripcion del método

Preparacion

Aparatos

Equipo necesario:

— objetos de vidrio de laboratorio normales,

— balanaza,

— centrifugadora con termostato,

— agitador equipado con un sistema de control de la temperatura,
— termostato.

Grasas patron

Es necesaria la utilizacion de grasas patron. Estas deberan ser facilmente definibles. En el apéndice figura
un ejemplo.

Ensayo preliminar

Debe efectuarse un ensayo preliminar para determinar la cantidad aproximada de sustancia necesaria
para obtener la fraccion de saturacion en masa a la temperatura de ensayo (37°C).

Nota

En el caso de las sustancias sélidas, el tiempo necesario hasta la consecucion del equilibrio de saturacion
puede depender en gran medida de su granulosidad. Por eso, estas materias deben reducirse a polvo.

Preparacion de la sustancia

Pesar ocho muestras y verterlas en ampollas de 50 mililitros. Normalmente, la cantidad de cada una de
dichas muestras debe ser el doble de la necesaria para la saturacion, la cual se habra determinado en el
ensayo preliminar.

Tras afiadir una cantidad pesada de unos 25 gramos de grasa patron licuada y mezclada, cerrar
herméticamente las ampollas y agitarlas, la mitad (grupo 1) a 30°Cy la otra mitad (grupo 2) a unos 50°C,
cada una de ellas al menos durante una hora.

Condiciones del ensayo

La determinacion de la liposolubilidad se debe efectuar a 37°C + 0,5°C.

Metodologia

Agitar el contenido de las ampollas de los dos grupos a 37°C + 0,5°C hasta consiguir una mezcla
perfecta.

En general, el tiempo de agitacion necesario para establecer el equilibrio no se puede indicar por
adelantado. En el caso de las sustancias liquidas, la saturacién puede lograrse en unos minutos; en el
caso de las sustancias solidas, puede tardar horas. Normalmente, el tiempo de agitacion no pasara de
tres horas. Una vez transcurridas, se interrupird la agitacion de dos ampollas de cada uno de los dos
grupos y se dejaran reposar al menos durante una hora a 37°C, a fin de separar la cantidad de sustancia
no disuelta y permitir la formacion de la fase homogeénea. Si se produce una emulsion o una suspension
{por ejemplo, efecto Tyndall), eliminarla con un método apropiado, por ejemplo, centrifugacion
termostatizada.
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1.6.4.

Agitar la tercera y cuarta ampolla de los dos grupos, al menos durante 24 horas, y luego dejarlas reposar
durante una hora a 37°C £+ 0,5°C.

Nota:

Si transcurrido dicho periodo de tiempo no se¢ deposita ningan sedimento (en el caso de las sustancias
solidas) o si no se produce ninguna separacion de fase (en el de las sustancias liquidas) debera repetirse el
ensayo con una cantidad mayor de sustancia.

Andlisis

Para efectuar el analisis se toma una muestra de cada fase de grasa saturada, se pesa y se determina la
fraccion disuelta.

Podra utilizarse cualguier método analitico apropiado, bien directamente o bien previa extraccion con
agua, con un disolvente organico o mediante cualquier otra técnica de separacion.

Ejemplos:
— espectrofotometrio,
— cromatografia en fase gaseosa o liquida,

— voltametria,

RESULTADOS

Si se observan diferencias sensibles en los resultados de la subsaturacion o de la sobresaturacion, o si el
periodo de tiempo es excesivamente largo o breve, el ensayo debera repetirse con tiempos de agitacion
mas largos.

INFORME

Se procurara incluir lo siguiente:

— descripcion precisa de la sustancia (identidad e impurezas),

— descripcion precisa de la grasa (por ejemplo: caracteristicas, origen, composicion),
— método de analisis, desviaciones y aspectos especificos.

Los resultados deben evaluarse tal como se describe mas arriba y anotarse en el informe del ensayo. Si no
se aprecia ninguna diferencia significativa entre los valores observados en miligramos por 100 gramos,
se anotaran los valores individuales, el valor medio y la desviacion estindar. Si se observan diferencias
significativas, incluso después de una nueva prueba, solo se consignaran los resultados individuales.

Se facilitaran todas las informaciones y observaciones que sean (tiles para la interpretacion de los
resultados.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 116 — Decision of the Council C (81) 30 Final.
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Apéndice
EJEMPLO DE GRASA PATRON

El cuadro siguiente muestra la composicion de una grasa patrén

Distribucién del icido graso

Numero de atomos C en
la fraccién «acido graso» 6 8 10 12 14 16 18 otros

% (por medida superficial
PC) 0,5 7,5 10,3 50,4 13,9 7,6 8,6 1

Distribucion de glicéridos
Nimero de atomos C en
la fraccion «acido graso»

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

% (por medida superficial GCP)
01 03 1,0 23 49 109 13,9 21,1 16,1 11,7 98 44 22 1,1 0.2

Purcza

Contenido en monoglicéridos (enzimatico) < 0,1 %
Contenido en diglicéridos (enzimatico) <04 %
Contenido no saponificable <0,1 %
Indice de Wijs £05%
Indice de acido 0,02 %
Grado de humedad (K. Fisher) <€0,1 %
Punto de fusion clara 28,50 C

Espectro de absorcion tipo (espesor de capa d = 1 cm, comparacién: agua, 35°C

Longitud de onda (nm) 290 310 330 350 370 390 430 470 510
Transmision (%) 2 15 37 64 80 88 95 97 98
Al menos 10 % de transmision de la luz a 303 nm.

Esta grasa es una mezcla sintética de triglicéridos saturados, con una distribucion en un 4cido graso y
triglicéridos, semejante a la de un aceite de coco.
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1.1,

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.

1.5.2.

A.8. COEFICIENTE DE REPARTO

METODO

El método descrito se basa en las lineas directrices de la OCDE (1).

Introducciéon

Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la constante de disociacion, la
hidrosolubilidad y la tension superficial de la sustancia antes de proceder al ensayo.

El método solo se aplica a sustancias esencialmente puras, solubles en el agua y en ¢l n-octanol. No ¢s
aplicable a los tensioactivos.

Definiciones y unidades

El coeficiente de reparto (R) se define como la relacion de las concentraciones en equilibrio (¢;) de una
sustancia disuelta en un sistema bifasico consistente en dos disolventes casi no miscibles. En el caso deln-
octanol y del agua:

C

_ octanol

ow
C

agua

El coeficiente de reparto es, pues, el cociente de dos concentraciones ; se indica generalmente cn forma de
su logaritmo decimal (log R).

Sustancias de referencia

No es necesario utilizar sustancias de referencia cada vez que se analiza una nueva sustancia. Deben
servir esencialmente para calibrar el método de vez en cuando y para comparar los resultados cuando se
utilicen métodos distintos.

Principios del método

Para determinar un coeficiente de reparto, es conveniente conseguir un equilibrio entre el conjunto delos
elementos constitutivos del sistema que se influencien mutuamente y determinar las concentraciones de
las sustancias disueltas en las dos fases. Examinando la bibliografia existente sobre este tema, se
encuentran numerosas técnicas que pueden utilizarse para resolver este problema, es decir, la mezcla
completa de las dos fases, seguida de su separacion, que permita determinar la concentracion en
equilibrio de la sustancia de ensayo.

Criterios cualitativos

Repetibilidad

Para obtener un coeficiente de reparto preciso, se procedera a determinaciones por duplicado en tres
series de condiciones de ensayo diferentes, pudiendo variar tanto la cantidad de sustancia especificada
como la relacién de volumen de los disolventes. Los logaritmos de los valores determinados de dicho
coeficiente, deberan situarse en un intervalo de £0,3 unidad log.

Sensibilidad

El intervalo de medida del método esta determinado por el limite de deteccion del procedimiento
analitico. Esto debe ser suficiente para estimar los valores de R, hasta 105, cuando la concentracion de
la solucién en cada fase no sobrepase los 0,01 mol por litro.
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1.6.1.

1.6.2.

16.2.1.

1.6.2.2.

Especificidad

La ley de reparto de Nernst solo se aplica a temperatura, presion y pH constantes para las soluciones
diluidas. Estrictamente se aplica a una sustancia pura dispersada entre dos disolventes puros. Los
resultados pueden ser modificados por la aparicion simultanea, en una o ambas fases, de varias
disoluciones diferentes.

La disociacion o la asociacion o la asociacion de moléculas disueltas se traduce por desviaciones respecto
a la ley de reparto citada. Estas desviaciones se explican porque el coeficiente de reparto depende
entonces de la concentracion de la solucion.

Debido a los multiples equilibrios presentes, este método de ensayo no debe aplicarse sin corregir los
compuestos ionizables. (Para estos compuestos debe considerarse la utilizacién de soluciones tampon en
lugar de agua.)

Descripcion del método

Estimacion preliminar del coeficiente de reparto

El valor del coeficiente de reparto puede estimarse bien por un simple calculo (2), o bien utilizando las
solubilidades de la sustancia de ensayo en los disolventes puros (1).

Para ello,

p _ saturagion C . anal

estimaciéon

saturagion C,, .,

Se puede proceder igualmente a una determinacién grosso modo mediante un ensayo preliminar
simplificado.

Preparacion

n-octanol: la determinacion del coeficiente de reparto debe hacerse recurriendo a un reactivo de calidad
analitica.

Agua: utilizar agua destilada o bidestilada procedente de un aparato de cristal o de cuarzo.
Nota

Evitar el agua extraida directamente de un intercambiador de iones.

Presaturacion de los disolventes

Antes de determinar un coeficiente de reparto, se saturan reciprocamente las fases del sistema de
disolventes agitando a la temperatura de ensayo. Para realizar esto, es practico agitar durante 24 horas,
en un agitador mecinico, dos grandes frascos que contengan n-octanol puro de calidad analitica o agua,
con una cantidad suficiente del otro disolvente, dejandolos luego reposar hasta que se separen las fases y
se alcance el estado de saturacion.

Preparacion para el ensayo

El volumen liquido debe llenar casi completamente el recipiente de ensayo para evitar cualquier pérdita
de materia debida a la volatilizacion. La relacién de volumen y las cantidades de sustancia que deben
utilizarse se determinan de la siguiente forma:

— estimacion preliminar del coeficiente de disolucién (ver a continuacién),
— cantidad minima de sustancia de ensayo requerida para el procedimiento analitico utilizado,
— limite de concentracién maxima en cada fase de 0,01 mol por litro.

Se efectuardn tres ensayos. En el primero, se afiade el volumen calculado, en el segundo, dos veces el
volumen de n-octanol y, en el tercero, la mitad del volumen de n-octanol.
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1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Sustancia de ensayo

Para asegurar el equilibrio durante el ensayo, se prepara una solucion de reserva en n-octanol con una
concentracion en masa comprendida entre 1 y 100 miligramos por mililitro. La concentracion en masa
real de esta solucién de reserva debe determinarse con precision antes de utilizarla para determinar el
coeficiente de reparto. Esta solucion debera guardarse en condiciones estables.

Condiciones de ensayo

La temperatura de ensayo debe mantenerse constante (+ 1°C} y situarse en el intervalo de 20°C a 25°C.

Procedimiento de medida
Establecimiento del equilibrio de reparto

Para cada serie de condiciones de ensayo, preparar recipientes de ensayo por duplicado con las
cantidades requeridas, cuidadosamente medidas, de los dos disolventes, asi como la cantidad necesaria
de solucion de reserva.

Medir los volimenes de octanol. Colocar en un agitador apropiado o agitar a mano los recipientes de
ensayo. Un méthodo que se recomienda consiste en hacer girar ripidamente 180 grados el tubo que hay
que centrifugar alrededor de su eje transversal, de forma que el aire que pudiera haber quedado retenido
atraviese las dos fases.

Separacion de las fases

Para separar las fases centrifugar la mezcla. Efectuar esta operacion con una centrifugadora de
laboratorio mantenida a temperatura ambiente o, si se utiliza una centrifugadora sin control de
temperatura, reequilibrar los tubos centrifugadores a la temperatura de ensayo por lo menos una hora
antes del analisis.

Analisis

Para determinar el coeficiente de reparto, es necesario analizar las concentraciones de la sustancia de
ensayo en las dos fases. F.ra ello, extraer una alicuota de cada una de las dos fases de cada tubo, para
cada serie de condiciones de ensayo, y analizarlas segiin el procedimiento elegido. Debe calcularse la
cantidad de sustancia presente en las dos fases y compararla con la cantidad que se introdujo
inicialmente.

La fase acuosa debe prepararse por un procedimiento que reduzca al minimo el riesgo de incorporar
trazas de octanol: para ello se puede utilizar una jeringuilla de cristal con aguja intercambiable; en
primer lugar llenar parcialmente de aire la jeringuilla y a continuacion expulsarlo lentamente
introduciendo al mismo tiempo la aguja en la capa de n-octanol. Extraer un volumen adecuado de fase
acuosa. Retirar rapidamente la jeringuilla de la solucion y quitar la aguja. El contenido de la jeringuilla
se podré utilizar entonces como muestra acuosa. La concentracion en las dos fases diferentes debera
determinarse, preferentemente, mediante un procedimiento especifico a la sustancia. Algunos meétodos
idoneos de determinacion fisicoquimica pueden ser:

— métodos fotométricos,
— cromatografia en fase gaseosa,

— cromatografia en fase liquida a alta presion.

RESULTADOS

Si P, medido es superior a 104, se recomienda comparar los resultados con un valor P, calculado,
obtenido, por ejemplo, segin el método indicado en la referencia 3.

La fiabilidad de los valores determinados de Pjauedc verificarse procediendo a una comparacion de la
media de las determinaciones efectuadas por duplicado, con la media general.
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INFORME

Se procurara incluir lo siguiente:

— descripcion precisa de la sustancia (identidad e impurezas),

— temperatura a la que se ha efectuado la medida,

— procedimiento analitico utilizado para determinar las concentraciones,

— concentraciones medidas en las dos fases, para cada determinacién (consignar, por lo tanto, un total
de 12 concentraciones),

— peso de la sustancia de ensayo, volumen de cada fase utilizada en cada recipiente, cantidad total
calculada de sustancia de ensayo presente en cada fase después de equilibrar,

— para cada serie de condiciones de ensayo y por el mismo concepto que para la media del conjunto de
medidas, los valores calculados del coeficiente de reparto (P) y el valor medio. Debe mencionarse si se
ha advertido alguna dependencia de la concentracion con respecto al coeficiente de reparto,

— la desviacion tipo de los valores individuales de P en relacién a su media,

— media P del conjunto de las determinaciones expresada por su logaritmo decimal,

— P, teorico calculado cuando este valor ha sido determinado o cuando el valor medido es > 104,
— pH del agua utilizada y de la fase acuosa durante el ensayo,

— todas las observaciones e informaciones que sean utiles para la interpretacién de los resultados.

BIBLIOGRAFIA

(1) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final
(2) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final
(3) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C (81) 30 Final.
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A.9. PUNTO DE INFLAMACION

1. METODO

1.1. Introduccién
Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la inflamabilidad de la sustancia antes de
proceder al ensayo. Este método cs aplicable a las sustancias liquidas, en su forma comercial, cuyos
vapores pueden ser inflamados por fuentes de ignicién. Los métodos de ensayo descritos en el presente
documento sdlo son validos para los intervalos de punto de inflamacion especificados en cada uno de los
métodos individuales.

1.2. Definiciones y unidades
El punto de inflamacion es la temperatura, corregida por una presion de 101,325 kPa, a la cual el liquido
de ensayo desprende v:’?)ores en un recipiente cerrado, en las condiciones definidas en el método de
ensayo y en unas cantidades que produzcan una mezcla vapor/aire inflamable en dicho recipiente.
Unidad: °C
t =T — 273,15
(ten °Cy T en K)

1.3. Sustancias de referencia
No es necesario utilizar sustancias de referencia cada vez que se examinan nuevas sustancias. Su
principal funcion es la de servir para calibrar periédicamente el método y comparar los resultados
cuando se aplique otro método distinto.

1.5. Criterios cualitativos

1.5.1. Reproducibilidad
La reproducibilidad depende del intervalo del punto de inflamacion y del método de ensayo utilizado;
maximo +2°C,

1.5.2. Sensibilidad
La sensibilidad depende del método de ensayo utilizado.

1.5.3. Especificidad
La especificidad de ciertos métodos de ensayo se limita a algunos intervalos de punto de inflamacion y
depende de las caracteristicas de la sustancia (por ejemplo, alta viscosidad).

1.6. Descripcion del método

1.6.1. Preparacion

Se coloca una muestra de la sustancia de ensayo en un aparato de ensayo, de conformidad con los puntos
1.6.3.1 y/o 1.6.3.2.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Condiciones del ensayo

Es preferible instalar el aparato lejos de corrientes de aire.

Desarrollo del ensavo

Método del equilibrio

Ver normas ISO 1516, 1SO 3680, ISO 1523 e ISO 3679.
Método del no equilibrio

Aparato Abel:

Ver normas BS 2000, parte 170, NF M07-011 y NF T66-009
Aparato Abel-Pensky :

Ver normas (EN 57), DIN 51755, primera parte (para temperaturas de 5° a 65°C), DIN 51755, segunda
parte (para temperaturas inferiores a 5°C) y NF M07-036.

Aparato Tag:

Ver normas ASTM D-56 e ISO 2719. .

Aparato Pensky-Martens:

Ver normas I1SO 2719, (EN 11), DIN 51758, ASTM 8013, ASTM D 93, BS 200-34 y NF M07-019.
Observaciones :

Cuando el punto de inflamacion deterinado por un método basado en el no equilibrio (ver punto 1.6.3.2)
tiene los siguientes valores: 0 + 2°C, 21 % 2°C, 55 £ 2°C, es conveniente confirmalo mediante un
método basado en el equilibrio y utilizando el mismo aparato.

Unicamente se pueden utilizar para la notificacién los métodos que puedan dar la temperatura del punto
de inflamacion.

Para determinar el punto de inflamacion de liquidos viscosos (pinturas, gomas, etc.) que contengan
disolventes, solo se pueden utilizar los aparatos y métodos de ensayo que permitan determinar el punto
de inflamacidn de los liquidos viscosos. Ver normas ISQ 3679, ISO 3680, ISO 1523 y DIN 53213, parte

primera.

RESULTADOS

INFORME

Se procurara incluir lo siguiente:

— descripcion precisa de la sustancia,
— descripcion del método utilizado,

— los resultados y cualquier otra informacion u observacion que pueda ser ttil para la interpretacion de
los resultados.

BIBLIOGRAFIA

Ninguna.
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1.1,

1.2

1.3.

14,

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.10. INFLAMABILIDAD (SOLIDOS)

METODO

Introduccién

Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre las propiedades explosivas potenciales de
la sustancia antes de proceder al ensayo.

El presente método solo es aplicable a las sustancias en polvo, granuladas o pastosas.

Para no englobar todas las sustancias que pueden inflamarse, sino Gnicamente aquellas que se queman
muy rapidamente o cuya combustién es, de una forma u otra, particularmente peligrosa, solo se
consideran como muy inflamables las sustancias cuya velocidad de combustion sobrepase un cierto
limite. Por otra parte, se consideraran igualmente muy inflamables los polvos metalicos capaces de
consumirse si la incandescencia se propaga a toda la muestra; dicha incandescencia y las dificultades
relacionadas con la extincién del fuego constituyen la razon principal por la que los mismos son
especialmente peligrosos. Los agentes de extencion habituales como el dioxido de carbono y/o el agua
pueden incrementar considerablemente el peligro.

Definicién y unidades

Tiempo de combustién expresado en segundos.

Sustancias de referencia

No se especifican.

Principio del método

Se prepara la sustancia, en su forma comercial, en pilas de 250 milimetros de longitud. Se intenta, a
continuacion, inflamar la muestra en las condiciones definidas en ¢l punto 1.6.3. y se mide el tiempo de
combustion.

Criterios cualitativos

No se indican.

Descripcion del método

Preparacion

En el caso de sustancias en polvo o granuladas, se vierte la sustancia, en su forma comercial, dentrode un
molde metilico de 250 milimetros de longitud y cuya seccion transversal triangular mida 10 y 20
milimetros de alto y ancho, respectivamente. A ambos lados del molde, en sentido longitudinal, se
colocan dos angulos metalicos a modo de soportes laterales. Dichos angulos deben sobrepasar en 2
milimetros el borde superior de la seccion triangular transversal del molde (ver figura). A continuacién
se deja caer varias veces el molde desde una altura de 2 centimetros sobre una superficie dura. Si fuera
necesario se aniade sustancia. A continuacion, se retiran los angulos laterales y se enrasa. Se coloca el
molde sobre una placa no combustible y no porosa, si le da la vuclta y se desmolda.

Extender las sustancias postosas sobre una superficie no combustible formando un cordon de 250
milimetros de longitud y alrededor de 1 centimetro cuadrado de seccion.

Utilizando una fuente de ignicion adecuada, por ejemplo, una llama pequefia o un hilo calentado al
menos a 1000°C, inflamar la pila por uno de sus extremos.
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1.6.2.

1.6.3.

1)

3.1

3.2,

Condiciones del ensayo

En el caso de sustancias sensibles a la humedad efectuar el ensayo lo mas rapidamente posible después de
retirar la sustancia de su recipiente.

Desarrollo del ensayo

Inflamar uno de los extremos de la pila. Cuando la pila haya ardido hasta unos 80 milimetros, medir la
velocidad de combustion en los 100 milimetros siguientes. Efectuar el ensayo seis veces seguidas
utilizando cada vez una placa distinta y fria.

RESULTADOS

Para proceder a la evaluacion es preciso disponer de los valores de tiempo de combustion comprobados
durante seis ensayos.

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

— la descripcion precisa de la sustancia (identificacion e impurezas),

— una descripcion de la sustancia de ensayo, su estado fisico, incluida la tasa de humedad,
— los resultados de las medidas,

— cualquier observacion complementaria que pueda ser atil para la interpretacion de los resultados.

Interpretacion de los resultados

Las sustancias pulverulentas, granuladas o pastosas se deberan considerar ficilmente inflamables
cuando el tiempo de combustion durante los seis ensayos efectuados segiin el procedimiento descrito en
1.6 sera inferior a 45 segundos. Debera considerarse que los polvos metalicos o de aleaciones metalicas
son facilmente inflamables cuando pueden ser inflamados y la llama o la zona de reaccion se extiende a
toda la muestra.

BIBLIOGRAFIA

Ninguna.
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Apéndice

Figura

Molde y accesorios necesarios para la formacion de las pilas
(todas las dimensiones expresadas en milimetros)

-l

-

4

Longitud del molde: 250 milimetros

Material: aluminio
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1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.11. INFLAMABILIDAD (GAS)

METODO

Introduccion
El presente método permite determinar si gases mezclados con el aire a temperatura y presion ambientes

presentan un intervalo de inflamabilidad. Se exponen mezclas que contengan concentraciones crecientes
de gas de ensayo, a una chispa eléctrica y se observa si se produce la inflamacién.
P

Definiciones y unidades
El intervalo de inflamabilidad es el intervalo de concentracion entre los limites de explosion superior e

inferior. Los limites de explosion superior e inferior son las concentraciones en el aire de gas inflamable a
las que el fuego no se propaga.

Sustancia de referencia

No se especifica.

Principio del método

Se aumenta gradualmente la concentracion del gas en el aire y, en cada etapa, se expone la mezcla a una
chispa eléctrica.

Criterios cualitativos

No se indican.

Descripcion del método

Equipo

El recipiente de ensayo es un cilindro de cristal de un diametro interior de al menos 50 milimetros y una
altura de 300 milimetros, como minimo, que se dispone verticalmente. Los electrodos de ignicion distan
de 3 a 5 milimetros uno del otro y estan situados a 60 milimetros del fondo del cilindro. El cilindro esta
equipado con una valvula. El aparato debe estar protegido por un blindaje para limitar los dafios de una
posible explosion.

La fuente de ignicion es una chispa inductiva alimentada durante un periodo de 0,5 segundos, producida
por un transformador de alta tension con una tension de salida de 10 a 15 kV (la potencia maxima es de
300 W).

Condiciones del ensayo

El ensayo debe efectuarse a temperatura ambiente.

Desarrollo del ensayo

Mediante bombas dosificadoras se llena el cilindro de cristal con una mezcla de aire y gas de
concentracion conocida. Hacer saltar una chispa en esta mezcla y observar si se desprende una llama de
la fuente de ignicion y se propaga independientemente. Se ira aumentando la concentracion de gas en un
1 % de volumen cada vez, hasta que se produzca la inflamacion descrita anteriormente.
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2. RESULTADOS
La propagacién de la llama constituye el iinico dato de informacion valido para la determinacién de esta
propiedad.

3. INFORME

Se procurara incluir lo siguiente:

— la descripcion precisa de la sustancia (identificacion e impurezas),
— una descripcion del aparato utilizado, mencionando las dimensiones,
- la temperatura ambiente en el momento del ensayo,

— las concentraciones de ensayo asi como los resultados obtenidos,

— los resultados del ensayo: gas no inflamable o facilmente inflamable,

— i se ha llegado a la conclusién de que no es inflamable, se debe especificar claramente que se han
probado todas las concentraciones, aumentando cada vez la concentracion en un 1 %, desde 0 a
100 %,

— cualquier informacion u observacion que pueda ser util para la interpretacion de los resultados.

4. BIBLIOGRAFIA

Ninguna.
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A. 12. INFLAMABILIDAD (SUSTANCIAS Y PREPARADOS QUE, EN CONTACTO CON EL
AGUA O CON EL AIRE HUMEDO, DESPRENDEN GASES FACILMENTE INFLAMABLES EN

1.1.

1.2

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.34.

CANTIDADES PELIGROSAS)

METODO

Introducciéon

Este método de ensayo puede utilizarse para determinar si la reaccion de una sustancia con el agua
ocasiona el desprendimiento de una cantidad peligrosa de un gas o de varios gases, que pueden ser
facilmente inflamables o toxicos.

Puede aplicarse tanto a sustancias sélidas como liquidas, pero no a las sustancias que se inflaman
espontaneamente en contacto con el aire.

Definicién y unidades
Facilmente inflamables:

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire himedo, desprenden una cantidad
peligrosa de gases facilmente inflamables, a una velocidad de, como minimo, 1 1/kg h Este limite no tiene
en cuenta la toxicidad del gas.

Principio del método

Elensayo incluye varias fases que se describen a continuacion ; si la inflamacion se produce en cualquiera
de estas fases no es necesario proseguir el ensayo.

Fase 1

Colocar la sustancia de ensayo en una cubeta que contenga agua destilada a 20°C y observar si el gas
desprendido se inflama o no.

Fase 2

Colocar la sustancia de ensayo en un papel filtro que flote en un recipiente lleno de agua destilada a 20°C
y observar si el gas que se desprende se inflama o no. El papel filtro sélo sirve para mantener la sustancia
en su lugar, lo cual aumenta las probabilidades de inflamacion.

Fase 3

Formar con la sustancia de ensayo pilas de 2 centimetros de altura y 3 centimetros de diametro,
aproximadamente. Afiadir algunas gotas de agua a la pila y observar si el gas que se desprende se inflama
o no.

Fase 4

Mezclar la sustancia de ensayo con agua destilada a 20°C y medir el caudal de gas durante 7 horas, a
intervalos de una hora. Si, al cabo de 7 horas, el caudal es variable 0 aumenta, debe prolongarse el tiempo
de medida hasta un maximo de 5 dias. Si, a un momento dado, el caudal supera 11/kg h, el ensayo puede
darse por acabado.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1,

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.3.1.

Sustancia de referencia

No se especifica.

Criterios cualitativos

No se indican.

Descripcion de los métodos

Fase 1
Condiciones del ensayo

La sustancia de ensayo se utiliza en su forma comercial y el ensayo se realiza a temperatura ambiente
(alrededor de 20°C).

Desarrollo del ensayo

Colocar una pequefia cantidad (aproximadamente unos 2 milimetros de diametro) de la sustancia de
ensayo en una cubeta con agua destilada. Observar: i) si hay desprendimiento de gas y 1i) si el gas se
inflama. Si se inflama, se considerara que la sustancia es peligrosa y se daré por finalizado el ensayo.

Fase 2
Equipo

PaEel filtro flotando sobre la superficie de agua destilada en un recipiente adecuado, por ejemplo, una
cubeta de 100 milimetros de diametro.

Condiciones del ensayo

La sustancia de ensayo se utiliza en su forma comercial y el ensayo se realiza a temperatura ambiente
(alrededor de 20°C).

Desarrollo del ensayo

Colocar una pequeiia cantidad de la sustancia de ensayo (aproximadamente 2 milimetros de diametro)
en el centro del papel de filtro. Observar: i) si hay desprendimiento de gas y ii) si el gas se inflama. Si se
inflama, se considerara que la sustancia es peligrosa y se dard por finalizado el ensayo.

Fase 3
Condiciones del ensayo

La sustancia de ensayo se utiliza en su forma comercial y el ensayo se realiza a temperatura ambiente
(alrededor de 20°C).
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

Desarrollo del ensayo

Formar con la sustancia de ensayo pilas de 2 centimetros de altura y 3 centimetros de diamerro,
aproximadamente, con un pequefo crater en la cumbre. Afiadir algunas gotas de agua en el hueco y
ogservar: i) si hay desprendimiento de gas, ii) si el gas se inflama. Si se inflama, se considerara que la
sustancia es peligrosa y se dara por finalizado el ensayo.

Fase 4

Equipo

(Ver figura en el apéndice).
Condiciones del ensayo

Asegurarse de que el recipiente que contiene la sustancia de ensayo esta libre de particulas pulverulentas
(<500 pum). Si estas representan mas del 1 % en peso del total, o si la muestra es quebratﬁza, reducir a
polvo la sustancia antes de proceder al ensayo, con el fin de reducir la dimension de las particulas
durante el almacenamiento; sino, la sustancia se utiliza en su forma comercial. Realizar el ensayo a
temperatura ambiente (20°C) y a presion atmosférica.

Desarrollo del ensayo

Verter agua en el embudo con llave, después, extraer, pesar y colocar en un matraz conico una cantidad
suficiente de sustancia, hasta un peso maximo de 25 gramos, a fin de obtener un desprendimiento de gas
entre 100 y 250 centimetros ctbicos. Medir por cualquier medio que sea apropiado el volumen de gas
desprendido. Abrir la llave del embudo para dejar pasar el agua al matraz; poner en marcha un
cronometro. Registrar el tiempo que es necesario para que el gas se desprenda totalmente y, si es posible,
proceder a lecturas intermedias. El ensayo debe repetirse tres veces.

Si no se conoce la identidad quimica del gas, debe analizarse. Si el gas contiene componentes facilmente
inflamables y si, ademas, se ignora si el conjunto de la mezcla es facilmente inflamable, preparar y probar
una mezcla de la misma composicion de conformidad con el método (A, 11).

RESULTADOS

Para que una sustancia de ensayo pueda considerarse peligrosa, es suficiente que se haya observado una
inflamacion, o un desprendimiento de gas facilmente inflamable a una velocidad superior a 1 I/kg hen al
menos tres ensayos.

INFORME
Se procurara incluir lo siguiente:

— indicacion y descripcion precisa de la sustancia, tal y como se ha recibido (por ejemplo, color,
dimension de las particulas y estado fisico),

— cualquier preparacion inicial de la sustancia de ensayo,
— resultados de los ensayos,

— identidad quimica del gas desprendido,

— la velocidad de formacion del gas (1.6.4),

— cualquier observacion complementaria que sea (il para la interpretacion de los resultados.
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1.1.

1.2.

1.3

1.4,

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

A. 13 INFLAMABILIDAD (SOLIDOS Y LIQUIDOS)

METODO

Introduccion

Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la autoinflamabilidad de las sustancias. El
procedimiento del ensayo es aplicable a las sustancias solidas y liquidas comercializadas que, en
pequeiias cantidades, pueden inflamarse espontineamente poco tiempo después de haber entrado en
contacto con el aire a temperatura ambiente.

Este metodo de ensayo no puede aplicarse a las sustancias que se inflaman espontaneamente al cabo de

varias horas o dias a temperatura ambiente, ni a las sustancias que s6lo se inflaman espontaneamente
después de estar expuestas a una temperatura considerablemente mas elevada.

Definiciones y unidades

Se consideran facilmente inflamables los liquidos y los solidos que se inflaman espontineamente por lo
menos una vez a lo largo de los seis ensayos efectuados en las condiciones descritas en ¢l punto 1.6.

Para determinar la autoinflamabilidad de los liquidos puede ser necesario efectuar un ensayo segtin el

metodo citado en la parte A. 15 (autoinflamabilidad: determinacién de la temperatura de
autoinflamabilidad de los liquidos y gases volatiles).

Sustancias de referencia

No se especifican,

Principio del método

La sustancia se pone en contacto con el aire a una temperatura de 25 + 10°C durante 5 minutos. Si se
produce la inflamacion, se considerara que la sustancia es ficilmente inflamable.

Criterios cualtitavivos

Repetibilidad : debido a la importancia que tienen los aspectos de seguridad, un solo resultado positivo
en los seis ensayos sera suficiente para considerar la sustancia como altamente inflamable.

Descripcion del método de ensayo

Equipo

LLenar una cubeta de porcelana de unos 10 centimetros de diametro con una capa de tierra de
infusorios, de unos 5 milimetros de espesor, a temperatura ambiente.

Oberservacion :

La tierra de infusorios, o cualquier otra sustancia inerte equivalente que se obtenga facilmente, se
tomara como reprensentativa del suelo sobre el que pudiera esparcirse accidentalmente la sustancia.

Realizacion del ensayo
a) Sdlidos pulverulentos
Verter 1 0 2 centimetros cubicos de la sustancia de ensayo, desde una altura de alrededor de 1 metro,

sobre una superficie no combustible y observar si la sustancia se inflama durante la caida o durante
los primeros cinco minutos después de depositarse.
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b) Liquidos

Verter unos cinco centimetros cibicos del liquido de ensayo en una cubeta de porcelana preparaday
observar si la sustancia se inflama en un tiempo de cinco minutos.

RESULTADOS

Son necesarios los resultados de los seis ensayos para la evaluacion.

INFORME
Se procurara incluir lo siguiente:
— descripcién de la sustancia de ensayo,

— resultados del ensayo.

BIBLIOGRAFIA

(1) OCDE Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Pyrophoric Behaviour of Solides
and Liquids. A 80/25-Final report of the OECD chemical testing programme.
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1.1.

1.2

1.4.

A.14. PROPIEDADES EXPLOSIVAS

METODO

Introduccion

Se trata de un método de ensayo que permite determinar si una sustancia o preparado solidos, liquidos o
pastosos presentan o no peligro de explosion cuando estan expuestos al efecto de una llama (sensibilidad
termica), a un choque o a una friccion (sensibilidad a estimulos mecanicos),

El método comprende tres partes:

a) un ensayo de sensibilidad térmica;

b) un ensayo de sensibilidad mecanica (choque);
¢) un ensayo de sensibilidad mecanica (friccion).

El' método proporciona datos que permiten evaluar la probabilidad de inicio de una explosion por medio
de algunos estimulos corrientes. No tiene por objeto determinar si una sustancia o un preparado pueden
ono hacer explosion en ciertas condiciones o en qué medida puede propagarse la descomposicién inicial
y provocar la explosion de toda la muestra.

Sirve para determinar si una sustancia o un preparado presentan un peligro de explosién (sensibilidad
térmica y mecanica) en las condiciones especificas definidas por la Directiva. Los ensayos no tienen
objeto si los datos termodinamicos disponibles (calor de formacion, calor de descomposicion, ausencia
de grupos reactivos (1) en la formula desarrollada) permiten establecer de forma razonablemente
inequivoca que la sustancia o el preparado no son susceptibles de descomponerse, formar gases y
propagar calor muy rapidamente (dicho de otro modo, si la materia no presenta ningtn riesgo de
explosion). No obstante, el método no debe considerarse definitivo. En el ensayo se utiliza un cierto
nimero de equipos especificos seleccionados, ampliamente utilizados a nivel internacional y que, por
regla general, dan resultados convincentes.

Quien realice el experimento podra elegir otro tipo de equipo para los tres métodos ya citados, a
condicién de que dicha eleccion sea justificada en el plano cientifico y que el equipo esté reconocido
internacionalmente. En tal caso, debera determinar la correlacion de sus resultados con los resultados
obtenidos con el equipo que aqui se especifica.

Definiciones y unidades
Sustancias y preparados explosivos:

Las sustancias y preparados que puedan hacer explosion bajo el efecto de una llama, o que sean mas
sensibles al choque o a la friccién que el dinitrobenceno.

Sustancia de referencia

Meta-dinibrobenceno, producto técnico cristalizado, para el método de ensayo por friccion o por
choque.

Principio del método

Se debe realizar un ensayo preliminar de seleccion para determinar las condiciones de seguridad que
deben presidir la ejecucion de los tres ensayos de sensibilidad.
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1.4.1,

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Prueba preliminar de seleccion

Se someten muestras muy reducidas (unos 10 mg) de sustancia o de preparado a un calentamiento sin
confinamiento en una llama de un mechero Bunsen, a un choque con cualquier tipo de instrumento
adecuado v a friccion utilizando un mazo y un yunque, o cualquier otro tipo de instrumento que sirva
para producir friccion. El objetivo es determinar si la sustancia es tan sensible y explosiva que los
ensayos de sensibilidad descritos deban realizarse con toda clase de precauciones a fin de evitar cualquier
dafio corporal a quien realice el experimento.

Sensibilidad térmica

Este método consiste en calentar la sustancia o ¢l preparado en un tubo de acero a diferentes grados de
confinamiento que se consiguen mediante placas de ventilacion con agujeros de diferentes diametros,
para determinar si la sustancia o el preparado pueden hacer explosién a causa de una presion térmica.

Sensibilidad mecanica (choque)

El método consiste en someter la sustancia o ¢l preparado a un chogue golpeando con un martillo sobre
un yunque de acero.

Sensibilidad mecanica (friccion)

Este método consiste en someter la sustancia o ¢l preparado a una friccion entre dos superficies tipo, en
condiciones especificas de carga y de movimiento relativo.

Criterios cualitativos

No se indican.

Descripcion del método

Equipo
Sensibilidad térmica (efecto de la llama)

El tubo de acero se fabrica con chapa maleable (ver Apéndice) mediante un proceso de laminado. Su
diametro interior es de 24 milimetros, su longitud de 75 milimetros y el espesor de la pared es de 0.5
milimetros. El extremo abierto del tubo esta provisto de una abrazadera de cierre (ver figura 1). Esta
provisto ademas de una placa quemadora circular resistente a la presiony con un respiradero. Esta placa
esta solidamente sujeta al tubo por una junta aterrajada en dos partes (tuerca macho y hembra). La placa
(ver figura 1) tiene un espesor de 6 milimetros y esta fabricada con un acero al cromo altamente resistente
(ver Apéndice).

Quien realice el experimento tiene a su disposicion una serie de placas quemadoras con respiraderos de
varios diametros (1;1,5;2;2,5;3;4;5;6;8;10;12;14;16;18;20 mm) para determinar el grado de
riesgo de explosion que presenta la sustancia y el preparado. Las tuercas macho y hembra (ver figura 1)
son de acero al cloromanganeso (ver Apendice) y no producen chispas hasta los 800 C. Los tubos de
acero solo se pueden utilizar para una experiencia.

Sensibilidad mecanica (choque)

El equipo clasico de martinete comprende, csencialmente: un bloque de hierro colado (hierro gris), un
hombro de espiga y un yunque, una columna, dos guias, una masa que cae y un mecanismo de liberacion.
El blogue de acero (longitud 230 mm % anchura 250 mm % altura 200 mm) con un hombro de espiga
colado (longitud 450 mm x anchura 450 mm x altura 60 mm) sostienc el yunque de acero de 100
milimetros de diametro y 70 milimetros de altura, sobre cl cual esta atornillado. El soporte esta
atornillado al dorso del bloque y en este mismo soporte se fija la columna que consiste en un tubo de
acero laminado sin soldadura de 90 milimetros de diametro exterior y de 70 milimetros de diametro
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1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

interior. Cuatro tornillos fijados en un bloque de hormigon de 60 x 60 x 60 centimetros mantienen el
martinete de forma que los rieles estén absolutamente verticales y permitan un deslizamiento facil. El
martinete, con un peso de 10 kilogramos, es de acero templado ; debe tener una superficie de impacto de
acero tratado HRC 60-63 y un diametro minimo de 25 milimetros. Durante los ensayos la altura de caida
es de 0,4 metros.

La muestra de ensayo se coloca en una matriz consistente en dos cilindros coaxiales de acero templado,
colocados uno encima del otro y un cilindro hueco de acero que sirve de guia. Los cilindros coaxiales
deben tener un diametro de 10 (—0,003 —0,005) milimetros, una altura de 10 milimetros, superficies
pulidas y aristas redondeadas (radio de curvatura 0,5 mm), dureza: HRC 58 a 65. El cilindro hueco
tendra un didmetro exterior de 16 milimetros, un calibre de 10( + 0,005+ 0,010) milimetros, la cara
interna pulida y una altura de 13 milimetros. Si se produce la explosién, los cilindros de acero y el
cilindro hueco no deben volver a utilizarse para otros ensayos. La matriz se coloca sobre un yunque
intermedio de acero de 26 milimetros de altura que se centra mediante un anillo de centrado provisto de
anillo de ajuste con el fin de eliminar los gases causados por la explosion.

Sensibilidad mecanica (friccion)

Elequipo para el ensayo de friccion consiste en una bandeja de hierro colado (hierro gris) sobre la cual se
monta el dispositivo de friccion propiamente dicho, consiste en una espiga fija de porcelana y varios
platos de procelana moviles. El plato de porcelana se fija a una corredera que se desplaza sobre dos rieles.
La corre(Fcra se acciona por medio de una barra de arrastre, una polea excéntrica y un engranaje de
trasmision, con motor eléctrico, de manera que el plato se desplace sobre una distancia de 10 milimetros
hacia atris y hacia delante por debajo de la barra de arrastre. La espiga se carga a 360 newtons.

Los platos son de porcelana técnica blanca y tienen las siguientes dimensiones: 25 milimetros de
longitud X 25 milimetros de anchura x 5 milimetros de espesor. Las dos caras de friccion de los platos
se hacen mas rugosas (profundidad bruta 9 a 32 um) antes del calentamiento, frotando con una esponja.

La espiga cilindrica es también de porcelana blanca técnica, de 15 milimetros de longitud, 10 milimetros
de diametro, y con extremos curvos y rugosos (radio de curvatura 10 mm).

Condiciones del ensayo
Sensibilidad térmica (efecto de la llama)

Colocar la sustancia de ensayo, tal y como se comercializa, en el tubo hasta alcanzar una altura de 60
milimetros, efectuando el llenado en tres tiempos y con cantidades iguales. Comprimir suavemente, cada
vez, aplicando una fuerza de 80 newtons sobre la superficie con un pistdn de madera apropiado de un
diametro ligeramente inferior al del tubo. Si la sustancia es gelatinosa, evitar la formacion de burbujas de
aire mientras se efectaa el llenado.

Sensibilidad mecanica (choque)

Proceder al ensayo con la sustancia en estado seco. La muestra debe tener un volumen de 40 milimetros
clibicos, un otro compatible con el equipo indicado. En cuanto a las sustancias sélidas, excepto las
sustancias pastosas, proceder de la siguiente forma:

a) tamizar las sustancias pulverulentas (malla de 0,5 mm); la fraccién tamizada se utiliza para el
ensayo;

b) disgregar y tamizar las sustancias comprimidas, fundidas o condensadas; la fraccion tamizada
(diametro de 0,5 a 1 mm) se utiliza para el ensayo.

En cuanto a las sustancias liquidas, empujar hacia abajo el cilindro metalico superior hasta colocarlo a 1
milimetro del cilindro inferior y mantenerlo en esta posicion.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

Sensibilidad mecanica (friccion)

Proceder al ensayo con la sustancia en estado seco. La muestra debe tener un volumen de 10 milimetros
chbicos. En cuanto a las sustancias sélidas, excepto las sustancias pastosas, proceder de la siguiente
forma:

a) tamizar las sustancias pulverulentas (malla de 0,5 mm); la fraccion tamizada se utiliza para el
ensayo;

b) disgregar y tamizar las sustancias comprimidas, fundidas o condensadas; la fraccion tamizada
(diametro inferior a 0,5 mm) se utiliza para ¢l ensayo.

Desarrollo de los ensayos

Sensibilidad térmica (efecto de la llama)

Se calienta por medio de propano procedente de una botella de gas comprimido industrial, equipada con
un manometro (500 mbar) y un contador y distribuyéndo mediante un colector con cuatro quemadores.
Los cuatro quemadores consumen 3,2 litros de propano por minuto. Si se utilizan otros gases para
calentar, los quemadores, el consumo de gas y la entrada de aire deberan ser los apropiados para que las
medidas efectuadas con sustancias inertes (arena, ftalato de dibutilo) registren subidas de temperatura
similares a las obtenidas con el propano en los tubos llenos.

Los quemadores se sitian alrededor de la camara de ensayo, tal como se indica en la figura 2.

Ajustar los quemadores de forma que la punta del cono azul interno de la llama toque casi el tubo. El
ensayo se efectuard en una camara metalica cuyas dipensiones se indican en la pagina 2.

Las dimensiones de los quemadores de propano se indican en las figuras 3a y 3b.

Son obligatorias dos series de tres ensayos cada una, uttlizando en la primera serie una placa quemadora
con un orificio de 2 milimetros de diametro y, en la segunda, un orificio de un diametro superior a 2
milimetros (por ejemplo 6 mm).

Si la explosion se produce durante la primera serie (orificio 2 mm) no es necesario proceder a mas
ensayos. Si la explosion no se ha producido al cabo de 5 minutos, se dara por finalizado el ensayo.

Sensibilidad mecanica (choque)

Se realizaran seis ensayos en el aparato de choque que se ha indicado, haciendo caer la masa de 10
kilogramos desde una altura de 0,4 metros. En otros aparatos se compara la muestra con ¢l m-
dinitrobenceno, segiin el procedimiento que se cstablezca (técnica « up-and-down », etc.)

Sensibilidad mecdanica (friccion)

Colocar la espiga de porcelana sobre la muestra de ensayo y colgar el peso. Al realizar el ensayo, las
marcas dejadas por la esponja sobre el plato de porcelana deben ser transversales respecto a la direccion
del movimiento. Comprobar que la espiga reposa sobre la muestra, que la cantidad de sustancia
sometida a ensayo sea suficiente y que el plato se deslice correctamente sobre la espiga, es decir, que
realice un movimiento de vaivén sobre una distancia de 10 milimetros en cada direccion y en 0,44
segundos. Utilizar cada parte de la superficie del plato Unicamente para un ensayo.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2

RESULTADOS

Interpretacion de los resultados

Los ensayos pueden interrumpirse en cuanto se obtenga un resultado positivo en uno de ellos.

Evaluacién

En principio, se considera que una sustancia o un preparado presentan un peligro de explosion en el
sentido de la Directiva si:

a) se produce una explosion (es decir, si el tubo estalla en tres o mas pedazos) dentro del nimero fijado
de ensayos de sensibilidad térmica,

o si,

b) se produce una explosion (la inflamacion equivale a una explosion}, por lo menos una vez, durante
los seis ensayos realizados con el aparato de choque indicado, o si la muestra es mas sensible que el
m-dinitrobenceno al realizar otro ensayo por choque distinto,

o si,

¢) se produce una explosion (la deflagracion o la inflamacion equivalen a una explosion), por lo menos
una vez, durante los seis ensayos realizados con el aparato de friccion indicado, o si la muestra es mas
sensible que el 1,3-dinitrobenceno al realizar otro ensayo por friccion distinto.

INFORME

Informe del ensayo
se procurara incluir lo siguiente:

— identidad, composicion, pureza, grado higrométrico, etc., de la sustancia o preparado que se somete
a ensayo,

— forma fisica de la muestra; precisar si ha sido tamizada o no,

— observaciones durante los ensayos (tipo de reaccion, chispas, llama, explosion, niimero de
fragmentos, etc.),

— resultados de cada ensayo,

— si se ha utilizado otro aparato, indicar las justificaciones cientificas de dicha utilizacion, asi como las
pruebas de correlacion entre los resultados obtenidos con el aparato prescrito y los obtenidos con
aparatos equivalentes,

— cualquier observacion que se considere util, por ejemplo, referencia a ensayos realizados con
productos similares, que puedan ser significativos para una interpretacion correcta de los resultados.

Interpretacion y evaluacion de los resultados

El informe debe tener en cuenta los resultados que se consideren erroneos, anormales o no
representativos. Cuando se rechace un resultado, se facilitara una explicacion y se indicaran los
resultados del ensayo sustitutivo o complementario.

A vecesel resultado puede estar falseado debido a la forma fisica o a la naturaleza volatil de la sustancia o
del preparado durante el ensayo; en tal caso, es conveniente conocer el resultado que se obtendria si la
sustancia o el preparado se utilizaran en su forma comercial. Para ello se puede proceder a ensayos
distintos. Si, finalmente, un resultado anormal no pudiera explicarse con otros métodos, se debera
aceptar como efectivo y utilizarlo para clasificar la sustancia o preparado en consecuencia.
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Apéndice

Ejemplo de especificacion de equipo
(1) Especificacién n® 1.0336.505 g, de conformidad con DIN 1623, hoja 1
(2) Especificacion ne 1.4873, de conformidad con la hoja « Stahl-Eisen-Werkstoff » 490-52.
(3) Especificacion n° 1.3817, de conformidad con la hoja «Stahl-Eisen-Werkstoff » 490-52.
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Figura 2

(dimensiones en milimetros)
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Figura 3b
Material: laton
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1.1

1.2.

1.3.

14.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.15. AUTOINFLAMABILIDAD (DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE
AUTOINFLAMABILIDAD DE LOS LIQUIDOS VOLATILES Y DE LOS GASES)

METODO

Introduccién

Es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la autoinflamabilidad de la sustancia. El
procedimiento de ensayo que aqui se describe es aplicable a las sustancias gaseosas y liquidas volatiles ya
sus vapores, las cuales, en sus formas comerciales, se puedan inflamar en presencia de aire mediante una
superficie caliente. La temperatura de autoinflamacion puede reducirse considerablemente debido a la
presencia de impurezas cataliticas.

Dcfiniciones y unidades

Elgrado de autoinflamacién se expresa en términos de temperatura de autoignicion. La temperatura de
autoignicidn es la temperatura mas baja a la que se inflama la sustancia de ensayo, en presencia de aire y
en las condiciones definidas por el método de ensayo.

Sustancias de referencia

No se especifican.

Principio del método

La autoinflamabilidad de los gases y vapores se determina por medio del aparato descrito en la norma
CEI 79-4.

Criterios cualitativos

La reproducibilidad varia segiin el intervalo de temperatura de autoencendido y el método de ensayo
utilizado: maximo +5°C.

La sensibilidad depende del método de ensayo utilizado.

La especificidad depende del método de ensayo utilizado.

Descripcién del método

Equipo

El aparato se describe en el método que se indica en ¢l punto 1.6.3.

Condiciones del ensayo

Se somete a ensayo una muestra de la sustancia de ensayo segin el método indicado en el punto 1.6.3.

Desarrollo del ensayo

Ver normas CEI 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78 y BS 4056.
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RESULTADOS

Registrar la temperatura de ensayo, la presion atmosférica, la cantidad de muestra utilizada, el intervalo
de tiempo que transcurre hasta que se produce la inflamacion.

INFORME

Se procurara incluir lo siguiente:

— la indicacion precisa de la sustancia (identificacion e impurezas),
— cantidad de muestra utilizada, presion atmosférica,

— resultados de las medidas (temperaturas de ensayo, resultados relativos a la inflamacion, los
intervalos de tiempo correspondientes),

— cualquier observacién complementaria que pueda ser Gcil para la interpretacion de los resultados.

BIBLIOGRAFIA

Ninguna.
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A.16. AUTOINFLAMABILIDAD (SOLIDOS — DETERMINACION DE LA TEMPERATURA

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.1.1.

RELATIVA DE INFLAMACION ESPONTANEA)

METODO

Introduccion

Las sustancias explosivas y las sustancias que se inflaman en contacto con el aire a temperatura ambiente
no deben someterse a este ensayo.

El objetivo del ensayo es proporcionar datos preliminares sobre la inflamabilidad espontdnca de las
sustancias solidas a altas temperaturas.

Si el calor producido, bien por una reaccion de la sustancia con ¢! oxigeno, bien por descomposicion
exotérmica, no se disipa bastante rapidamente en el ambiente, el autocalientamiento ocasiona la
inflamacion espontanea. La inflamacién espontanea se produce, en consecuencia, cuando la velocidad
de generacion de calor sobrepasa la velocidad de disipacion.

El procedimiento es util como ensayo de seleccion preliminar para las sustancias solidas. Teniendo en
cuenta la naturaleza compleja de la inflamacion y de la combustion de los solidos, la temperatura de
inflamacion espontinea determinada segn este método solo debe servie para hacer comparaciones.

Definiciones y unidades

La temperatura de inflamacion espontanea tal como se determina por este método es la temperatura
ambiente minima, expresada en grados centigrados ( C) a la que se inflama espontancamente cierto
volumen de una sustancia en condiciones definidas.

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método

Colocar un volumen definido de la sustancia de ensayo en un horno, a temperatura ambiente ; registrar
la curva de temperatura-tiempo en cl centro de la muestra, elevando la temperatura hasta 400°C a razon
de 0,5°C por minuto. La temperatura del horno a la que la temperatura de la muestra alcanza los 400°C
por autocalentamiento, es la que, a fines del presente ensayo, se denomina temperatura de inflamacion
espontanea.

Criterios cualitativos

No se indican.

Descripcion del método

Equipo
Horno

Un horno de laboratorio con temperatura programable (volumen: unos 2 litros) equipado con una
circulacion natural de aire y una valvula de explosion. Se debe evitar que los gases de descomposicion
entren en contacto con las resistencias eléctricas para evitar cualquier peligro de explosién.
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Cubo de tela de alambre

Cortar, siguiendo el modelo de la figura 1 (ver Apendice) un pedazo de tela metalica de acero inoxidable
con una malla de 0,045 milimetros. Doblar la tela metalica y sujetarla con alambre para formar un cubo
abicerto por la parte superior, es decir, sin tapa.

Termopares

Termopares apropiados.

Registro

Cualquier registro de dos canales, marcado en el intervalo de 0 600 C o a una rension correspondiente.

Condiciones del ensavo

El ensayo se efectua con las sustancias en su forma comercial,

Desarrollo del ensayo

ILenar ¢l cubo con la sustancia de ensayo. Comprimir con cuidado y anadir sustancia hasta llenar por
completo ¢l cubo. Suspender la muestra en el centro del horno a temperatura ambiente. Colocar un
termopar en ¢l centra del cubo y otro entre el cubo y la pared del horno para registrar la temperatura de
este ultimo.

Las temperaturas del horno y de Ja muestra se registran continuamente clevando la temperatura del
horno hasta los 400 °C o hasta el punto de fusion del solido, si este valor es menor, a razon de 0,5 C por
nminuto.

Cuando la sustancia se inflame, el termopar colocado en la muestra indicara una subida muy fuerte de la
temperatura en relacion a la temperatuea del horno.

RESULTADOS

La temperatura del horno a la que la temperatura de la muestra alcanza los 400 C por
autocalentamiento es significativa para fa evaluacion {ver figura 2 en ¢l Apendice).

INFORME

Se procurara inchair lo siguiente:

— descripcion de la sustancia de ensayo,

— resultados de las medidas, incluida la curva de temperatura-tiempo,

— todas las observaciones complementarias que sean atiles para la interpretacion de los resultados.

BIBLIOGRAFIA

Ninguna,
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Figura 1

Modelo de cubo de ensayo de 20 milimetros
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A.17. PROPIEDADES COMBURENTES

METODO

Introduccion

Es conveniente disponer de una informacion completa sobre las propiedades comburentes y la posible
toxicidad de la sustancia antes de proceder al ensayo.

Este ensavo no es aplicable a los liquidos, a los gases, a las sustancias explosivas o ficilmente
inflamables, a los peroxidos organicos y a las sustancias solidas que puedan fundirse en la condiciones de
ensayo.

Este ensayo es inadecuado cuando el examen de la estructura quimica establece, sin lugar a dudas, que la
sustancia o el preparado no pueden tener una reaccion exotérmica con un combustible.

Para ascgurarse de que en este ensayo no hay que tomar precauciones concretas, debe efectuarse una
prucba prehiminar.

Definiciones y unidades

Tiempo de combustion: tiempo de reaccion, expresado en segundos, tomado desde que se inicia en la
zona de reaccion hasta que se propague a través de la pila, segun el procedimiento descrito en el punto
1.6.

Velocidad de combustion: expresada en milimetros por segundo.

Velocidad maxima de combustion : el valor mas elevado entre las velocidades de combustion obtenidas
en muestras que contengan desde un 10 a un 90 % de comburente.

Sustancias de referencia

Como sustancia de referencia se utiliza nitrato de bario (de grado analitico) tanto para el ensayo como
para ¢l ensayo preliminar,

Tambi¢n puede utilizarse ¢l dicromato de potasio en el ensayo preliminar.
Deben tomarse precauciones especiales al manipular el dicromato de potasio.

La muestra de referencia esta compuesta por nitrato de bario y celulosa en polvo, preparada segun lo
indicado en ¢l punto 1.6 y con la velocidad de combustion maxima (se trata, generalmente, de una
muestra con un 60 % en peso de nitrato de bario).

Principio del método

Por razones de seguridad se procede a un ensayo preliminar. Este ensayo sera, por si solo, suficiente si
durante ¢l mismo se observa que la sustancia o ¢l preparado tienen propiedades oxidantes. En caso
contrario, la sustancia o ¢l preparado deberan someterse a un nuevo y completo ensayo.

Para efectuar este segundo ensayo se mezclan, en proporciones variables la sustancia a ensayar y un
combustible definido. Con cada una de las mezclas se forma una pila y, sucesivamente, se inflaman por
un extremo. La velocidad maxima de combustion se compara con la velocidad maxima de combustion
de la mevela de referencia.

Criterios cualitativos

Cualquicr método de trituracion y de mezclas que deba emplearse sera valido siempre que la diferencia
entre li velocidad maxima de combustion v la media aritmética, en los seis ensayos, no sobrepase el
10 %.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

Descripcion de método

Ensayo preliminar

Se toma la sustancia tal y como se comercializa, se seca y se mezcla toscamente con celulosa o con serrin
seco, en una proporcion en peso de 2 a 1. Con la mezcla se forman pilas conicas de 3,5 centimetros de
diametro de base y 2,5 centimetros de altura, llenando sin comprimir un objeto cénico apropiado (por
ejemplo, un embudo de laboratorio de cristal con el vértice tapado).

La pila se coloca sobre una superficie fria no absorbente ni conductora. La fuente de ignicién esta
compuesta por un hilo metalico inerte de platino o niquel (que pueda calentarse, aproximadamente, a
unos 1 000°C), situado mas o menos 1 milimetro por encima de la superficie de ensayo y que atraviesa la
base de la pila conica. El ensayo debe realizarse bajo una campana extractora (ver punto 1.6.3).

La fuente de ignicion debe permanecer encendida durante el ensayo. Se observan y se anotan la
intensidad y la duracién de la reaccion.

Si la reaccion es intensa se considerara que la sustancia o el preparado son oxidantes.

Cuando existan dudas respecto al resultado, sera necesario efectuar ¢l ensayo completo que se describe a
continuacion.

Preparaciones
Sustancia de ensayo

La muestra se trata con el fin de obtener una granulometria inferior a 0,125 milimetros. Se toma la
sustancia tal y como se comercializa y se tamiza. La parte que quede se tritura y se tamiza de nuevo,
repitiendo la operacion hasta que toda la muestra haya pasado por el tamiz.

Para triturar y tamizar puede utilizarse cualquier método, siempre que se mantengan los criterios de
calidad requeridos.

Antes de hacer la mezcla se desecara la muestra a 105°C hasta peso constante. Si la temperatura de
descomposicion de la sustancia es inferior a 105°C, se secara a una temperatura inferior.

Combustible

El combustible es celulosa en polvo, del tipo utilizado tanto en cromatografia en capa fina como en
columna. Se considera adecuada una celulosa en la que la longitud de mas del 85 % de las fibras esté
comprendida entre 0,020 y 0,075 milimetros. El polvo de celulosa se tamiza con una malla de 0,125
milimetros.

Antes de preparar la mezcla secar la celulosa a 105°C hasta peso constante.

Sien el ensayo preliminar se utiliza serrin, se elegira un serrin de madera tierna y se pasara por un tamiz
de 1 600 micrometros, mezclandolo y secandolo, después, a 105°C durante cuatro horas en capas de
menos de 25 milimetros de espesor. Una vez enfriado se debe guardar en un envase estanco, llenandolo
sin dejar ningan vacio. El serrin debe utilizarse dentro de la 24 horas siguientes al secado.

Mezclas

Preparar mezclas de comburente y de celulosa que contegan de un 10 a un 90 % de comburente por cada
incremento del 10 %. Para los casos limites utilizar mezclas intermediarias para determinar la velocidad
maxima de combustion con mas precision.
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1.6.2.4.

1.6.3.

Nota
1.as mezclas de comburente y celulosa potencialmente explosivas deberan manipularse con prudencia.

Se forma la pila con ayuda de un molde metalico de seccion triangular de 250 milimetros de longitud, 10
milimetros de altura interior y 20 milimetros de anchura interior. Alrededor de este molde se coloca un
marco metalico que sobrepase en 2 milimetros ¢l borde superior de la seccion angular (ver figura en el
Apéndice). Llenar el molde con abundante mezcla, sin comprimirla. Después de haber dejado caer una
vez el molde desde una altura de dos centimetros sobre una superficie dura eliminar la materia sobrante
por medio de una espatula sostenida oblicuamente. Quitar entonces el marco metalico ¢ igualar la
supcrficdic del polvo con ayuda de un rodillo. Colocar una placa no combustible sobre el molde, volteary
desmoldar.

Fuente de ignicion

Utilizar la llama de un quemador de gas o un hilo de platino calentado eléctricamente a 1 000 'C.

Condiciones del ensayo
Disponer la pila bajo una campana en sentido perpendicular a la corriente de aire.

Durante el ensayo la velocidad de aspiracion debe ser constante y justo suficiente para evitar que los
humos se expandan por el laboratorio. Delante del aparato se coloca un cortaviento.

Dadas las propiedades higroscopicas de la celulosa y de las sustancias a ensayar, el ensayo debe
cfectuarse lo mas rapidamente posible.

Aplicar la llama o el hilo de platino incandescente a un extremo de la pila. Medir el tiempo de reaccion
sobre 200 milimetros después de que la zona de reaccion haya recorrido una distancia de 30 milimetros.

Flensayo se realiza con la sustancia de referencia. A continuacion se efectua el ensayo, por lo menos una
vez, con cada una de las mezclas de sustancia a ensayar y celulosa.

Si se observa una velocidad mixima de reaccion significativamente mayor que la de la sustancia de
referencia, puede detenerse ¢l ensayo; si no es asi, se repetira de nuevo cinco veces con las tres mezclas
que hayan dado las velocidades de reaccion mas elevadas.

RESULTADOS

Por razones de seguridad, la velocidad maxima de reaccion, en lugar de la media de velocidades, sera la
que determine las propiedades comburentes caracteristicas de la sustancia examinada.

En la evaluacion de una mezcla dada s6lo se considerara la velocidad de combustion mas elevada medida
durante los seis ensayos.

Representar graficamente la velocidad de combustion mas elevada de cada mezcla en funcion del
contenido en comburente.

Deducir del grafico la velocidad maxima de combustion.

Las seis velocidades de combustion medidas para la mezcla que ha dado la velocidad maxima de
combustion, no deben diferir en mas de un 10 % de la media aritmética. En caso contrario, se deberan
mejorar los métodos de trituracion y mezcla.

Comparar la velocidad maxima de combustion obtenida con la velocidad maxima de combustion de la
mezcla de referencia (ver punto 1.3).
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3.1.

3.2,

INFORME

Informe del ensayo

Se

procurara incluir lo siguiente:

descripcion de la sustancia de ensayo,

cualquier tratamiento a que se haya sometido la muestra (por ejemplo, triturado, secado),
los resultados de las medidas,

el tipo de reaccion (por ejemplo: combustion rapida superficial, combustion a través de toda la
masa, cualquier observacion que se refiera a los productos de combustion, etc.), .

cualesquiera otras observaciones que resulten de utilidad para la interpretacion de los resultados,
incluida una descripcion de la intensidad (llama, chispa, humo, lente incandescente, etc.) y la
duracion aproximada de la reaccion observada durante el ensayo preliminar para la sustancia y la
sustancia de referencia.

Interpretacién de los resultados

Se considerara que una sustancia es comburente si:

a)

b)

hay una reaccién intensa en el ensayo preliminar;

si durante el ensayo la velocidad maxima de combustion es superior o igual a la de la mezcla de
referencia formada por celulosa y nitrato de bario.

BIBLIOGRAFIA

Ninguna.
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Apéndice

Figura

Molde y accesorios necesarios para formar las pilas

(todas las dimensiones expresadas en milimetros)
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A.

PARTE B: METODOS DE DETERMINACION DE LA TOXICIDAD

INTRODUCCION GENERAL: PARTE B
INTRODUCCION
Ver la introduccion general.
DEFINICIONES

i) La toxicidad aguda incluye los efectos desfavorables que se manifiestan durante un periodo
dado (habitualmente 14 dias) después de 1a administracion de una dosis tinica de sustancia.

i) La DI, (dosis letal media) es la dosis Ginica que, estadisticamente, es la causa de la muerte del
50 % de los animales a los que se les ha administrado la sustancia. El valor de la DLgj se expresa
en peso de sustancia de ensayo por peso de los animales sometidos al experimento (miligramo
por kilo).

i) La CLg, (concentracion letal media) es la concentracion de una sustancia que, estadisticamen-
te, es la causa — durante una exposicion o después de ésta, en un plazo definido — de la muerte
del 50 % de los animales expuestos a la misma durante un periodo determinado. El valor de la
CL; se expresa en peso de sustancia de ensayo por volumen standard de aire (miligramo por
litro).

iv)  Elnivel sin efectos téxicos esta representado por la dosis o el nivel de exposicion maximo que
no produce ningun efecto desfavorable detectable durante el experimento.

v)  la toxicidad subaguda/subcronica incluye los efectos desfavorables que aparecen en los
animales de laboratorio cuando reciben dosis diarias de una sustancia o cuando estan
expuestos diariamente a la misma durante un periodo de tiempo breve, en comparacion con sus
expectativas de vida.

iv) la dosis maxima tolerable (DMT) es el nivel mas alto de dosis que, en el experimento en que se
haya empleado, haya producido signos de toxicidad sin por ello alterar de forma importante la
supervivencia de los animales, por ejemplo, en un estudio de carcinogénesis, efectos distintos a
la aparicion de tumores.

vit) La irritacion cutanea es la produccion de modificaciones cutaneas reversibles de naturaleza
inflamatoria que aparecen después de la aplicacion de una sustancia.

viit) La frritacion ocular es la produccion de modificaciones oculares reversibles que aparecen
despues de la aplicacion de la sustancia sobre la superficie anterior del ojo.
P

ix) La sensibilizacion de la piel (dermatitis alérgica de contacto) es una reaccion cutanea de origen
inmunologico a una sustancia.

EVALUACION E INTERPRETACION

Existen limites para la extrapolacion directa al hombre de los resultados obtenidos mediante la
experimentacion animal y los obtenidos in vitro; hay que tenerlo en cuenta al evaluar e interpretar
los ensayos de toxicidad.

Los datos relativos al hombre, cuando sean disponibles, se consideran mas idoneos para determinar
los efectos potenciales de las sustancias quimicas sobre la poblacion humana.

MUTAGENESIS (incluidos los ensayos de diagnostico precoz de la carcinogénesis)

Para la evaluacion preliminar del potencial mutagénico de una sustancia es preciso disponer de
informacion suficiente sobre dos efectos finales, a saber, la muracion génica y las aberraciones
Cromosomicas.

Estos dos tipos de efectos finales se evalian por medio de los siguientes ensayos:

i) ensayos basados en la aparicion de mutuaciones génicas (puntuales) en las células procariotas
tales como la Salmonella typhimurium; se puede utilizar tambien la Escherichia coli. La
cleccion entre estos dos organismos puede venir determinada por la sustancia de ensayo;
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i) ensayos basados en la produccién de aberraciones cromosomicas en células de mamiferos
cultivadas in vitro; también se puede operar in vivo (ensayo del micronicleo o anilisis de las
células de la médula 6sea en el estadio de la metafase).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

La toxicologia es una ciencia experimental en pleno progreso y existe bibliografia abundante sobre
cada tema. En las lineas directrices de la Organizacion de Cooperacién y Desarrollo Econémico
(OCDE) se puede encontrar una informacion muy completa.

Observaciones complementarias
Cuidados que hay que prestar a los animales

Al proceder a experimentaciones toxicoldgicas, es esencial efectuar controles rigurosos de las
condiciones ambientales y utilizar técnicas de cuidados apropiadas para los animales.

i) condiciones de alojamiento

Las condiciones ambientales de los locales o recintos donde se lleve a cabo la experimentacion
deben ser lo mas adecuados para la especie que se utiliza. Para los roedores la temperatura del
local debe ser de 22°C (£ 3°C) y la humedad relativa de 30 2 70 % ; para los conejos y cobayas,
la temperatura debe ser de 20°C (£3) y la humedad relativa de 30 a 70 %.

Algunas técnicas experimentales son particularmente sensibles a los efectos de la temperatura;
en tales casos, en la descripcion del método se incluyen indicaciones detalladas sobre las
condiciones idoneas. En todas las investigaciones sobre los efectos toxicos deben vigiliarse y
registrarse la temperatura y la humedad y consignar las medidas en el informe final del estudio.

Cuando se utiliza alumbrado artificial, haya que alternar, normalmente, 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Los datos relativos al programa de alumbrado deberan registrarse y
consignarse en el informe final del estudio.

En los informes sobre las experiencias con animales es importante indicar el tipo de jaula
utilizada asi como el nimero de animales alojados en cada una, tanto durante la exposicion a
las sustancias quimicas como durante el periodo de observacion que le sigue.

ii)  alimentacion

El alimento debe responder a todas las exigencias alimenticias de la especie sometida a
experimentacion. Cuando se incorporan sustancias al alimento de los animales, puede
reducirse el valor nutritivo del alimento si se da una interacciéon entre la sustancia y los
componentes alimenticios.

Al interpretar los resultados del ensayo debe considerarse la posibilidad de tal interaccion.

Las impurezas contenidas en la dieta alimenticia cuya influencia en la toxicidad esté probada,
deberan estar presentes en una concentraciéon que no pueda interferir en el ensayo.
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1.3.

1.5.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 1. TOXICIDAD AGUDA POR VIA ORAL

METODO

Introduccion

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método de ensayo

Se administran oralmente, cebandoles, dosis crecientes de la sustancia de ensayo a varios lotes de
animales de laboratorio, utilizandose una sola dosis por lote. Se observan a continuacion los efectos yla
mortalidad debidos a la sustancia. Se realiza la autopsia a los animales que mueren durante la prucba asi
como a los que sobreviven al final del experimento. Este método esta esencialmente destinado a los
estudios practicos sobre los roedores.

Criterios cualitativos

Ninguno.

Descripcion del método de ensayo

Preparaciones

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para el
experimento por lo menos durante los § dias anteriores. Antes de comenzar el ensayvo, se reparten al azar
los animales jovenes adultos y sanos entre los diferentes lotes del experimento.

Si es necesario la sustancia de ensayo se disuelve o se pone en suspension en un vehiculo adecuado. Se
recomienda utilizar una solucién acuosa siempre que sea posible, sino, se puede utilizar una solucion en
acette vegetal y, eventualmente, una solucion en otros vehiculos o una suspension. En lo que se refiere a
los vehiculos no acuosos, debe conocerse o determinarse su toxicidad antes o durante el ensayo.
Normalmente, en lo que se refiere a los roedores, el volumen no debe sobrepasar los 10 mililitros por
kilogramo de peso corporal, salvo que sean soluciones acuosas ¢n las que se pueden utilizar hasta 20
mililitros por kilogramo. La variabilidad del volumen de ensayo debe minimizarse ajustando la
concentracion, de forma que se garantice un volumen constante para todas las dosis estudiadas.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio
Salvo contraindicacion, la rata es la especie mas idonea.

Es preciso utilizar cepas de laboratorio corrientes. Para cada sexo, la diferencia de peso entre los
animales utilizados en ¢l ensayo no debe exceder de + 20 % del valor medio apropiado.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Numero y sexo

Para cada dosis se utilizaran al menos diez roedores (5 hembras y § machos). Las hembras deberan ser
nuliparas y no gravidas.

Dosis

La dosis deben ser en numero suficiente, al menos tres, y espaciadas adecuadamente para producir lotes
y P
que presenten un intervalo de efectos toxicos y de tasas de mortalidad. Los resultados deben ser

suficientes para que se pueda trazar una curva dosis/respuestas y, si fuera posible, permitir una
determinacion valida de la DL,

Prueba limite

En un lote tratado (3 animales por sexo), se obtiene una estimacion adecuada del potencial de roxicidad
oral aguda, en la mayor parte de los casos y siempre que no se haya observado mortalidad debida a la
sustancia, en los 14 dias siguientes a la administracion de una dosis de 5 000 miligramos por kilogramo.

Periodo de observacion

El periodo de observacion debe ser por lo menos de 14 dias. No obstante, su extension no debe fijarse de
forma 1 zida, sino que debe determinarse en funcion de las reacciones de toxicidad, de su velocidad de
aparicion y de la duracion del periodo de recuperacion; por lo tanto en caso de necesidad puede
prolongarse. Es importante el momento en ¢l que aparecen y en el que desaparecen los sintomas de
toxicidad, asi como el momento de la muerte, sobre todo si en la sustancia se observa una tendencia a
causar una muerte retardada.

Procedimiento

Los animales deben estar en ayunas antes de administrarles la sustancia. En ¢l caso de la rata, debe
privirsela de alimento durante la noche que precede a la administracion de la sustancia; para los
animales que tienen un metabolismo mas rapido es conveniente acortar el periodo de ayuno; el agua no
sera racionada. Al dia siguiente, se deben pesar los animales antes de administrarles la sustancia de
ensayo y cebarlos a razén de una dosis tnica por lote. Si no es posible administrar la sustancia en una
dosis Unica, se administrara en fracciones mas pequenas durante un periodo inferior a 24 horas. Después
de administrarles la sustancia, se puede todavia dejar sin alimento a los animales durante 3 0 4 horas. Si
la dosis se administra en fracciones repartidas a lo largo de cierto lapso de tiempo, puede resultar
necesario alimentar y hacer beber a los animales en funcion de la duracion del tratamiento. Una vez se
haya administrado la sustancia, las observaciones se efectuaran y registraran de forma sistematica,
abriendo una ficha individual para cada animal. El primer dia las observaciones deben efectuarse con
frecuencia.

Debera hacerse un examen clinico atento al menos cada dia laborable. Diariamente se haran otras
observaciones, actuando de forma que se reduzca la pérdida de animales para ¢l estudio, por ejemplo,
autopsia o refrigeracion de los animales muertos, asi como aislamiento o sacrificio de los animales
débiles o moribundos. La observacion diaria debe concretarse, entre otras cosas, en las modificaciones
de la piel y del pelo, de los ojos, de las mucosas, del aparato respiratorio, del sistema circulatorio, de los
sistemas nerviosos auténomo y central, de la actividad somato-motriz y del comportamiento. Deben
observarse con especial atencion los temblores, convulsiones, la salivacion, las diarreas, el letargo, el
suefio y ¢l coma. El momento de la muerte debe registrarse con la mayor precision posible.

Se hara la autopsia a los animales que mueran durante el experimento y, al final del mismo, a los que
hayan sobrevivido. Deben registrarse todas las modificaciones patologicas macroscopicas. Si es
necesario se extraeran tejidos para un examen histopatologico posterior.

RESULTADOS

Los datos deberan inventariarse en un cuadro que indique, para cada lote del experimento, el numero de
animales al principio del ensayo, el momento de la muerte de cada animal, el nimero de animales que
presentan otros sintomas de toxicidad, la descripcion de los efectos toxicos y los resultados de la
autopsia. El peso de cada animal debe determinarse y registrarse poco tiempo antes de la administracion
de la sustancia, después, una vez por semana y en el momento de la muerte. Las variaciones de peso
deben calcularse y registrarse cuando la supervivencia del animal supere un dia. La DLy, puede
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3.1.

3.2,

determinarse mediante un método reconocido. La evaluacion de los resultados debe incluir la relacion
que exista entre la exposicion de los animales a la sustancia de ensayo y la incidencia de todas las
anomallas asi como su gravedad, incluidas las anomalias de comportamiento y clinicas, las lesiones
macroscopicas, los cambios de peso corporal, la mortalidad y demas efectos toxicos.

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.,
condiciones experimentales,
dosis (indicando las concentraciones y, en su caso, el vehiculo),

cuadro de los datos, respuestas por sexo y por dosis (nimero de animales moribundos, nimero de
animales con sintomas de toxicidad, nimero de animales expuestos),

momento de la muerte después de la administracién de la dosis,
resultados de las observaciones diarias,

valor de la DL, para cada sexo, determinado el decimocuarto dia (indicando con precision el
método de calculo),

intervalo de confianza estadistica de 95 % para la DLy,

curva dosis/mortalidad e inclinacién de esta curva (cuando el método de calculo lo permita),
resultados de la autopsia,

comprobaciones histopatégicas,

discusion de los resultados,

interpretacion de los resultados.

Evaluacién ¢ interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccién general, parte B (punto D).
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B. 2. TOXICIDAD AGUDA POR INHALACION

1. METODO

1.1. Introduccién
Ver introduccion general, parte (punto A).

1.2. Definicion
Ver introduccion general, parte B (punto B).

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.

1.4, Principio del método de ensayo
Se exponen varios lotes de animales de laboratorio a la sustancia de ensayo a concentraciones crecientes
durante un periodo determinado, utilizandose una sola concentracion por lote. Se observan a
continuacion los efectos y la mortalidad debidos a la sustancia. Se realiza la autopsia a los animales que
mueren durante ¢l experimento asi como a los que, al final del mismo, hayan sobrevivido.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método

.

1.6.1 Preparaciones
Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para el
experimento por lo menos durante los cinco dias anteriores al mismo. Antes de comenzar el ensayo, se
reparten al azar los animales jovenes adultos y sanos entre los diferentes lotes del experimento. No es
necesario someterles a una exposicion simulada, a menos que lo exija el dispositivo de exposicion
utilizado. Si es preciso, se puede afiadir la sustancia a un vehiculo adecuado para obtener una
concentracion apropiada de ésta en la atmésfera, en cuyo caso, se utilizara un grupo testigo para dicho
vehiculo. Si para facilitar la dosificacion se utiliza un vehiculo u otros aditivos, éstos no deberan
producir efectos toxicos. Pueden utilizarse resultados disponibles ya comprobados, siempre que sean los
apropiados.

1.6.2. Condiciones experimentales

1.6.2.1. Animales de laboratorio

Salvo contraindicaciones, la rata es la especie mas idonea. Es preciso utilizar cepas de laboratorio
corrientes. Para cada sexo, la diferencia de peso entre los animales utilizados en el ensayo no debe
exceder de 20 % del valor medio apropiado.
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1.6.2.2. Niomero y sexo

Para cada nivel de concentracion se utilizaran al menos diez roedores (5 hembras y § machos). Las
hembras deberan ser nuliparas y no gravidas.

1.6.2.3. Concentraciones de exposicion

Las concentraciones deben ser en nimero suficiente, al menos tres, y espaciadas adecuadamente para
producir lotes que presenten un intervalo de efectos toxicos y de tasas de mortalidad. Los resultados
deben ser suficientes para que se pueda trazar una curva concentracién/mortalidad y, si fuera posible,
permitir una determinacion valida de CLqj,.

1.6.2.4. Prueba limirte

Si una exposicion de 5 machos y § hembras a una concentracion de 20 miligramos por litro de un gaso S
miligramos por litro de un aerosol o de particulas durante 4 horas 0 — si ello no fuera posible debido a
las propiedades quimicas o fisicas, incluso explosivas, de la sustancia -—, una exposicion a la
concentracion maxima posible no causa la muerte de ningin animal en 14 dias, no sera necesario
continuar el experimento.

1.6.2.5. Duracion de la exposicion

La duracion de la exposicion debe ser de 4 horas, como minimo.

1.6.2.6. Equipo experimental

Los animales deben estar expuestos a la sustancia por medio de un dispositivo de inhalacion que
produzca una corriente de aire que garantice, por lo menos, 12 renovaciones por hora, un contenido de
oxigeno suficiente y la distribucion uniforme del producto de ensayo en el aire. Si se utiliza una camara
debe estar concebida de forma que se evire, en lo posible, el amontonamiento de los animales y que su
exposicion maxima por inhalacion a la sustancia quede asegurada. Por regla general, para garantizar la
estabilidad de la atmosfera de una camara, el « volumen » total de animales de laboratorio no debe
sobrepasar el 5 % del volumen de la camara de ensayo. También se puede recurrir a un sistema de
exposicion oro-nasal, unicamente de cabeza o de cuerpo entero, en una camara individual; con los dos
primeros tipos de exposicion se evita la absorcion de la sustancia por otras vias.

1.6.2.7. Periodos de observacion

El periodo de observacion debe ser por lo menos de 14 dias. No obstante, su extension no debe fijarse de
forma rigida, sino que debe determinarse en funcion de las reacciones de toxicidad, de su velocidad de
aparicion y de la duracion del periodo de recuperacion; por lo tanto, en caso de necesidad puede
prolongarse. Son importantes el momento en que aparecen y desaparecen los sintomas de toxicidad, asi
como el momento de la muerte, sobre todo si en la sustancia se observa una tendencia a causar una
muerte retardada.

1.6.3. Procedimiento

Poco tiempo antes de la exposicion, se pesan los animales y, a continuacién, se les expone a la
concentracion de ensayo en el equipo descrito, por lo menos durante 4 horas, una vez que se haya
estabilizado la concentracion en la camara. La estabilizacion debe ser rapida. La temperatura durante el
ensayo debe mantenerse en 22°C + 3. Lo ideal seria mantener la humedad relativa entre el 30 y €l 70 %,
pero en algunos casos (por ejemplo con la prueba de aerosoles) ésto puede resultar imposible. Debe
privarse de alimento y de agua a los animales durante la exposicion. Es conveniente utilizar un sistema de
inhalacion que funcione en condiciones dinamicas y que esté provisto de un dispositivo adecuado parael
control analitico de la concentracion, Para determinar las concentraciones de exposicion adecuadas se
recomienda proceder a un ensayo preliminar. El sistema debe permitir crear condiciones de exposicion
estables lo mas rapidamente posible. El caudal del aire debe regularse de forma que las condiciones sean
uniformes en toda la camara de exposicion.
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3.1

Es conveniente medir o vigilar:
a) el caudal de aire (permanentemente);

b) la concentracion real de la sustancia de ensayo en la zona de respiracion. Durante el periodo de
exposicion, la concentracion no debe variar en mas de £ 15 % respectoal valor medio. Sin embargo,
en el caso de polvos o de ciertos acrosoles puede ser dificil conscguir este control, en cuyo caso se
puede aceptar una diferencia mayor. Las sustancias en particulas y en aerosol deben ser analizadas
tan a menudo como sea necesario para determinar (por lo menos una vez) la granulometria de la
particulas;

¢) temperatura y humedad;

d) las observaciones tienen lugar durante y después de la exposicion y se registran sistematicamente ;
debe abrirse una ficha individual para cada animal. El primer dia deben efectuarse con frecuencia las
observaciones. Debera hacerse un examen médico atento al menos cada dia laborable. Diariamente
se hardn otras observaciones complementarias actuando de manera que se reduzca el nimero de
animales perdidos para el estudio, por ejemplo, autopsia o refrigeracion de los animales muertos, asi
como aislamiento o sacrificio de los animales debiles o moribundos.

La observacion diaria debe concretarse entre otras cosas, en las modificaciones de la piel y del pelo,
de los ojos, de las mucosas, del aparato respiratorio, del sistema circulatorio, de los sistemas
nerviosos autonomo y central, de la actividad somato-motriz y del comportamiento. Deben
observarse con especial atencion la respiracion, los temblores, las convulsiones, la salivacion, las
diarreas, ¢l letargo, el suefio y el coma. El momento de la muerte debe registrarse con la mayor
precision posible. El peso de cada animal debera determinarse semanalmente después de la
exposicion, asi como en el momento de la muerte. Se hara la autopsia a los animales que mueran
durante el experimento y al final del mismo, a los que hayan sobrevivido. Deben registrarse,
especialmente, las modificaciones de las vias respiratorias superiores e inferiores y, tambien, todas
las modificaciones restantes. Si es necesario se extraeran tejidos para un examen histopatologico
posterior.

RESULTADOS

Los datos deberan inventariarse en un cuadro que indique, para cada lote del experimento, el numero de
animales al principio del ensayo, el momento de la muerte de cada animal, el nimero de animales que
presentan otros sintomas de toxicidad, la descripcion de los efectos toxicos y los resultados de la
autopsia. Las variaciones de peso deben calcularse y registrarse cuando la supervivencia del animal
supere un dia. La Cly, debe determinarse mediante un método reconocido. La evaluacion de los
resultados debe incluirﬂla relacion que exista entre la exposicién de los animales a la sustancia y la
incidencia de todas las anomalias, asi como su gravedad, incluidas las modificaciones del
comportamiento, las anomalias clinicas, las lesiones macroscopicas, los cambios de peso corporal, la
mortalidad y demas efectos toxicos.

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimentario, etc.;

— condiciones experimentales:
Descripcion del dispositivo de exposicion, incluidos su concepeion, tipo, dimensiones, fuente de aire,
sistema generador de particulas y de aerosoles, método de acondicionamiento del aire y, en su caso,

modalidades de estancia de los animales en la camara.

Debe describirse el equipo utilizado para medir la temperatura, la humedad, asi como la
concentracion y la granulomertria de las particulas y aerosoles.

Datos relativos a la exposicion:

Deben presentarse en forma de tabla, indicando los valores medios asi como una medida de la
variabilidad (por ejemplo desviacion estandar); deben incluir;

a) el caudal de aire a través del dispositivo de inhalacion,

b) temperatura y humedad del aire,
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¢) concentraciones nominales (cantidad total de sustancia de ensayo introducida en el dispositivo de
inhalacién, dividido por el volumen de aire),

d) en su caso, naturaleza del vehiculo,

€) concentraciones reales en la zona de respiracion,
f) dimensiones medias de las particulas,

g) duracion de la estabilizacion,

h) duracion de la exposicion,

— tabla de reacciones, por sexo y por nivel de exposicion (nimero de animales que mueren, nimero de
. animales que presentan sintomas de toxicidad, nimero de animales expuestos),

— momento de la muerte, durante o después de la exposicion,
— resultados de las observaciones diarias,

— valor de CL ara cada sexo, determinado al final del periodo de observacién (indicando con
re 50 P . cte p
precision el método de calculo utilizado),

— intervalo de confianza estadistica de 95 % para la CL,

— curva concentracion/mortalidad e inclinacion de la curva (si el método de calculo lo permite),
— resultados de las autopsias,

— todas las comprobaciones histopalégicas,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacién c interpretacion

Ver introduccién, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 3. TOXICIDAD AGUDA POR VIA CUTANEA

METODO

Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método

Dosis crecientes de la sustancia de ensayo se administran por aplicacion cutinea a varios lotes de
animales de laboratorio, utilizandose una sola dosis por lote. Se observa a continuacién los efectos y la
mortalidad causados por la sustancia. Se realiza la autopsia a los animales que mueren durante el
experimento asi como a los que sobreviven al final del experimento.

Criterios cualitativos

Ninguno.
Descripcion del método

Preparaciones

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para el
experimento por lo menos durante los § dias anteriores. Antes de comenzar el ensayo se reparten al azar
animales jovenes adultos y sanos entre los diferentes lotes del experimento. Unas veinticuatro horas
antes de la prueba se esquila o se rasura el pelo de la region dorsal del tronco de los animales, evitando
cualquier lesion de la piel que pueda modificar su permeabilidad. La superficie que hay que preparar
para la aplicacion de fa sustancia no debe ser inferior al 10 % de la superficie corporal. Cuando se
sometan a ensayo sustancias solidas, deberan pulverizarse previamente y humedecerse con agua o, si es
preciso, con un véhiculo adecuado, para asegurar un buen contacto con la piel. Si se utiliza un vehiculo,
se habra de tener en cuenta su incidencia sobre la penetracion de la sustancia en la piel. Las sustancias
liquidas, generalmente, se aplican sin diluir.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio

Se pueden utilizar ratas o conejos adultos. Se pueden utilizar igualmente otras especies pero en tal caso
hay que justificar su utilizacion. s preciso utilizar cepas de laboratorio corrientes. Para cada sexo, la
diferencia de peso entre los animales utilizados en el ensayo no debe exceder +20 % del valor medio
apropiado.
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1.6.2.2. Nimero y sexo

Para cada dosis se utilizaran al menos diez animales (5 hembras y § machos), con una piel sana e intacta.
Las hembras deberan ser nuliparas y no gravidas. A veces, puede ser justificada la urilizacion de un
nimero menor de animales, sobre todo si se trata de conejos.

1.6.2.3. Dosis

Las dosis deben ser en numero suficiente, al menos tres, y espaciadas adecuadamente para producir lotes
que presenten un intervalo de efectos toxicos y de mortalidad. Al elegir las dosis debe tomarse en
consideracion cualquier efecto irritante o corrosivo. Los resultados deben ser suficientes para que se
pueda trazar una curva dosis/respuestas y, si fuera posible, permitir una determinacion valida de la
DLy,

1.6.2.4. Prueba limite

Sien un ensayo preliminar, la aplicacion de la sustancia, en dosis igual o superior a 2 000 miligramos por
kilogramo sobre la piel intacta de al menos § animales por sexo, no ocasiona ningun efecto letal debido a
la misma, en 14 dias, no sera necesario continuar el experimento con otras dosis.

1.6.2.5. Periodo de observacion

El periodo de observacion debe ser de, al menos, 14 dias. Sin embargo, su extension no debe fijarse de
forma rigida, sino que debe determinarse en funcion de las reacciones de toxicidad, su velocidad de
aparicion y la duracion del periodo de curacion, por lo tanto, puede prolongarse en caso de necesidad. Es
importante ¢l momento en el que aparecen y en el que desaparecen los sintomas de toxicidad, asi como el
momento de la muerte, sobre todo si se observa en la sustancia una rendencia a causar una muerte
retardada.

1.6.3. Procedimiento

Los animales deben estar alojados en jaulas individuales. La sustancia debe aplicarse sobre una
superficie equivalente al 10 % de la superficie total del cuerpo. En el caso de sustancias altamente toxicas
la superficie puede ser menor, pero procurando que al aplicar la sustancia se forme una pelicula lo mas
fina y uniforme posible.

Las sustancias de ensayo deben mantenerse en contacto con la piel por medio de un aposito de gasa y un
esparadrapo no irritante durante 24 horas. Ademas la parte tratada debe estar convenientemente
cubierta para mantener en su lugar el aposito de gasa vy la sustancia e impedir que los animales puedan
ingerir esta ultima. Se pueden utilizar aparatos de contencion para impedir que los animales ingieran la
sustancia, pero no se recomienda una inmovilizacion completa,

Al término del periodo de aplicacion de la sustancia de ensayo, ésta debera eliminarse, preferentemente
con agua o con otro procedimiento de limpieza de la picl.

Las observaciones se registraran sistematicamente a medida que se efectien, abriendo una ficha
individual para cada animal. El primer dia las observaciones deben efectuarse con frecuencia. Deber4
hacerse un examen clinico atento al menos cada dia laborable. Diariamente deberdn hacerse otras
observaciones actuando de manera que se reduzca el numero de animales perdidos para ¢l estudio, por
ejemplo autopsia o refrigeracion de los animales muertos asi como aislamiento o sacrificio de los
animales débiles o moribundos. La observacion diaria debe concretarse, entre otras cosas, en las
modificaciones del pelo, de la piel tratada, de los ojos v de las mucosas, del aparato respiratorio, del
sistema circulatorio, de los sistemas nerviosos autonomo y central, de Ia actividad somato-motriz y del
comportamiento. Deben observarse con especial atencion los temblores, las convulsiones, la salivacion,
las diarreas, el letargo, el suefio y el coma. El momento de la muerte debe anotarse con la mayor precision
posible. Se hara la autopsia a los animales que mueran durante el experimento y al final del mismo, a los
que hayan sobrevivido. Deben registrarse todas las modificaciones patologicas macroscopicas. Si es
necesario se extraeran tejidos para un examen histopatologico posterior.
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RESULTADOS

Los datos deberan inventariarse en un cuadro que indique, para cada lote, el numero de animales al
principio del ensayo, el momento de la muerte de cada animal, el numero de animales que presentan
otros sintomas de toxicidad, la descripcion de los efectos toxicos y los resultados de la autopsia.

El peso de cada animal debe determinarse y anotarse justo antes de la aplicacion de la sustancia, después
de la misma, una vez por semana, y en el momento de su muerte; deben calcularse y registrarse las
variaciones de peso cuando la supervivencia del animal supere un dia. La DL, debe determinarse
mediante un método reconocido.

La evaluacion de los resultados debe incluir la relacién que exista entre la exposicion de los animales a la
sustancia y la incidencia de todas las anomalias, asi como su gravedad, incluidas las anomalias del
comportamiento y las anomalias clinicas, las lesiones macroscopicas, los cambios de peso corporal, los
efectos sobre la mortalidad y cualquier otro efecto téxico.

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.,

— condiciones experimentales (incluido el procedimiento de limpicza de la piel),
— dosis (indicando las concentraciones y, en su caso, el vehiculo),

— tabla de resultados, respuestas por sexo y por dosis (numero de animales que mueren, numero de
animales con sintomas de toxicidad, nimero de animales expuestos),

— momento de la muerte después de administrar la dosis,
— resultados de las observaciones diarias,

— valor de la DL, para cada sexo, determinado el decimocuarto dia, indicando con precision el
método de calculo,

— intervalo de confianza estadistica de 95 % para la DLy, (si es posible determinarlo),
— curva dosis/mortalidad e inclinacion de la curva (si el método de calculo lo permite),
— resultados de la autopsia,

— comprobaciones histopalogicas,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D)
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B. 4. TOXICIDAD AGUDA

IRRITACION DE LA PIEL

1. METODO

1.1, Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

1.2. Definicién

Ver introduccion general, parte B (punto B).

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

Se aplica la sustancia de ensayo, en una dosis inica, sobre la piel de varios animales de laboratorio,
siendo cada uno de ellos su propio testigo. Se observa la importancia de la reaccién de irritacion y se
valora después de un lapso de tiempo determinado; se hara una descripcién detallada con el fin de
permitir una evaluacion completa de los efectos. El periodo de observacién debe ser suficientemente
largo para poder evaluar completamente el caricter reversible de los efectos observados.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método

1.6.1. Preparaciones

Unas.veinticuatro horas antes de la prueba se esquila o se rasura el pelo de la regién dorsal del animal.

Al hacer esta operacion hay que tener cuidado de no arafiar la piel. Sélo deben utilizarse animales que
tengan una piel sana e intacta.

Si se someten a ensayo sustancias sélidas (que, si es necesario, se pueden pulverizar) deben humedecerse
suficientemente con agua o, si es preciso, con un vehiculo adecuado, para garantizar un buen contacto
con la piel. En este ultimo caso, hay que tener en cuenta su incidencia en la irritacion cutinea provocada
por la sustancia de ensayo. Las sustancias liquidas se aplican generalmente sin diluir.

No es necesario someter las sustancias fuertemente acidas o alealinas a un ensayo de irritacién primario

de la piel, debido al caracter previsible de sus propiedades corrosivas. Es innecesario someter a ensayo
las sustancias reconocidas como muy toxicas por via cutinea.

1.6.2. Condiciones experimentales
1.6.2.1. Animales de laboratorio

Aungue puede utilizarse varias especies de mamiferos, la especie mas idonea es el conejo albino.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

Numero de animales

Se utilizan por lo menos tres animales sanos y adultos. Puede resultar necesaria la utilizacion de un
niimero mayor para precisar las respuestas equivocas.

Dosis

Salvo contraindicaciones, se aplicara al lugar clegido un volumen de 0,5 mililitros de sustancia solida o
semisolida. No es necesario un lote testigo. En cada animal, las zonas de piel vecinas no tratadas, sirven
de testigo.

Periodo de observacion

La duracion del periodo de observacion no debe fijarse de forma rigida y, aunque debe ser
suficientemente larga para poder evaluar por completo el caricter reversible o irreversible de los efectos
observados, normalmente no debe superar los 14 dias.

Procedimiento

Los animales deben estar alojados en jaulas individuales. La sustancia debe aplicarse sobre una pequena
superficie de piel (unos 6 centimetros cuadrados) y cubrirse con un aposito de gasa, mantenido en su
lugar con un esparadrapo no irritante. En el caso de liquidos o de algunas pastas puede resultar necesario
extender en primer lugar la sustancia sobre una gasa y después aplicar esta soEre la piel; 1a gasa debe
mantenerse en contacto con la piel por medio de un apésito semioclusivo apropiado durante todo el
periodo de exposicion. La utilizacion de un apoésito oclusivo puede ser necesaria en algunos casos. Hay
que impedir que el animal alcance la gasa y que ingiera o inhale la sustancia.

La duracién de la exposicion es de 4 horas. Si se sospecha que la sustancia puede producir una reaccion
cutinea fuerte (por ejemplo corrosiva) debera reducirse la duracion de la exposicion (por ejemplo, a 1
hora o 3 minutos). Cuando se haya observado una reaccion cutinea pronunciada en un periodo de
exposicion inferior a 4 horas, no sera necesario repetir la experiencia con un periodo de exposicion de 4
horas. Exposiciones mas largas pueden ser indicadas en ciertas condiciones, por ejemplo, modos de
atilizacién y de exposicién previstos para el hombre. Al final del periodo de exposicion debe eliminarse
la sustancia, preferentemente con agua o con un disolvente apropiado, teniendo cuidado de no modificar
ni la respuesta ni la integridad de la epidermis.

Observaciones y valoracion

La observacién de las manifestaciones eritematosas y edematosas asi como su valoracion debe efectuarse
a los 30 y 60 minutos, y a las 24, 48 y 72 horas de haber levantado el aposito. Las reacciones de
irritaciones se registran y valoran segtin la escala que figura en la tabla del apéndice. Otras observaciones
también pueden resultar necesarias para determinar el caracter reversible de las reacciones. Ademas de
estas observaciones sobre la irritacion debera describirse completamente cualquier lesion grave, como la
corrosion (destruccion irreversible del tejido de la piel) o cualquier otro efecto toxico.

RESULTADOS

Los resultados deberan inventariarse en un cuadro que indique, para cada animal, las valoraciones para
el eritema y el edema durante todo el periodo de observacion. También debera registrarse cualquier
lesion grave, una descripcion de la intensidad y naturaleza de la irritacion y de la corrosion, su
reversibilidad y cualquier otro efecto toxico que se observe.
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3.1

3.2

INFORME

Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.,

— condiciones experimentales (incluidas las propiedades fisicoquimicas de la sustancia que sean
oportunas y la técnica utilizada para la preparacion y la limpieza de la piel)

— tabla de resultados sobre la reaccion de irritacion en cada animal y en cada observacién (por ejemplo,

1, 24, 48 y 72 horas después de levantar el aposito),

— descripcidn de cualquier lesion grave observada, incluida la corrosion,

— descripcion de la intensidad y naturaleza de la irritacion observada y cualquier efecto

histopatolégico,
— descripcion de cualquier efecto toxico distinto a la irritacidn de la dermis,
— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluaci6n e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).

Apéndice

TABLA: VALORACION DE LA REACCION CUTANEA

Eritema y escarificacion

Sin eritema
Eritema muy ligero (apenas perceptible)
Eritema bien definido

Eritema moderado a grave
Eritema grave (color rojo violiceo) con ligera escarificacion (lesion en profundidad)

Formacién de un edema

Sin edema
Edema muy ligero (apenas perceptible)

Edema ligero (contorno de la zona edematosa bien definido
por una inflamacion neta)

Edema moderado (inflamacién de aproximadamente 1 mm)

Edema grave (inflamacion de mas de 1 mm que se extiende mas
alla de la region expuesta)

Valor

W N = O



13/Vol. 17

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

111

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 5. TOXICIDAD AGUDA

IRRITACION DE LOS OJOS

METODO

Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccién general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método

La sustancia de ensayo se aplica, en una dosis unica, en uno de los ojos de cada uno de los animales de
laboratorio; el otro ojo se utiliza como testigo. El grado de irritacion se evalha a intervalos
determinados, haciéndose a continuacién una descripcion que permita hacer una estimacion completa
de los efectos. El periodo de observacién debe ser suficientemente largo para poder evaluar
completamente el caricter reversible o irreversible de los efectos observados.

Criterios cualitativos

Ninguno.
Descripcién del método

Preparaciones

Deben examinarse los dos ojos del animal seleccionado provisionalmente para el ensayo durante las 24
horas que preceden al experimento. No se deberan utilizar aquellos animales en los que se observe una
irritacion ocular, defectos oculares o una lesiéon de cornea ya existente.

No es necesario someter al ensayo de irritacion del ojo las sustancias fuertemente alcalinas o acidas
cuyas caracteristicas corrosivas ya hayan sido comprobadas en un estudio de irritacion de la piel o en
otros ensayos.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio

Aunque se hayan utilizado otros animales diferentes, se recomienda efectuar el ensayo en conejos
albinos adultos y sanos.
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1.6.2.2. Numero de animales

Deben utilizarse por lo menos tres animales. Puede resultar necesario utilizar un mayor numero de
animales para precisar las respuestas equivocas.

1.6.2.3. Dosis

Si la sustancia de ensayo es un liquido, se utiliza un volumen de 0,1 mililitros. En cuanto a las sustancias
solidas, pastosas y las sustancias particuladas, la cantidad que se utilice debe tener un volumen de 0,1
mililitro o pesar alrededor de 0,1 gramo (siempre debe anotarse el peso). Si la sustancia es solida o
granulosa debe ser triturada en polvo fino. La medida del volumen de las sustancias particuladas debe ir
precedida de una compresion ligera, por ejemplo, dando golpecitos al recipiente de medida.

1.6.2.4. Periodo de observacion

La duracion del periodo de observacion no debe fijarse de forma rigida y, aunque debe ser
suficientemente largo para poder evaluar el caracter reversible o irreversible de los efectos observados,
normalmente no debe superar los 21 dias, a contar desde la instilacion.

1.6.3. Procedimiento

Los animales deben estar alojados en jaulas individuales. La sustancia de ensayo debe instilarse en el
conducto lacrimal de uno de los ojos de cada animal, después de haber separado delicadamente el
parpado inferior del globo ocular y a continuacién se juntan los parpados con cuidado durante un
segundo mas o menos para evitar que la sustancia salga. El otro ojo no debe sufrir tratamiento y sirve de
testigo. No deben aclararse los ojos de los animales durante las 24 horas siguientes a la instilacion de la
sustancia de ensayo. Si es necesario, puede hacerse un aclarado al final de dicho periodo.

Respecto a las sustancias cuyo caracter irritante quede demostrado en este ensayo, puede examinarse el
poder de irrigacion del 0jo como medio de disminuir su efecto irritante u otros defectos nocivos. En este
caso se recomienda utilizar seis conejos. En tres de ellos se efectuara el aclarado cuatro segundos después
de instilar la sustancia y, en los otros tres conejos, 30 segundos después. En ambos lotes el aclarado
durara 5 minutos y se practicara utilizando un volumen y una velocidad de salida que no produzcan
lesiones.

1.6.3.1. Observaciones y valoracion

Los ojos deben examinarse después de 1, 24, 48 y 72 horas. Si no se manifiesta irritacion alguna al cabo
de 72 horas, se puede poner fin al ensayo.

Puede resultar necesaria una observacion prolongada en caso de dafos persistentes en la cornea o de
cualquier otra irritacion ocular con el fin de determinar la evolucion de las lesiones y su caracter
reversible o irreversible. Ademis de las observaciones relativas a la cornea, al iris y a la conjuntiva, es
conveniente registrar y describir todas las lesiones que se observen. La valoracion de la reaccién ocular
(ver tabla) debe registrarse en cada examen. (La valoracion de las reacciones oculares puede dar lugar a
diversas interpretaciones, no obstante, como ayuda, los laboratorios de investigacion y las personas
encargadas de efectuar o de interpretar las observaciones, pueden recurrir a una guia ilustrada que trate
de las irritaciones oculares.)

Para facilitar el examen de las reacciones, se puede utilizar una lupa binocular, un espéculo, un
biomicroscopio o cualquier otro aparato apropiado. Después de registrar las observaciones efectuadas
en la hora vigesimocuarta, puede proseguirse el examen de los ojos de algunos o de todos los conejos por
medio de fluoresceina.
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3.1

3.2.

RESULTADOS

Los resultados deben inventariarse en una tabla que indique, para cada animal, los indices de irritacion
en el momento de cada observacion fijada, una descripcion del grado y naturaleza de la irritacion, la
presencia de lesiones graves y cualquier otro efecto no ocular que se observe,

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

datos sobre los animales (especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.),

condiciones experimentales (incluidas las propiedades fisicoquimicas de la sustancia que sean
oportunas),

tabla de resultados sobre la reaccion de irritacion o corrosion, en cada animal y en el momento de
cada observacién (por ejemplo 1, 24, 48 y 72 horas),

descripcion de cualquier lesion grave observada,

descripcién del grado y naturaleza de la irritaciéon o de la corrosion observada, incluida su
reversibilidad,

descripcion del método utilizado para evaluar la irritacion después de 1, 24, 48 y 72 horas (por
ejemplo, espéculo, biomicroscopio, fluoresceina),

descripcion de cualquier efecto local no ocular que se observe,
discusion de los resultados,

interpretacion de los resultados.

Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introducciéon general, parte B {punto D).
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Apéndice
TABLA: VALORACION DE LAS LESIONES OCULARES

Cornea

Opacidad : grado de densidad (las observaciones se efectuaran en las zonas mas densas)

Sin ulceracion ni opacidad

Zonas de opacidad (distintas a un ligero empanamiento del brillo normal)
dispersas o difusas, detalles del iris netamente visibles

Zona traslucida facilmente discernible, detalles del iris ligeramente ocultos

Zona nacarada, detalles del iris completamenta invisibles,
dimension de la pupila a penas discernible

Cornea opaca, iris no discernible a través de la opacidad

Iris

Normal

Pliegues netamente mas profundos, congestion, hiperemia pericorneana moderada

o conjuntiva inyectada, cualquiera de estos sintomas o cualquier combinacién de varios de ellos,
el iris contintia reaccionando

a la luz (una reaccion lenta es positiva)

Ausencia de reacciones a la luz, hemorragia, destruccion marcada
(cada uno de los sintomas o todos ellos en conjunto)

Conjuntiva

Enrojecimiento (se aplica a las conjuntivas palpebral y ocular, a la cornea y al iris)

Vasos sanguineos normales

Neta hiperemia de algunos vasos sanguineos (ojos inyectados)

Coloracion purpura difusa, vasos sanguineos individuales dificilmente discernibles
Coloracion roja fuerte y difusa

Quemosis: parpados y/o membranas nictitantes

Sin tumefaccion

Cualquier tumefaccion superior a la normal (incluidas membranas nictitantes)
Tumefaccion evidente con eversion parcial de los parpados

Tumefaccion con parpados medio cerrados

Tumefaccion con parpados casi cerrados

W= O

B WN =
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B. 6. TOXICIDAD AGUDA

SENSIBILIZACION DE LA PIEL

METODO

Introduccion

Ver introduccién general parte B (punto A).

Definicion

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna,

Principio del método de ensayo / método de maximalizacién con el conejillo de Indias

Después de una exposicion inicial a la sustancia de ensayo (periodo de induccién) se somete a los
animales, dos semanas después de la tltima exposicion de induccidn, a una exposicion de aceleracion
efectuada con esta misma sustancia con el fin de establecer si se ha inducido un estado de
hipersensibilidad. La sensibilizacién se determina examinando la respuesta cutanea a la exposicion de
aceleracion.

Criterios cualitativos

Ninguno.
Descripcion del método de ensayo

Preparaciones

Se reparten al azar animales jovenes y sanos (de menos de 1 afio) en lotes tratados y lotes testigo. Antes de
administrar la sustancia se esquila o se rasura el pelo del lomo, procurando no arafar la piel.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio

Se utiliza el conejillo de Indias albino.
Numero y sexo

Se rueden utilizar animales de ambos sexos. Si se utilizan hembras deben ser nuliperas y no gravidas. Se
utilizan 20 animales para el lote tratado y 10, por lo menos, para el lote testigo. Si se utiliza un nimero
menor de animales, se debe justificar la razon.
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1.6.2.3. Dosis

La concentracion de la sustancia se fija en funcion de la concentracion maxima que pueda tolerarse en
cada fase de induccion. La dosis de aceleracion no debe inducir irritacion alguna cutanea en los animales
no sensibilizados. Estas dosis pueden determinarse mediante un estudio preliminar reducido 2 o 3
animales).

1.6.2.4. Periodo dec obscrvacion

Durante el periodo de induccion, se observa Ta piel para controlar los posibles efectos toxicos. Despues
de Ta exposicion de aceleracion se registran las reacciones cutaneas. transcurridas 48 y 72 horas.

1.6.3. Procedimiento

Se pesan los animales antes de la fase de induccion v después de terminar el ensayo. Se rasura ¢l pelo del
lomo. Fl procedimiento consta de dos fases.

1.6.3.1. Induccion
D 0 — grupo tratado

Las invecciones intradérmicas que a continuacion se indican se ponen, por pares, en ¢l lomo, de forma
que una de las inyecciones del par se situe a un lado de la linea media v la otra en el opuesto:

1. 0,1 mililitro de adyuvante completo de Freund (ACF);
2. 0,1 mililitrro de sustancia de ensayo, en un vehiculo si fuera necesario
3. 0.1 mililitro de sustancia de ensayo en ACF.

Lasinyecciones 1y 2se hacen provimas una de la otra y lo mas cerea posible de la cabeza, mientras que Ia
inyeecion 3 se sittia hacia la parte causal de la superficie de ensayo.

Dia 0 — grupo testigo

Las inyecciones intradérmicas siguientes se ponen por pares en los mismos lugares citados:
1. 0,1 mililitro de ACF;

2. 0,1 mililicro de vehiculo solo;

3. 0,1 mililitro de vehiculo en ACF.

Seprimo dix - grupo tratado

Se rasura de nuevo el pelo de la zona de ensayo. Por medio de un vehiculo adecuado se vierte la sustancia
{los liquidos se pueden aplicar directamente; sobre un papel filtro que se aplica sobre la superficie de
€Yo ¥ se mantiene en contacto con la piel mediante un aposito apropiado durante 48 horas.

Septimo dia — grupo testigo

Se ¢himina de nuevo ol pelo de la zona de ensayo. Se aplica salo ¢l vehiculo, sobre la superficie, segun ¢l
mismo metodo, ¥ se mantiene en contacto con la piel mediante un aposito apropiado durante 48 horas.

1.6.3.2. Aceleracion
Vigesimo primer dia

Se rasura el pelo de fos costados de los animales tratados y de los testigos. Se aplica un aposito con
sustancia de ensayo sobre ¢l costado izquierdo de los animales tratados mientras que en el costado
derecho se les aplica un apasito tnicamente con vehiculo. Los pequeiios retazos de tela se mantienen en
contacto con la picl mediante un apdosito apropiado durante 24 horas.

Sc expone al grupo testigo de la misma forma.
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Vigésimo tercer y vigésimo cuarto dia

21 horas después de haber levantado ¢l retazo de tela se limpia y rasura si fuera necesario la superficic
sometida a ensayo.

3 horas mas tarde (48 horas después de comenzar la aplicacién de aceleracion) se observa v registra la
reaccion cutanea.

24 horas después de esta observacion, se procede a una segunda observacion (72 horas) que se registra.

Para precisar los resultados obtenidos en la primera fase de aceleracion, se puede programar una
segunda fase de aceleracion si fuera necesario con un nuevo grupo testigo para el vehiculo, mas o menos
una semana después de la primera prucha.

Observacion y valoracion

Todas las reacciones cutaneas y todas las observaciones no habituales que se derivan de las fases de
induccion y de aceleracion deben registrarse y consignarse en el informe.

RESULTADOS

Los datos deben inventariarse en un cuadro que muestre, para cada animal, las reacciones cutaneas
anotadas en cada observacion.

INFORME

Informe del ensayo

El informe debe incluir lo siguiente:

— cepa de conejillo de Indias utilizada,

— condiciones experimentales,

— namero, edad y sexo de los animales,

— peso de cada animal al comienzo y al final del ensayo,

— cada observacion individual, incluido el sistema de valoracion, si se hubiera utilizado,
— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA
Ver introduccion general, parte B (punto D).
Observaciones

El ensayo de maximalizacion en conejillo de Indias (GPMT) es un ensayo de tipo auxiliar ampliamente
utilizado. Aunque pueden utilizarse otros varios métodos indicados en el apendice, el GPMT se
considera el método (de referencia) mas idoneo para averiguar la capacidad de una sustancia de producir
una reaccion de sensibilizacion cutanea. La sensibilidad y capacidad del método para detectar los
posibles agentes sensibilizantes de la piel humana, se consideran esenciales para establecer un sistema de
clasificacion de la toxicidad aplicable a la sanidad pablica. La cleccion de cualquier otro metodo debe
regirse por criterios que garanticen su validez. Entre tales criterios figura una respuesta previsible a los
alérgenos tipo como el 2,4-dinitroclorobenceno o la p-fenilendiamine, o cualquier otro sensibilizante
potencial elegido en funcion de la clase de sustancia sometida a ensayo.

No existe un método de ensayo tinico que permita identificar de manera correcta todas las sustancias que
pueden, potencialmente, producir una sensibilizacion de la piel humana y que, ademas, sea adecuado
para todas las sustancias,

Algunos factores, tales como las caracteristicas fisicas de una sustancia, incluida su capacidad de
penetrar en la picl, y las formas posibles de contacto con el hombre deben tenerse en cuenta al elegir el
tipo de ensayo. Los ensayos que utilizan conejillos de Indias pueden subdividirse en ensayos de tipo
adyuvante, en los que cualquier estado alérgico se potencia mediante la disolucion o 1a suspension de la
sustancia de ensayo en el adyuvante completo de Freund y en ensayos de tipo no adyuvante. En algunos
casos, puede ser preferible un ensayo en el que se efectue una aplicacion local en lugar de la inyeccion
intradérmica utilizada en el ensayo de maximalizacion en el conejillo de Indias, debiéndose valorar de
nuevo las caracteristicas fisicas de la sustancia de ensayo y las condiciones de una posible exposicion
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humana. Independientemente del método utilizado, la sensibilidad de 1a cepa de los conejos de Indias
utilizada en el ensayo de sensibilidad cutanea debe verificarse a intervalos regulares (6 meses) con ayuda
de sensibilizantes potentes y moderados, conocidos, que conduzcan a un namero satisfactorio de
respuestas positivas.
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Apéndice
Ad E
Ensayo Draizc comy;;::(:‘:;c Optimizagion Buehler cpi:::éyr(\)co fAdyuvan;c
Freund (ACF) Mauer al aire libre raccionado
Especie Conejo de Indias | Conejo de Indias | Conejo de Indias | Conejo de Indias | Conejo de Indias | Conejo de Indias
Via de administracion intradérmica (id) | intradérmica (id) | intradérmica (id) | epicutanea (ec) epicutanea {ec) idy ec
Numero de animales del 20 8—10 10—10 10—20 6—8 10—20
lote de experimental
Numero de lotes experi- 1 1 1 1 1aé 1
mentales
Numero de animales del 20 8—10 10—10 10—20 6—8 10—20
lote testigo
Exposicién de induccion - id id id dérmica dérmica id y dermica
Via
Nimero de exposiciones 10 5 9 3 20021 4
Periddo de exposicion — — 24 h 6 horas cada vez continua 48 horas cada vez
Tipo de aposito — — — cerrado al aire libre cerrado
Lote(s) experimental(es) SE (1) SE en ACF SE en ACF SE SE SE
Lote testigo no solo ACF no no solo vehiculo (v) no
Zona del ensayo costado izquierdo | costado derecho espalda costado izquier- | costado derecho lomo
do
Frecuencia cada 2 dias cada 2 dias cada 2 dias cada 7 dias diariamente 0, 2, 4,7 dias
Duracién 0—18 dias 0—38 dias 0—21 dias 0—14 dias 0—20 dias 0—7 dias
Concentracion 2—10 dos veces | la misma entodas | 0,1 ml de 0,1 % |la mismaentodas|a misma dentro la misma en todas
la de la primera partes partes del lote, diferente partes
de un lote a otro
Exposicion de aceleracion - id dermica id dermica dermica dérmica
Via
Numero de exposiciones 1 2 2 1 2 1
Dias 35 2y35 14y 28 28 2y 35 20
Periodo de exposicion — — 24 h 6h — 24 h
Tipo de aposito — al aire libre — cerrado al aire libre cerrado
Lote(s) experimental(es) SE SE SE SE SE SE
Lote testigo SE SE SE SE SE SE
Zona del ensayo costado derecho | costado izquier- | espalda, otra| costado derecho | costado izquier- lomo
do zona do
Concentracion igual que la pri- 4 diferentes 0,1 ml de 0,1 % jla misma que 4 diferentes la mitad de la uti-
mera para la induccion lizada para la
induccion
Evaluacion (nimero de ho- 24, 48 24, 48,72 24 24, 48 24,48 y/0 72 24, 48
ras después de la exposicion
de aceleracion)

(1) SE =

sustancia de ensayo.
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B. 7. TOXICIDAD SUBAGUDA POR VIA ORAL

1. METODO

1.1. Introduccion

Ver introduccion general, parte B (punto A).

1.2 Definicion

Ver introduccion general, parte B {punto B).

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Se administra diariamente la sustancia de ensayo, por via oral y en dosis crecientes a varios lotes de
animales, a razon de una dosis por lote durante un periodo de 28 dias. Durante el periodo de
administracion, se observa a Jos animales todos los dias con el fin de descubrir los efectos toxicos. Se
practica ls autopsia a los animales que mueren durantc ¢l ensayo v, al final del mismo, a los que hayan
sobrevivido.

1.5. Criterios cualitativos

Ninguno.
1.6. Descripcion del método de ensayo
1.6.1. Preparaciones

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para cl
experimento, por lo menos los cinco dias anteriores al mismo. Antes de comenzar el ensayo, se reparten
al azar animales jovenes y sanos en lotes. Las sustancias de ensayo pueden ser administradas con el
alimento, por cebadura, en cipsulas o con el agua. Las dosis deben administrarse de la misma manera
durante todo el experimento. Si para facilicar la administracion se utiliza un vehiculo u otros aditivos,
estos no deben ser toxicos. Pueden utilizarse los datos ya publicados.

1.6.2. Condiciones experimentales
1.6.2.1. Animales de laboratorio

Salvo contraindicaciones, la rata es la especie mds idonea. Hay que utilizar animales jovenes y sanos de
una cepa de laboratorio corriente; en condiciones ideales la sustancia debe administrarse antes de que
las ratas alcancen las seis semanas; en ningln caso pueden tener mas de ocho semanas. Al principio del
experimento, la diferencia de peso entre los animales utilizados no debe exceder del + 20 % del valor
medio apropiado.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4,

1.6.2.5.

1.6.3.

Nimero y sexo

Deben utilizarse por lo menos diez animales (S hembras y § machos) para cada dosis. Las hembras deben
ser nuliparas y no gravidas. Si se van a sacrificar algunos animales durante el experimento habra que
apadir al nimero de animales la cantidad que se haya previsto sacrificar. Ademas, puede tratarse un lote
satélite de 10 animales (S de cada sexo) con la dosis mas elevada durante 28 dias para observar la
reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de efectos toxicos durante los 14 dias siguientes al
tratamiento.

Dosis

Se utilizan al menos 3 dosis y un testigo. A excepcion de la sustancia de ensayo, los animales del lote
testigo deben ser tratados de la misma forma que los de los lotes de experimento. Si se utiliza un vehiculo
para facilitar la administracion, éste se administrara también a los testigos, procediendo de la misma
forma que con los lotes tratados ; el volumen sera el mismo que se administra al lote tratado con la dosis
mas elevada. La dosis mas elevada debe producir efectos toxicos que no originen (o raramente) la
muerte. La dosis mas baja no debe producir ningin efecto téxico. Si se dispone de datos sobre la
exposicion del hombre, la dosis mas baja administrada debe ser superior a este valor. En condiciones
dptimas, la dosis media debe producir unos efectos toxicos observables minimos. Si se utilizan varias
dosis intermedias, la diferencia entre ellas debe ser suficiente para producir una graduacion de los efectos
toxicos. En los lotes correspondientes a las dosis bajas o intermedias, asi como en ¢l lote testigo, la
incidencia de la mortalidad debe ser baja para que la evaluacion de los resultados sea significativa.

Cuando la sustancia de ensayo se administra con el alimento, s¢ pucde utilizar, o bien una concentracion
alimenticia constante (ppm o mg/kg), o una dosis constante en funcion del peso corporal de los
animales ; debe precisarse el método escogido. En el caso de una sustancia administrada por cehado, las
dosis deben administrarse todos los dias a la misma hora. Las dosis deben adaptarse (semanal o
bisemanalmente) a fin de conservar un nivel de dosis constante en funcion del peso del anmimal.

Prueba limite

Si durante un experimento de 28 dias efectuado segun ¢l método descrito anteriormente, con una dosis
de 1 000 miligramos por kilogramo de peso corporal y por dia o con una dosis mas elevada, en funcion
de una posible exposicion humana (si se conoce), no se descubre ningin efecto toxico, es innecesario
continuar el experimento. Cuando se trata de sustancias de baja toxicidad, administradas con el régimen
alimenticio, es preciso asegurarse de que su cantidad o sus propiedades no interfieren con las exigencias
nutricionales normales.

Periodo de observacion

Se deben observar todos los animales diariamente y registrar los sintomas de toxicidad asi como el
momento de su aparicion, su intensidad y su duracion. Asimismo deben registrarse ¢l momento de la
muerte y el momento cn que aparecen y desaparecen los sintomas de toxicidad.

Procedimiento

Las dosis de sustancia se administran a los animales, en condiciones optimas, todos y cada uno de los
dias, durante un periodo de 28 dias. Los animales de los lotes satélites previstos para las observaciones
complementarias deben mantenerse en observacion durante 14 dias mas, sin tratamiento, con el fin de
descubrir la recuperacion o la persistencia de los efectos toxicos.

La observacion diaria debe concretarse, entre otras cosas, en las modificaciones del pelo, de la piel, de los
ojos y de las mucosas, del aparato respiratorio, del sistema circulatorio, de los sistemas nerviosos
auténomo y central, de la acrividad somatomotriz y del comportamiento. El consumo alimenticio (y el
consumo de agua cuando la sustancia de ensayo se administre con el agua de beber) y el peso de los
animales deben determinarse cada semana.
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Es necesario observar regularmente a los animales para tratar de que, en la medida de lo posible, no se
pierdan para el experimento por razones como el canibalismo, autolesion de los tejidos o error de
emplazamiento al término del experimento. Se hara la autopsia a todos los animales supervivientes de
los lotes tratados, pero no de los satélites. Los animales moribundos se retiraran inmediatamente y se les
hara la autopsia.

Al terminar el periodo de ensayo se efectuaran los siguientes examenes sobre todos los animales
(incluidos los testigos) :

1. examen hematologico que incluya al menos el hematocrito, la concentracion en hemoglobina, el
recuento de los hematies y leucocitos, la formula leucocitaria y un estudio de la coagulacion;;

2. determinaciones bioquimicas clinicas de la sangre que incluyan al menos un criterio sobre la
exploracion de las funciones hepatica y renal: alanina aminotransferasa (conocida antiguamente
con el nombre de tansamina glutamopirivica) y aspartato aminotransferasa (conocida
antiguamente con el nombre de transamina glutamo-oxaloacética) del suero, nitrégeno uréico,
albamina, creatinina plasmatica, bilirubina total y proteinas serosas totales.

Las demads determinaciones que puedan ser necesarias para una evaluacién toxicologica adecuada sobre
el calcio, el fosforo, los cloruros, el sodio, el potasio, la glucosa, los lipidos, las hormonas, el equilibrio
acido-bdsico, la metahemoglobina, la actividad colinesterasica.

Si es necesario, pueden efectuarse otros anilisis bioquimicos clinicos para profundizar el estudio de los
efectos toxicos observados. :

1.6.3.1. Autopsia

Se debe practicar una autopsia general a todos los animales del ensayo. El higado, los rifiones, las
glandulas suprarenales y los testiculos se deben pesar himedos, lo mas rapidamente posible después de
la diseccion, para evitar que se sequen. El higado, los rifiones, el bazo, las glandulas suprarenales y el
corazon, asi como cualquier otro érgano que presente lesiones macroscopicas o modificaciones
volumétricas, deberin conservarse en un medio apropiado para que puedan realizarse examenes
histopatologicos posteriores.

1.6.3.2. Examen histopatolégico

Hay que practicar un examen histopatolégico de los drganos y tejidos que se conserven del lote expuesto
a la dosis mas elevada y del lote testigo.

Los 6rganos y los tejidos que presenten lesiones inducidas por la sustancia de ensayo en el nivel de dosis
mas elevado deberan examinarse en todos los lotes que hayan estado expuestos a dosis mas bajas.
Debera hacerse un examen histolégico a todos los animales de los lotes satélites, centrado especialmente
en los 6rganos y tejidos en los que se hayan comprobado lesiones en los otros lotes tratados,

2. RESULTADOS

Los datos deberin inventariarse en una tabla que indique, para cada lote del experimento, el numero de
animales al comienzo del ensayo y el nimero de animales en los que se haya observado cada tipo de
lesion.

Todos los resultados observados deben evaluarse por medio de un método estadistico adecuado. Podra
utilizarse cualquier método estadistico reconocido.
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3. INFORME

3.1. Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.,
— condiciones experimentales,
— dosis (incluido, en su caso, el vehiculo) y concentraciones,
— respuesta toxica por sexo y por dosis,
— nivel que no produce ningin efecto (si es posible),

— momento de la muerte durante el experimento o indicacion de que los animales han sobrevivido al
mismo,

— efectos tdxicos u otros,

— momento de observacion de cualquier sintoma anormal y su evolucion,
— cantidades de alimento y peso corporal,

— analisis hematologicos practicados y resultados completos,

— analisis bioquimicos clinicos practicados y resultados completos,

— resultados de la autopsia,

— descripcion detallada de todas las observaciones histopatologicas,

— tratamiento estadistico de los resultados, cuando sca posible,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

3.2, Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

4. BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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B. 8. TOXICIDAD SUBAGUDA POR INHALACION

1. METODO

1.1. Introduccion

Ver introduccion general, parte B (punto A).

1.2. Definicion

Ver introduccion general, parte B (punto B).

1.3. Sustancia de referencia
Ninguna.
1.4. Principios del método

Se exponen varios grupos de animales, diariamente, durante un tiempo determinado, a la sustancia de
€nsayo en concentraciones crecientes, una concentracion determinada para cada lote, durante un
periodo de 28 dias. Cuando se utilice un vehiculo para obtener una concentracién adecuada de la
sustancia en la atmosfera, se utilizard un lote testigo para el vehiculo. Durante el periodo de
administracion se observa diariamente a los animales a fin de descubrir los sintomas de toxicidad. Se
practica la autopsia a los animales que mueren durante el experimenta v, al final del mismo, a los que
hayan sobrevivido.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método

1.6.1. Preparaciones

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para el
experimento, por lo menos, los 5 dias anteriores al mismo. Antes de comenzar el ensayo se reparten al
azar los animales jovenes y sanos en lotes. Si es necesario, se puede afiadir un vehiculo apropiado a la
sustancia de ensayo para obtener una concentracién apropiada en la atmosfera. Si se utiliza un vehiculo
u otros aditivos para facilitar las dosis, éstos no deberan ser toxicos. Pueden utilizarse datos ya

publicados.
1.6.3. Condiciones experimentales
1.6.2.1. Animales de laboratorio

Salvo contraindicaciones, la rata es la especie mas idonea. Hay que utilizar animales jovenes y sanos de
una cepa de laboratorio corriente. Al principio del experimento la diferencia de peso entre los animales
no debe exceder del + 20 % del valor medio apropiado.

1.6.2.2. Numero y sexo

Deben utilizarse diez animales al menos (5 hembras y 5 machos) para cada lote experimental. Las
hembras deben ser nuliparas y no gravidas. Si se van a sacrificar algunos animales durante el
experimento habra que anadir la cantidad de animales que se haya previsto sacrificar. Ademas puede
tratarse un lote satélite de 10 animales (5 por cada sexo) con la dosis mas elevada durante 28 dias para
observar la reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de efectos toxicos durante los 14 dias
siguientes al tratamiento.

1.6.2.3. Concentraciones de exposicion

Son necesarias al menos tres concentraciones asi como un lote testigo v, en su caso, un lote testigo para el
vehiculo (la concentracion del vehiculo debe corresponder al nivel de exposicion mas elevado). A
excepeion de la inhalacion de la sustancia, los animales del grupo testigo deben ser tratados de la misma
forma que los del grupo experimental. La dosis mas elevada debe producir efectos toxicos que no
originen, o raramente, la muerte. La dosis mis baja no debe producir ningtn efecto toxico. Si se dispone
de datos sobre la exposicion del hombre, la concentracion mas baja administrada debe ser superior a este
valor. En condiciones ideales, la concentracion intermedia debe producir unos efectos toxicos
observables minimos. Si se utilizan varias concentraciones intermedias, la diferencia entre ellas debe ser
suficiente para producir una graduacion de los efectos toxicos. En los lotes correspondientes a las
concentraciones bajas e intermedias, asi como en los lotes testigo, la incidencia de 1a mortalidad debe ser
baja para que la evaluacion de los resultados sea significativa.
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1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Periodo de exposicion

La exposicion diaria debe ser de 6 horas, pero pueden resultar necesarios otros periodos de exposicion
para responder a algunas exigencias especificas.

Equipo

Los animales deben estar expuestos a la sustancia por medio de un dispositivo de inhalacion que asegure
un flujo de aire continuo de al menos 12 renovaciones por hora, garantizando un contenido en oxigeno
apropiado y un reparto uniforme del producto de ensayo en el aire. Si se utiliza una camara, debe estar
concebida para impedir el amontonamiento de los animales y asegurar su exposicion maxima, por
inhalacion, a la sustancia de ensayo. Por regla general, para garantizar la estabilidad de la atmostera de
una camara se debe procurar que el « volumen » total de animales de laboratorio no sobrepase el 5 % del
volumen de la cimara de ensayo. También se puede recurrir a un sistema de exposicion oro-nasal,
\inicamente de la cabeza o de cuerpo entero, en una camara individual; con los dos primeros tipos de
exposicion se evita la absorcion de la sustancia por otras vias.

Periodo de observacion

Debera observarse diariamente a los animales para descubrir los sintomas de toxicidad durante todo el
periodo de tratamiento y de recuperacion. Deberan registrarse el momento de la muerte y el momentoen
que aparecen y desaparecen los sintomas de toxicidad.

Procedimiento

Los animales estin expuestos a la sustancia de ensayo entre § y 7 dias por semana, durante un periodo de
28 dias. Los animales de los grupos satélites destinados a observaciones complementarias deberdn
mantenerse en observacion durante 14 dias mas, sin tratamiento, con el fin de descubrir la curacion o la
persistencia de los efectos toxicos. La temperatura a la que se efectua el ensayo debe ser de 22¢C = 3°C.
En condiciones dptimas, la humedad relativa debe mantenerse entre 30 v 70 %, pero, en algunos casos,
esto puede resultar imposible (por ejemplo, ensayos con aerosoles). Durante Ia exposicion los animales
no deben recibir alimento ni agua.

Es conveniente utilizar un sistema de inhalacién que funcione en condiciones dinamicas provisto de un
dispositivo adecuado para el control analitico de la concentracion. Para determinar las concentraciones
de exposicién adecuadas, se recomienda proceder a un ensayo preliminar. El caudal debera ajustarse de
manera que las concentraciones sean homogéneas en toda ta camara. El sistema debe permitir obtener
unas condiciones de exposicion estables lo mas rapidamente posible.
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1.6.3.1.

Se debe medir y controlar:

a) el caudal del aire (permanentemente);

b) la concentracién real de la sustancia de ensayo, medida en la zona de respiracion. Durante el periodo
de exposicion diaria la concentracion no debe variar en mds de + 15 % respecto del valor medio. Sin
embargo, en el caso de polvo o aerosoles, es dificil alcanzar este grado de control, aceptandose en
dichos casos una diferencia mayor. Durante todo el experimento hay que mantener las
concentraciones diarias lo mas constantes posible. Se medira el reparto granulometrico de las
particulas y del aerosol tan frecuentemente como sea preciso para estimar su estabilidad ;

¢) temperatura y humedad;

d) las observaciones tienen lugar durante y después de la exposicion y se registran sistematicamente ;
deben conservarse los datos individuales de cada animal. Deben observarse diariamente todos los
animales y registrar los sintomas de toxicidad, asi como el momento de su aparicién, su intensidad y
suduracion. La observacion diaria debe concretarse, entre otras cosas, en las modificaciones del pelo
y de la piel, de los ojos y de las mucosas, del aparato respiratorio, del sistema circulatorio, de los
sistemas nerviosos auténomo y central, de la actividad somato-motriz y del comportamiento. El
peso de los animales debe determinarse cada semana. Se recomienda igualmente medir el consumo
alimenticio cada semana. Es necesario observar regularmente a los animales para procurar que no se
pierdan para el experimento por razones como el canibalismo, autolesiones de los tejidos o error de
emplazamiento. Al final del experimento se practicara la autopsia a todos los animales
supervivientes de los lotes tratados no satélites. Los animales moribundos deberan ser
inmediatamente retirados y se les practicara la autopsia.

Los anilisis que figuran a continuacién se efectuaran en todos los animales (incluidos los testigos) al
terminar el ensayo:

1) analisis hematologico que incluya al menos el hematocrito, la concentracion en hemoglobina, el
recuento de hematies y leucocitos, la formula leucocitaria, asi como un estudio de coagulacion;

i) determinaciones bioquimicas clinicas de la sangre incluyendo al menos un criterio sobre la
exploracion de las funciones hepatica y renal : alanina aminotransferasa (antiguamente conocida
con el nombre de transaminasa glutamopiruvica) y aspartato aminotransferasa (antiguamente
conocido con el nombre de transamina glutamo-oxalacético) del suero, nitrogeno uréico, albiimina,
creatinina plasmatica, bilirubina total y proteinas serosas totales. Las demas determinaciones que
puedan ser necesarias para una evaluacion toxicologica adecuada sobre el calcio, el fosforo, los
cloruros, el sodio, el potasio, la glucosa, los lipidos, las hormonas, el equilibrio cido-basico, la
metahemoglobina, la actividad colinosterasica, etc. Si es necesario pueden realizarse otros analisis
bioquimicos para profundizar el estudio de los efectos toxicos observados.

Autopsia

Se deberd practicar una autopsia a todos los animales del experimento. El higado, los rifiones, las
glandulas suprarrenales y los testiculos deberan pesarse himedos, los mas rapidamente posible despues
de la diseccion, para evitar que se sequen. Los 6rganos y tejidos deben conservarse en un medio
apropiado para que puedan realizarse exdmenes histopatologicos posteriores: las vias respiratorias, el
higado, los rifiones, el bazo, las glandulas suprarrenales, el corazon, asi como todos los drganos que
presenten lesiones importantes o modificaciones volumétricas. La rinofaringe y los pulmones deben
extraerse enteros, pesarse y tratarse con un fijador adecuado para conservar la estructura pulmonar. Se
considera que una perfusion con fijador es un método eficaz.
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1.6.3.2.

3.1.

Examen histopatoloégico

Hay que practicar un examen histopatoldgico de los drganos y tejidos que se conserven del lote expuesto
a la concentracion mas alta y del o los lotes testigo. Los érganos y los tejidos que presenten lesiones
inducidas por la sustancia de ensayo en la concentracion mis elevada, deben ser examinados en todos los
grupos que hayan estado expuestos a concentraciones més bajas. A los animales de todos los grupos
satélites deberi sometérseles a un examen histopatolégico, centrado especialmente en los érganos y
tejidos en los que se hayan comprobado lesiones en los otros lotes tratados.

RESULTADOS

Los datos deben inventariarse en una tabla que indique, para cada lote experimental, el niimero de
animales al comienzo del ensayo y el nimero de animales en los que se haya observado cada tipo de
lesion. Todos los resultados observados deben evaluarse por medio de un método estadisitico
apropiado. Puede utilizarse cualquier método estadistico ampliamente reconocido.

INFORME

Informe del ensayo

Se procurara incluir lo siguiente:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio, etc.,
— condiciones experimentales,

descripcion del aparato de exposicion, incluida concepcion, tipo, dimensiones, fuente de aire,
sistema generador de particulas y de aerosoles, método c!; acondicionamiento del aire, tratamiento
del aire aspirado y, en su caso, modalidades de estancia de los animales en la camara de ensayo.
Deben describirse el equipo utilizado para medir la temperatura y, en su caso, la estabilidad de las
concentraciones de aerosoles y la granulometria.

Datos relativos a la exposicion:

deben presentarse en forma de tabla, indicando los valores medios y una medida de la variabilidad
(por ejemplo, desviacion estandar); deben incluir:

a) los caudales de aire a traveés del dispositivo de inhalacion,
b) la temperatura y la humedad del aire,

¢) las concentraciones nominales (cantidad total de sustancia de ensayo introducida en el
dispositivo de inhalacién, dividida por el volumen del aire),

d) en su caso, naturaleza del vehiculo,

e) concentraciones reales en la zona de respiracion,

f) dimensiones medias de las particulas (si es necesario),
— respuesta toXica por sexo y concentracion,

— momento de la muerte durante el experimento o indicacion de que los animales han sobrevivido al
mismo,

— efectos toxicos u otros, nivel que no causa ningun efecto,
— momento de observacion de cualquier sintoma anormal y evolucion del mismo,
— cantidad de alimento y peso corporal,

— analisis hematologicos practicados y resultados completos,
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3.2.

— pruebas bioquimicas clinicas practicadas y resultados completos,
— resultados de las autopsias,

~ descripcion detallada de todas las observaciones histopatologicas,
—— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible,

— discusion de los resuleados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacion ¢ interpretacion
Ver introduccion general, parte B (punto C).
4. BIBLIOGRAFIA

Ver introduccidn general, parte B (punto D).
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1.1.

1.2,

1.3.

1.4.

LS.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 9. TOXICIDAD SUBAGUDA POR VIA CUTANEA

METODO

Introduccion

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método

La sustancia de ensayo se aplica diariamente por via cutanea en dosis crecientes a varios lotes de
animales de laboratorio, una dosis determinada para cada lote, durante un periodo de 28 dias. Durante
el periodo de aplicacion se observa diariamente a los animales a fin de descubrir los sintomas de
toxicidad. Se practica la autopsia a los animales que mueren durante el experimento asi como a los que
sobreviven al final del experimento.

Criterios cualitativos

Ninguno.

Descripcion del método

Preparaciones

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién adecuadas para el
experimento por lo menos los cinco dias anteriores. Antes de comenzar el ensayo se reparte al azaralos
animales jovenes y sanos en lotes tratados y lotes testigo. Poco tiempo antes del ensayo se esquila la piel
de la region dorsal de los animales. Se puede recurrir al rasurado, pero, en este caso, debe efectuarse 24
horas antes del ensayo. Durante el esquile o el rasurado hay que procurar no causar lesiones en la piel. La
superficie que hay que despejar para aplicar la sustancia de ensayo no debe ser inferior al 10 % de la
superficie corporal. Debe tenerse en cuenta el peso det animal para decidir la zona que hay que despejary
las dimensiones de la superficie que se va a tratar. Cuando la sustancia de ensayo sea solida (si es preciso,
puede pulverizarse), debera humedecerse con agua o, en su caso, con un vehiculo apropiado, de forma
que se asegure un buen contacto con la piel. Las sustancias (liquidas se utilizan generalmente sin diluir.
Se procede a una aplicacion diaria, entre 5 y 7 dias por semana.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio

Pueden utilizarse la rata, el conejo o el conejillo de Indias. Se pueden utilizar también otras especies pero,
en esc caso, se habra de justificar su utilizacién. Al principio del experimento, la diferencia de peso entre
los animales no debera exceder del 20 % del valor medio.
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1.6.2.2. Numero y sexo

Deben utilizarse al menos diez animales (5 hembras y 5 machos) de piel sana, para cada dosis. Las
hembras deben ser nuliparas y no gravidas. Si se van a sacrificar algunos animales durante el ensayo
habra que afiadir la cantidad de animales que se haya previsto sacrificar. Ademas, puede tratarse un lote
satélite de 10 animales (5 de cada sexo) con el nivel de dosis mas elevado durante 28 dias para observar la
reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de los efectos toxicos durante los 14 dias siguientes al
tratamiento.

1.6.2.3. Dosis

Se uriliza al menos tres dosis como un lote testigo y, en su caso, un lote testigo para el vehiculo. El
periodo minimo de exposicion sera de 6 horas diarias. La sustancia de ensayo debe aplicarse todos los
dias a la misma hora y las dosis deben adaprarse semanalmente o bisemanalmente con objeto de
conservar un nivel de dosis constante respecto al peso corporal de los animales. A excepcion de las
sustancias de ensayo, debe tratarse a los animales del lote testigo de la misma forma que a los de los lotes
experimentales. Cuando se utilice un vehiculo para facilitar la administracion, éste se administrara
también a los testigos, en las mismas condiciones que a los lotes tratados; la dosis sera la misma que se
administea al grupo tratado con la dosis mas elevada. La dosis mas elevada debe producir efectos toxicos
que no originen (o raramente) la muerte. La dosis mas baja no debe producir ningiin efecto tdxico. Si se
dispone de datos sobre la exposicion del hombre, la dosis mas baja administrada debe superar este valor.
En condiciones optimas la dosis intermedia debe producir unos efectos toxicos observables minimos. Si
se utilizan varias dosis intermedias, la diferencia entre ellas debe ser suficiente para producir una
graduacion de los efectos toxicos. En los lotes correspondientes a dosis bajas o intermedias, asi como en
los lotes testigo, la incidencia de la mortalidad debe ser baja para que la evaluacion de los resultados sea
significativa. :

Si la aplicacion de la sustancia de ensayo provoca una irritacion cutinea grave, deben reducirse las
concentraciones; esto puede producir una disminucion, incluso una desaparicion, de los demas efectos
toxicos en la dosis mas elevada. Si las lesiones cutaneas son muy graves, puede resultar necesario detener
el experimento y comenzar de nuevo con concentraciones mas bajas.

1.6.2.4. Prueba limite

Si en un experimento preliminar realizado con una dosis de 1 000 miligramos por kilogramo, o con una
dosis mas elevada en funcion de una posible exposicién humana (si se conoce), no se ha observado
ningun efecto 1oxico, ¢s innecesario continuar el experimento.

1.6.2.5. Periodo de observacion

Se deben observar todos los animales diariamente con el fin de descubrir los sintomas de toxicidad. Debe
registrarse el momento de la muerte, asi como el momento en que aparecen y desaparecen los sintomas
de toxicidad.

1.6.3. Procedimiento

Los animales deben estar alojados en jaulas individuales. En condiciones optimas, la sustancia se
administra a los animales todos los dias, durante un periodo de 28 dias. Los animales de todos los grupos
satelites destinados a observactones complementarias deben mantenerse en observacién 14 dias mas, sin
tratamiento, para comprobar la curacién o la persistencia de los efectos toxicos. La duracion minima de
la exposicion debe ser de 6 horas diarias. La sustancia debe aplicarse uniformemente sobre una
superficie equivalente al 10 % de la superficie total corporal. Cuando se trata de sustancias altamente
toxicas, la superficie cubierta puede ser menor, pero procurando que al aplicar la sustancia se forme una
capa lo mas fina y uniforme posible.

Durante la exposicion, la sustancia se mantiene en contacto con la piel mediante un apésito de gasa y un
esparadrapo no irritante. Ademas, la superficie tratada debe estar convenientemente cubierta para
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1.6.4.

1.6.5.

mantener en su sitio el apdsito de gasa y la sustancia e impedir que los animales puedan ingerir esta
tltima. Pueden utilizarse aparatos de contencién para impedir la ingestion de la sustancia, pero no se
recomienda una inmovilizacion completa.

Al término del periodo de exposicién, hay que eliminar cualquier residuo de sustancia, preferentemente,
con agua, o con cualquier otro procedimiento de limpicza de la piel adecuado.

Deben observarse todos los animales diariamente y registrar los sintomas de toxicidad, asi como el
momento de su aparicién, su intensidad y duracion. La observacion diaria debe concretarse, entre otras
cosas, en las modificaciones del pelo y de la piel, de los ojos y las mucosas, del aparato respiratorio, del
sistema circulatorio, de los sistemas nerviosos central y auténomo, de la actividad somato-motriz y del
comportamiento. Semanalmente deben determinarse los pesos de los animales. También se recomienda
medir el consumo alimenticio semanalmente. Es necesario observar regularmente a los animales y
procurar que no se pierdan para el experimento por razones como el canibalismo, autolesiones de los
tejidos o error de emplazamiento . Al término de la experiencia se practica la autopsia a todos los
animales supervivientes de los lotes no satélites. Los animales moribundos se retiraran inmediatamente y
se les practicara la autopsia. .

Al terminar el experimento se efectuaran los siguientes analisis en todos los animales (incluidos los del
lote testigo) :

1. analisis hematolégico que incluya al menos el hematocrito, la concentracion en hemoglobina, el
recuento de los hematies y leucocitos, la formula leucocitaria y un estudio de la coagulacion;

2. determinaciones bioguimicas clinicas de la sangre que incluyan al menos un criterio sobre la
exploracion de las funciones hepatica y renal: alanina aminotransferasa (antiguamente conocida
con el nombre de transamina glutamopiriivica) y aspartato aminotransferasa (antiguamente
conocido con el nombre de transminasa glutamo-oxaloacética) del suero, nitrogeno uréico,
albumina, creatinina plasmatica, bilirubina total y proteinas serosas totales.

Las demas determinaciones que puedan ser necesarias para una evaluacion toxicoligica adecuada sobre
el calcio, el fosforo, los cloruros, el sodio, el potasio, la glucosa, los lipidos, las hormonas, el equilibrio
acido-basico, la metahemoglobina, la actividad colinesterasica.

Si es necesario, pueden realizarse otros analisis bioquimicos clinicos para profundizar el estudio de los
efectos toxicos observados.

Autopsia

Se practicara una autopsia general a todos los animales sometidos al ensayo. El higado, los rifiones, las
glandulas suprarrenales y los testiculos se deben pesar himedos, lo mas rapidamente posible después de
la diseccion para evitar que se sequen. Los organos y los tejidos (es decir la piel normal y tratada) el
higado, los rifiones y los 6rganos diana (es decir los que presentan lesiones importantes o modificaciones
volumétricas) deben conservarse en un medio apropiado para que puedan realizarse examenes
histopatologicos posteriores.

Examen histopatolégico

Hay que practicar un examen histoldgico de los 6rganos y tejidos que se conserven del lote expuesto a la
dosis mas elevada y del lote testigo. Los drganos y los tejidos que presenten lesiones inducidas por la
sustancia de ensayo en el nivel de dosis mas elevado, deben examinarse en todos los lotes que hayan
estado expuestos a dosis mas bajas. A los animales del lote satélite debera someterseles a un examen
histolégico, centrado especialmente en los rganos y tejidos en los que se hayan comprobado lesiones en
los demas lotes tratados.
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2. RESULTADOS

Los datos deberan inventariarse ¢n un cuadro que indique, para cada lote experimental, ¢l namero de
animales al comienzo de la prueba y el nimero de animales que presentan cada tipo de lesion.

Todos los resultados observados deben evaluarse por medio de un método estaditico adecuado. Puede
utilizarse cualquier metodo estadistico reconocido.

3. INFORME

3.1 Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
~— datos relativos a los animales (especie, cepa, origen, condiciones ambientales, régimen alimenticio),
— condiciones experimentales,
— dosis (en su caso, también el vehiculo) y C()Ih.\'l\-l’lﬁl(l()nes,
— nivel que no produce ningun efecto, si es posible,
— respuesta toxico por sexo y dosis,

— momento de la muerte durante el experimento o indicacion de que los animales han sobrevivido al
mismo,

— efectos toxicos u otros,

— momento de la observacion de cualquier sintoma anormal vy su evolucién,
— cantidad de alimento y peso corporal,

— analisis hematoldgicos practicados y resultados completos,

— pruebas bioquimicas clinicas practicadas y resultados completos,

— resultados de la autopsia,

— descripcion detallada de todas las observaciones histopatologicas,

— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

3.2 Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

4. BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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METODO

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

B. 10. OTROS EFECTOS: MUTAGENESIS

ENSAYO CITOGENETICO IN VITRO EN MAMIFERO

Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccién general, parte B (punto B).

Sustancia de referencia

Ninguna.

Principio del método

El ensayo citogenético in vitro es un ensayo de mutagénesis a corto plazo destinado a descubrir
aberraciones cromosdmicas estructurales en las células de mamiferos en cultivo. Pueden urilizarse
cultivos de linajes celulares establecidos, asi como cultivos de células primarias. Después de exposicion a
las sustancias de ensayo en presencia y en ausencia de una mezcla de activacion de enzimas hepaticas
(fraccién postmitocrondial suplida de cofactores), se tratan los cultivos celulares con un inhibidor de uso
mitético, como la colchicina, con el fin de acumular las celulas en fase de mitosis de tipo metafasico (c-
metafase). Las células se recolectan en ¢l momento oportuno y se efectuan preparaciones cromosomicas.
Las preparaciones se colorean y las células en metafase se analizan para descubrir las aberraciones
cromosomicas.

Criterios cualitativos

Ninguno.

Descripcion del método

Preparaciones
Las sustancias de ensayo se preparan en medio de cultivo o se disuelven en vehiculos apropiados antes

del tratamiento de las células. Se utilizan linajes celulares establecidos o cultivos de células primarias,
por ejemplo células de hamsters chinos y linfocitos humanos.

Condiciones experimentales

Nuamero de cultivos

Se utilizan al menos dos cultivos para cada punto experimental.

Utilizacion de testigos positivos y negativos:

Se utilizan como testigos negativos, el disolvente (cuando no sea ¢l medio de cultivo o el agua), la mezcla
de activacién de enzimas hepaticas, la mezcla de activacion de enzimas hepdticas con el disolvente y los
testigos no tratados.

Se incluye un testigo positivo en cada experimento ; cuando se utilice Ia mezcla de activacion de enzimas

hepaticas para activar la sustancia de ensayo, el testigo positivo debera ser una sustancia que necesite
una activacion metabolica.
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Dosis:

Como minimo se utilizan tres dosis de la sustancia de ensayo en un intervalo de al menos un logaritmo;
la dosis mas elevada reducira la actividad mitética alrededor de un 50 %.

Condiciones de cultivo:

Se utilizan un medio de cultivo y condiciones de incubacién apropiados (por ejemplo, temperatura,
recipientes de cultivo, concentraciones en CO, y humedad).

1.6.3. Procedimiento
1.6.3.1. Preparacion de los cultivos

Linajes celulares establecidos: las células se obtienen a partir de cultivos madres {por ejemplo,
tripsinisacion o separacion por agitacion vigorosa) se siembran en recipientes de cultivo a la densidad
adecuada y se incuban a 37°C.

Linfocitos humanos: se afade sangre heparinizada a un medio de cultivo que contenga
ficohemaglutinina, suero de feto de ternera y antibiéticos, y se incuba a 37°C.

1.6.3.2. Tratamiento de los cultivos con la sustancia de ensayo
1) Tratamientos sin mezcla de activacién de enzimas hepaticas

Todos los tratamientos deben cubrir el periodo de un ciclo celular completo y los esquemas de
fijacion deben garantizar el anilisis de las primeras mitosis posteriores al tratamiento de las células
tratadas en los distintos estadios de su ciclo. Cuando el tratamiento no cubre un ciclo celular
completo, se escogen tiempos de fijacion multiples para extraer muestras de células que se
encuentren en estadios diferentes del ciclo celular durante el tratamiento, es decir G, Sy G,

La sustancia de ensayo se afiade a los cultivos de linajes celulares establecidos cuando estos altimos
estén en su fase de crecimiento exponencial. Los cultivos de linfocitos humanos se tratan cuando aun
estan en estado semisincronico. Si la sustancia de ensayo modifica la duracion del ciclo celular el
intervalo de fijacion debe modificarse en consecuencia.

1) Tratamientos con mezcla de activacién de enzimas hepaticas

La mezcla de activacion de enzimas hepaticas utilizada para el tratamiento de la sustancia de ensayo,
debe estar presente el mayor tiempo posible, aunque sin llegar a producir un efecto téxico en las
células. Si, por razones de toxicidad, el tratamiento no puede cubrir el periodo de un ciclo celular
completo, se deben escoger tiempos de fijacion miltiples para extraer muestras de células que se
encuentren en diferentes estadios del ciclo celular en el momento del tratamiento, es decir G,.S8yG,.

Recoleccion de las células

Una o dos horas antes de su recoleccion se tratan los cultivos celulares por medio de un inhibidor de
huso mitético. Para la preparacion de los cromosomas, cada cultivo se recolecta y trata por
separado.

1.6.3.3. Preparacion de los cromosomas

La preparacion de los cromosomas comprende un tratamiento hipoténico de las células, Ia fijacion, la
distribucion en laminas y la coloracién.

Analisis

Para descubrir las aberraciones cromosdmicas, se analizan al menos 100 metafases, bien distribuidas en
cada cultivo. Las laminas se codifican antes del analisis.

Para los linfocitos humanos solo se analizan las metafases que contengan 46 centromeros. En las
lineas celulares establecidas, solo se analizan las metafases con + 2 centromeros del numero modal.
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3.1.

3.2.

RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tabla. Se registrardn por separado las aberraciones de tipo
cromatidiano (lagunas, fracturas, intercambios), las aberraciones de tipo cromosomico (lagunas,
fracturas, cromosomas minutos, anillos, discéntricos, policéntricos) y el nimero de metafases
anormales (lagunas incluidas y excluidas) tanto de todos los cultivos tratados como de los cultivos
testigo.

Los resultados se evaluaran con métodos estadisticos apropiados.

INFORME

Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— celulas utilizadas,

— condiciones experimentales: composicion del medio, concentracion en CO,, temperatura de
incubacion, duracion de la incubacion, dosis, momento del tratamiento, duracion del tratamiento
con el inhibidor de huso mitético y concentracion de éste, tipo de mezcla de activacion de enzimas
hepaticas utilizado, testigos positivos y negativos,

— namero de cultivos celulares,
— namero de metafases analizadas (por separado para cada cultivo),

— tipo y niimero de aberraciones por separado para cada cultivo tratado y testigo, nimero modal de
cromosomas en los linajes celulares establecidos utilizados,

— evaluacion estadistica,
— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.
Evaluacién e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAF{A

Ver introducciéon general, parte B (punto D).
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B. 11. OTROS EFECTOS: MUTAGENESIS

ENSAYO CITOGENETICO IN VITRO EN MEDULA OSEA DE MAMIFERO, ANALISIS CROMOSOMICO

1. METODO

1.1, Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

1.2, Definicion

Ver introduccion general, parte B (punto B).

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4 Principio del método

El ensayo citogenético in vitro es un ensayo de mutagénesis a corto plazo destinado a descubrir las
aberraciones cromosomicas estructurales que, generalmente, se evaltan durante la primera mitosis
consecutiva al rratamiento. Con los mutagenos quimicos, la mayor parte de las aberraciones inducidas
son de tipo cromatidico.

En este metodo, se utiliza la médula dsea de mamiferos expuestos, por las vias apropiadas, a las
sustancias de ensayo y sacrificados a intervalos sucesivos. Antes de sacrificarlos se trata a los animales
por medio de sustancias tales como la colchicina, que impiden la formacion del huso, con el fin de
acumular las células en fase de mitosis del tipo metafasico (c-metafase). Se efectian preparaciones de
cromosomas a partir de células secadas al aire, y, después, coloreadas; a continuacion se analizan las
metafases en el microscopio para descubrir las aberraciones cromosémicas.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método

1.6.1. Preparaciones

Se disuelven las sustancias de ensayo en una solucion fisiologica. Si se trata de sustancias insolubles, se
disuelven o se ponen en suspension en vehiculos apropiados.

Se utilizan soluciones de la sustancia de ensayo recién preparadas. Si se utiliza un vehiculo para
administrar la dosis, no debe interferir con la sustancia de ensayo ni producir efectos toxicos.

1.6.2. Condiciones experimentales
1.6.2.1. Animales de laboratorio

Se utilizan roedores tales como la rata, el raton o el hamster chino. Se reparten al azar animales jovencs,
adultos y sanos en lotes tratados y lotes testigo.



13/Vol. 17

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4,

1.6.2.5.

1.6.3.

Nimero y sexo

Se utilizan por lo menos 5 hembras y § machos en cada lote experimental y en cada lote testigo. Por lo
tanto, se sacrificaran 10 animales por periodo y por lote si el programa experimental establece varios
momentos de observacion después del tratamiento.

Via de administracion

En general, las sustancias de ensayo solo deben administrarse una vez. En funcion de la informacion
toxicologica de que se disponga, podra aplicarse un programa de administracion repetido. No obstante,
no se podra aplicar si la sustancia de ensayo no produce un efecto citotoxico sobre la Osea. La
administracion se hace generalmente por via oral o por inyeccion intraperitioneal. Tambien pueden ser
apropiadas otras vias de administracion.

Utilizacion de testigos positivos y negativos

Como testigo positivo se utiliza una sustancia que produzca aberraciones cromosomicas i vivo,
incluyendo igualmente en el plan de cada experimento un lote testigo negativo (disolvente).

Dosis

Para el informe de base se utiliza una dosis de la sustancia de ensayo, que debe ser la dosis maxima
tolerada o la que haga aparecer algunos signos de citotoxicidad, por ejemplo, una inhibicion parcial dela
mitosis.

Pueden utilizarse otras dosis cuando razones de orden cientifico asi lo exijan.

Si el ensayo sirve de método de verificacion es conveniente utilizar al menos dos dosis suplementarias.

Procedimiento
El ensayo puede realizarse de dos maneras:

i) se administra a los animales, una sola vez, la sustancia de ensayo en la dosis maxima tolerada.
Después del tratamiento, se extraen mucstras ¢n tres ocasiones. La toma intermedia debe efectuarse
a las 24 horas. Dado que la cinética del ciclo celular puede verse influida por la sustancia de ensayo,
sc realiza una toma anterior y una toma posterior a intervalos apropiados entre las 6 y las 48 horas
siguientes a la administracion de la sustancia. Cuando se utilicen dosis suplementarias, hay que
extraer las muestras en el periodo de sensibilidad maxima, o si no se conoce, 24 horas después del
tratamiento;

i) si la informacién farmacocincucs v metabolica aconseja un programa de tratamicento repetido, se
puede aplicar una dosificacion repetida, tomando las muestras 6 y 24 horas después del ultimo
tratamiento.

Preparacion de la médula dsea

Antes de sacrificar los animales sc les inyecta, por via intraperitoneal, una dosis adecuada de inhibidor
de huso mitético para obtener un nimero de celulas en ¢-metafase apropiado. Sc extrae la medula osea,
de los dos fémures de cada uno de los animales recién sacrificados, mediante enjuague con una solucion
isotonica. Después de un tratamiento hipotanico idoneo, se fijan las celulas y, despues, se distribuyen en
laminas. Una vez se hayan secado al aire, las l[aminas se colorean.

Analisis

Las liminas se codifican antes de analizarlas en el microscopio. Se analizan, por cada animal, al menos
50 merafases bien distribuidas que incluyan el nimero completo de centromeros, para descubrir las
aberraciones cromosomicas estructurales. Ademas, pueden establecerse los indices mitoticos para cada
animal.
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2. RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tabla. Se registrarn por separado y para todos los animales
tratados y testigos las aberraciones de tipo cromatidiano e isocromatidiano (lagunas, fracturas) y el
namero de metafases anormales (lagunas incluidas y excluidas) asi como los indices mitoticos (cuando
se establezcan). Igualmente se registraran las medias y las desviaciones tipo obtenidas para cada lote
tratado y para cada lote testigo. Los resultados se evaluarin mediante los métodos estadisticos

adecuados.
3. INFORME
3.1. Informe del ensayo

Se procurara incluir la siguiente:
— especie, cepa y edad de los animales utilizados,
— numero de animales de cada sexo de los lotes experimentales y de los testigos,

— condiciones experimentales: descripcion detallada del programa de tratamiento y de extraccién,
dosis, duracién del tratamiento y el inhibidor de huso mitotico usado y su concentracion,

— numero de metafases analizadas por animal,

— indices mitoticos (si se han establecido),

— tipo y numero de aberraciones por separado para cada animal tratado y testigo,
— evaluacion estadistica,

— discuston de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

3.2, Evaluacion e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

4, BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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1.1.

1.2.

1.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B. 12. OTROS EFECTOS: MUTAGENESIS

ENSAYO DEL MICRONUCLEO

METODO

Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicién

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancia de referencia

Ninguna.

Principio del método

El ensayo del micronicleo es un ensayo in vivo a corto plazo destinado a descubrir las lesiones
cromosomicas o las del aparato mitotico inducidas por sustancias quimicas. Este ensayo se basa en un
aumento del namero de micronucleos en los eritrocitos policromaticos de los animales tratados respecto
de los animales testigo.

Los microniicleos estan formados por fragmentos de cromosomas o por cromosomas enteros
abandonados al producirse la mitosis. Cuando los eritroblastos se transforman en eritrocitos, el nicleo
principal es expulsado, mientras que el micronicleo puede ser conservado en el citoplasma. Para este
ensayo se utilizan jovenes eritrocitos policromdticos procedentes de la médula osea de mamiferos de
laboratorio que hayan estado expuestos, por las vias apropiadas, a la sustancia de ensayo. Después de
extraer la médula dsea, se preparan y colorean frotis. Se cuenta en el microscopio el numero de
micronucleos presentes en los eritrocitos policromaticos y se establece la relacion entre eritrocitos
policromaticos y normocromaticos.

Criterios cualitativos

Ninguno.

Descripcién del método

Preparaciones
Las sustancias de ensayo se disuelven en una solucion isotonica. Si se trata de sustancias insolubles, se
disuelven o se ponen en suspension en vehiculos adecuados. Si se utiliza un vehiculo, no debe interferir

con la sustancia de ensayo ni producir efectos toxicos. Normalmente, se utilizan soluciones de la
sustancia de ensayo recién preparadas.

Condiciones experimentales
Animales de laboratorio

Se recomienda utilizar ratones, pero también pueden utilizarse otros mamiferos. Se reparten al azar
animales jovenes, adultos y sanos en lotes tratados y lotes testigo.

Niumero y sexo
Se utilizan por lo menos 5 hembras y § machos en cada lote experimental y en cada lote testigo. Por lo

tanto, se sacrificaran 10 animales por periodo y por lote si el programa experimental establece varios
momentos de observacion después del tratamiento.
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1.6.2.3. Via de administracién

En general, las sustancias de ensayo solo deben administrarse una vez. En funcion de la informacion
toxicologica de que se disponga, podra aplicarse un programa de administracion repetido. No obstante,
no se podra aplicar si la sustancia de ensayo no produce un efecto citotéxico sobre la médula ésea. La
administracion se hace generalmente por via oral o por inyeccion intraperitoneal. También pueden ser
apropiadas otras vias de administracion.

1.6.2.4. Utilizacion de testigos positivos y negativos
Se utilizaran testigos positivos y negativos (disolventes) en cada experimento.
1.6.2.5. Dosis

Para el informe de base se utiliza una dosis de la sustancia de ensayo que debe ser la dosis maxima
tolerada o la que haga aparecer algunos signos de citoxicidad, por ejemplo, una modificacion de la
relacion eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromaticos.

Pueden utilizarse otras dosis cuando razones de orden cientifico asi lo exijan.

Si el ensayo sirve de método de verificacion es conveniente utilizar al menos dos dosis suplementarias.

1.6.3. Procedimiento
El ensayo puede realizarse de dos maneras:

i) se administra a los animales, una sola vez, la sustancia de ensayo en la dosis maxima tolerada. Las
tomas de muestras deben efectuarse en el momento correspondiente a la sensibilidad maxima del
ensayo la cual varia segiin la sustancia de ensayo. Por eso, cuando el ensayo se efectiia con la dosis
maxima, se extraen muestras de médula dsea al menos en tres ocasiones, una al comenzar el
tratamiento y dos mas a intervalos adecuados sin sobrepasar no obstante las 72 horas.

Cuando se utilizan dosis suplementarias, es conveniente tomar muestras en el periodo de maxima
sensibilidad o, si no se conoce, 24 horas después del tratamiento;

1) sila informacion farmaco-cinética y metabdlica aconseja un programa de tratamiento repetido, se
puede aplicar una dosificacion repetida, tomando las muestras al menos en tres ocasiones, la primera
12 horas despueés del ultimo tratamiento, y las otras dos a intervalos adecuados sin sobrepasar no
obstante las 72 horas.

Preparacion de la médula dsea

La medula 6sea se extrae de los dos fémures de cada uno de los animales recién sacrificados mediante
enjuague con suero de feto de ternera. Las células se sedimentan por centrifugacion, descartando el
sobrenadante. Se depositan gotas de la suspension celular homogénea y se distribuyen en frotis sobre
laminas. Una vez se hayan secado al aire, las laminas se colorean.

Analisis

Las laminas se codifican antes de analizarlas en el microscopio. Se busca la presencia de micronucleos
entre, al menos, 1 000 eritrocitos policromaticos por animal.

Para cada animal, se determina la relacion entre eritrocitos normopolicromados y policromados, sobre
la base de 1 000 eritrocitos.
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2. RESULTADOS
Los resultados se presentaran en forma de tabla. Se registraran por separado y para cada animal tratado
v testigo, el nimero de eritrocitos policromdticos y el nimero de eritrocitos policromaticos con
microntcleos, asi como el porcentaje de células micronucleadas y la relacion entre eritrocitos
normocromaticos y policromaticos. Se registran igualmente las medias y las desviaciones tipo para cada
lote tratado y para cada lote testigo. Los resultados se evaluaran mediante los métodos estadisticos
adecuados.

3. INFORME

3.1. Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— especie, cepa y edad de los animales utilizados,
— namero de animales de cada sexo de los lotes tratados v de los testigo,
— condiciones exi)crimentales: descripcion detallada de los programas de tratamiento y de extraccion,

dosis, datos relativos a la toxicidad, testigos negativos y positivos,

— criterios de recuento de los micronucleos,
— relacion dosis-efecto, si es posible,
— evaluacion estadistica,
— discusion de los resultados,
— interpretacion de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacion
Ver introduccién general, parte B (punto C).

4. BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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B. 13. OTROS EFECTOS: MUTAGENESIS

ENSAYO DE MUTACION REVERSIBLE EN ESCHERICHIA COLI

1. METODO

t.1. Introduccién

Ver introduccion general, parte B (punto A).

1.2, Definicion

Ver introduccion general, parte B (punto B).

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

El sistema de reversion del triptofan de E. coli (trp) es un ensayo microbiano que permite medir la
reversion trp~ — trp* debida a sustancias quimicas que causan sustituciones basicas en el genoma del
organismo.

Las bacterias se exponen a las sustancias de ensayo con y sin activaciéon metabolica. Despues de un
periodo de incubacién adecuado en un medio minimo, se cuentan las colonias revertidas y se compara el
namero obtenido con el de las revertidas espontancamente, observado en un cultivo testigo, no tratado
y/0 en presencia de disolvente.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.
1.6. Descripcion del método

El ensayo puede realizarse por los siguientes métodos :
i) meétodo de preincubacion;

i) método de incorporacion directa en el que las bacterias y la sustancia de ensayo se mezclan con Agar
de superficie y se vierten en la superficie de una caja de Agar selectivo.

1.6.1. Preparaciones
1.6.1.1. Bacterias

Las bacterias se cultivan a 37 °C hasta el final de la fase exponencial o hasta el principio de la fase
estacionaria de crecimiento. La densidad celular aproximada debe ser de 108 — 10? células por mililitro.

1.6.1.2. Activacion metabdlica

Las bacterias deben estar expuestas a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de una mezcla de
activacién adecuada de enzimas hepaticas de mamifero (fraccion postmitocondrial suplida de
cofactores) preparada a partir de ratones o de ratas tratadas previamente con agentes inductores
enzimaticos.
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Condiciones experimentales
Cepas experimentales

Deben utilizarse tres cepas, a saber: WP2, WP2 uvr A y WP2 uvr A pKM 101, Para la preparacion y
conservacién de los cultivos es conveniente utilizar métodos ampliamente reconocidos. Deben
verificarse las exigencias de crecimiento y la identidad genética de las cepas y su sensibilidad a los rayos
UV o a la mitomicina C, asi como la resistencia a la ampicilina de Ez cepa WP2 uvr A pKM 101.
Asimismo, las cepas deben producir mutaciones revertidas espontineas en las gamas de frecuencia
esperadas.

Medios

Se utiliza un medio apropiado para la expresion v seleccion de los mutantes, asi como un Agar de
superficie adecuado.

Utilizacion de testigos positivos y negativos

Paralelamente se deben realizar ensayos con testigos no tratados y testigos con disolventes. También
deben realizarse testigos positivos con los siguicntes fines:

i) confirmar la sensibilidad de las cepas bacterianas. Pueden utilizarse el metilmetano sulfonado, el
oxido de 4-nitroquinoleina o el etilnitrosourea como testigos positivos para los ensayos sin
activacion metabolica;

ii) garantizar la estabilidad del sistema metabolizante adecuado. El 2-aminoantraceno constituye un
testigo positivo de la actividad de un sistema metabolizante para todas las cepas. Si es posible, es
conveniente usar un testigo positivo de la misma clase quimica que la sustancia de ensayo.

Cantidad de sustancia de ensayo por placa

Por lo menos, deben probarse § cantidades distintas de sustancia de ensayo con diferencias
semilogaritmicas entre placas. Las sustancias se someten a ensayo hasta que se alcancen los limites de
solubilidad o de toxicidad. La toxicidad se manifiesta por una reduccion del numero de mutaciones
revertidas espontaneas, por una aclaracion de la superficie de fondo o por la tasa de supervivencia de los
cultivos tratados. Las sustancias quimicas no toxicas deben probarse hasta los 5 miligramos por placa
antes de que se pueda considerar negativa la sustancia de ensayo.

Condiciones de incubacion

Se incuban las placas durante 48 a 72 horas a 37 °C.

Procedimiento

En el método de incorporacién directa sobre placa sin activacion enzimatica, se afiaden la sustancia de
ensayo y 0,1 mililitros de cultivo bacteriano fresco a 2,0 mililitros de Agar de superficie. En los ensayos
con activacién metabélica se afiade al Agar, 0,5 mililitros de una mezcla de activacion de enzimas
hepéticas que contenga una cantidad adecuada de fraccion postmitocondrial, después de haber
incorporado la sustancia de ensayo y las bacterias. Se mezcla el contenido de cada tubo y se vierte sobre
la superficie de una placa de Agar selectivo. El Agar de superficie debe solidificarse y las placas se
incuban a 37 °C durante 48 a 72 horas. Al término del periodo de incubacién se cuentan las colonias
revertidas en cada placa.
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3.1.

3.2

En el metodo de preincubacion, se preincuban una mezcla compuesta por, la sustancia de ensayo, 0,1
mililitros de cultivo bacteriano fresco y una cantidad adecuada de mezcla de activacion de enzimas
hepaticas, o la misma cantidad de solucion tampén, y luego se le afiaden 2,0 mililitros de Agar de
superficie. El resto del procedimiento es idéntico al del método de incorporacion directa sobre placa.

En los dos métodos las placas se preparan por triplicado.

RESULTADOS

Se indicara el niimero de colonias revertidas por placa en todas las series testigo y en las series tratadas.
Deben indicarse el recuento por placa, el nimero medio de colonias revertidas por placa y las
desviaciones tipo, tanto para la sustancia de ensayo como para los testigos.

Todos los resultados se confirmaran en un experimento independiente.

Los resultados deben evaluarse mediante los métodos estadisticos adecuados.

INFORME

Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— bacterias y cepa utilizada,

— condiciones experimentales: dosis, toxicidad, composicién del medio, métodos de tratamiento
(preincubacion, incubacién), mezcla de activacion de enzimas hepaticas, sustancias de referencia,
testigos negativos,

— recuento por placa, nimero medio de colonias revertidas por placa, desviacion tipo, relacion dosis/
efecto, si es posible,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacién e interpretacion

Ver introduccion general, parte B (punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 14. OTROS EFECTOS: MUTAGENESIS

ENSAYO DE MUTACION REVERSIBLE EN SAILMONELLA THYPHIMURIUM

METODOS

Introduccion

Ver introduccion general, parte B (punto A).

Definicion

Ver introduccion general, parte B (punto B).

Sustancias de referencia

Ninguna.

Principio del método

El sistema de reversion de histidina (bis) de Salmonella thyphimurium es un ensayo microbiano que
permite medir la reversion his~ — his* inducida por sustancias quimicas causantes de sustituciones
basicas o de mutaciones que desplazan el cuadro de lectura en ¢l genoma del organismo.

Las bacterias se exponen a la sustancia de ensayo con y sin activacion metabolica y se vierten en la
superficie de un medio minimo. Después de un periodo de incubacion adecuado se cuenta ¢l nimero de

colonias revertidas y se las compara con ¢l de las revertidas espontaneamente observado en un cultivo
testigo, no tratado y/o en presencia del disolvente.

Criterios cualitativos

Ninguno.

Descripcion del mérodo

Preparaciones

Bacterias

Se cultivan dos cultivos frescos de bacterias a 37 ©C hasta el final de la fase exponencial o hasta ¢l
comienzo de la fase estacionaria de crecimiento. La densidad celular aproximada debe ser de 108 — 107
células por milimetro.

Activacion metabolica

Las bacterias deben estar expuestas a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de una mezcla de
activacion adecuada de enzimas hepaticas de mamifero (fraccion postmitocondrial suplida de

cofactores) preparada a partir de ratones o de ratas tratados previamente con agentes inductores
enzimaticos.

Condiciones experimentales
Cepas experimentales

Deberan utilizarse por lo menos cuatro cepas, TA 1535, TA 1537, TA98 y TA 100; pueden utilizarse
otras cepas suplementarias, por ejemplo, la TA 1538.

145



146

Diario Oficial de las Comunidades Europeas 13/Vol.

17

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Para la preparacion y conservacion de los cultivos es conveniente utilizar métodos ampliamente
reconocidos. Deben verificarse las exigencias de crecimiento y la identidad genética de las cepas, su
sensibilidad a los rayos UV y al cristal violeta, asi como su resistencia a la ampicilina. Asimismo las cepas
deben producir mutaciones revertidas espontdneas en las gamas de frecuencia esperadas.

Medios

Se utiliza un medio selectivo apropiado, asi como un Agar de superficie adecuado.
Utilizacion de testigos negativos y positivos

Paralelamente se deben realizar ensayos con testigos no tratados y testigos con disolventes.
También deben utilizarse testigos positivos con los siguientes fines:

i) confirmar la sensibilidad de las cepas bacterianas.

Para los ensayos sin activacion metabélica pueden utilizarse los compuestos siguientes:

Cepa Sustancia

TA 1535, TA 100 Azida de sodio
TA 1538, TA 98 2-nitrofluoreno
TA 1537 9-aminoacridina;

ii) garantizar la actividad del sistema metabolizante adecuado. El 2-aminoantraceno es un testigo
positivo de la actividad de un sistema metabolizante para todas las cepas. Si es posible, es
conveniente utilizar un testigo positivo que pertenezca a la misma clase quimica que la sustancia de
ensayo.

Canrtidad de sustancia de ensayo por placa

Por lo menos deben probarse 5 cantidades distintas de sustancia de ensayo con diferencias
semilogaritmicas entre placas. Las sustancias se someten a ensayo hasta que se alcancen los limites de
solubilidad o de toxicidad. La toxicidad se manifiesta por una reduccién del niimero de mutaciones
revertidas espontaneas, por una aclaracién de la superficie de fondo o por la tasa de supervivencia de los
cultivos tratados. Las sustancias quimicas no téxicas deben probarse hasta los 5 miligramos por placa
antes de que se pueda considerar negativa la sustancia de ensayo.

Condiciones de incubacion

Las placas se incuban durante 48 a 72 horas a 37 oC,

Procedimiento

En el método de incorporacion directa sobre placa sin activacién enzimatica, se afiaden la sustancia de
ensayo y 0,1 mililicros de cultivo bacteriano fresco a 2,0 mililitros de Agar de superficie. En los ensayos
con activacion metabolica, se anade al Agar, 0,5 mililitros de una mezcla de activacion de enzimas
hepaticas que contenga una cantidad adecuada de fraccion postmitocondrial, después de haber
incorporado la sustancia de ensayo y las bacterias. Se mezcla el contenido de cada tubo y se vierte sobre
la superficie de una placa de Agar selectivo. El Agar debe solidificarse y las placas se incuban a 37 °C
durante 48 a 72 horas. Al término del periodo de incubacion se cuentan las colonias revertidas en cada
placa. En el método de preincubacion, se preincuba una mezcla compuesta por, la sustancia de ensayo,
0,1 mililitros de cultivo bacteriano fresco y una cantidad adecuada de mezcla de activacion de enzimas
hepaticas, o la misma cantidad de solucion tampén, y luego se le anaden 2,0 mililitros de Agar de
superficie. El resto del procedimiento es idéntico al del mérodo de incorporacion directa sobre placa.

En los dos métodos las placas se preparan por triplicado.
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3.1

3.2.

RESULTADOS

Se indicaré el nimero de colonias revertidas por placa en todas las series testigo y en las series tratadas.
Deben indicarse el recuento por placa, el nimero medio de colonias revertidas por placa y las
desviaciones tipo, tanto para la sustancia de ensayo como para los testigos.

Todos los resultados se confirmaran en un experimento independiente.

Los resultados deberan evaluarse mediante los métodos estadisticos adecuados.

INFORME

Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— bacterias y cepa utilizada,

— condiciones experimentales: dosis, toxicidad, composicion del medio, métodos de tratamiento
(preincubacioén, incubacion), mezcla de activacion de enzimas hepaticas, sustancias de referencia,
testigos negativos,

— recuento por placa, nimero medio de colonias revertidas por placa, desviacion tipo, relacion dosis/
efecto, si es posible,

— discusion de los resultados,

— interpretacion de los resultados.

Evaluacién e interpretacion

Ver introduccion general, parte B {punto C).

BIBLIOGRAFIA

Ver introduccion general, parte B (punto D).
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PARTE C: METODOS DE DETERMINACION DE LA ECOTOXICIDAD

C. 1. TOXICIDAD AGUDA EN PECES

1. METODO
1.1. Introduccién
Es conveniente disponer, en la medida de lo posible, de una amplia informacién sobre la

hidrosolubilidad, la presién de vapor, la estabilidad quimica, las constantes de disociacion y la
biodegradabilidad de la sustancia de ensayo, con vistas a elegir el método de ensayo mas apropiado
(estatico, semiestatico, dinamico), que permita garantizar concentraciones constantes satisfactorias de
la sustancia de ensayo durante todo el periodo de ensayo.

Al proyectar el ensayo y al interpretar los resultados debera tenerse en cuenta otro tipo de informacién
suplementaria, por ejemplo, la térmula desarrollada, el grado de pureza, la naturaleza y porcentaje de
tmpurezas significativas, la presencia y cantidad de aditivos, asi como el coeficiente de reparto
n-octanol/agua.

1.2. Definiciéon y unidades

La toxicidad aguda es el efecto desfavorable, discernible, inducido en un organismo durante un corto
plazo (dias) de exposicién a una sustancia dada.

En el presente ensayo, la toxicidad aguda viene expresada por la concentracion letal media (CLgg), es
decir, la concentracion que, en el agua, causa la muerte del SO % de un lote de peces sometidos a ensayo
durante un periodo de exposicion continuo que debe indicarse. Las concentraciones de la sustancia de
ensayo se expresan en peso por volumen (mg/l) y también en peso por peso (partes por millon).

1.3. Sustancias de referencia

Se podra efectuar el ensayo con una sustancia de referencia a fin de demostrar que, en las condiciones
experimentales de laboratorio, la respuesta de la especic sometida al ensayo no ha variado
significativamente.

Para este ensayo no se especifica ninguna sustancia de referencia.

1.4. Principio del método de ensayo

Se expone a los peces a la sustancia o sustancias de ensayo anadidas al agua, en un intervalo de
concentraciones dado, durante un periodo minimo de 48 horas, pero, preferentemente 96 horas. Se
registra la mortalidad, como minimo, cada 24 horas y se calculan, si es posible, las concentraciones
causantes de la muerte del 50 % de los peces (CLsg), en cada observacion.

1.5. Criterios cualitativos
La mortalidad de los testigos al término del experimento, no debe sobrepasar el 10 %.

La concentracion de oxigeno debe ser superior al 60 % de la saturacion, durante todo el tiempo que dure
el ensayo.

Elanilisis, las propiedades quimicas o el sistema de ensayo utilizado deberian poner de manifiesto que la
concentracion de la sustancia de ensayo se mantiene de forma satisfactoria (por ejemplo, en los limites
del 80 % de la concentracion inicial, durante todo el ensayo).
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

Descripcion del método de ensayo
Pueden utilizarse tres tipos de sistemas.
Ensayo estatico:

Ensayo de toxicidad practicado en organismos acuaticos, durante el cual no se efectua ninguna
renovacion de la solucion de ensayo (las soluciones no se cambian durante todo el ensayo).

Ensayo semiestdtico:

Ensayo sin renovacion continua de la solucion, pero con una renovacion periodica, si se prolonga la
duracion del ensayo (por ejemplo, cada 24 horas).

Ensayo dinamico:

Ensayo de toxicidad durante el cual se renueva constantemente el agua de los recipientes de ensayo. El
agua contiene el producto quimico sometido a ensayo a fin de que el medio de ensayo se vaya renovando.

Reactivos
Soluciones de las sustancias de ensayo

Las soluciones madre con las concentraciones requeridas se preparan disolviendo la sustancia en agua
desionizada, o en agua, segun el punto 1.6.1.2.

Las soluciones madre para las sustancias de baja hidrosolubilidad, pueden prepararse por dispersion
ultrasénica o, si es necesario, mediante disolventes organicos, emulsificantes o dispersantes. Cuando se
utiliza este tipo de producto auxiliar, los peces testigo deben ser expuestos a una concentracion de
producto auxiliar igual a la concentracion maxima de la sustancia de ensayo. La concentracion de dichos
productos auxiliares no debera ser superior a 0,1 gramos por litro.

Las concentraciones elegidas para el ensayo se preparan mediante disolucion de la sustancia madre. Si se
procede a un ensayo con concentraciones elevadas, la sustancia puede disolverse directamente en el agua
de disolucion.

El ensayo debe realizarse sin ajustar el pH. Si se produjera un cambio significativo del pH, habria que
repetir el ensayo ajustando el pH y registrar los resultados. En ese caso, ¢l valor del pH de la solucion
madre debe ajustarse al valor del pH del agua de disolucion, salvo que haya razones concretas que lo
impidan. Para ajustar el pH se usa, preferentemente, CIH o NaOH. Este ajuste debe efectuarse de forma
que no se modifique significativamente 1a concentracion de la sustancia de ensayo en la solucion madre.
Si el ajuste ocasiona una reaccion quimica o una precipitacion de la sustancia de ensayo, debera
mencionarse en el informe.

Aguas para la cria y la disolucion

Se podra utilizar agua potable (no contaminada por concentraciones peligrosas de cloro, metales
pesados u otras sustancias), agua natural de buena calidad o agua « reconstituida » (ver Apéndice 1). Se
preferiran las aguas cuya dureza total esté¢ comprendida entre 50 y 250 miligramos por litro (en CO;Ca),
con un pH de 6,0-8,5.

Equipo

El equipo debe ser de material quimicamente inerte:

— sisterna de disolucion automatica (para el ensayo dinamico),
— dispositivo para medir el oxigeno,

— equipo para determinar la dureza del agua,

— equipo apropiado para el control de la temperatura,

— pHmetro.
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1.6.3. Peces de experimentacion

Se pueden utilizar una o varias especies; su eleccion se deja al criterio del laboratorio que efectue el
ensayo.

Se recomienda que la especie se elija en funcién de criterios practicos determinantes tales como:
disponibilidad inmediata durante todo el afo, facil mantenimiento, aptitud para el ensayo, sensibilidad
relativa, y todos los demas factores significativos economicos, biologicos o ecolégicos. El pez debe tener
buena salud y carecer de cualquier malformacién aparente.

Las especies que se recomiendan para el ensayo figuran en el Apéndice 2.
1.6.3.1. Cria

Los peces que se sometan al ensayo deberan provenir preferentemente de un sélo lote, siendo cada
individuo de la misma longitud y la misma edad. Dcben mantenerse, al menos durante 12 dias, en las
siguientes condiciones,

— recipientes:

se recomienda un volumen de 300 litros como minimo para los peces de agua fria y de 100 litros para
los peces de agua caliente,

— agua:
variable, en funcién del sistema utilizado (recirculacién o dinamico) y la especie de pez,
— luz:
fotoperiodo de 12 a 16 horas por dia,
— concentracion en oxigeno disuelto:
al menos 80 % de la saturacion,
— alimentacion:
diariamente o 3 veces por semana, interrumpida 24 horas antes de comenzar el ensayo.
1.6.3.2. Mortalidad

Registrar las mortalidades después de un periodo de adaptacion de 48 horas. Juzgar la calidad del lote
segun los siguientes criterios:

— mortalidad al cabo de 7 dias superior al 10 % de la poblacion: se rechaza todo el lote,

— mortalidad al cabo de 7 dias comprendida entre el 5 y el 10 % de la poblacion: prolongar el periodo
de observacion 7 dias mas. Si no se comprueba ningiin otro caso de mortalidad, se admite el lote, en
caso contrario debe rechazarse,

— mortalidad en 7 dias inferior al 5§ % de la poblacion: se admite el lote.

1.6.4. Adaptacion

Los peces deben mantenerse en las condiciones de ensayo (agua y temperatura), durante al menos 7 dias
antes de su utilizacion.

1.6.5. Procedimiento

Antes del ensayo definitivo se puede proceder a un ensayo para determinar el intervalo de
concentraciones eficaces el cual proporcionara informacion sobre el intervalo de concentraciones que
habra que utilizar en el ensayo definitivo.
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Efectuar un ensayo testigo, es decir, sin sustancia de ensayo, utilizando en su caso el producto auxilar.
Este ensayo testigo se anade a la serie de ensayos propiamente dichos.

Las concentraciones no deben disminuir en mas de un 20 % durante el periodo de ensayo. Se elegird un
método estatico, semiestatico o dinamico, en funcion de las propiedades fisicas y quimicas de la
sustancia de ensayo.

El pez estara expuesto a la sustancia de ensayo en las siguientes condiciones,
— tiempo:
al menos 48 horas, pero preferentemente 96,
— numero de organismos:
al ﬁ\cnos 10 por concentracion,
— recipientes:
de una capacidad apropiada, en funcion de la carga recomendada,
— carga biologica:

carga maxima recomendada para los ensayos estaticos y los semiestaticos : 1,0 gramos por litro; para
los ensayos dinimicos se puede aceptar una carga mas elevada,

— concentracion de ensayo:

un testigo y al menos cinco concentraciones de ensayo que difieran por un factor constante no mayor
de 1,8 y comprendidas en un intervalo de mortalidad de 0 % a 100 %,

— agua:

ver punto 1.6.1.2,,
— luz:

fotoperiodo de 12 a 16 horas por dia,
— temperatura:

La conveniente a la especie elegida (ver anteriormente), pero aproximadamentoa % 1°C, cualquiera
que sea el sistema de ensayo,

— concentracion en oxigeno disuelto:
al menos el 60 % de la saturacion,
— alimento:
ninguno.

Los peces se observaran entre las 2 y 4 primeras horas y, al menos, a intervalos de 24 horas. Se
consideraran muertos si al tocar el pedinculo caudal no se produce reaccion alguna y no se percibe
ninglin movimiento respiratorio. Los peces muertos se retiran en el momento de cada observacion y se
registra la mortalidad.

Se consignaran las anomalias visibles (por ejemplo, pérdida de equilibrio, natacidn, respiracion,
pigmentacion, etc.).

Diariamente se medira el pH, el oxigeno disuelto y la temperatura.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Registrar en papel log-Probit los porcentajes de mortalidad para cada periodo recomendado, en funcion
de las concentraciones. Unir los puntos obtenidos y anotar la concentracion correspondiente al 50 % de
respuesta (ver figura en el Apéndice 3).
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Se obtiene, asi, la CLs;, para el periodo de exposicion apropiado.

Si los resultados lo permiten, puede estimarse la concentracion letal media (CLsg) y sus limites de
confianza (p 0,05) utilizando un método clasico.

El valor de la CL;; debe redondearse a una o, como maximo, dos cifras significativas.

Si la pendiente de la curva es demasiado acentuada para poder calcular la CLsy, bastara con proceder a
una estimacion grafica de este valor.

Cuando dos concentraciones consecutivas, en una relacion de 1,8, s6lo den 0 0 100 % de mortalidad,
bastaran estos dos valores para indicar el intervalo en que se sitia la CL;,-

Sise comprueba que la estabilidad o la homogeneidad de la sustancia de ensayo no puede mantenerse, se
mencionara en el informe v se interpretaran los resultados con prudencia.

3. INFORME
Se procurara incluir lo siguiente:

— informacion acerca del organismo sometido a ensayo (nombre cientifico, cepa, proveedor,
tratamiento previo eventual, tamano y namero utilizados en cada concentracion de ensayo),

— lalista de las concentraciones utilizadas y cualquier informacion disponible sobre la estabilidad, en
dichas concentraciones, de la sustancia de ensayo,

— la descripcion del equipo de ensayo,

— si se realizan analisis quimicos, los métodos utilizados y los resultados obtenidos,

— el origen del agua de disolucion y sus principales caracteristicas (pH, dureza, temperatura),
— eventualmente, las concentraciones de los productos auxiliares,

— en el caso de sustancias poco hidrosolubles, el método de preparacion de la solucién madre ydela
solucion de ensayo,

— los motivos de la eleccion y los detalles del método de ensayo utilizado (por ejemplo: duracién del
ensayo, sistema estatico, semiestatico, dinamico, tasa de renovacion, aeracion o no, carga de peces,
etc.),

— informacion acerca de la iluminacion,
— la concentracion maxima aplicada que no haya causado mortalidad durante el ensayo,
— la concentracion minima aplicada que haya causado un 100 % de mortalidad durante el ensayo,

— la mortalidad acumulada para cada concentracion y para el ensayo testigo (y, en su caso, el testigo
con producto auxiliar) en los tiempos de observacion recomendados,

— los valores de la CL, en cada uno de los tiempos de observacion recomendados (limites de confianza
de 95 %, si es posijble),

— los métodos estadisticos utilizados para determinar los valores de la CLy,

— la representacion grafica de los porcentajes de mortalidad en funcion de las concentraciones al final
del ensayo,

— la pendiente de la curva y sus limites de confianza de 95 %,

— la concentracion del oxigeno disucho, el pH y la temperatura de las soluciones de ensayo cada 24
horas,

— si se utiliza una sustancia de referencia, su nombre y los resultados obtenidos,

— deberan respetarse los criterios cualitativos.

4, BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris 1981, Test Guidelines 203, Decision of the Council C (81) 30, Final.



13/Vol. 17

Diario Oficial de las Comunidades Europeas 153

Apéndice 1
Agua reconstituida

Ejemplo de agua de disolucion idonea

Los productos quimicos deben ser de calidad analitica.

El agua debe ser un agua destilada de buena calidad, 0 agua desionizada de una conductividad inferior a
S uScm L

Soluciones patron

C1,Ca-2H,0 (cloruro de calcio dihidratado): 11,76 g
disolver en agua, completar hasta el litro.

SO,Mg-7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado): 493 ¢
disolver en agua, completar hasta el litro.

CO;HNa (carbonato acido de sodio): 2,59¢
disolver en agua, completar hasta el litro.

CIK (cloruro de potasio): 0,23 g

disolver en agua, completar hasta el litro.

Agua de disolucion reconstituida

Mezclar 25 mililitros de cada una de las cuatro soluciones patrén y completar, hasta un litro, con agua.
Airear hasta la saturacion en oxigeno disuelto.

El pH debe ser de 7,9 + 0,3.

Si es necesario, ajustarlo con NaOH (hidréoxido de sodio) o CIH (acido clorhidrico).

El agua de disolucion asi preparada se deja reposar durante unas 12 horas y no debe ser aireada
posteriormente.

La suma de iones Ca/mg en esta solucion es igual a 2,5 mmol/l. La relacion de los iones Ca:Mgesde4:1,
la de los iones Na:K de 10:1. La alcalinidad total de esta solucion es igual a 0,8 mmol/l.

Las ocasionales desviaciones durante la preparacion del agua de disolucion no deben modificar su
composicion o sus propiedades.



154 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 13/Vol. 17

Apéndice 2

Especies de peces recomendados para el ensayo

Intervalo de las Longitud toral
temperaturas recomendada del
Especie recomendada de ensayo animal sometido
recomendado al ensayo
°C) (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan)
Pez cebra 20a24 3,0+ 0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae)
(Fathead minnow)
Pez cabeza gorda 20a24 50+ 20
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758)
Carpa comiin 20a 24 6,0 £ 2,0
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Schlegel 1850)
(Killifish)
Medaka 20 a 24 3,0+ 1,0
Poecilia reticulate (Teleostei, Poesiliidae) (Petres 1859)
(Guppy) 20 a 24 3,0 £ 1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Linneaus
1758)
(Bluegill)
Agallas azules 20 a 24 5,0 £ 2,0
Salmo gairdneri (Teleostei, Salmonidae) (Richardson 1836)
Trucha arcoiris 13a17 6,0 + 20
Leuciscus idus (Teleostei, Salons) (Linneaus 1758)
(Ide melanote)o 20a24 6,0 + 2,0
Aprovisionamiento

Los peces que se mencionan arriba son faciles de criar y se puede disponer facilmente de ellos durante
todo el afo. Pueden reproducirse y desarrollarse en explotaciones piscicolas o en el laboratorio, en
condiciones sanitarias controladas. El animal que se someta al ensayo debe estar sano y su origen debe
ser conocido. Estos peces estan disponibles casi en todo el mundo.
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Apéndice 3
Ejemplo de curva de porcentaje de mortalidad/concentracién

Ejemplo de determinacion de la CLgq un papel log-probit

ot

50

Mortalidad en % (probits)

CLg,

Concentracion log (mg/l)
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Apéndice 4

Lista de algunos métodos estandar

OCDE, Paris 1981, test guideline 203, Decision of the Council C (81) 30, Final.
1SO/TC/147/SC 5/WG/3 Draft proposal for screening chemicals and products for acute toxicity
to fish using a static, semi-static or flow-through method Document 7436/1, 1, 111, 1980/06/15
ISO/DP.

Eidgenossisches Department des Innern, Schweiz : Richtlinien fiir Probenahme und Normung von
Wasseruntersuchung-methoden-Part 11, 1974.

DIN Testverfahren mit Wasserorganismen. 38 412 (L1), L (15).

AFNOR. Determinacion de la toxicidad aguda de una sustancia respecto a la Brachydanic rerio.
T90-303.

JIS K 0102. Acute toxicity test for fish.

Degradability, Ecotoxicity and Bioaccumulation. The determination of the possible effects of
chemicals and wastes on the aquatic environment, Volume | and I, Gobernment Publishing
Office, The Hague, The Netherlands 1980.

Environmental Protection Agency 1975. Methods for the Acute Toxicity Tests with Fish,
Macroinvertebrates and Amphibians. The Committee on Methods for Toxicity Test with Aquatic
Organisms. Ecological Research Series EPA-660-75-009.

Environmental Protection Agency. January 1978. Environmental Monitoring and Support
Laboratory, Office of Research and Development EPA-600/4-78-012,

Environmental Protection Agency: Toxic Substance Control, March 16 1979, Parte IV.

} Standard methods for the Examination of Water and Wastewater 14th edition 1975 APHA-

AWWA-WPCF.

Commission of the European Communities. Inter-laboratory test programme concerning the
study of the ecotoxicity of a chemical substance with respect to the fish. CEE Study D.8368, 22
March 1979.

Litchfield, ].T. and Wilcoxon, F., A simplified method for Evaluating dose Effects Experiments, J.
Pharm. Exp. Therap., Vol. 96, 1949, p. 99.



13/Vol. 17

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

157

1.1.

1.2.

1.3.

1.5.

C. 2. TOXICIDAD AGUDA EN DAFNIAS

METODO

Introduccién

Es conveniente disponer, en la medida de lo posible, de una amplia informacion sobre la
hidrosolubilidad, la presion de vapor, la estabilidad quimica, las constantes de disociacion y la
biodegradabilidad de la sustancia, antes de proceder al ensayo.

Al proyectar el ensayo y al interpretar los resultados debera tenerse en cuenta otro tipo de informacion
suplementaria (por ejemplo, la formula desarrollada, el grado de pureza, la naturaleza y el porcentaje de
impurezas significativas, la presencia y cantidad de aditivos y el coeficiente de reparto n-octanol/agua).

Definiciones y unidades

La exigencia de la Directiva relativa a la CLg, sobre la dafnia se cumple mediante la determinacion de la
CE;q tal como se describe en ¢l presente metodo de ensayo.

En el presente ensayo, la toxicidad aguda vienc expresada por la concentracion media cfectiva (CEg,) de
inmovilizacion, es decir, la concentracion (en valor inicial) que inhibe Ja movilidad del 50 % (ie las
dafnias de un lote sometido al ensayo durante un periodo de exposicion de 24 horas. La CEg, a las 48
horas también puede determinarse, si es factible. Las concentraciones, de la sustancia de ensayo se
expresan en peso por volumen (mg/l) y, también, en peso por peso (partes por millon).

Inmovilizacion:

Se consideran inmovilizados los organismos que son incapaces de desplazarse durante los 15 segundos
siguientes a una ligera agitacion del recipiente.

Las concentraciones de la sustancia de ensayo se expresan en peso por peso (partes por millon).

Sustancias de referencia

Puede someterse a ensayo una sustancia de referencia para demostrar que, en las condiciones
experimentales de laboratorio, la sensibilidad de la cepa utilizada no se ha modificado sensiblemente.

En condiciones de ensayo idénticas, para un intervalo de concentraciones eficaces, concentraciones
diferentes en sustancias de ensayo ejercen efectos diferentes en la movilidad de las dafnias. En
consecuencia, al final del ensayo, a cada concentracion correspondera un porcentaje diferente de
inmovilizacion de las dafnias.

Las concentraciones que causan del 0 al 100 % de inmovilizaciones se determinan directamente
mediante la observacion, mientras que la CEg-24 horas (asi como la CE-48 horas) se determina, si es
factible, por calculo.

Para este método, se utilizara un sistema estatico, sin renovar las soluciones de ensayo durante el periodo
de exposicion.

Criterios cualitativos

La inmovilizacion de los testigos, al final del ensayo, no debe exceder del 10 %.
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La concentracion en oxigeno al final del ensayo no debe ser inferior a 2 miligramos por litro.

Las dafnias no deberian ser arrastradas hacia la superficie del agua, al menos en el testigo.

1.6. Descripcion del método de ensayo
1.6.1. Reactivos
1.6.1.1. Soluciones de las sustancias de ensayo

Las soluciones madre con las concentraciones requeridas se preparan disolviendo la sustancia en el agua
desionizada o en el agua que responda a las condiciones establecidas en el punto 1.6.1.2.

Las soluciones madre para las sustancia de baja hidrosolubilidad, pueden prepararse por dispersion
ultrasonica o, si es necesario, utilizando disolventes orgénicos, emulsificantes o dispersantes. Si se
recurre a dichas sustancias, las dafnias testigo deben ser expuestas a una concentracion de producto
auxiliar igual a la concentracion maxima de la sustancia de ensayo. La concentracién de dichos
productos auxiliares no debe sobrepasar los 0,1 gramos por litro.

Las concentraciones elegidas para el ensayo se preparan mediante disolucién de la solucién madre. Si se
procede a un ensayo con concentraciones elevadas, la sustancia puede disolverse directamente en el agua
de disolucion. )

El ensayo debe realizarse sin ajustar el pH. En caso de modificaciones significativas del pH, es
conveniente repetir el ensayo ajustando el pH y registrar los resultados. En tal caso, el valor del pHdela
solucion patrén debe adaptarse al valor del pH del agua de disolucién, salvo que haya razones concretas
que lo impidan. Para ajustar el pH se usa, preferentemente, CIH 0 NaOH. Este ajuste debe efectuarse de
tal forma que no se modifique sensiblemente la concentracion de la sustancia de ensayo en la solucion
madre. Si el ajuste provoca una reaccion quimica o una precipitacion de la sustancia de ensayo, debera
mencionarse en el informe.

1.6.1.2. Aguas para la cria y la disolucion

Para este ensayo puede utilizarse cualquier tipo de agua natural o reconstituida que sea conveniente para
la cria de dafnias.

Para evitar tener que proceder a adaptaciones antes del ensayo, se recomienda utilizar para la cria la
misma agua que se utilizara en el ensayo.

1.6.2. Equipo

Se utilizara material corriente d¢ laboratorio. El material que entre en contacto con las soluciones de
ensayo debera ser, preferentemente, de cristal’

— aparato para medir el oxigeno (con microelectrodo o cualquier otro equipo que sea conveniente para
medir el oxigeno en muestras de pequeiio volumen),

— aparato adecuado para el control de la temperarura,
— pHmetro,

— aparato para determinar la dureza del agua.

1.6.3. Organismos de experimentacion

Daphnia magna o Daphnia pulex, con mas de 6 horas y menos de 24 horas al comienzo del ensayo,
criada en laboratorio, sin enfermedades y de origen conocido (cria tratamientos previos, etc.).
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1.6.4. Procedimiento
Antes de proceder al ensayo definitivo puede realizarse un ensayo preliminar para obtener informacion
sobre el intervalo de concentraciones que hay que utilizar en el ensayo definitivo. Ademas de las series de
ensayos, debe efectuarse un ensayo testigo, realizado con los productos auxiliares pero en ausencia de la
sustancia de ensayo.
Las dafnias se exponen a la sustancia de ensayo en las siguientes condiciones,
— tiempo:
al menos 24 horas,
— numero de organismos:
al menos 20 organismos por concentracion de ensayo, repartidos preferentemente en lotesde Soen 2
lotes de 10,
— carga biologica:
un minimo de 2 mililitros de solucion para cada organismo,
— concentracion de ensayo:
la solucién de ensayo debe prepararse inmediatamente antes de introducir a las dafnias,
preferentemente sin utilizar mas disolvente el agua. Al mismo tiempo que el testigo, hay que someter
al ensayo concentraciones que formen una seric geométrica, con una relacion 1,8 que permitan
obtener 0 y 100 % de inmovilizaciones después de 24 horas y una serie de inmovilizaciones
intermedias que permitan caicular la CEg,-24 horas,
— agua:
ver punto 1.6.1.2.,
— luz:
es facultativo un fotoperiodo; se puede admitir la obscuridad completa,
— temperatura:
la temperatura de ensayo debe situarsc entre 18 y 22°C, pero debe ser constante para cada ensayo con
una aproximacion de *1°C,
— aeracion:
no airear por burbujeo,
— alimento:
ninguno.
Al final del ensayo debera medirse el pH y la concentracion en oxigeno de los testigos y de todas las
concentraciones de ensayo; el pH de las soluciones no deberia haberse modificado.
Las sustancias volatiles deben someterse a ensayo en recipientes llenos y herméticamente cerrados,
suficientemente grandes como para evitar la falta de oxigeno.
Se observa las dafnias al menos después de 24 horas de exposicion y de nuevo después de 48 horas, si se
ha prolongado el ensayo.
2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Registrar en papel log-Probit los porcentajes de inmovilizacion acumulados en funcion de las
concentraciones, después de una exposicion minima de 24 horas. Unir los puntos obtenidos y anotar la
concentracion correspondiente a 50 % de inmovilizacion.

Si los resultados lo permiten, puede estimarse la concentracién media CEq y sus limites de confianza
(p:0,05) utilizando un método clasico.
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El valor de la CEy debe redondearse a una o, como maximo, dos cifras significativas.

Si la pendiente de la curva es demasiado acentuada para poder calcular la CEgp, bastara con dar una
estimacion grafica de dicho valor.

Cuando dos concentraciones consecutivas, en una relacion de 1,8, sélo den 0 0 100 % de inmovilizacion,
bastaran estos dos valores para indicar el intervalo en que se sita la CEq,.

Si se comprueba que la estabilidad o la homogeneidad de la sustancia de ensayo no puede mantenerse,
sera conveniente interpretar los resultados con prudencia e indicarlo en el informe.

INFORME
Se procurara incluir lo siguiente:

— informacion acerca del organismo sometido a ensayo (nombre cientificio, especie, proveedor u
origen, tratamiento previo eventual, método de cria, incluida la cepa, naturaleza, cantidad y
frecuencia de la alimentacion),

el namero de dafnias utilizado en cada concentracion de ensayo,

— las concentraciones utilizadas y cualquier informacion disponible sobre la estabilidad, en dichas
concentraciones, de las sustancias de ensayo en la solucion de ensayo,

— la descripcion de los recipientes utilizados en el ensayo: volumen de la solucién contenida en cada
uno de ellos, numero de organismos,

— si se han realizado analisis quimicos, los métodos utilizados y los resultados obtenidos,
— el origen del agua de disolucion y sus principales caracteristicas,
— el método de preparacion de las soluciones madre y de las soluciones de ensayo,

— las concentraciones de cualquier producto auxiliar utilizado (disolventes organicos, dispersantes,
etc.),

—— informacion acerca de la iluminacion,

— la concentracion maxima aplicada que no haya provocado ninguna inmovilizacion durante el
periodo de ensayo,

— la concentracion minima aplicada que haya provocado un 100 % de inmovilizacion durante el
pertodo de ensayo,

— los porcentajes de inmovilizacion acumulados en el ensayo testigo, en el ensayo testigo con producto
auxiliar y en cada concentracién de ensayo, para los periodos de observacion recomendados (24
horas o 24 y 48 horas),

— los valores de CE g, para cada periodo de observacion recomendado (con un limite de confianza de
95 %, si es posibfc),

— la representacion grafica de los porcentajes de inmovilizacion en funcion de las concentraciones al
final del ensayo,

— los métodos estadisticos utilizados para determinar los valores de la CEgy,
— la pendiente de la curva al cabo de 24 horas y sus limites de confianza de 95 %,

— la concentracion del oxigeno disuelto, los valores del pH y la temperatura de las soluciones de
ensayo,

— si se utiliza una sustancia de referencia, su nombre y los resultados obtenidos,

— deberan respetarse los criterios cualitativos.

BIBLIOGRAFIA

(1) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 202. Decision of the Council C (81) 30, Final.

(2) ISO Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera crustacea) 150/6341.

(3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera crustacea) NFT 90 301.
(4) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1), (L11).
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Apéndice 1
Agua reconstituida
Ejemplo de agua de disolucion idénea

Los productos quimicos deben ser de calidad analitica.

El agua debe ser un agua destilada de buena calidad, o agua desionizada de una conductividad inferior a
S uSem L

Soluciones principales

Cl,Ca-2H,0 (cloruro de calcio dihidratado): 1176 ¢
disolver en agua, completar hasta el litro.
SO Mg-7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado): 493 g
disolver en agua, completar hasta el litro.
CO;HNa (carbonato icido de sodio): 2,59¢

disolver en agua, completar hasta el litro.

CIK (cloruro de potasio): 023g
disolver en agua, completar hasta el litro.

Agua de disolucion reconstituida

Mezclar 25 mililitros de cada una de las cuatro soluciones patron y completar, hasta un litro, con agua.
Airear hasta la saturacién en oxigeno disuelto.

El pH debe ser de 7,9 + 0,3.

Si es necesario, ajustarlo con NaOH (hidréxido de sodio) o CIH (icido clorhidrico).

El agua de disolucién asi preparada se deja reposar durante unas 12 horas y no debe ser aircada
posteriormente.

La suma de iones Ca/Mg en esta solucién es igual a 2,5 mmol/l. La relacion de los iones Ca:Mges de 4:1,
la de los iones Na:K de 10:1. La alcalinidad total de esta solucién es igual a 0,8 mmol/l.

Las ocasionales desviaciones durante la preparacion del agua de disolucion no deben modificar su
composicion o sus propiedades.
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C.3. DEGRADACION BIOTICA:

SCREENING TEST DE LA OCDE MODIFICADO

1. METODO

1.1. Introduccion
El objetivo del método es medir la biodegradabilidad, en medio acuoso aerébico, de compuestos
organicos, no volitiles e hidrosolubles, con una concentracién inicial correspondiente de 5 a 40
miligramos de carbono organico disuelto (COD) por litro. Si se mejoraran los limites de sensibilidad de
los analizadores de carbono organico seria aconsejable, especialmente en el caso de los compuestos
toxicos, utilizar concentraciones de ensayo mas bajas. Es conveniente determinar previamente el
contenido en carbono organico de la sustancia de ensayo.

El mérodo solo es aplicable a las sustancias organicas que, a la concentracién de ensayo (5 a 40 mg de

COD/1):

— son solubles en el agua,

— tienen una presion de vapor despreciable,

— no tienen efecto inhibidor sobre las bacterias,

— no sufren una adsorcién importante en las superficies de vidrio.

Para interpretar los resultados es 1atil conocer las proporciones relativas de los principales elementos
constitutivos de la sustancia de ensayo, especialmente cuando los resultados obrenidos sean bajos o poco

significativos.

Es conveniente conocer la toxicidad de la sustancia sobre los microorganismos para poder interpretar
los resultados bajos y para elegir las concentraciones de ensayo apropiadas.

1.2 Definiciones y unidades

La degradacion se define como el porcentaje de pérdida de COD en relacion a su valor inicial.

D, = [1-—Ct_hm‘c ]xlOO

Co ~ Cyyo
donde:
D, = degradacion en porcentaje de pérdida de COD, en el tiempo ¢
C, = concentracion inicial en COD del medio de cultivo (mg de COD por litro)
C, = concentracién en COD del medio de cultivo en el tiempo t (mg de COD por litro)
Chio) = concentracion inicial en COD del blanco (mg de COD por litro)
Chiy = concentracion en COD del blanco, en el tiempo t (mg de COD por litro).
1.3. Sustancias de referencia

Es conveniente utilizar sustancias de referencia apropiadas para verificar la actividad del inéculo. A tal
efecto se puede utilizar, por ejemplo, anilina, acetato de sodio o benzoato de sodio. La degradacion de
dichas sustancias debe ser superior o igual al 70 % en 10 dias, a contar desde el dia en que se observe, por
primera vez, una tasa de biocfe radacion superior al 10 %. Para que el ensayo sea valido estos resultados
deben obtenerse en un plazocgc 28 dias. En caso contrario, deberia repetirse utilizando un inéculo de
origen difercnte.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Principio del método de ensayo

Se disuelve en un medio mineral (solucién de nuerientes minerales, enriquecida con oligoelementos y una
solucion de vitaminas esenciales) una cantidad definida de sustancia de forma que se obtenga una
concentracion correspondiente a S a 40 miligramos de COD por litro. A continuacion, esta solucion se
inocula con un niimero pequeno de microorganismos de un cultivo mixto, se la airea de 202 25°Cy sela
mantiene en la obscuridad o con luz difusa.

La degradacion se sigue mediante determinaciones del COD durante un periodo de 28 dias.
El ensayo se controla con una sustancia de referencia.

Paralelamente se efectuaran « pruebas en blanco » que no contengan ni sustancia de ensayo ni sustancia
de referencia, para determinar las concentraciones en COD de los medios.

Criterios cualitativos

La reproducibilidad del método se ha establecido a partir del ensayo de intercalibracion de la CEE y de la
OCDE.

La concentracion mas baja de la sustancia de ensayo para la que se puede aplicar el método la determina,
en gran medida, el limite de deteccion del analisis del carbono organico (0,5 mg C/1, actualmente) y su
concentracion en la solucion nutritiva.

Descripcion del método de ensayo

Reactivos
Agua

Generalmente se utilizan como disolventes agua desionizada o agua destilada libres de sustancias
toxicas (en particular, cobre). Se aconseja utilizar agua desionizada por destilacion o por intercambio de
iones.

El agua destilada no debe contener mas del 10 % del carbono organico aportado por la sustancia de
ensayo.

Para ¢l analisis del COD en concentraciones comprendidas entre 0 y 40 miligramos por litro es
indispensable un agua de gran pureza. Las contaminaciones pueden provenir no solo de las impurezas
contenidas en el agua sino también de las resinas intercambiadoras de iones y de proliferaciones
microbianas (bacterias o algas que se desarrollan por la accion de la luz, etc.). Debe utilizarse un mismo
lote de agua para una seric de ensayos y controlar previamente el agua analizando el COD. Si es
necesario, puede purificarse con irradiaciones UV o por otros medios.

Solucion nutritiva

La solucién nutritiva contiene, por litro, 1 mililitro de cada una de las siguientes soluciones, a) a f}, en
agua (1.6.1.1.) {las iniciales PA significan «pureza analitica).

a) PO,KH, (fosfato monopotasico): PA 8,50 g
PO K;,H (fosfato dipotasico): PA 21,75¢
PO,Na,H:2H,0 (fosfato disodico dihidratado): PA 33,40 ¢
CINH, (cloruro de amonio): PA 20,00 g

disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1.).
El pH debe ser de 7,2.

b) SOMg-7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado): PA 22,50 ¢
disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1).
¢} ChLCa (cloruro de calcio): PA 27,50 g

disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1).
Esta solucion debe prepararse justo antes del ensayo.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

d) Cl3Fe-6H,0 (cloruro de hierro (11I) hexahidratado):
disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1).
Esta solucion debe prepararse justo antes del ensayo.

e) Solucién de oligoelementos
S$O4Mn-4H,0 (sulfato de manganeso (II)
tetrahidratado) (= 30,23 mg SO,Mn-H,0):

BO;H; (acido borico):

SOZ,7HO (sulfato de zinc heptahidratado):
Mo;0,4(NH,)4 (heptamolibdato de amonio (IV))

(= 36,85 mg Mo;0,,(NH,)¢.4H,0):

Fe-quelatoda: (Cl;Fe EDTA)

disolver y completar hasta 1000 mi con agua (1.6.1.1).
Esterilizacion de la solucion madre de

oligoelementos a 120°C, bajo 2 atmoésferas, durante 20 minutos.

f) Solucién de vitaminas
Biotina:
Acido nicotinico:
Tiamina:
Acido p-aminobenzoico:
Acido pantoténico:
Piridoxamina:
Cianocobalamina:
Acido félico:
disolver y completar hasta 100 ml con agua (1.6.1.1).

PAO02Sg

PA 39,9 mg
PA 572 mg
PA 42,8 mg

PA 34,7 mg
PA 100,0 mg

PA 0,2 mg
PA 2,0 mg
PA 1,0 mg
PA 1,0 mg
PA 1,0 mg
PA 5,0 mg
PA 20 mg
PA 5,0 mg

La solucion se pasa por filtros de membrana esterilizada de 0,2 micrémetros. En lugar de la solucion
1.6.1.2. (f) se puede utilizar 15 mg de extracto de levadura disuelto en 100 mililitros de agua (1.6.1.1).

Sustancias de referencia
Anilina (recién destilada), acetato de sodio, benzoato de sodio.
Solucion de cloruro merciirico

1% de Cl,Hg en el agua‘ (1.6.1.1).

Equipo

Incubador de cultivo con agitacion que pueda acoger a matraces

Erlenmeyer de 2 litros, con regulacion automatica de la temperatura o situado en un recinto con

termostato a 20-25°C.

Matraces Erlenmeyer de 2 litros con cuello estrecho. Antes de usarlos se deben limpiar cuidadosamente
con acido clorhidrico en solucion alcohdlica, enjuagar y secar para eliminar todos los residuos de
ensayos anteriores. Aunque sean nuevos debe limpiarse de la misma forma para evitar el riesgo de

contaminacion.
Dispositivo de filtracion por membrana
Filtros de membrana de 0,2 micrometros

Analizador de carbono

Preparacién del inéculo

La inoculacion puede efectuarse a partir de cualquiera de las cuatro fuentes que se indican a
continuacion, siempre que su validez se compruebe con una sustancia de referencia (1.6.1.3).
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

1.6.4.

Indculo a base de un efluente secundario

Es preferible elegir un efluente secundario de buena calidad, procedente de una instalacion que trate
especificamente aguas domésticas. El efluente debe airearse desde su extraccion hasta su utilizacion. Se
pasa por un filtro basto y se descartan los primeros 200 mililitros. El filtrado, convenientemente aireado,
debe utilizarse el mismo dia.

Inébculo a base de suelos

Se ponen en suspension 100 gramos de suelo (fértil, no estéril) en 1 000 mililicros de agua potable sin
cloro (los suelos con gran contenido en arcilla, arena o carbono organico no pueden utilizarse). Después
de agitar, conviene dejar reposar la suspension durante 30 minutos.

El sobrenadante se pasa entonces por un papel filtro grueso y se descartan los 200 primeros mililitros. Fl
filtrado se airea inmediatamente, continuando la aeracion hasta su utilizacion; este indculo debe
emplearse el mismo dia.

In6culo a base de aguas superficiales

Se pasa una muestra de agua superficial por un papel filtro grueso y se descartan los primeros 200
mililitros. El filtrado, convenientemente aircado hasta su utilizacion, debe emplearse el mismo dia.

Inéculo mixto

Se prepara mezclando convenientemente volumenes iguales de los tres tipos de indculos anteriormente
descritos.

La validez del indculo se verifica con una sustancia de referencia (1.6.1.3).

Procedimiento

Las sustancias de ensayo y la sustancia de referencia se someten respectivamente a ensayos por duplicado
y a un ensayo en blanco. Los ensayos en blanco s realizan con inoculacion, pero sin afiadir sustancia de
ensayo ni de referencia.

Se prepara una solucion madre de la sustancia de ensayo en el agua (1.6.1.1). Se afade a la solucion
nutritiva (1.6.1.2) una cantidad de esta solucion madre que permita obtener una concentracion de 5 a 40
miligramos de COD por litro. La sustancia de referencia {1.6.1.3) debe someterse a ensayo en la
concentracion inical de 20 miligramos de COD por litro.

En cada uno de los dos recipientes (1.6.2.2) se vierten 900 mililitros de medio nutritivo, asi preparado, y
se inocula con 0,5 mililitros de indeulo (1.6.3.). Se cubren los recipientes con una hoja de aluminio (por
ejemplo) procurando no perturbar los intercambios gaseosos entre el recipiente y la atmosfera que le
rodea (el algodén no puede utilizarse a causa del analisis del COD). Los recipientes se introducen a
continuacion en el agitador, manteniéndolo a una temperatura constante de 20 a.25°C durante todo el
ensayo y resguardado de la luz. El aire ambiente debe carecer de contaminantes y de sustancias toxicas
(disolventes clorados, etc.).

Durante el ensayo de biodegradacion se procedera a una determinacion por duplicado de las
concentraciones en COD, el primer dia y los dias vigésimo séptimo y vigésimo octavo. Deberin
efectuarse al menos tres analisis suplementarios (en torno a los dias septimo, decimocuarto y
vigesimoprimero) para seguir la evolucion de la degradacion.

Para efectuar cada determinacion solo hay que extraer el volumen estrictamente necesario. La
centrifugacion o la filtracion con membrana, previas a la determinacion del carbono, exigen volimenes
diferentes segin los equipos. Las pérdidas debidas a la evaporacion del medio de cultivo deben corregirse
anadiendo la cantidad de agua necesaria (1.6.1.1).

Antes de cada toma, debe agitarse cuidadosamente el medio y disolver o poner en suspension las
particulas que se adhieran a las paredes del recipiente. Las muestras centrifugades o filtradas deben
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analizarse el mismo dia; si no, es preciso anadirles 0,05 mililitros de la solucién de Cl,Hg (1.6.1.4) por
cada 10 mililitros de medio, o bien consevarlas entre 2 y 4°C hasta las 24 horas, o por debajo de 18°C
para periodos mas largos.

Si se observa una meseta en la grafica de biodegradacion antes del vigésimoctavo dia, el ensayo puede
considerarse terminado. Si la degradacién ha comenzado perceptiblemente antes del vigésimoctavo dia
sin llegar a alcanzar una meseta, es conveniente prolongar el ensayo durante una o dos semanas.

Todas estas operaciones exigen mucha atencion y los recipientes, pipetas, etc., deben estar muy limpios
(aunque no estériles).

1.6.5. Determinacion del COD

Los filtros de membrana son apropiados si previamente se ha comprobado que no liberan carbono y que
no absorven la sustancia de ensayo durante la filtracién.

Si se centrifugan las muestras hay que realizar la operacién a 40 000 ms~2 (alrededor de 4 000 g)
preferentemente a una centrifuga refrigerada, en cualquier caso, a menos de 40°C.

Nota

En concentraciones muy bajas, parece que la diferenciacion COT:COD por centrifugacién no cs
satisfactoria, bien, porque no se han eliminado todas las bacterias, o bien porque se ha vuelto a disolver
el carbono del citoplasma bacteriano. En concentraciones mas elevadas (> 10 mg/l) el error de
centrifugado, para una inoculacién idéntica, parece comparativamente pequeio.

La muestra extraida (alrededor de 30 ml) se centrifuga inmediatamente o se pasa por un filtro de
membrana mediante el dispositivo de fileracion (1.6.2.3) utilizando filtros de membrana tratados, segun
se indica en el punto 1.6.2.4. Se descartan los 20 primeros mililitros del filtrado.

La concentracion en COD del filtrado que queda (alrededor de 10 ml) se determina por duplicado con
ayuda del analizador de carbono (1.6.2.5). Si el filtrado no puede analizarse el mismo dia, debe
conservarse tal y como se indica en el punto 1.6.4.

2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de las determinaciones se registraran segin el modelo adjunto (Apéndice 1) y los valores
de la biodegradacion se calcularan de acuerdo con el punto 1.2.

Las concentraciones en COD se redondean al 0,1 mg por litro mas proximo, y los valores medios de D, al
porcentaje mas proximo.

El desarrollo del ensayo de degradacion se representa graficamente en un diagrama del cual se adjunta
un modelo (Apéndice 2).

Los resultados del ensayo de degradacion son validos si, en la misma serie de ensayos, la sustancia de
referencia muestra un porcentaje de eliminacion de COD > al 70 % en 10 dias, a contar desde el dia en
que, por primera vez, la tasa de biodegradacion observada sobrepase el 10 % Este resultado debe
obtenerse dentro del plazo de 28 dias de duracién del ensayo, si no, hay que eliminar toda la serie.

3. INFORME

3.1. Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:

— los resultados, reportados segin el formulario adjunto (Apéndice 1),
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3.2.

— el desarrollo del ensayo de degradacion representado en un diagrama que indique la fase de estado
latente, la fase de degradacion, la pendiente de la curva, el intervalo de tiempo. (El «intervalo de
tiempo » significa aqui un periodo de 10 dias que comienza el dia en que por, primera vez, el nivel de
biodegradabilidad observado sobrepase €l 10 %),

— las pruebas de validez del ensayo (disminucion en COD de la sustancia de referencia 2 al 70 % en 10
dias, a contar desde el dia en que la degradacion sobrepasa el 10 %, debiéndose obtener estc
resultado dentro del plazo de 28 dias, es decir dentro del periodo de duracion del ensayo).

Interpretacién de los resultados

Siendo este ensayo tan riguroso, un resultado bajo no significa, necesariamente, que la sustancia
sometida a ensayo no sea biodegradable en condiciones ambientales; simplemente indica que son
necesarios estudios complementarios para comprobarlo.

Las sustancias sometidas a ensayo que muestren un nivel de biodegradacion elevado durante el ensayo,
se consideraran facilmente degradables, si dicho nivel se ha alcanzado, como miximo, a los 10 dias de
haberse sobrepasado, por primera vez, el 10 %.
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Apéndice 1

Degradacion biética: screening test de la OCDE modificado

Resultados del ensayo

Concentracion teorica: ........ mg/l COD

Determinacion del carbono

Concentracion en COD despues de % dias (mg/1}
Matras
o
0(Cp)
Ensavo: a4
Solucion  nutritiva
mineral con sustan- 1 a,
cia de ensayo e ino-
culacion
a + a
C" 1 2
2
bl
2 b,
. b, + b,
(‘.n= —
2
Blanco: bl
Solucion  nutritiva
mineral sin sustan- 3 bl,
cia de ensayo pero
con inoculacion
Co = bl; + bl,
bi(e) = 2

Fraluacion de los resultados brutos

Matras Cileulo de los "o de perdida en COD despues x dias
n" resultados
0
Cal - Cy t
1 D; =f1-=a_=blld ) 100 0
Co - Coio
2 Dz=(l—(—:‘"—_ﬁm)x100 0
Co - Chig
Media D,+D
*) D, = ] 2 0

(") No se establecera [a media entre Dy y D, en caso de diferencia importante entre ambos.
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Degradacion biética: screening test de la OCDE modificado (Formulario)

Responsable del €nSay0: ... .ouerneniee e

Fecha de inicio del ensayo: ........iiiinene it Experimento n® ........

ESEPUCTULA QUITTHCAL « « « o v ov et stes et s et s e e e e n et e e et et

Solucion-madre:

mg/| mg/|
me/l coT CoD (**)

Concentracion de la sustancia de ensayo

(*)  Una diferencia de los valores COD y COT indica una solubilidad insuficiente de la sustancia
sometida a ensayo.

(**) Todos los valores COD se determinan después de pasar por un filtro de membrana o de
centrifugar.

Analizador de carbonO: . o ot ottt e e e

(Y P S A LR R R

Resultado del ensayo:

D,= ........ % de pérdida en COD después de ........ dias.

Comprobacion del resultado: ... ... ...
SUStAncia de TEfETeNCIA: o ot vttt i et e e e
Resultado: ........ % de pérdida en COD después de ........ dias.

Experimento de referencia no . ........o.iu it

Observaciones :
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C.4. DEGRADACION BIOTICA:

ENSAYO AFNOR NF T 90/302 MODIFICADO

1. METODO

1.1. Introduccion

El objetivo del método es medir la biodegradabilidad, en medio acuoso aerébico, de compuestos
orgéanicos, no volatiles ¢ hidrosolubles, con una concentracién inicial correspondiente a 40 miligramos
de carbono organico disuelto (COD) por litro. Si se mejoraran los limites de sensibilidad de los
analizadores de carbono organico, seria aconsejable, especialmente en el caso de los compuestos toxicos,
utilizar concentraciones de ensayo mas bajas.

Es conveniente determinar previamente el contenido en carbono organico de la sustancia de ensayo.
El método solo es aplicable a las sustancias orgdnicas que, a la concentracion de ensayo (40 mg COD/I) :
— son solubles en el agua,

— tienen una presion de vapor despreciable,

— no tienen efectos inhibidores sobre las bacterias,

— no sufren una absorcién importante en las superficies de vidrio.

Para interpretar los resultados, es titil conocer las proporciones relativas de loscfrincipa]cs componentes
de la sustancia de ensayo, especialmente cuando los resultados obtenidos sean bajos o poco
significativos.

Es conveniente conocer la toxicidad de la sustancia quimica en los microorganismos para interpretar los
resultados bajos.

1.2, Definicién y unidades

La degradacion se define como el porcentaje de pérdida de COD en relacion a su valor inicial:

D, = [1__Cl_'_chl(u_] x 100

Co - Cuio
donde:
D, = degradacion, en porcentaje de pérdida de COD en el tiempo t,
Co = concentracion inicial en COD del medio de cultivo {mg de COD/I).
C, = concentracion en COD del medio de cultivo en el tiempo t (mg de COD/I),
Ciuiio) = concentracion inicial en COD del blanco (mg de COD/I),
Ciiy = concentracion en COD del blanco en el tiempo t (mg de COD/).
1.3. Sustancias de referencia

Es conveniente verificar el indculo con sustancias quimicas de referencia apropiadas.

A tal efecto se puede utilizar la anilina, el acetato de sodio o en benzoato de sodio (por ejemplo), con los
que se debera observar una eliminacién del contenido en COD igual o superior al 70 % en 28 dias; sino
el ensayo se considerara nulo y debera comenzarse de nuevo utilizando un inéculo procedente de otra
fuente.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

En este método de ensayo especifico, la glucosa se utiliza especialmente para ¢l ensayo de inhibicion y
para comprobar la actividad del inéculo, pero también puede utilizarse 1a anilina, elacetato de sodiooel
benzoato de sodio.

Principio del método de ensayo

Las sustancias disueltas en el agua son biodegradadas por microorganismos quimiorganotrofos, que las
utilizan como anicas fuentes de carbono y de energia. Estas sustancias se estudian en una concentracion
en la que el contenido inicial de carbono organico es igual a 40 miligramos por litro. El carbono organico
que queda en solucion se mide al menos después de 3,7, 14 y 28 dias. Simultaneamente, se estudian los
efectos inhibidores eventuales de la sustancia de ensayo en el inéeulo. El procedimiento se controla por
medio de una sustancia de referencia.

Criterios cualitativos

La reproducibilidad del método se ha establecido a partir del ensayo de intercalibracion delaCFFEydela
OCDE.

La concentracion mas baja de la sustancia de ensayo para la que se puede aplicar este método de ensayo
depende, en gran medida, del limite de sensibilidad del analisis del carbono organico que es,
actualmente, de 0,5 miligramos de C por litro, y de la concentracion de carbono organico disuelto en la
solucion nutritiva.

Descripcion del método de ensayo

Reactivos
Los productos quimicos deben ser de pureza analitica.
Agua destilada

El agua destilada no debe contener mas del 10 % del carbono organico aportado por la sustancia de
ensayo.

Solucién nutritiva

Preparar el medio de ensayo como se indica a continuacion, utilizando material estéril. Para 1 litro de
solucion, disolver en agua destilada (PA = purcza analitica):

SO,(NH,); (sulfato de amonio): PA 0,300 g
NO;NH; (nitrato de amonio): PA 0,150 g
PO,KH, {fosfato monopotasico): PA 0,300 ¢
PO Na,H-12H,0 (fosfato disodico dodecahidratado): PA 2,000 ¢
$O,Mg-7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado}: PA 0,050 ¢
C1,Ca-2H,0 (cloruro de calcio dihidratado): PA 0,050 ¢
Extracto de levadura: PA 0,005 ¢

El pH es de 7,5 £+ 0,1,

Anadir 1 mililitro de la solucion de oligoelementos de fa composicion siguiente:

SO,Fe:7H,0 (sulfato de hierro 11 heptahidratado): PA 0,100 g
$0O,Mn-H,0 (sulfato de manganeso (II) monohidratado): PA 0,100 g
Mo0O,K, (molibdato de potasio): PA 0,025 g

B,O,Na,10H,0 (tetraborato de sodio decahidratado): PA 0,025 ¢
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1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Cl,Cu-2H;0 (cloruro de cobre (Il) dihidratado): PA 0,025 ¢
(NO;);Co6H,0 (nitrato de cobalto (1) hexahidratado): PA 0,025 ¢
ClyZn (cloruro de zinc): PA 0,025 ¢
VO;NH, (vanadato de amonio): PA 0,010 g

Agua destilada: hasta 100 m).

La solucién de oligoelementos puede conservarse durante un mes a una temperatura comprendida entre
+ 1y + 4°C.

Completar el volumen (1 litro) y homogeneizar. El medio debe utilizarse dentro de un plazo de 12 horas.
Sustancias de referencia

Anilina (recién destilada), acetato de sodio, benzoato de sodio, glucosa.

Equipo

Material corriente de laboratorio y:

— aparato para medir el carbono organico,

— espectrofotometro,

— centrifuga (4 000 g),

— agitador que permita una aeracién y una agitacion suficientes,

— equipo para medir el oxigeno disuelto, pHmetro, matraces conicos de boca ancha de 500 mililitros
esteériles,

— equipo para filtracién estéril (membrana de 0,22 um de porosidad).

El material de vidrio debe estar cuidadosamente limpio y totalmente libre de materias organicas o
toxicas.

Preparacion del inéculo

Extraer un volumen suficiente de una mezcla de tres muestras de aguas de superficie contaminadas y de
efluentes de salida de estaciones depuradoras urbanas, carentes de contaminacion especifica importante.
El contenido en bacterias de cada muestra debe ser por lo menos de 105 bacterias por mililitro.

Las muestras deben utilizarse para la inoculacion en un plazo de 12 horas, incluido el transporte, y no
deben permanecer mas de 6 horas sin aeracion.

Filtrar con papel para eliminar las particulas mas gruesas, recoger el filtrado y pasarlo por un filtro de
membrana con un tamano de poro de 0,22 micréometros.

Lavar con una solucion isotonica adecuada. Transferir las bacterias que se han depositado en la
membrana a un pequefic volumen de una solucion isotonica cualquiera. Mezclar bien. Medir la
absorcion a 620 nm y deducir la concentracion de las bacterias refiriéndose a una curva patron
establecida previamente por recuento en medio sélido, utilizando la cepa Pseudomonas fluorescens
ATCC 15453. Afiadir el volumen de solucion necesaria para situar la concentracion de bacteriasen (S +
3) x 107 por mililitro. Utilizar el indculo en la hora siguiente.

Ensayo

La incubacion debe realizarse en ausencia de cualquier luz intensa y en un incubador mantenido a una
temperatura de 20 a 25°C y libre de vapores toxicos.
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Preparar las soluciones siguientes:

1. Solucién de la sustancia de ensayo en el medio de ensayo de forma que se obtenga una concentracion
en carbono organico de 40 miligramos por litro.

2. Solucion de glucosa en el medio de ensayo de forma que se obtenga una concentracion en carbono
organico de 40 miligramos por litro.

3. Solucion que contenga en el medio de ensayo la sustancia de ensayo y la glucosa en las
concentraciones utilizadas.

4. Un volumen suficiente del medio de ensayo.
Mezclar separadamente las cuatro soluciones y esterilizarlas pasindolas por un filtro de membrana.

Los filtros de membrana son idoneos cuando se ha comprobado que no liberan carbono y no absorben la
sustancia al filtrar.

Todas las manipulaciones que sean necesarias hay que efectuarlas por métodos estériles. Repartir las
soluciones en los matraces de ensayo (previamente esterilizados) de la siguiente forma:

Matraz n° 1 (ensayo): ! 150 ml de solucion 1
Matraz n° 2 (ensayo): 150 ml de solucion 1
Matraz n° 3 (ensayo): 150 ml de solucion 1
Matraz n° 4 (testigo estéril) : 150 ml de solucion 1
Matraz n° S (testigo glucosa): 150 ml de solucion 2
Matraz n° 6 (testigo accion inhibidora): 150 ml de solucion 3
Matraz n°® 7 (blanco): 150 ml de solucion 4

Sembrar los matraces 1,2, 3, 5,6 y 7 con 1,5 mililitros de in6culo y mezclar bien agitando manuaimente.
Tomar porciones alicuotas de 3 a § mililitros de cada frasco.

Centrifugar las alicuotas a 4 000 gramos durante 15 minutos, manteniendo una temperatura inferior a
260 C.

Recoger el sobrenadante para la valoracién del carbono organico correspondiente al tiempo cero.

Colocar los matraces en el agitador y dejarlos alli mientras dure el ensayo; el tercer dia, la concentracion
en oxigeno disuelto en el matraz n° 5 debe ser por lo menos ignal a 5 miligramos por litro.

Procediendo de la misma manera que en las valoraciones del carbono organico en el tiempo cero,
efectuar las valoraciones en los matraces 1,2, 3, 5, 6 y 7 después de un periodo de, al menos, 3,7, 14y 28
dias de incubacion. Sin embargo, si el descenso del contenido en carbono alcanza el 95 % del contenido
inicial en los matraces 1, 2 y 3, hay que dar por terminado el experimento.

El ensayo puede terminar antes de los 28 dias si se alcanza una meseta en la grafica antes de esa fecha.

Si se manifiesta una degradacion el vigesimoctavo dia, pero sin conseguir una meseta, es conveniente
prolongar el ensayo 1 o 2 semanas mas.

Al final del ensayo, hacer una valoracion del carbono organico en el matraz n© 4 de la misma manera que
en el tiempo cero y probar la esterilidad sembrando en un tubo con medio de cultivo (liquido e
incubandolo a 25° C durante § dias.

Medio de cultivo:

— extracto de levadura deshidratado: 3g
— peptona pancreatica de caseina: 6¢g
— agua: 1000 ml

Disolver los componentes del medio deshidratado en agua hirviendo. Si es necesario, ajustar el pH de
forma que alcance, después de la esterilizacién, 7,2 + 0,2 a 20°C.

Si las valoraciones de carbono organico deben diferirse, conservar el sobrenadante a 4°C, en la
obscuridad, en matraces de cristal tapados herméticamente; el periodo maximo de conservacion
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aceptable es de 24 horas. Si no puede efectuarse el analisis en un plazo de 24 horas, congelar a una
temperatura inferior a 18°C.

Para compensar las perdidas de agua debidas a la evaporacion, comprobar antes de cada extraccion el
volumen del medio en el matraz y anadir, si es necesario, agua destilada esterilizada filtrando con la

membrana con poros de 0,22 micrometros, para completar el volumen hasta el valor medido después de
la extraccion precedente.

2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los anilisis se registraran segin el modelo adjunto (Apéndice 1) y los valores de la
biodegradacion se calcularan de acuerdo con el punto 1.2.

Los resultados del ensayo de degradacion son validos si se cumplen las siguientes condiciones:
— la tasa de degradacion de la glucosa en el matraz n° 5 debe ser al menos del 80 % el séptimo dia,
— al final del ensayo, el matraz n® 4 debe seguir estéril,

— la concentracion en oxigeno disuelto el tercer dia en el matraz n 5 debe ser al menos de 5 miligramos
por litro.

El séptimo dia, la tasa de biodegradacion de la glucosa en el matraz n© 6 debe ser al menos igual al 75 %
del observado en el matraz n° 5. Si no se alcanza este limite, se puede suponer que la sustancia sometida a
ensayo tiene un efecto inhibidor sobre las bacterias presentes y que, por lo tanto, el método no le es
aplicable en la concentracion establecida.

Notas

La comparacion de los porcentajes de eliminacion del carbono en los matraces 1,2 y 3, por una parte, y
en el matraz n° 4 por la otra, permiten diferenciar las causas de la degradacién observada:

— fenomenos fisicoquimicos en el matraz n° 4,

— fenomenos fisicoquimicos y biologicos en los matraces 1, 2 y 3.

3. INFORME

3.1. Informe del ensayo

Se procurara incluir en el informe todos los resultados de los experimentos realizados con la sustancia de
ensayo, con la sustancia de referencia y en blanco.

Se deben mencionar, especialmente, los siguientes puntos:

-— tasa de desaparicion del producto en el matraz n° 4 al término del ensayo,

— fendmenos de inhibicion que puedan observarse,

— pruebas de validez del ensayo,

— eldesarrollo del ensayo de degradacion se representa en un diagrama que indique la fase de estado de
latencia, la fase de degradacion, la pendiente de la curva y el intervalo de tiempo (el « intervalo de

tiempo » significa aqui un periodo de 10 dias que comienza el dia en que, por primera vez, la tasa de
biodegradabilidad observada sobrepasa el 10 %).

3.2. Interpretacion de los resultados

Siendo este ensayo tan riguroso, un resultado bajo no significa, necesariamente, que la sustancia
sometida a ensayo no sea biodegradable en condiciones ambientales; indica simplemente que son
necesarios estudios complementarios para comprobarlo.

Las sustancias quimicas de ensayo que muestren un pérdida importante de COD durante este ensayo, se
consideraran facilmente biodegradables, si dicha pérdida se alcanza en los 10 dias siguientes a aquel en
que la tasa de biodegradacion sobrepase, por primera vez, el 10 %.
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Apéndice 1

Ensayo AFNOR NF T 90/302 modificado (Formulario)

EXperimento nO: ... .. e e
Fecha de inicio del ensayo: . ... .. i e et
Sustancia de ensayo de referencia: ... ... i e
Conclusion teorica del ensayo: .. ... it

Valoracion del carbono: ... e e

Valoracion del carbono

Medio de cultive A\lﬂtjﬂl Concentracion en COD después de x dias en mg.|
n t=20 3 7 14 28 dias
Fnsayo 1 1C. lC, 1C7 IC.. 1Cu
E nsavo 2 2C° ZC, ZC; ZCu Zcu
Ensavo 3 3c. 3¢, 3, 3., 3c.,
Media 1—-3 o ¢, (o i Cu
Testigo esteril 4 4c, 4y
Testigo glucosa 5 5S¢, Sc, Sc, ¢ ¢
Testigo inhibidor 6 6c, 6c, 6c, 6c,. 6c,,
Testigo inoculo 7 Chio) Coir3) Coi7y Chi14) Chi2e)
Calculo
t=0 3 7 24 28 dins
Ensavo
C - Cyo 0
- s bl | x 100
Co - Cy ()
Testigo glucosa
56~ Cuy T 0
[ - 5——9— x 100
CO B Ct(O) -
Testigo inhibidor
- 0
[1 - MT x 100
6¢, = Cuo |
Validez :
— oxigeno disuelto, matraz n® 5, tercer dia: ... ... i mg/l,
— porcentaje de biodegradacion, matraz n® 5, séptimodia: .......... ... .o oL %,
— porcentaje de biodegradacion, matraz n® 6, séptimodia: ....... .. ... ..o %,

— esterilidad, Matraz N0 4 - e
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1.1,

1.2,

1.3.

1.4.

C.5. DEGRADACION BIOTICA: ENSAYO STURM MODIFICADO

METODO

Introduccion

El objetivo del método es medir la biodegradabilidad de sustancias organicas no volatiles en un medio
acuoso aerébico, mediante dos concentraciones iniciales de 10 y de 20 miligramos por litro
(concentraciones de base).

El contenido en carbono organico de la sustancia de ensayo debe ser conocido (analisis del contenido en
carbono organico total o estimacién aplicando la formula empirica que permite calcular la demanda

teorica de CO,).

El método solo es aplicable a las sustancias de ensayo orgdnicas que, a la concentracion de ensayo:
— tienen una presion de vapor despreciable,

— no ejercen accion inhibidora sobre las bacterias.

Almenos en principio, el método puede aplicarse a las sustancias poco solubles en las concentraciones de
ensayo.

Para interpretar los resultados es util conocer las proporciones relativas de los principales componentes
de la sustancia de ensayo, especialmente cuando los resultados obtenidos sean bajos o poco
significativos.

E conveniente conocer los efectos taxicos de la sustancia quimica sobre los microorganismos para poder
interpretar los resultados bajos y elegir las concentraciones apropiadas.

Definiciones y unidades

La degradacion se define a partir de la cantidad de CO, producida por la sustancia, expresada en

grac fin P ! C 2 pre p p
porcentaje del valor teorico de CO, que hubiera debido producir (« ThCO, »), valor que se calcula sobre
la base del contenido en carbono organico de la sustancia de ensayo.

Sustancias de referencia
Se recomienda utilizar una sustancia de referencia apropiada para verificar la actividad del inéculo.

A 1al fin, se puede utilizar, por ejemplo, la anilina, ¢l acetaro de sodio o el benzoato de sodio, con los
cuales se debera obtener una produccion de CO, = 60 %, dentro de los 28 dias, para que el resultado sea
valido. En caso contrario, debera repetirse el ensayo con un inéculo procedente de otra fuente.

Principio del método de ensayo

La sustancia de ensayo se anade a un medio liquido definido sembrado con microorganismos
procedentes de aguas residuales aireada a 20-25°C. Se registrara la temperatura durante el periodo de
ensayo.

El CO, liberado es captado en forma de CO3Ba; el seguimiento de la degradacion se efectta mediante el
analisis del CO,, durante un periodo de 28 dias. Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos testigo,
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se determina la cantidad total de CO, producida por la sustancia de ensayo durante el periodo de ensayo
y se expresa en procentaje en relacion al CO; total que la sustancia examinada habria te6ricamente,
debido producir una funcién de su contenido en carbono.

El proceso se verifica por medio de un in6culo testigo (ver punto 1.6.1.3).

1.5. Criterios cualitativos

La reproducibilidad del método se ha establecido a partir del ensayo de intercalibracion de la CEE y de la
OCDE.

La produccion endogena de CO, del indculo, medida en el matraz testigo, constituye la razon principal
por la cual la sustancia de ensayo que se ha de urilizar no debe tener una concentracién inferior a §
miligramos por litro.

Cuando el ensayo se adapta para la utilizacion de sustancias de referencia marcadas en el 14C, la
concentracion puede ser netamente inferior.

1.6. Descripcion del método de ensayo
1.6.1. Reactivos
1.6.1.1. Agua de alta calidad

Agua bidestilada, sin sustancias toxicas (en particular, cobre), con un contenido bajo en carbono (< 2,0
mg/l COT) y una resistividad de > 18 megaohms por centimetro. El agua destilada no debe contener
mas del 10 % del carbono organico aportado por la sustancia de ensayo.

1.6.1.2. Solucion nutritiva

a) Solucion madre

Cl3Fe-6H,0 (cloruro de hierro (111} hexahidratado) 0,25¢g
disolver en 1 000 ml de agua (1.6.1.1)
SO,Mg7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado) 22.50g
disolver en 1 000 ml de agua (1.6.1.1)
Cl,Ca (cloruro de calcio) 27,50¢g
disolver en 1 000 ml de agua (1.6.1.1)
PO,KH, (fosfato monopotasico) 8,50 g
PO,K,H (fosfato dipotasico) 21,75 ¢
PO4Na,H-2H,0 (fosfato disodico dihidratado) 3340¢g
Cl,NH, (cloruro de amonio) 1,70 g
disolver en 1 000 ml de agua (1.6.1.1)
SO,4(NH,); (sulfato de amonio) 40,00 g

disolver en 1 000 ml de agua (1.6.1.1)
b) Medio de ensayo
El medio de ensayo contendra, por litro, las siguientes cantidades de solucion:
— 4 ml de solucion de cloruro férrico,
— 1 ml de solucion de sulfato de magnesio,
— 1 ml de solucién de cloruro de calcio,
— 2 ml de solucién de fosfato,
— 1 ml de solucidn de sulfato de amonio.

El valor del pH debera ser de 7,2 + 0,2.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

Sustancias de referencia
Anilina (recién destilada), acetato de sodio, benzoato de sodio.
Hidréxido de bario 0,025 N (0,0125 M)

Disolver 4 gramos de Ba(OH),.8H,O por litro de agua de alta calidad. Filtrar con un filtro de papel v
tapar la solucién limpida para evitar la absorcion del CO, contenido en cl aire. Se aconseja preparar mas
de $ litros de solucién de una sola vez para poder realizar toda la seric de ensayos.

Equipo
Equipo de captacion del CO,

El equipo indicado esta previsto para una serie de 12 frascos (3 sustancias de ensayo); aqui, se entiende
por frasco un recipiente de cristal de color topacio con una capacidad de 4 a $ litros. Si se utilizan
recipientes de cristal sin colorear, el ensayo debera efectuarse en la obscuridad.

Cuatro recipientes de plastico, de 1 litro de capacidad, que contengan 700 mililitros de
NaOH 10 N (10 M).

Un matraz Erlenmeyer de 1 litro de capacidad, que contengan 700 mililitros de solucion de Ba(OH),
0,025 N (0,0125 M).

Un matraz Erlenmeyer de 1 litro para recoger ¢l posible exceso de liquido. Estos recipientes se conectan
en serie, mediante un tubo inerte, a una fuente de aire comprimido; el aire debe pasar a través de las
soluciones captadoras a una velocidad constante. Por cada serie de 4 frascos suplementarios, anadir un
recipiente de plastico de 1 litro de capacidad, lteno de 700 milimetros de NaOH 10 N (10 M).

Equipo de produccion de CO,

Cuatro frascos de cristal de color topacio, de 4 a § litros de capacidad, para cada sustancia de ensayo.
Tapones y tubos flexibles de plastico.

Botellas captadoras de CO,

Botellas captadoras de 100 mililitros conteniendo el hidroxido de bario.

Preparacion del in6culo

Los organismos gue hay que utilizar para los ensayos deben proceder de lodos activados recien extraidos
de una estacion de depuracion municipal que funcione normalmente. Dicha estacion no debe tratar, o
solo en poca cantidad, efluentes industriales.

Alllegar al laboratorio, sc airea el lodo activado durante 4 horas. Se extraen 500 mililitros de la mezcla y
se homogeneizan mecanicamente durante 2 minutos. A continuacién se decanta la mezcla durante 30
minutos.

Si al cabo de 30 minutos el liquido sobrenadante aun contiene una cantidad importante de particulas
solidas, se puede continuar la decantacion durante 30 o 60 minutos mas, o adaptar ¢l lodo a las
condiciones de laboratorio para obtener una decantacion mejor.

Decantar el liquido sobrenadante de forma que se obtenga un volumen suficiente para permitir una
siembra del 1% en cada uno de los frascos donde se medira el desprendimiento de CO,. Evitar el
arrastre excesivo de particulas solidas de lodo, si no, se corre el riesgo de falsear la medicion de la
produccion de CO,.

Aunque no sea imprescindible, es conveniente proceder a un recuento para determinar el nimero de
microorganismos presentes en el sobrenadante. El inéeulo debe contener normalmente de 106 a 20 x 106
unidades por mililitro.

Debe utilizarse el mismo dia de su preparacion.
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1.6.4. Procedimiento
1.6.4.1. Solucién madre

Preparar una solucion madre inicial de la sustancia de ensayo, disolviendola en agua de alta calidad
hasta que se obtenga una concentracién de 1 000 miligramos por litro.

Las soluciones madre se preparan en funcion del contenido en carbono organico de la sustancia de
ensayo. Si dicho contenido se desconoce, levar las soluciones madre a la concentracion requerida
basandose en el peso de las sustancias. Para obtener una muestra homogenea, hay que mezclar bien,
evitando la formacién de espuma.

En el caso de muestras solidas, puede ser necesario disolver y mezclar el contenido de los recipientes
antes de extraer una parte alicuota. Esta parte del procedimiento es sumamente importante, ya que la
precision en el cilculo de la tasa de biodegradabilidad depende de una cuantificacién correcta del
carbono organico introducido en el sistema de ensayo.

El pH'de la solucion madre no necesita ajustarse si esta situado siempre entre 3 y 10; su valor se
determina por el tampén fosfato presente en la composicion del medio de ensayo. Si el pH se situa fuera
de los limites indicados, hay que ajustar una parte alicuota de la solucién madre a un pH7,0 (£ 1,0
mediante CIH o NaOH 1 N (1 M), asegurandose de que la solucién se homogeniza perfectamente
durante la adicion del acido o la base!

Para confirmar la concentracién nominal en carbono organico de la sustancia de ensayo, la solucién
madre (o una parte alicuota neutralizada) puede someterse a un analisis del carbono organico total.

Este analisis se impone para la soluciéon madre de la sustancia de referencia.

Si la sustancia de ensayo no es soluble en agua, introducir 1a cantidad necesaria de dicha sustancia, en
peso o en volumen, directamente en el frasco.

Si la sustancia de ensayo no es soluble en las concentraciones de ensayo, se habran de tomar medidas
especificas, por ejemplo, utilizar un procedimiento de dispersién por ultrasonidos, a fin de obtener una
buena dispersion de la sustancia de ensayo.

1.6.4.2. Condiciones del ensayo
Dado que el indculo debe utilizarse al 1 %, se deben efectuar disoluciones en el medio de ensayo.
La forma de proceder mas sencilla es la siguiente:

a) afiadir 2 470 mililitros de agua de alta calidad (ver punto 1.6.1.1) en cada uno de los frascos de 4-5
litros;

b) anadir en cada frasco de 4-5 litros, respectivamente, 3 mililitros de soluciones madre de sulfato de
amonio, de sulfato de magnesio y de cloruro de calcio, asi como 6 mililitros de solucién tampon
fosfato y 12 mililitros de solucion de cloruro férrico;

¢) anadir 30 mililitros de inoculo procedente de los lodos activados en cada uno de los frascos de 4-5
litros.

Eliminar el dioxido de carbono de la mezcla por burbujeo durante 24 horas, con aire libre de CO,.

Después del periodo de aireacion, llenar tres botellas captadoras con 100 mililitros de Ba(OH), de
0,025 N (0,0125 M) y conectarlas en serie a la salida de cada frasco.

1.6.4.3. Realizacién del ensayo

Elproceso se inicia introduciendo la sustancia de ensayo en 2 de los 4 frascos. Cada sustancia se somete a
ensayo en dos concentraciones: 10 y 20 miligramos por litro. La cantidad de solucion madre necesaria
par cada frasco, se calcula mediante la férmula siguiente:

B x C
cantidad de solucion madre por frasco, en ml = A
donde,
B = concentracion de la sustancia de ensayo en el frasco {mg/l)
A = concentracién de la sustancia de ensayo en la solucién madre (mg/1)
C = volumen final del medio de ensayo en el frasco (mg/l).

Aniadir en los frascos pertinentes la cantidad suficiente de solucién madre para obtener la concentracion
de ensayo, segin la formula anterior, y completar con agua destilada hasta obtener 473 mililitros
{solucion madre + agua de alta calidad). Afiadir en el tercer frasco, que se utiliza como testigo y que no
contiene sustancia de ensayo, 473 mililitros de agua de alta calidad.

El volumen final de cada frasco es, ahora, de 3 000 mililitros.

Afadir al dltimo de los 4 frascos una sustancia de referencia en una concentracion de 20 miligramos por
litro.
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El ensayo, propiamente dicho, comienza inyectando aire libre de CO, en la solucién, a una velocidad de
flujo de 50 a 100 mililitros por minuto y por frasco (alrededor de una a dos burbujas por segundo).

En el caso de las sustancias de ensayo no solubles en el agua, introducidas en seco en el frasco, mejorar la
homogeneizaciéon por medio de un agitador magnético. Respecto a los agentes espumantes, el burbujeo
con aire libre de CO, puede reemplazarse por una aeracion en superficie de la solucion y una agitacion
con un dispositivo magnético.

El CO, producido en cada frasco rcacciona con cl hidréxido de bario y se precipita en forma de
carbonato de bario; la cantidad de CO, producida se cvalia valorando el Ba(OH), residual con CIH
valorado a 0,05 N (0,05 M). Retirar periodicamente (cada 2 o 3 dias) la botella captadora de CO, mas
proximo al frasco para efectuar la valoracién. Aproximar las dos botellas captadoras restantes e
introducir al final de la serie una nueva botella captadora llena de 100 mililitros de Ba(OH),, reciente, a
0,025 N (0,0125 M).

En caso necesario efectuar las valoraciones (antes de la aparicién de precipitados de CO;Ba en la
segunda botella captadora), aproximadamente cada dos dias, durante los diez primeros dias, y después,
cada cinco dias hasta el vigesimoctavo dia.

El vigesimoséptimo dia, medir de nuevo el pH de las soluciones de los frascos y anadirles, a
continuacion, 1 mililitro de CIH concentrado por frasco para descomponer los carbonatos. Airear los
frascos durante la noche y extraer muestras de cada uno de ellos para determinar el carbono organico
disuelto. Efectuar la valoracion final el vigésimo octavo dia.

Después de haber retirado las botellas captadoras mas proximas a los frascos, valorar 100 mililicros de
solucion de Ba(OH); con CIH a 0,05 N (0,05 M) utilizando la fenolftaleina como indicador.

Efectuar el ensayo a temperatura ambiente (20 a 25°C) y registrar la temperatura durante todo su
desarrollo.

Si aparece una meseta en la grafica de biodegradacion antes del vigésimoctavo dia, el ensayo puede darse
por concluido.

Si la degradacion ha comenzado perceptiblemente el vigésimoctavo dia, pero sin llegar a alcanzar una
meseta, es conveniente prolongar el ensayo durante una o dos semanas mis.

Determinacion del CO,

Se podrian considerar otros procedimientos para medir el desprendimiento de CO, ademas de la
valoracion por retroceso del Ba(OH), en las botellas captadoras. Esto no afecta nada el principio de este
ensayo y podria incluso permitir una lectura continua de la tasa de biodegradacion a medida que
evoluciona.

En el primer estadio del cilculo de la cantidad de CO, producida debe intervenir un factor de correccion
para tener en cuenta la produccion endogena de CO, en los frascos con sustancia de ensayo. El frasco
testigo sirve de « siembra en blanco » lo cual permite una correccion en base al CO, que puede producir la
respiracion endogena de las bacterias. La cantidad de CO, producida por la sustancia de ensayo se
determina por la diferencia (en ml de reactivo de valoracion) entre la botella captadora correspondientes
a las series experimentales y las del ensayo en blanco.

En caso de urilizar CIH al 0,05 N (0,005 M) para la valoracion en la botella captadora, cada mililitro de
CIH valorado correspondera a 1,1 miligramos de CO, producido.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los analisis se registraran en el formulario adjunto (ver Apéndice 1) y los valores de la
biodegradacion se calcularan segun las indicaciones del punto 1.2.
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Las concentraciones de CO, se calcularin redondeando a 0,1 miligramos por litro. Los valores de
biodegradabilidad se rcdond)'carén a la unidad mas préxima.

Eldesarrollo del ensayo de degradaciones se representara graficamente por un diagrama tal como el que
se adjunta como ejemplo (ver Apéndice 2).

Los resultados del ensayo de degradacion son validos si se cumplen las siguientes condiciones :

— que, en una misma serie, la biodegradacion de la sustancia testigo sea = 60 % en 28 dias (si no, debe
rechazarse la serie entera, y comenzar un nuevo ensayo con inoculo procedente de otra fuente),

— que durante el ensayo, no se haya producido una cantidad significativa de CO; en los frascos del
ensayo en blanco (contaminacion del medio, del vidrio vy del aire). Al terminar el ensayo, la
produccién total de CO, no debe superar los 50 miligramos de CO, por 3 litros de medio.

3. INFORME

3.1. Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— los resultados, reportados segiin el formulario adjunto (ver Apéndice 1),

— el desarrollo del ensayo de degradacion representado en un diagrama que indique la fase de estado
latente, la fase de degradacion, la pendiente de la curva y el intervalo de tiempo (el «intervalo de
tiempo » significa aqui un periodo de 10 dias que se inicia el dia en el que el nivel de biodegradacién
observado sobrepasa, por primera vez, el 10 %),

— el proceso de dispersion de las sustancias no solubles en las condiciones de ensayo,

— la fecha y el lugar de la extraccion de los organismos utilizados para el ensayo y el tratamiento
sufrido por los organismos antes de la inoculacion,

— intervalo de temperaturas registradas durante el periodo de ensayo,

-— en caso de efectuar el recuento indicado en el punto 1.6.2 (inoculacion), el nimero de
microorganismos que formen colonias por mililitro,

— las pruebas de validez del ensayo (= 60 % de degradacién en 28 dias en las sustancias de referencia).

3.2. Interpretacion de los resultados

Siendo este ensayo tan riguroso, un resultado bajo no significa, necesariamente, que la sustancia
sometida a ensayo no sea biodegradable en condiciones ambientales; indica simplemente que son
necesarios estudios complementarios para comprobarlo.

Se consideraran facilmente biodegradables las sustancias quimicas de ensayo con una tasa de
biodegradacion elevada, a condicién de que dicha tasa se alcance dentro de los 10 dias siguientes a aquel
en que, por primera vez, la tasa de biodegradacién observada sobrepase el 10 %.

4. BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 301B. Decision of the Council, C (81) 30, Final.

(2) Gerike, P., Fisher, W. K., A correlation study of Biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 3, N© 2,1979, p. 159-173.

(3) Gerike, P., Fisher, W. K., A correlation study of Biodegradability determinations with various
chemicals in various tests 1. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmental
Safety, Vol. 5, No 1, 1981, p-45-55.

(4) Larson, R. ]., Estimation of biodegradation potential of xenobiotic organic chemicals, Applied and
Environmental Microbiology, Vol. 38, 1979, p. 1153-1161.
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Apéndice 1

Ensayo Sturm modificado (Formulario)

Produccion de CO,:

. CO; captado Cantidad o .
Dias cm mg acumulativa de CO, o de CO,Th
28
Validez: ..o ie i e e e e e e e
— substancia de referencia y % de biodegradacion: ... ... oo
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C. 6. DEGRADACION BIOTICA: ENSAYO EN FRASCO CERRADO

1. METODO

1.1. Introduccion

El objetivo de este método es medir la biodegradabilidad de las sustancias organicas en medio acuoso,
aerobico, en una concentracion de 2 miligramos por litro (concentracion estindar) a 10 miligramos por
litro.

Actualmente, el ensayo es especialmente idoneo para evaluar la biodegradabilidad de los compuestos
solubles en el agua. No obstante, su aplicacién en principio, puede hacerse extensible a los compuestos
volatiles o poco solubles en el agua.

La formula empirica aplicada a la sustancia de ensayo debe permitir calcular la demanda teérica de
oxigeno (DThO); si no se conoce este valor, se podra utilizar como valor de referencia la demanda
quimica de oxigeno (DQO) de la sustancia de ensayo (ver Apéndice 1).

El mérodo s6lo es aplicable a las sustancias de ensayo orgénicas que, a la concentracion de ensayo, no
inhiban las bacterias. Si la sustancia de ensayo no es soluble en la concentracion de ensayo, se puede
recurrir a procedimientos especiales, tales como la dispersion por ultrasonido, para lograr una
dispersion satisfactoria de la sustancia de ensayo.

Para facilitar la interpretacion de los resultados es conveniente disponer de las respectivas proporciones
delos principales componentes de la sustancia de ensayo, especialmente cuando los resultados obtenidos
sean bajos.

Es conveniente conocer los efectos toxicos de las sustancias quimicas sobre las bacterias para poder
interpretar los resultados bajos y para elegir las concentraciones de ensayo adecuadas.

Este método puede utilizarse para determinar la DBO.

1.2. Definiciones y unidades

La demanda bioguimica de oxigeno (DBO) representa la diferencia d¢ consumo de oxigeno entre un
testigo en blanco y una solucién de la sustancia de ensayo en las condiciones de ensayo. Dividiendo dicha
diferencia por la concentracién (P/V) de la sustancia de ensayo, se obticne el consumo de oxigeno que se
expresa en mg de DBO por mg de sustancia.

La degradacion se define como la relacién entre la demanda bioquimica de oxigeno y la demanda teorica
de oxigeno (DThO), o la demanda quimica de oxigeno (DQO), expresadas en porcentaje.

Nota

A veces, los dos modos de calcular (porcentaje de la DThO o porcentaje de la DQO) conducen a
resultados diferentes.

mg 0,/mg sustancia de ensayo
DThO .

% de biodegradacion (DThO) = 100

mg 0,/mg sustancia de ensayo
% de biodegradacion (DQO) = ——g 218 _ Y x 100
mg DQO/mg sustancia de ensayo

DThO = demanda tedrica de oxigeno (calculo, ver Apéndice)

DQO = demanda quimica de oxigeno, determinada experimentalmente
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1.3. Sustancias de referencia
Es conveniente usar productos quimicos de referencia adecuados para evaluar la actividad del inéculo.

Podran utilizarse, a tal fin, la anilina, el acetato de sodio o el benzoato de sodio, con los que se debera
obtener una degradacion 2 60 % dentro de un plazo de 28 dias, para que el resultado del ensayo sea
valido; en caso contrario, se efectuard un nuevo ensayo con un indculo procedente de otra fuente.

1.4. Principio del método de ensayo

Disolver en un medio mineral (solucion de nutrientes minerales), una cantidad determinada de la
sustancia de ensayo hasta que se obtenga una concentracion de 2 miligramos por litro. Sembrar la
solucién con un namero pequeiio de microorganismos de un cultivo mixto y mantener en frascos
cerrados a temperatura constante (20 a 21°C) resguardados de la luz.

El proceso de degradacion se sigue por analisis del oxigeno durante 28 dias. El procedimiento se controla
con una sustancia de referencia. Se efectuara un ensayo paralelo sin sustancia de ensayo ni de referencia
para determinar el consumo de oxigeno en blanco.

Simultaneamente se controlara la sustancia de ensayo para verificar los posibles efectos de inhibicion
sobre el inoculo.

1.5. Criterios cualitativos

La reproducibilidad del método se ha establecido a partir del ensayo de intercalibracion de la CEE y la

OCDE.
1.6. Descripcién del método de ensayo
l1.6.1. Reactivos
1.6.1.1. Agua destilada o desionizada

Agua destilada o desionizada que no contenga mas de 0,01 mg Cu/l, saturada de aire. El volumen
necesario para las operaciones diarias (50 litros, por ejemplo) se mantiene a la temperatura ambiente,
cercana a los 20°C, y se airea vigorosamente durante 20 minutos con aire comprimido. Generalmente, el
agua esta preparada para su uso después de haber permanecido 20 horas a 20°C. Se determina el
contenido en oxigeno para los controles. La concentracion debe ser de 9,09 mg O,/1 a 20°C. Todas las
operaciones de trasvase o de llenado del agua saturada deberan efectuarse por medio de un sifén, sin que
se desprendan burbujas.

1.6.1.2, Solucidén nutritiva

a) Soluciones madre

PO,KH, (fosfato monopotasico): 8,50¢g
PO,KH, (fosfato dipotasico): 21,75 g
PO,Na,H-2H,0 (fosfato disédico dihidratado): 33,30¢g
CINH; (cloruro de amonio): 1,70 g

disolver en 1000 m! de agua destilada.
El pH debe ser 7,2.

SO,Mg-7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado): 22,50¢g
disolver en 1 000 ml de agua destilada.
Cl,Ca (cloruro de calcio): 27,50 ¢
disolver en 1000 ml de agua destilada.
ClyFe-6H,0 (cloruro de hierro (111) hexahidratado): 025¢

disolver en 1000 ml de agua destilada.
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b) Medio de ensayo

El medio de ensayo contendra, por litro de agua (1.6.1.1), 1 mililitro de cada una de las soluciones
madre citadas.

El pH sera iguala 7,2 £ 0,2.
1.6.1.3. Sustancias de referencia

Anilina (recién destilada), acetato de sodio, benzoato de sodio.

1.6.2. Equipo

1.6.2.1. Se pueden utilizar frascos aforados con tapon de vidrio, de 250 a 300 mililitros, o frascos no aforados de
cuello estrecho, y tapon de cristal, de 250 mililitros, con volamenes a determinar.

1.6.2.2. Diversos frascos de 2,3 y 5 litros graduados para la preparacion del experimento y para el llenado de los
frascos de DBO.

1.6.2.3. Pipetas de una capacidad de 1 a 10 mililitros. Ampollas de decantacion y papel filtro grueso. Frascos
para la preparacion del indculo.

1.6.2.4. Bano maria para mantener los frascos a temperatura constante, resguardados de la luz.

1.6.3. Preparacion del inoculo

Para la siembra puede utilizarse uno de los procedimientos siguientes ; su validez puede controlarse con
una sustancia de referencia (1.6.1.3).

1.6.3.1. Inéculo a base de suelos

Se ponen en suspension 100 g de tierra de jardin, a la cual no se le haya afiadido recientemente abonos (se
recomienda especialmente usar tierra procedente de un invernadero mantenido a una temperatura
constante durante todo el afio), en un litro de agua potable sin cloro. Después de 30 minutos, se filtra la
suspension con un papel filtro grueso, descartandose los dos primeros mililitros del filtrado. El resto del
filtrado sirve de indculo (1 gota por litro de volumen final). El inéculo debe prepararse justo antes del
ensayo. Si se ha de conservar durante varias horas, debera airearse. El nimero de gérmenes puede
determinarse contando sobre gelosa nutritiva o plaquetas nutritivas. No deberian existir mas de 103 a
10% gérmenes por mililitro de volumen final.

1.6.3.2. Inéculo procedente de un efluente secundario

Es preferible preparar el indculo utilizando un efluente secundario (instalacion de lodos activados o
lechos bacterianos que traten especialmente aguas domésticas). El efluente debe ser aireado desde su
extraccion hasta que se utilice. Para la preparacion del inoculo, se filtra la muestra a traves de un papel
filtro grueso, y se descartan los primeros 200 mililitros. El resto se airea convenientemente hasta el
momento de su utilizacion. El inoculo debe utilizarse el mismo dia de su recogida.

1.6.3.3. Indculo procedente de lodos activados de laboratorio

Se utiliza el efluente procedente de una instalacion experimental de lodos activados, equipada con un
dispositivo de aeracion potente. La solucién de inoculacion se prepara tal como se indica en el punto
1.6.3.2.
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1.6.3.4.

1.6.5.

Inéculo mixto

Se prepara mezclando convenicntemente volamenes iguales de los tres tipos de inoculos anteriormente
descritos {1.6.3.1 a 1.6.3.3).

Procedimiento

Todas las manipulaciones que se realicen antes de la incubacion deben efectuarse a una temperatura
proxima a los 20°C.

Se preparan diferentes lotes de frascos (1.6.2.1) para la determinacion de la DBO de las sustancias de
ensayo y de las sustancias de referencia, en series de experimentacion simultaneas (ver Apéndice 2). Silos
analisis quimicos se efectiian simultdneamente hay que prever un nimero suficiente de frascos, incluidos
los frascos necesarios para los controles con inoculo y en blanco. Se prepararan, por ejemplo, 7 o 15
frascos por cada sustancia sometida a ensayos de 0,5, 15 y 28 dias, despues de haber preparado un
volumen de agua suficiente en grandes frascos (1.6.2.2).

Estos frascos grandes sc llenan primero de agua destilada hasta un tercio de su volumen mediante un
sifon de tubo flexible (1.6.1.1). A continuacion, se introducen cada una de las soluciones madre (1.6.1.2)
en los frascos hasta obtener el volumen final y se afiaden las sustancias de ensayo o de referencia hasta
alcanzar las concentraciones definitivas de 2 miligramos por litro, y, algunas veces, de 5 a 10 miligramos
por litro.

La concentracién aproximada de 9 miligramos de oxigeno disuelto por litro de agua de disolucion a
20°C limita la concentracion inicial posible de la sustancia de ensayo a unos 2 miligramos por litro, a fin
de asegurar el mantenimiento de una concentracion en oxigeno elevada después de la oxidacion de la
sustancia.

Las sustancias poco degradables o las sustancias con una DThO baja pueden experimentarse
paralelamente a concentraciones mas elevadas.

La siembra se realiza con la pipeta a razén de una gota por litro de volumen final; para el ensayo en
blanco se procede de la misma manera.

Por Gltimo, se completara el volumen de solucion requerido mediante sifon con un tubo flexible que
toque el fondo del frasco; con ello se obtendra una mezcla suficiente de solucién. A continuacion, se
vertera inmediatamente cada solucion en su lote respectivo de frascos mediante sifon, pero con el tubo
flexible sumergido sélo hasta las tres cuartas partes del frasco (no hasta el fondo).

Ademas, los frascos destinados al examen en tiempo O se analizaran o se someteran a un tratamiento
para asegurar su conservacion con vistas a analisis posteriores (para la determinacion del O,,

precipitacion con Cl;Mn y NaOH).

Los demas frascos preparados paralelamente se colocan en un bafio maria a 20°C, resguardados de la
luz; se retiraran del bafio y se analizaran después de 5, 15 y 28 dias.

Cada serie va acompanada de una serie completa de ensayaos paralelos para la determinacion en blanco,
el consumo de oxigeno sin inoculacion y la sustancia de referencia.

Ensayo de inhibicion:
Es facil y simple controlar los efectos de inhibicion de las sustancias en un ensayo en frasco cerrado:

Serie 1: 2 mg/l de un compuesto ficilmente biodegradable, por ejemplo, un alcohol graso
condensado con oxido de ctileno con una relacion molecular de 1:10, o cualquier otra
sustancia quimica de control.

Seric 2:  x mg/1 de la sustancia de ensayo (normalmente x es igual a 2).
Serie 3: 2 mg/l de compuestos facilmente biodegradables, mas x mg/l de la sustancia de ensayo.

Si los valores DBO de la serie 3 son inferiores a la suma de los valores de las series 1y 2 se puede
considerar que la sustancia de ensayo no tiene cfectos inhibidores sobre las bacterias con esta
concentracion. Este control es siempre necesario, si teniendo en cuenta la estructura de la sustancia de
ensayo, una degradacion negativa o baja, para ilégica, es decir, si hay indicios de que esta provocada por
fenémenos de inhibicion.

Determinacion del oxigeno disuelto

La valoracién del oxigeno disuclto se efectiia por métodos quimicos o electronicos normalizados,
nacionales o internacionales, ampliamente reconocidos.
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2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS
Los resultados del analisis se registraran en el formulario adjunto (ver Apéndice 3).
La evolucion de la degradacion se representara graficamente en un diagrama.
Los resultados del ensayo de degradacion seran validos si se cumplen las siguientes condiciones:

— que en [a misma serie de ensayos, la sustancia de referencia muestre una biodegradacion = 60 %
para un periodo de 28 dias, si no, debe desecharse toda la serie;

— que el consumo de oxigeno, sin inoculacién, no exceda de 0,3 miligramos de oxigeno por litro
después de S dias y 0,4 miligramos de oxigeno por litro después de 28 dias; el testigo con inoculacion
no deberd mostrar un consumo mayor de 0,5 miligramos (fc oxigeno por litro después de 5 dias y de
0,6 miligramos de oxigeno por litro después de 15 a 28 dias.

3. INFORME

3.1, Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— los resultados, registrados segin el formulario adjunto (ver Apéndice 3),

— el desarrollo del ensayo de degradacion representado en un diagrama que indique la fase de estado
latente, la fase de degradacion, la pendiente de la curva, el intervalo de tiempo (el «intervalo de
tiempo » significa aqui un periodo de 10 dias que se inicia el dia en el que el nivel de biodegradacién
observado sobrepasa, por primera vez, el 10 %),

— el metodo utilizado para la determinacion del DQO,
— el mérodo utilizado para medir el oxigeno,

— lajustificacién y los comentarios cientificos relativos a cualquier modificacion del procedimientoo a
la eliminacion del ensayo,

— el procedimiento de dispersion para las sustancias poco solubles en las condiciones de ensayo,

— las pruebas de validez del ensayo.

3.2, Interpretacion de los resultados
Se tendra en cuenta la posible influencia de los compuestos nitrogenados sobre los resultados.

Siendo este ensayo tan riguroso, un resultado bajo no significa, necesariamente, que la sustancia
sometida a ensayo no sea biodegradable en condiciones ambientales; indica, simplemente, que es
preciso realizar estudios complementarios para comprobarlo.

Las sustancias quimicas que, en este ensayo, muestren un consumo elevado de oxigeno se consideraran
facilmente degradables, a condicion de que dicho nivel de consumo alcance dentre de los 10 dias
siguientes a aquel en que, por primera vez, el nivel de biodegradacion observado sobrepase el 10 %.

4. BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris 1981, Test Guideline 301D, Decision of the Council C (81) 30, Final.

{2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology an Environmental Safety, Vol. 3, No 2, 1979, p. 159-173.

(3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals i various tests l. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmental
Safety, Vol. 5, No 1, 1981, p. 45-55.
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Apéndice 1
Calculo de la demanda bioquimica tedrica de oxigeno
La DThO del compuesto C.H,CI N Na,,O P S, de peso molecular PM se calcula aplicando la

< - > ol ps
siguiente relacion:

16 [2c+%(h—cl—3n)+3s+%p +’%na—o]

DThOny, =
NH; PM

Esta relacion implica que C se mineraliza en CO,, H en H,0, P en P,O y Na en Na,O. El halogeno se
elimina en forma de halogenuro de hidrogeno y el nitrogeno en forma de amoniaco.

Ejemplo:
glucosa C,H,,0,, PM 180

16(2-6 ‘5 12—6)
DThO = 180 = 1,07 mg O,/mg glucosa

Para el calculo de los pesos moleculares de las sales distintas a los de los metales alcalinos, se supone que
dichas sales han sido hidrolizadas.

El azufre se supone oxidado al estado de +6.

Ejemplo :

n-alkilbencenosulfonato de sodio CgH,e50;Na, PM = 348
16(36 + 24341 3)

DThO = 39 = 2,34 mg O,/mg de sustancia

En ¢l caso de los compuestos que contengan nitrégeno, éste puede climinarse en forma de amoniaco, de
nitrito o de nitrato, segan las diferentes demandas bioquimicas tedricas de oxigeno.

16[2c+%(h—c])+35+%n +%p+%na—0]
PM

DThOyoy

16 [2c+-;—(h—cl)+3s +%n +%p+%na—o]
PM

DThOyo; =

Suponiendo que una formacion total de nitrato haya sido observada por analisis, por ejemplo, en el caso
de una amina secundaria: (¢ ;H,;),NH, PM = 353

16 ‘ 48 + 571 + %’
DThOnoy = = 3,44 mg O,/mg de sustancia

353
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Apéndice 3

Degradacién bibtica: ensayo en frasco cerrado {formulario)

Organismo o empresa que efectia el ensayo: ... ..o
Responsable del €nsayo: . ....ouneiunneeeiin it
Fecha de inicio del ensayo: ....cooovvii e Experimento n°®: ......
SUSEANCIA Q€ EMSAYO .« v v v e e aeeicane ettt e inaaeae et s iaanaat et
COMPOSICION QUIMICAT  « o vt vttt e eiean e e ettt n et sttt aa sttt
Analisis (metodo Winkler o el electrodo de oxigeno): .. ......oviiiiiiiiii e
DThO o DQO de la sustancia de ensayo:. . ....c..ooviieiiiaiinretiieiienanns mg O,/mg
Temperatura del agua de disolucion después de aeracion: ........c.ooiivnniiiiiiriieecenn.s

Concentracion en oxigeno del agua después de aeracion, y al comienzo delensayo:.........ont.

Resultado del ensayo

D, = ........ DBO expresado en % de DThO después de 28 dias
o
D, = ........ DBO expresado en % de DQO después de 28 dias

Validacién de los resultados
SUSTANCIA A€ FEFEIENCIA: vttt eee st et oot ea it aeeesasassssasassaacssnnnnunans
Resultado: ........ DBO expresado en 4 de DThO después de 28 dias

Experimento de referencia NOi. ...\ v v eeeenneit i

Observaciones :
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A. Determinaciones del oxigeno

Frasco ‘ mg O, después de x dias
o Analisis
0 5 15 28
Solucion nutritiva mineral sin [ — — —
sustancia de ensayo v sin Control
inoculacion de O,
Cz _ b -_—
Media mg = 1% %
0
2
Solucion nutritiva mineral sin 1 €3
sustancia de ensayo pero con
mnoculacion 2 ca
Media
!
C3+C
blanca my = 3.7
2
Solucion nutritiva mineral 1 a;
con sustancia de ensayo y con
moculacion 2 a,
Media
sustancia m, = a +a
de ensayo 2

B. Consumo de O, (mg DBO/!) después de x dias

DBO, = (m, — my) — (m, — m,) (*} mg DBO/I despues de x dias

5 15 28

("} Esta diferencia es importante para las pruebas
de validez del ensayo.

C. Fvaluacion

mg DBO, /I mg DBO,/I
= — - 100 o DBO/DCO = — . 100
mg S, (**)/1 mg SE/I DCO

t

Despues de x dias

5 15 28

% DBO/DThO

% DBO,/DCO

(**) Sustancia de ensayo.
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1.1.

1.2

1.3.

C.7. DEGRADACION BIOTICA: ENSAYO MITI MODIFICADO

METODO

Introduccion

El objetivo de este métado de ensayo es medir la biodegradabilidad de las sustancias organicas en medio
acuoso, por medio de un respirometro que indica la demanda bioguimica de oxigeno.

Es conveniente disponer de la férmula empirica del producto de ensayo para poder calcular la demanda
teorica de oxigeno DThO; en su defecto, puede utilizarse la demanda quimica de oxigeno (DQO). El
presente método solo es aplicable a las sustancias orginicas que, a la concentracion de ensayo:

— tienen una presion de vapor despreciable,

— no inhiben las bacterias,

— no estan en contacto con el reabsorvente del CO, y no reaccionan con él.

Si la sustancia de ensayo no es soluble a la concentracion de ensayo, se puede recurrir a procedimientos
especiales, tales como la dispersion por ultrasonidos, para lograr una dispersion satisfactoria de la

sustancia de ensayo.

Es convenicnte conocer los efectos toxicos de las sustancias quimicas sobre los microorganismos para
poder interpretar los resultados bajos y para elegir las concentraciones de ensayo adecuadas.

Para facilitar la interpretacion de los resultados es conveniente disponer de informacion sobre las
proporciones relativas de los principales componentes de la sustancia examinada.

Definiciones y unidades

» DBO — B
tasa de degradacion = ———————— X 100 %
DThO (0 DQO)
o bien:
» Sh — Sa
tasa de degradaciéon = ———— x 100 %
Sb
donde:
DBO = Demanda bioquimica de oxigeno (cxperimental) (mg) del producto de ensayo, tal como se
determina en la curva de DBO
B = Consumo de oxigeno {experimental) (mg) del medio de cultivo de base al cual se le anade el
indculo, tal como se determina en la curva de DBO
DThO = Demanda tedrica de oxigeno para una oxidacion completa (tedrica) del producto de ensayo
Sa = Cantidad residual (experimental) (mg) de producto de ensayo al final del ensayo de
biodegradabilidad
Sh = Cantidad residual (experimental) (mg) de producto de ensayo en el ensayo en blanco con

agua a la que se habra anadido nicamente el producto de ensayo.

Sustancias de referencia

A fin de verificar la actividad del inéculo, es conveniente utilizar sustancias de referencia, por cjemplo, la
anilina, el acetato de sodio o el benzoato de sodio. Si la tasa de degradacion de la anilina, calculada en
funcién del consumo de oxigeno, no sobrepasa el 40 % después de 7 dias y el 65 % después de 14 dias, el
ensayo puede considerarse nulo.
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Si la degradacion en el ensayo testigo (Sb baja) es importante, el ensayo también se considerara nulo.

1.4. Principio del método

Los productos de ensayo constituyen la tnica fuente de carbono organico en el medio y no hay
adaptacion previa de los microorganismos a los productos de ensayo.

Se utiliza un aparato automatico para medir el consumo de oxigeno en circuito cerrado (aparato de
medida de la DBO). Las sustancias quimicas de ensayo se siembran con microorganismos en los
recipientes de ensayo. Mientras dura el ensayo, se mide continuamente la demanda bioquimica de
oxigeno con el aparato de medida de la DBO. Se calcula la biodegradabilidad basandose en la DBO y en
un analisis quimico complementario, como la medicion de la concentracion de carbono organico
disuelto, de la concentracién de los productos residuales, etc.

1.5. Criterios cualitativos

1.5.1. Reproducibilidad

Generalmente buena, especialmente para las sustancias quimicas cuya solubilidad en el agua es superior
a 0,1 gramo por litro.

1.5.2. Sensibilidad

A) Consumo de oxigeno: limite de deteccion = 1 miligramo (oxigeno consumido por los
microorganismos).

B) Analisis quimico: depende de la sensibilidad de las técnicas analiticas utilizadas.

1.5.3. Especificidad

Este método se aplica a cualquier sustancia no volatil para la que (Clagua’ (Claire = 1. Paralos productos
volatiles, es conveniente utilizar un «aparato de medida de la DBO modificado », que consiste en un
aparato normal equipado con tubos capilares (ver Apéndice 1).

1.6. Descripcion del método de ensayo

1.6.1. Reactivos

1.6.1.1. El agua destilada no debe contener mas del 10 % del carbono organico aportado por la sustancia
examinada.

1.6.1.2. Medio de cultivo de base

Tomar 3 mililitros de solucion A, de solucién B, de solucion C y de solucion D y afadir agua para
completar hasta los 1 000 mililitros (utilizar agua desionizada en todos los casos).

A) PO,K,H (fosfato dipotasico): 21,75 g
PO,KH, (fosfato monopotasico): 8,50¢g
PO, HNa2-7H,0 (fosfato disodico heptahidratado): 4460 g
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1.6.2.

1.6.3.1.

CINH, (cloruro de amonio): 1,70 g
Disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1).

El pH de la solucion debe ser de 7,2.

B) SO, Mg7H,0 (sulfato de magnesio heptahidratado): 22,50 ¢
Disolver y completar hasta 1 000 mi con agua (1.6.1.1).

C) C,Ca (cloruro de calcio) : 2750 g
Disolver y completar hasta 1000 ml con agua (1.6.1.1).

D) ClFe.6H,;0 (cloruro férrico (1) hexahidratado): 0,25 g

Disolver y completar hasta 1 000 ml con agua (1.6.1.1).

Equipo

Equipo para medir la DBO equipado con 6 frascos de 300 mililitros cada uno.
Frascos n® 1y n° 2:

300 mililitros de agua desionizada, mis 30 miligramos de sustancia de ensayo.
Frascos n® 3 y n® 4:

300 mililitros de medio de cultivo de base, mis 9 miligramos de lodo activado (peso en seco), mas 30
miligramos de sustancia de ensayo.

Frascon® §:

300 mililitros de medio de cultivo de base, mas 9 miligramos de lodo activado (peso en scco), mas 30
miligramos de anilina o de otra sustancia de referencia.

Frasco n® 6:

300 mililitros de medio de cultivo de base, mas 9 miligramos de lodo activado (peso en seco).

Preparacion del inoculo
Lodo activado

Procendencia de las muestras de lodo: en principio, las muestras de lodo se extraen de al menos 10
lugares diferentes repartidos por todo el pais, principalmente en las zonas donde se utilicen y viertan una
gran diversidad de sustancias quimicas.

En Japoén por ejemplo, el lodo activado estandar del Japonese Chemical Biotesting Centre esta
constituido por una mezcla de muestras obtenidas en los siguientes sitios:

— planta depuradora urbana: tres estaciones situadas en el norte, en el centro y en el sur del Japon,

— planta depuradora industrial: una estacion destinada al tratamiento de las aguas usadas procedentes
de industrias quimicas,

— rios: tres rios situados al norte, en el centro y al sur del Japon,
— lago: un lago situado en el centro del Japon,
— mares: dos mares interiores del archipi¢lago.

Periodicidad de las extracciones de lodo: en principio, Jas muestras de lodos deben tomarse cuatro veces
al afio, en marzo, junio, septiembre y diciembre.

— todo para la preparacion de muestras de lodos:
— aguas de alcantarilla: extraer 1 litro de lodo reciclado en la planta depuradora,

— rios, lagos, pantanos o mares: extraer 1 litro de suelo superficial de los margenes que estén en
contacto con la atmosfera.

203
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Preparacion:

Colocar los lodos precedentes de diversos lugares en un recipiente, homogeneizar y dejar decantar.
Quitar las marerias extranas que floten y pasar el sobrenadante por un papel filtro n® 2. Ajustar el pH del
filtrado a2 7.0 £ 1,0 con hidroxido de sodio o icido fosforico, despues, trasvasar el filtrado a un
recipiente de incubacion y someterlo a una aeracion.

Cultivo:

Despucs de uros 30 minutos de acracion, retirar alrededor de un tercio . del volumen total del
sobrenadante. Anadir un volumen igual de agua residual sintética al 0,1 % (agua residual sintética:
disolver 1 gramo de glucosa, 1 gramo de peptonay 1 gramo de monofosfato de potasio en 1 litro de agua,
nustar ¢l pH de 1 solucion a 7,0 £ 1,0 con hidréxido de sodio) al resto de sobrenadante y airear de
auevo L mezcla. Repenr la operacion todos los dias. La incubacion se hace a 25 + 20C,

Control :
Para controlar ¢l cultivo, verificar los siguientes parametros y efectuar los ajustes que sean necesarios :
— aspecto del sobrenadante: debe ser claro,

—— propiedades de decantacion del lodo activado: el lodo activado en grandes copos debe tener buenas
propiedades de decantacion,

— estado de formacion del lodo activado : en caso de que no se observara el desarrollo de copos habria
que aumentar o el volumen del agua residual sintética al 0,1 % o la frecuencia de adicion de la
misma,

— ¢l pH del sobrenadante debe ser de 7,0 + 1,0,
—— temperatura: la temperatura de incubacion del lodo es de 250C + 20C,

— gradode aeracion : al sustituir el sobrenadante por el agua residual sintérica, la suspensién contenida
en el recipiente de cultivo debe estar bastante aireada para que la concentracion de oxigeno disuelto
en la solucion se mantenga ¢n un valor superior a 5 miligramos por litro,

— microflora del lodo activado: la observacion del lodo activado al microscopio (x100 a x400) debe
permitir descubrir, ademas de los copos, cierto nimero de protozoos de distintas especies,

— mezcla de lodos activados frescos vy maduros : para conservar la misma actividad en los lodos
activados frescos ¥y maduros, debe mezclarse el filtrado del sobrenadante de un lodo activado
utilizado para ¢l ensayo con volumen igual de sobrenadante de un lodo activado recién extraido y, a
continuacion, se ponc la mezcla en incubacion,

— control de la eficacia dellodo activado : verificar periadicamente, es decir, al menos una vez cada tres
meses, la eficacia del lodo activado con sustancias estandar y aplicando el método descrito mas
adelante. La actividad de los lodos maduros se verificara especialmente cuando se mezclen lodos
activados frescos v maduros.
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1.6.4.

1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

Ejemplo de preparacion de muestras de lodos activados y periodo de utilizacion:

Diciembre Enero Febrero |
— . ]
~ ——

Cultivo Periodo de empleo

Marzo I Abril Mayo |

[§ ~ IS ~ 1
Mezcla, cultivo Periodo de empleo

Junio l Julio Agosto l

. - I N 4|
Mezcla, cultivo Periodo de empleo

Septiembre Octubre Noviembre

[ - I\ /)

Mezcla, cultivo Periodo de empleo

{y asi sucesivamente)

Preparacion del producto de ensayo
Si el producto de ensayo no es soluble en el agua a la concentracion requerida para ¢l ensayo, es

conveniente pulverizarlo lo mas fino posible.

Adicion del producto de ensayo y preparacion para el ensayo
Preparar los recipientes de ensayo siguientes y ponerlos a la temperatura de ensayo (ver punto 1.6.2).

1) Dos recipientes de ensayo con agua a la que se le habra afiadido 100 miligramos por litro de sustancia
de ensayo (recipientes 1y 2).

2) Dos recipientes de ensayo con el medio de cultivo de base al que se le habra afiadido 100 miligramos
ror litro de sustancia de ensayo; si es preciso, ajustar el pH de esta solucion a 7 antes de sembrar con
odo activado (recipientes 3 y 4).

3) Un recipiente de ensayo con el medio de cultivo de base al que se Ie habra anadido 100 miligramos
por litro de anilina o de cualquier otra sustancia de referencia (recipiente 5).

4) Un recipiente para el ensayo en blanco conteniendo dnicamente el medio de cultivo de base
(recipiente 6).

Siembra del lodo activado

Afiadir el inoculo en los recipientes de ensayo 3, 4, 5 y 6 hasta que la concentracion de materias en
suspension definidas por las normas industriales japonesas (3) por ejemplo, sea igual a 30 miligramos
por litro.

Condiciones del ensayo

Concentracién de productos de ensayo: 100 miligramos por litro.
Concentracion de lodos activados: 30 miligramos por litro.
Temperatura de ensayo: 20 a 20°C.

Duracion del ensayo: 28 dias.
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Efectuar el ensayo en la obscuridad. Verificar diariamente la temperatura asi como los cambios de color
que se produzcan en el recipiente de incubacion.

Homogeneizar las soluciones de ensayo mediante un agitador mecanico.

1.6.6. Procedimiento

La curva de evolucion de la DBO se registra de forma de linea continua durante 28 dias (ver figura). A los
28 dias de ensayo, medir el pH y la concentracion de productos quimicos residuales ¢ intermedios que se
encuentren en los recipientes de ensayo.

Figura
Curva de DBO de la anilina

60 -
50 -
40 |-
Z
S30f
.3
20 » DBO
10 |-
. Fase de biodegradacion
Fase de estado latente 5
i A 1 L A i A 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (dias)

Analizar igualmente los productos de ensayo del recipiente que no contiene lodo activado a fin de
descubrir cualquier cambio que se haya producido en el producto durante el periodo de ensayo o
cualquier perdida del producto original por evaporacion o absorcién por las paredes del recipiente de
ensayo, etc.

1.6.7. Equipo analitico

Sila sustancia a examen es soluble en el agua, también es conveniente determinar la cantidad residual de
carbono organico total al final del ensayo.
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a) Si se utiliza un aparato para determinar el carbono organico total:
extraer 10 mililitros de solucién de ensayo del recipiente y centrifugar a 3 000 g durante § minutos.
Medir a continuacion la cantidad residual de carbono organico total en el sobrenadante por medio
de un equipo para determinar el carbono organico total.
b) En caso de utilizacion de otros equipos:
extraer la sustancia de ensayo mediante un disolvente adecuado operando sobre el contenido total
del recipiente de ensayo, y dcsfués de un tratamiento conveniente, por ejemplo, concentracion,
determinar la cantidad residual de sustancia de ensayo por medio de un intrumento de analisis
(cromatografia gaseosa, espectrometria de masa, espectrofotometria, etc.).
Por lo que se refiere a los productos volatiles, el bafio termostatizado del aparato para medir el DBO
debe estar enfriado a 10°C y mantenido a esta temperatura durante 30 minutos por lo menos, para
impedir la evaporacion. Proceder a continuacion a los analisis a) y b).
2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS
2.1. Tratamiento de los resultados
Los meétodos de calculo de la tasa de biodegradacion a partir del consumo de oxigeno y a partir de los
resultados del analisis directo se exponen en el punto 1.2.
2.2. Evaluacion de los resultados
La demanda tedrica de oxigeno puede calcularse tal como se indica en el Apéndice 2 o segin el
procedimiento MITI original:
Elemento : Forma oxidada :
C Co,
H H,0
N NO,
$ 50,
X (halogeneo) X
3. INFORME
3.1. Informe del ensayo

Se

procurard incluir lo siguiente:

informacién sobre los productos quimicos de ensayo: nombre, estructura, peso molecular, pureza,
naturaleza de las impurezas, propiedades fisicoquimicas, identificacion de la sustancia,

condiciones del ensayo,

inoculo: lugar de extraccion y concentracion de los lodos activados,
sustancia de ensayo: concentracion,

duracion del ensayo,

temperatura de ensayo,

técnica analitica:

tratamiento previo,

cualidades analiticas de los instrumentos,
cficacia del analisis,

identificacion de los productos intermedios,
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3.2

— resultados:

curvas de biodegradacion (control de la actividad del indculo, mas
curva de la sustancia)

DBO (mg)
B (mg)
Sa (mg)
Sb (mg)
DThO {mg)

tasa de degradacion obtenida por determinacion de la DBO, tasa de degradacién obtenida por
analisis quimico, cromatogramas o espectros de los productos de ensayo obtenidos y utilizados para
el analisis,

— prueba de validez (ver punto 1.3).

Interpretacion de los resultados
Es conveniente verificar que las sustancias no contengan nitrogeno que pueda influir en los resultados.

Si la tasa de recuperacion de Sb es del orden del 10 %, o inferior, es una seiial de que existan)roblemas
analiticos o, por ejemplo, una hidrélisis; en tales casos hay que ser extremadamente prudente en la
interpretacion de los resultados.

Dado que se trata de un ensayo riguroso, un resultado bajo no significa, necesariamente, que la sustancia
de ensayo no sea biodegradable en condiciones ambientales, sino, simplemente que hay que proceder a
estudios complementarios para comprobarlo.

Los productos que, en el presente ensayo, muestren un fuerte consumo de oxigeno, se consideraran
facilmente biodegradables, a condicion de que dicho nivel de consumo lo alcancen dentro de los 10 dias
siguientes a aquel en que, por primera vez, el nivel de biodegradacion observado sobrepase el 10 %.

BIBLIOGRAFIA
(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 301C. Decision of the Council C (81) 30, Final.
(2) Biodegradability and bioaccumulation test of chemical substances (C-5/98/JAP), 1978.

(3) The chemical substances control law in Japan (Chemical Products Safety Division, Basic Industries
Bureau, MITI) (C-2/78/JAP), 1978.

(4) The biodegradability and bioaccumulation of new and existing chemical substances, 5, 8 (C-3/78/
JAP), 1978.
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Apéml’i((' 1

Principio de funcionamiento del aparato para medir ¢l consumo de oxigeno en circuito cerrado

La cantidad de oxigeno consumido por los microorganismos puede determinarse mediante un
procedimiento de analisis electroquimico (por ¢jemplo, culombimetria).

En ¢l aparato modificads
para medir 1a DBO,

la parte sombreada dod
tubo se debe reempla.ar

Esquema del apurato

- et - mn e e - > En o - = o - v -
| i por un tubo capilar.
! I e e e
) | | Dispositivo J
| i | de control clectrohtico |
|
l I {
—
| | | e el i l
| G -
{ z cada —-d
| amdad = |
| - o} !
| |
. ® ® Lo | !
! JJ? i ® ; '
1 \ | l ]
) Unidad de muestreo x 6 | | Registro de 6 puntos i
i e e e e e e ————
\ ~ | Bloque de registro
e e - — ——— — {a— —— - o —— — -
Bano termostatizado
_._..__-_—_..—..._._.__.....‘ l............_._............ﬂ
! !
i Circutto ] | !
l @ de inten /7“ /\limcn- i '
oum— wdad ! | X g |
I Lonstant i racion |
| :
|
[ | | | | 1 ® !
| Gnuto T Hacia ¢l blogue e - / |
1 ottvivel I | Contador hor. rio
’ € registro | !
et @ ; o m Ms ) '
] | / I
e o am e o e m am e e Am e o - _—— o em . T - ae -
Unidad de medida x 6 Unidad de contro!

El medio contenido en el frasco de incubacién (1) se homogenciza por medio del agitador mecanico (2.
A medida que la reaccion progresa, se consume ¢l oxigeno disuclio en el liquido. EI oxigeno (O
presente en el espacio superior del frasco de incubacion se disuelve en ¢l liquido, generandose €O,

Cuando el CO, es absorbido por la cal de sodio (3), disminuyen la presion parcial de oxigeno en el frasco
y la presion total.

La disminucién de la presion es detectada y convertida en senal eléctrica por el manometro de electrodo
(4) y amplificada por el amplificador (5), para accionar cl rel¢ (6), lo cual provoca la puesta en marcha
del motor sincrono (8). Simultaneamente, bajo 1a accion de una corriente de intensidad constante, se
produce oxigeno por electrélisis a partir de la solucion de cobre en acido sulfarico contenida en la cubeta
de electrolisis (7).

E! oxigeno se envia al frasco de incubacion y el restablecimicnto de la presion que resulta es detectado
por el manémetro, desconectandose el circuito y parandose el motor sincrono que activa la electrolsis.

En el frasco de incubacion, el espacio situado por encima del liquido se mantiene sicmpre 2 una presion
de oxigeno constante y la cantidad de oxigeno consumido en el frasco de incubacion cs proporcionala la
cantidad de oxigeno producido por electrolisis, siendo esta tiltima, a su vez, proporcionala L duracion
de la electrolisis dado que la corriente clectrolitica es constante.

Mediante un potenciometro de interbloqueo, el angulo de revolucion del motor sincrono (91 s
transforma en una sefial en mV que aparece en el registro (10) ¢ indica la canndad de oxigeno
consumido.
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Apendice 2

Calculo de la demanda bioquimica teérica de oxigeno

La DThO del compuesto C.H,Cl N, Na,,O,P.S, de peso molecular PM se calcula aplicando la
siguiente relacion:

16 [Zc + 30— d -3+ 3s +3p+ %—na—o)]
PM

DThOyy, =

Esta relacion implica que C se mineraliza en CO,, H en H,, Hen H,O, P en P,O5y Naen Na,O. El
halogeno se elimina en forma de halogenuro dczhidr(')geno y el nitrogeno en forma de amoniaco.

Ejemplo :
glucosa C,H;,04, PM = 180

16(2-6+%-12—6)
DThO = 180 = 1,07 mg O,/mg glucosa.

Para el cilculo de los pesos moleculares de las sales distintas a las de los metales alcalinos, se supone que
dichas sales han sido hidrolizadas.

El azufre se supone oxidado al estado de + 6.
Ejemplo :

n-atkilbencenosulfonato de sodio, C;3H,9SO;Na, PM = 348
29 1.
16(36 +F4341e 3)

DThO = = 2,34 mg O,/mg de sustancia.
348 -

En el caso de los compuestos que contengan nitrogeno, éste puede eliminarse en forma de amoniaco, de
nitrito o de nitrato, segun las diferentes demandas bioguimicas teoricas de oxigeno.

B 16 [Zc +;—(h —cl) + 3s +—;n +%p +%na —o]
PM

DThOxo,

16 [Zc +-;—(h ~cl) + 3s +75-n +75-p +—i—na - o]
PM

DThO,\vO3 =
Suponiendo que una formacion total de nitrato haya sido observada por analisis, por ejemplo en el caso

de una amina secundaria:

(C12 Hyg) NH; PM = 353

16 g48 + 571 + %)
DThONO3 = =/ = 3,44 mg O,/mg de sustancia.

353



13/Vol. 17 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 21

Apéndice 3

Degradacion biética: ensayo MITI modificado (formulario)

8 Y T o T X S
Responsable del ensayo: ... ...
Fecha de iniciodel ensayo: . ...coovvviiiiii i Experimento n®: ........
SUSTANCIA € EMISAY O te . v e i ittt ettt e e
ComMPOSICION QUIMIICAT . . .« ottt ettt ittt i e et e et

7§13 1o S0P

Resultado del ensayo

DBO — B
.......... % degradacion = ————— % 100 % después de 28 dias
DThO
., DBO - B i ,
.......... % degradacion = ————— % 100 % después de 28 dias
: DQO
Sb — Sa
.......... % degradacion = BT — x 100 % después de 28 dias
Validacion de los resultados
COoNLrOl QUITIICO T + vttt vttt ettt e et et e e e e et e
Resultado:....oovvveirniiiiniinanaeens % de degradacion después de 28 dias ........
Experimento de referencia n®:. .. .. .. ...

Observaciones
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C. 8 DEGRADACION: DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO

1. METODO

1.1. Introduccién

El objetivo del método es medir la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de las sustancias organicas,
solidas o liquidas.

Los resultados que se obtienen con este método de ensayo son representativos, sobre todo, cuando se
aplica a los compuestos hidrosolubles; no obstante y, al menos enj)rincipio, el método puede hacerse
extensible a los compuestos volatiles y los compuestos de baja hidrosolubilidad.

El método sélo es aplicable a las sustancias organicas, que no produzcan efectos inhibidores sobre las
bacterias a la concentracion de ensayo. Si la sustancia de ensayo no es soluble a la concentracion de
ensayo, se puede recurrir a procedimientos especiales, tales como la dispersion por ultrasonidos, a fin de
lograr una dispersion satisfactoria de la sustancia de ensayo.

Es conveniente disponer de informacion sobre la toxicidad de la sustancia para poder interpretar los
resultados bajos y para elegir la concentracion de ensayo adecuada.

1.2 Definicién y unidades

La DBO se define como la masa de oxigeno disuelto necesario para asegurar, en condiciones
determinadas, la oxidacion bioquimica de un volumen dado de una solucién de la sustancia sometida a
ensayo.

Los resultados se expresan en gramos de DBO por gramos de sustancia sujeta a prueba.

13. Sustancia de referencia
No pueden recomendarse sustancias de referencia.

Es conveniente la utilizacion de una sustancia quimica testigo apropiada para verificar la actividad del
inoculo.

1.4, Principio del método de ensayo

Sembrar con microorganismos e incubar en la obscuridad a una temperatura ambiente constante dada,
una cantidad determinada de sustancia, disuelta o dispersa en un medio aireado, apropiado.

La DBO se determina por la diferencia entre el contenido en oxigeno disuelto al principio y al final del
ensayo. La duracion minima del ensayo es de cinco dias y la maxima, de 28.

Debe efectuarse un ensayo paralelo en blanco, sin sustancia de ensayo.

1.5. Criterios cualitativos

La determinacion de la DBO no puede considerarse como un ensayo vilido de determinacién de la
biodegradabilidad de una sustancia, sino como un ensayo orientativo.

1.6. Descripcion del método de ensayo

Preparar una solucion o una dispersion preliminar de la sustancia, con el fin de obtener una
concentracion de DBO compatible con el método utilizado. La DBO se determina entonces aplicando un
metodo nacional normalizado que sea apropiado, puesto que todavia no hay ninglin acuerdo en cuanto a
la aplicacion de un método internacional.
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EVALUACION DE LOS RESULTADOS

La DBO contenida en la solucion preliminar se calcula segiin el método normalizado elegido y se expresa
en gramos de DBO por gramos de sustancia de ensayo.

INFORME
Debe indicarse el método utilizado.
La demanda bioquimica de oxigeno debe ser la media de al menos tres mediciones vilidas.

Para facilitar la interpretacién de los resultados deben incluirse todos los datos y observaciones que sean
]:;ertinentes, especialmente en los referentes a impurezas, estado fisico, efectos toxicos y composicion de
a sustancia, que pueden afectar a los resultados.

Debe mencionarse si se ha utilizado un aditivo inhibidor de la nitrificacion biologica.

BIBLIOGRAFIA

Lista de métodos normalizados, por ejemplo:

NF T 90-103 Determination of the Biochemical Oxygen Demand
NBN 407 Biochemical Oxygen Demand

NBN 3235 5.4 Bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV)

The Determination of biochemical Oxygen Demand, 1981, Methods for the examination of Water and
Associated Materials, HMSO, London.
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C. 9. DEGRADACION: DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

1. METODO

1.1. Introduccién

El objetivo del método es medir la demanda quimica de oxigeno (DQO) de las sustancias organicas
solidas o liquidas, mediante la aplicacién de cualquier procedimiento normalizado, en condiciones de
laboratorio determinadas.

Es conveniente disponer de informacion sobre la férmula de la sustancia para facilitar la realizacion del
ensayo y la interpretacion de los resultados obtenidos (por ejemplo, sales halogenas, sales de hierro de
compuestos organicos, compuestos organoclorados).

1.2 Definicién y unidades

La demanda quimica de oxigeno es la medida de la oxidabilidad de una sustancia, definida como la
cantidad de oxigeno de un reactivo oxidante, consumido por la sustancia en condiciones de laboratorio
determinadas.

El resultado se expresa en gramos de DQO por gramo de sustancia de ensayo.

1.3. Sustancias de referencia

No es preciso emplear sustancias de referencia cada vez que se analiza una nueva sustancia. Dichas
sustancias de referencia sirven, principalmente, para calibrar periédicamente ¢l método y permitir la
comparacion de resultados cuando se apliquen métodos distintos.

1.4, Principio del método de ensayo

Una cantidad determinada de sustancia, disuelta o dispersa en agua, se oxida con dicromato de potasio
en presencia de acido sulfurico concentrado (el catalizador es sulfato de plata) en caliente y con reflujo
durante dos horas. El dicromato residual se valora con ayuda de sulfato de hierro y de amonio valorado.

En el caso de las sustancias con cloro, se debe anadir sulfato de mercurio para atenuar la interferencia de
los cloruros.

1.5. Criterios cualitativos

Dada la arbitrariedad del método de determinacion de la DQO, ésta debe considerarse mas como un
«indicador Redox » que como una evaluacién de la sustancia organica.

Los cloruros pueden interferir en el desarrollo del ensayo; otras sustancias minerales reductoras u
oxidantes pueden influir igualmente en la determinacion de la DQO.

Algunos compuestos ciclicos no se oxidan totalmente durante el ensayo.

1.6. Descripcion del método de ensayo

Preparar una solucion o una dispersion preliminar de la sustancia para conseguir una DQO de 250 a 600
miligramos por litro.
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Nota:

Cuando sc trata de sustancias poco solubles y gue no se dispersan, pesar una cantidad de sustancia
finamente pulverizada, o en estado liquido, correspondiente a unos 5 miligramos de DQO, e
introducirla en el aparato experimental afiadiendo agua.

Determinar a continuacion la DQO aplicando cualquier método nacional normalizado, que sea
adecuado. Cuando se publique un método internacional normalizado su aplicacion sera prioritaria.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Se calcula la DQO contenida en el frasco experimental segin el método normalizado elegido y se expresa
en gramos de DQO por gramo de sustancia de ensayo.

INFORME
Debe indicarse el método utilizado.

La demanda quimica de oxigeno debe ser la media de al menos tres mediciones. Se incluiran todos los
datos y observaciones que puedan facilitar la interpretacion de los resultados, especialmente los
referentes a impurezas, estado fisico y propiedades especificas de la sustancia (si se conocen) que pucden
afectar a los resultados.

Debe mencionarse si se ha usado sulfato merciirico para reducir la interferencia de los cloruros.

BIBLIOGRAFIA

Ejemplos de métodos normalizados:

NBN T 91 — 201 A Determination of the Chemical Oxygen Demand

ISBN 0 11 7512494 Chemical Oxygen Demand (dichromate value) of polluted and
waste waters

NF T 90 — 101 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno

DS 217 — Water Analysis Determination of the Chemical Oxygen Demand

DIN 38409 — H — 41 Determination of the Chemical Oxygen Demand (COD) within
the range above 15mg/l

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik

1SO DP 6060 Water Quality : Chemical Oxygen Demand Dichromate Methods
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C.10. DEGRADACION ABIOTICA : HIDROLISIS EN FUNCION DEL pH

1. METODO

Este método se basa en el descrito en las lineas directrices de la OCDE (1).

1.1. Introduccién

La hidrolisis es una reaccion importante que controla la degradacion abidtica. Esta reaccién es
particularmente importante en las sustancias poco biodegradables, y puede influir en la persistencia de
una sustancia en el medio ambiente.

La mayor parte de las reacciones de hidrolisis son de pseudo primer orden, por lo tanto, los tiempos de
vida media son independientes de la concentracion. Esto permite, normalmente, extrapolar los
resultados obtenidos en concentraciones de laboratorio a las condiciones ambientales.

Ademas, existen varios ejemplos (2), que muestran una concordancia satisfactoria entre los resultados
obtenidos en agua pura y en agua natural con varios tipos de productos quimicos.

Para realizar este ensayo es conveniente disponer de informaciones preliminares sobre la presion de
vapor de la sustancia.

Este método solo es aplicable a las sustancias solubles. Las impurezas, por regla general, influiran en los
resultados.

El comportamiento hidrolitico de las sustancias quimicas deberia estudiarse con los valores de pH mas
normales en el medio ambiente (pH 4 2 9)

1.2. Definiciones y unidades

La hidrolisis se define como la reaccion de un producto quimico RX con el agua. Esta reaccion puede
estar representada por un cambio caracteristico del radical X con OH:

RX + HOH — ROH +HX !
La velocidad a la cual disminuye la concentraciéon de RX viene dada por la relacién:
velocidad = k - (H,0) - (RX) 2]

Dado que el agua presente excede en mucho a la sustancia quimica, este tipo de reaccion se describe
normalmente como una reaccion de pseudo primer orden durante la cual la constante de velocidad
observada viene dada por la relacién:

kobs =k- (HZO) [3]

Esta constante puede ser determinada para un valor de pH y una temperatura T, utilizando la expresién

2,303 c,
Kops = — % log — [4]
T
donde:
t = tiempo
G, = concentracion de la sustancia en tiempo O
G = concentracion de la sustancia en tiempo t

2,303 = factor de conversion entre los logaritmos neperianos y los decimales.
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1.3.

1.4.

1.5.

Las concentraciones se expresan en g/l o mol/l.
La unidad de la constante kg, es ¢l (tiempo) ~ L.

El tiempo de vida media t, , se define como el tiempo necesario para reducir en un 50 % la concentracion
de la sustancia quimica de ensayo, es decir:

C, =12-Cq 5]
De la expresion (4] y [5] se puede deducir que

t2 = 0,693/k,p, (6)

Sustancias de referencia

No es necesario utilizar sustancias de referencia cada vez que se estudia una nueva sustancia. Deberian
servir esencialmente para controlar de vez en cuando la eficacia del método y permitir la comparacion de
los resultados cuando se utiliza otro método distinto.

El 4cido acetilsalicilico (Aspirina) y el 0,0-dictil 0-2 isopropil-4-metil-pirimidiltiofosfato (Dimpilato,
Diazinon), se han utilizado como sustancias de referencia (1).

Principio del método
La sustancia se disuclve en el agua a una concentracion baja, controlandose el pH y la temperatura.

La disminucién de la concentracién de la sustancia en el transcurso del tiempo se sigue mediante
cualquier procedimiento analitico que sea apropiado.

Los logatitmos de las concentraciones de la sustancia en el tiempo se llevan a una grafica y, st da una
recta, puede obtencrse la constante de velocidad de primer orden por la inclinacion de la misma (ver
punto 2).

Cuando no se pueda determinar inmediatamente una constante de velocidad para una temperatura
determinada normalmente, el valor de esta constante se estima mediante la relacion de Arrhenius, que da
la dependencia de la constante de velocidad en funcion de la temperatura. De la grafica lineal del
logaritmo de la constante de velocidad, tal como se ha determinado la temperatura apropiada en funcion
de la inversa de la temperatura absoluta {k), se puede extrapolar el valor de la constante de velocidad que
no sc habia podido obtener directamente.

Criterios cualitativos

La referencia (2) cita que las medidas de constante de velocidad de hidrélisis para 13 clases de estructuras
organicas pueden ser de gran precision.

La rcrctibilidad depende, en particular, del control del valor del pH y de la concentracion en oxigeno
disuclto; la presencia de microorganismos pucde influir en la repetibilidad.
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1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

Descripcién del método

Reactivos
Soluciones tampén
El ensayo se efectiia con tres valores de pH: 4,0,7,0y 9,0.

Para ello deberan prepararse soluciones tampén utilizando reactivos quimicos de pureza analitica y agua
destilada o desionizada esteril.

En el Apéndice se presentan algunos ejemplos de soluciones tampén.

La solucion tampén utilizada puede influir sobre la velocidad de la hidrélisis ; en ese caso debe utilizarse
otra solucién tampon. En la referencia (2) se recomienda la utilizacién de tampones de borato o acetato
en lugar de los fosfatos.

Si se desconoce el valor del pH de las soluciones tampén a la temperatura de ensayo, debera
determinarse con ayuda de un pHmetro calibrado a la temperatura elegida con una precision de + 0,1
unidades de pH.

Soluciones de ensayo

La sustancia de ensayo debe disolverse en el tampén elegido a una concentracion que no sobrepase el
0,01 M o a la mitad de la concentraciéon de saturacion.

La utilizacion de disolventes organicos miscibles en el agua sélo se recomienda para las sustancias poco
solubles en el agua. La cantidad de disolvente deberi ser inferior al 1 % y no debera interferir con el
proceso hidrolitico.

Equipo

Deberan emplearse matraces cerrados de cristal, pero hay que evitar la utilizacion de grasa en los
esmerilados.

Si la sustancia o el tampon que se utilizan son volatiles, o si el ensayo se realiza a temperaturas elevadas,
es preferible utilizar tubos sellados o cerrados, llenandolos completamente.

Mtodo analitico

Elmétodo analitico se elegird en funcion de la naturaleza de la sustancia de ensayo y sera suficientemente
sensible para detectar una disminucion del 10 % de la concentracién inicial.

El método debe ser especifico a la sustancia de ensayo y a las concentraciones de la solucién de ensayoy
puede consistir en una combinacién de varios métodos analiticos apropiados.

Condiciones del ensayo

Los ensayos se realizaran utilizando un recinto termostatico controlado o un bafio a temperatura
constante a + 5°C de la temperatura elegida. Se mantendri la temperatura y se medira a % 0,1°C. Las
interferencias fotoliticas deberan evitarse por medios adecuados.

Deberan adoptarse todas las precauciones necesarias para eliminar el oxigeno disuelto (por ejemplo,
borboteando azufre o arg6n durante 5 minutos antes de preparar las soluciones).
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1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

1.6.5.3.

Procedimiento de ensayo
Ensayo preliminar

Debera hacerse un ensayo preliminar para todas las sustancias a 50°C + 5°C con tres valores de pH: 4,0,
7,0 y 9,0.

Se tomaran un nimero de medidas suficientes, de forma que se pueda estimar si, para cada valorde pHy
a una temperatura de 50°C, el tiempo de vida media (t, ;) es inferior a 2,4 horas, o si menos del 10 % de
la hidrolisis se observa al cabo de 5 dias. (Se puede considerar que estos valores corresponden,
respectivamente, a tiempos de vida media inferiores 2 un dia o superiores a un afio en condiciones mas
representativas que las del medio ambiente (25°C)).

Si el ensayo preliminar indica que, para cada valor de pH, el 50 %, o mas, de la sustancia de ensayo ha
sido hidrolizada en 2,4 horas a 50°C, o que menos del 10 % ha sido hidrolizado al cabo de $ dias, no es
necesario proseguir los ensayos.

En otros casos y para aquellos valores de pH con los que no se hayan cumplido estas condiciones, se
efectuara el ensayo n° 1.

Ensayo n°® 1

El ensayo n° 1 se realiza a una temperatura dada, preferentemente a 50°C + 5°Cy, si fuera posible, en
condiciones estériles, con los valores de pH que en los ensayos preliminares han mostrado la necesidad
de efectuar ensayos suplementarios.

Para determinar el comportamiento de psewdo primer orden a los valores de pH especificos, debe
escogerse un numero suficienite de muestras (no menos de 4) con el fin de cubrir un intervalo del 20 al
70 % de hidrolisis.

Para cada valor de pH se determina el orden de la reaccion.
Estimacion de la constante de velocidad a 25°C.

La eleccién del procedimiento experimental depende del resultado del ensayo n° 1, es decir, si la reaccion
es o no de pseudo primer orden.

Si los resultados del ensayo n® 1 no permiten determinar con certeza que la reaccion es de psewdo primer
orden, deben proseguirse los experimentos, tal como se describen en el ensayo n° 2.

Si del resultado del ensayo n° 1 se puede concluir, sin lugar a dudas, que la reaccion es de pseudo primer
orden, deberan proseguirse los experimentos segin lo descrito en el ensayo n°3. (En algunas
circunstancias también se puede calcular la constante de velocidad a 25°C sobre la base de las constantes
determinadas a 50°C, utiﬁzando los resultados del ensayo n® 1 (ver punto 3.2).

Ensayo n° 2

Este ensayo se efectuara para cada pH en el que el ensayo n° 1 haya indicado la necesidad de continuar
los experimentos:

— bien a una temperatura inferior a 40°C,

— o0 a dos temperaturas, por encima de los 50°C, con una diferencia de 10°C, por lo menos, entre
ambas.

Para cada valor de pH y para cada temperatura a que se efectie el ensayo n° 2, se mediran por lo menos
seis puntos, espaciados convenientemente, de manera que los porcentajes de hidrolisis abarquen un
intervalo del 20 al 70 %.

Para un mismo valor de pH y una misma temperatura se efectuara una determinacion por duplicado.
Cuando el ensayo n®2 se efectie a dos temperaturas por encima de 50°C, la determinaciéon por
duplicado se realizari, preferentemente, a 1a mais baja de ellas.

Para cada valor de pH ygara cada temperatura, a que se efecte el ensayo n® 2, se dar4, si fuere posible,
una estimacion grafica del tiempo de vida media (/).
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1.6.5.4. Ensayo n° 3
Este ensayo se realizara para cada valor de pH cuyos resultados en el ensayo n° 1, asi lo hayan indicado:
— bien a una temperatura inferior a 40°C,
-— oados temperaturas por encima de los 50°C, con una diferencia de 10°C, por lo menos, entre ambas.

Para cada valor de pH y para cada temperatura a que se efectile el ensayo n° 3, se elegirdn tres puntos de
determinacion, el primero en tiempo O y el segundo y tercero cuando los porcentajes de hidrélisis sean
superiores al 30 % ; deberan calcularse la constante ko, y el t;,,

2. RESULTADOS

En el caso de un comportamiento de pseudo primer orden pueden obtenerse los valores de ko, para cada
valor de pH y cada temperatura de ensayo a partir del grafico de los logaritmos de las concentraciones en
funcion del tiempo, utilizando la expresion:

kops = — pendiente x 2,303

Ademds, t),, puede calcularse segiin la ecuacion [6]. Estimar k,;°C aplicando la ecuacion de Arrhenius
cuando sea apropiado.

En el caso de que el comportamiento no sea de pseudo primer orden, ver el punto 3.1.

3. INFORME

3.1. Informe del ensayo
Se procurara incluir lo siguiente:
— las especificaciones de la sustancia,
— cualquier resultado que se obtenga con sustancias de referencia,
— el principio y la descripcion completa del método analitico empleado,

— para cada ensayo: las temperaturas, el valor del pH, la composicion del tampén y la tabla de los
puntos experimentales concentracién-tiempo,

— en el caso de las reacciones de pseudo primer orden, los valores de kg, del t,,, y sus métodos de
calculo,

— en el caso de una reaccion que no sea de pseudo primer orden, establecer el grafico de los logaritmos
de las concentraciones en funcion del tiempo,

— cualquier informacion y observacion que sea necesaria para la interpretacion de los resultados.

3.2. Interpretacién de los resultados

A veces es posible calcular valores aceptables de la constante de velocidad (a 25°C) de sustancia de
ensayo, siempre que ya existan valores de energia de activacion para homélogos de la sustancia quimica
y siempre que pueda estimarse razonablemente que la energia de activacion de la sustancia de ensayo es
de igual magnitud.
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Apéndice

Mezcla tampén
A. CLARK Y LUBS

Los valores de pH que se indican han sido calculados a partir de medidas potenciales utilizando las
ecuaciones estandar de Sérensen (1909). Los valores reales de pH son 0,4 unidades mas elevados que los

valores de la tabla.
Composicién

0,1 M de fralato de acido de potasio + 0,1 N CIH a 20°C
2,63 ml 0,1 N CIH + 50 ml de ftalato, completar hasta 100 ml

0,1 M de fralato de icido de potasio + 0,1 N NaOH a 20°C
0,40 ml 0,1 N NaOH + 50 ml de ftalato, completar hasta 100 ml
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml de fralato, completar hasta 100 ml

0,1 M de fosfato monopotasico + 0,1 N NaOH a 20°C
23,45 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de fosfato, completar hasta 100 mi
29,63 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de fosfato, completar hasta 100 ml
35,00 ml de 0,1 N NaOH + 50 m! de fosfato, completar hasta 100 ml

0,1 M BO;H; en 0,1 M CIK + 0,1 N NaOH a 20°C
16,30 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de acido bérico, completar hasta 100 mi
21,30 ml de 0,1 N NaOH + 50 m! de icido bérico, completar hasta 100 ml
26,70 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de acido borico, completar hasta 100 ml

B. KOLTHOFF Y VLEESCHOUWER
Composicion

0,1 M de cittato monopotasico y 0,1 N NaOH a 18°C (anadir un cristal de timol
o algunos miligramos de ioduro mercirico para evitar la formacién de mohos).

2,00 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de citrato, completar hasta 100 ml
9,00 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de citrato, completar hasta 100 ml
16,30 ml de 0,1 N NaOH + 50 ml de citrato, completar hasta 100 ml

o

3,8

4,0
4,2

6,8
7,0
7,2

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2
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C. SORENSEN

0,05 M bérax + 0,1 N CIH

Composicion pH
. Walbum
ml de borax ml de CIH Sorensen
100C 40°C 700C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
0,05 M borax + 0,1 N NaOH
Composicion pH
) Walbum
ml| de borax ml NaOH Solrg(r.:(s;cn
10°C 40°C 70°C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 92,12




