
BOLETÍN OFICIAL DEL ESTADO
AÑO CCCXLII K MARTES 24 DE SEPTIEMBRE DE 2002. K .SUPLEMENTO DEL NÚMERO 229

ESTE SUPLEMENTO CONSTA DE DOS FASCÍCULOS FASCÍCULO PRIMERO

MINISTERIO
DE LA PRESIDENCIA

18438 ORDEN PRE/2317/2002, de 16 de septiembre, por
la que se modifican las anexos I, II, III, IV, V,
VI, VII y VIII del Reglamento sobre notificación
de sustancias nuevas y clasificación, envasado
y etiquetado de sustancias peligrosas, aprobado
por el Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

ANEXOS



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 

ANEXO IA 

3 

PRÓLOGO AL ANEXO 1 

El anexo 1 constituye un indice de sustancias peligmsas para las que existe un sistema armonizado de dasificaci6n y eti- 
quetado, acordado a nivel de la Comunidad de conformidad con el procedimiento establecido en el apartado 3 del artí- 
culo 5 del Reglamento de Sustancias (RS). 

En el anexo 1, las sustancias están clasificadas por el mímero atómico del elemento m&s característico de sus propieda- 
des. En la tabla A figura una lista de elementos químicos clasificados por su número atómico. Dada su variedad, las sus- 
tancias otgánicas se han clasificado de la forma habitual, como aparece en la tabla B. 

El número de dasificacidn de cada sustancia consiste en una secuencia de cifras del tipo ABC-RST-VW-Y, donde: 

- ABC representa, bien el mímem at6mico del elemento químico más característico (precedido de uno o dos ceros, 
pata completar la secuencia), bien el número convencional de la clasifkación de sustancias orgánicas, 

- RST representa el número consecutivo de la sustancia en las series ABC, 

- VW representa la forma en que la sustancia se produce 0 se comercializa, 

- Y representa la cifra de contml calculada de acuerdo con el mdtodo ISBN (htternational Standard Book Numher). 

Por ejemplo, el número de clasificación del cloruro sódico es 017-005-00-9. 

fas sustancias peligrasas incluidas en el Catzilogo europeo de sustancias químicas comercializadas existentes (Emecs) 
(DO C 146 A de 15.6.1990) llevan también su número Einecs. Se trata de un númem de siete dígitos del tipo XxX- 
XxX-X que comienza por el 200-001-8. 

En el caso de sustancias peligrosas notificadas conforme a lo dispuesto en la presente Directiva, se incluye el número de 
la sustancia en la Lista europea de sustancias notificadas (Elincs). Este es un número de siete dígitos del tipo XXX-XxX-X 
que comienza por el 400-01 O-9. 

En el caso de las sustancias peligrosas de la lista de .ex polímerosm (documento, Oficina de Publicaciones Oficiales de las 
Comunidades Europea& 1997, ISBN 92-827-8995-O), se incluye el número del *ex polímero*. Este es un número de 
siete dígitos del tipo XxX-xXx-X que comienza por el 500-001-O. 

Se incluye también el número CAS (Chemical Abstracts Service) para facilitar la identificación de la sustancia. Nótese 
que el número Emecs incluye la forma anhidra y la forma hidratada de una sustancia y que el mímero CAS de ambas 
formas suele ser distinto. Se incluye solamente el número CAS de la forma anhidra, de modo que el número CAS que 
aparece no describe la sustancia con la misma precisión que el número Eiecs. 

Por lo general, los números Einecs, Elincs, sex polímeros~ y CAS no se incluyen en el caso de grupos que comprenden 
más de cuatro sustancias distintas. 

Nomenclatnra 

Siempre que ello es posible, las sustancias peligrosas se designan por sus nombres Einecs, Eliucs o eex polímero.. fas 
demás sustancias que no aparecen en las listas Einecs, Elincs o de aex polímeros, se designan empleando “72 d;oomina- 
ción química reconocida intemacionahnente (por ejemplo, ISO o IUPAC). En algunos casos se incluye ader& SI deno- 
minación común. 

Normalmente, no se mencionan las impurezas, los aditivos ni los componentes presentes en menor cuantía, salvo que 
sean significativos paa la clasificación de la sustancia. 

Algunas sustancias se describen como mezcla de A y B. Estas entradas se refieren a una mezcla especffica. En determi- 
nados casos, cuando es necesario caracterizar la sustancia comercializada, se especifican las proporciones de las ptiti- 
pa.ks sustancias de la mezcla. 
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Algunas sustancias se desctiben con zn porcentaje espe&:c dc pureza Las sustancias cuyo contenido de material 
activo es mayor (por ejemplo, un peróxido orgánicoj no se mcluyen en la entrada del anexo 1, y pueden pwentar otras 
propiedades peligrosas (por ejemplo, ser explosivas). Allí donde figuran límites específicos de la concentración, éstos se 
aplican a la sustancia o las sustancias que aparecen en la entrada En particular, en el caso de entradas que son mezclas 
de sustancias o bien sustancias descritas con un porcentaje especifico de pureza, los límites se aplican a la sustancia tal 
y como se describe en el anexo 1 y no a la sustancia pura. 

La letra a) del apartado 1 del artículo 1 9 d e I Reglamento de sustancias establece que, en el csso de las sustancias del 
anexo I , el nombre de la sus tan& que figunz en la etiqueta debe corresponder a una de las denominaciones que 
figuran en el anexo. En el caso de algunas sustancias, se ha incluido información adicional entre corchetes para facilitar 
la identificación de las sustancias. No es obligatotio incluir esa información adicional en el etiquetado. 

Algunas entradas contienen una referencia a impurezas. Un ejemplo es el míme.ro del índice 607-190-00-X: metil acrila- 
midometoxiacetato (contiene 2 0.1 % acrilamida). En estos casos la referencia entre corchetes forma parte del nombre, y 
debe incluirse en la etiqueta 

Algunas entradas hacen referencia a grupos de sustancias. Un ejemplo es el número del índice 006-007-00-5: &xnum 
de hidrógeno (sales de . ..) con la excepción de cianuros complejos tales como los ferrocianuros, ferrkianw y el oxi- 
cianuro mercúricw. En estos casos, debe utilizarse la denominación Emecs u otro nombm nxonocido intemacionalmm- 
te. 

Formato de las entradas 

En relación con cada una de las sustancias del anexo I. aparece la informacibn siguiente: 

a) Ckxii 

i) El procedimiento de clasificación consiste en incluir una sustancia en una o varias categorías de peligro , según 
las definiciones del apartado 2 del artículo 2 del Regalamento de sustancias y ed asignarle la frase o f&es & riesgo. 
L a clasificación tiene consecuencias no s610 para el etiquetado, sino también para otrasmedidas kgiislativas y 
reglamentarias relacionadas con sustancias peligrasas. 

ii) La clasificación en cada categoría de peligro se expresa normalmente mediante una abreviatura de la categoría 
de peligro y la frase o frases de riesgo apmpiadas. Sin embargo, en algunos casos (cuando se trata & sustancias 
clasificadas como inflamables o sensibilizantes. o en el caso de sustancias clasifkadas como peligrosas para el 
medio ambiente) solamente aparece la frase de riesgo. 

iii) Se indica a continuación la abreviatura de cada una de las categorías de peligro: 

- explosivo: E 

- comburente: 0 

- extremadamente inflamable: F+ 

- fácilmente inflamable: F 

- inflamable: Rl 0 

- muy tóxico: T+ 

- tóxico: T 

- nocivo: Xn 

- corrosivo: C 

- irritante: Xi 

- sensibilizante: R42 y/o R43 

- carcinogCnic0: Carc. Cat. (‘) 

- mutagénico: Muta. Cat (‘) 

- tóxico para la reproducción: Repr. Cat. f’) 

- peligroso para el medio ambiente: N y/o RS 2, R5 3, RS 9. 

iv) Aunque no son parte oficial de la clasificación, aparecen frases adicionales referentes al riesgo, asignadas para 
describir otras propiedades (veanse los puntos 2.2.6 y 3.2.8 & la guía del etiquetado). 

(‘) Se indiu, s@n pmeda. ia -egoti de carcinógeno. murágeoo o tóxico pan la reproducción (es decir 1, z o 3). 
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b) La et$wtu, que incluye: 

i) la letra asignada a la sustancia de conformidad con el anexo II Ivéase la letra c) del apartado 1 del artículo 1 9 
del R S], 1 a cual sirve de abreviatura del símbolo y de la indicación de peligro (si han sido asignados): 

ii) las frases de riesgo, denotadas por una serie de números precedidos de la letra R que indican la naturaleza de 
los riesgos especiales, de conformidad con el anexo UI [véase la letra d) del apartado 1 del artículo 1 9 
del R S]. Los números se separan: 

- bien mediante un guión (-), que indica afirmaciones independientes referidas a riesgos especiales (R), 

- o bien mediante una barra inclinada (B, que indica una afirmación combinada, en una única frase, de los 
riesgos especiales, tal y como se expone en el anexo III; 

iii) las frases de prudencia, denotadas por una serie de números precedidos de la letra S, que indican las precaucio- 
nes de seguridad recomendadas, conforme al anexo IV [véase la letra e) del apartado 1 del articulo 1 9 1. Una 
vez más, los números van separados, bien por un guión, bien por una barra inclinada; el sign&xdo de las pre- 
cauciones de seguridad recomendadas se expone en el anexo IV. Las frasea de prudencia que se indican s610 se 
refieren a las sustancias; para los preparados, las frases se eligen de acuerdo con laa normas habituales. 

Nótese que, en el caso de determinadas sustancias y preparados peligrosos vendidos al público en general, hay 
frases S obligatorias. 

Las frases Sl, S2 y S45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy tóxicos, t6xicos y corrosi- 
vos vendidos al público en general. 

las frases S2 y S46 son obligatorias para todas las demás sustancias y preparadas peligrosos vendidos al 
público en general o que se han clasificado únicamente como peligrosas pata el medio ambiente. 

Las fzases de prudencia Sl y S2 figuran entre pan!ntesis en el anexo I y solamente pueden omitirse en la eti- 
queta si la sustancia o el preparado se venden exclusivamente para uso industrial. 

c) Los límites de concmtredón y las clasificaciones toxicol6gicas asociadas necesarias para clasificar los preparados peli- 
grosos que contienen la sustancia de conformidad con e I Reglamento de Preparados. 

A menos que se indique 10 contrario, los límites de concentración están expresados como el porcentaje en peso de 
la sustancia respecto al peso total del preparado. 

Cuando no se den límites de concentración. los límites de concentración que debe& emplearse al aplicar el 
método convencional para evaluar los riesgos para la salud son los que figuran en al anexo ll de R e g 1 a - 
mento de Preparados, mientras que al aplicar el método convencional paraevaluar los rie sgos para el medio ambiente 
deberán empleaarse los límites que figuran en el anexo Ill de ese mismo Reglamento de Preparados. 

En el anexo 1 se incluyen una serie de entradas colectivas. En estos casos, los requisitos de clasificación y etiquetado se 
aplicarán a todas las sustancias comercializadas cubiertas por la descripción en la medida en que aparezcan en la lista 
Einecs o Elincs. Cuando una sustancia incluida en una entrada colectiva constituya una impureza de otra sustancia, los 
requisitos de clasificación y etiquetado descritos en la entrada colectiva se tendrán en cuenta al etiquetar la sustancia. 

En algunos casos, hay requisitos de clasificación y etiquetado para sustancias específicas cubiertas por una entrada colec- 
tiva. En taks casos, en el anexo I se incluir4 una entrada específica para la sustancia excepcional, y la entrada colectiva 
llevará la anotación l salvo !as excepciones indicadas en otm lugar de este anexos 

En algunos casos, sustancias individuales pueden estar cubiertas por más de una entrada colectiva. Así, por ejemplo, el 
oxalato de plomo (niimero EWecs 212-413-5) está cubierto por la entrada de compuestos de plomo (número del índice 
082-001-00-6). así como por la de salea de ácido oxálico (607-007-00-3). En esos casos, el etiquetado de la sustancia 
refleja el etiquetado de las dos entradas colectivas. Si hay d&rentes clasificaciones para un mismo riesgo, se utilizar¿ en 
la etiqueta de esa sustancia concreta {véase el apartado sobre la nota A que figura a continuación) la clasificación que 
sea más severa. 

Las entradas del anexo 1 referentes a sales (bajo cualquier denominación) cubren las formas anhidras y las hidratadas, a 
menos que se diga expresamente lo contrario. 



6 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

En el anexo 1, las sustancias con número Elincs han sido notificadas de conformidad con las diiposicionea de la presente 
Directiva. El productor o importador que no haya notificado previamente estas sustancias debe referirse a las disposicio- 
nes de la presente Directiva si tiene la intenci6n de comercializar dichas sustancias. 

Expliión de las notas relacionadas con la identificación. clasificación y etiquetado de bs swtanck 

NOWA 

EI nombre de la sustancia debe figurar en la etiqueta bajo una de las denominaciones que figuren en el anexo I [letra a) 
del apartado 1 del anículo 1 9 del Reglamento de sustancias. 

En el anexo I se emplea, a veces, una denominación general del tipo: acompuestos de . . .s o asales de . . .m. En este caso, 
el fabricante o cualquier otra persona que comercialice dicha sustancia estad obligado a precisar en la etiqueta el nom- 
bre conecto, habida cuenta del capítulo l Nomenclatura~ del prólogo. 

Ejemplo: para BeCl, (número Einecs 23 2-1164): cloruro de berilio. 

El Reglamento exige también que los símbolos, las indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustan- 
cia sean los incluidos en el anexo 1 [letras c), d) y e) del apartado I del artículo 1 9 d e 1 Reglamentodesustancias]. 

En el caso de las sustancias pertenecientes a un grupo particular de sustancias incluidas en el anexo I, los símbolos, las 
indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustancia ser& los incluidos en la entrada apropiada del 
anexo 1. 

En el caso de las sustancias pertenecientes a m8s de un grupo de sustancias incluidas en el anexo t, los símbolos, las 
indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustancia se& los incluidos en las entradas apropiadas 
del anexo 1. En caso de que haya dos clasificaciones diferentes en las dos entradas para el mismo peligro, se usará la cla- 
sificación de peligro más severa. 

Ejemplo: 

sustancia AB, sin entrada propia en el anexo I: 

entrada colectiva para compuestos de A que figura en el anexo 1: 

Repr. Cat. 1: R61 Repr. Cat. 3; R62 Xn; R20/22 R33 N: RSO-53 

entrada colectiva para compuestos de B que figura en el anexo I: 

Carc. Cat.1: R4S T: R23/2S N; RSl-53 

clasificación de la sustancia AB: 

CarC. Cat. 1; R4S Repr. Cat. 1; R61 Repr. Cat. 3; R62 T; R23/25 R33 N; RSO-53. 

NotuB 

Ciertas sustancias (kidos, bases, etc.) se comercializan en soluciones acuosas de concentraciones dii que necesitan 
por ello un etiquetado diferente, pues los riesgos que presentan dependen de la concentración. 

En las entradas del anexo I a las que se refiere la nota B se emplea una denominación general del tipo: *ácido níwico 
. . . %.. 

En tal caso, el fabricante o cualquier otra persona que comercialice la sustancia en solución acuosa deberá irziicar en la 
etiqueta la concentración de la solución en tanto por ciento. 

Ejemplo: ácido nítrico 45 96. 

ti expresión en tanto por ciento se entenderá siempre como pesolpeso, excepto si explícitamente se especifica otra 
cosa. 

Se permitirá la utilización de otros datos (por ejemplo, peso específico o grado Baumé) o de ftases descriptivas (por 
ejemplo, fumante 0 glacial). 
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Determinadas sustancias o@nnicas pueden ser comercializadas ya sea en una forma isomkrica bien definida o en forma de mezcla de 
varios is6meros. 

En el anexo 1 se emplea aveces una denominacibn general del tipo: “xilenol”. 

En tal caso, el fabricante o cualquier otra persona que comercialice la sustancia deberá especificar en La etiqueta si se trata: a) de un 
isómero bien definido, o b) de una mezcla de is6meros. 

Ejemplo: (a) 2,4-dimetilfenol 
(b) xileno1 (mezcla de is6meros) 

Nota D: 

Ciertas sustancias susceptibles de experimentar una descomposición o polimerizacibn espontAnea se suelen comercializar en forma 
estabilizada y así figuran en el anexo 1 del presente Reglamento 

No obstante, en algunas ocasiones dichas sustancias se comercializan en forma no estabilizada En tal caso, el fabricante o cualquier 
otra persona que comercialice ia sustancia deberá especificar en la etiqueta el nombre de La sustancia seguido de la expresi6n “no 
estabilizado/a”. 

Ejemplo: kido metacrilico (no estabilizado). 

Nota E. 

A las sustancias wn efectos especificos sobre la salud humana (vease el capítulo 4 del anexo VI) que se clasifican como 
carcinogtnicas, mutagénicas y/o tcixicas para la reproducción en las categorías 1 o 2 se les adscribe la nota E si están tambikn 
clasificadas como muy tóxicas (T+), tbxicas (T) o nocivas (Xn). En el caso de estas sustancias, las frases de riesgo R 20, R 21, R 22, 
R 23, R 24, R 25, R 26, R 27, R 28, R 39, R 68 (nocivo), R 4X y R 65, así como todas las combinaciones de estas frases de riesgo 
irán precedidas de la palabra “tambikn”. 

Ejemplos: R 45-23 

R 46-27128 

““Puede causar cáncer. También tóxico por inhalación.” 

“Puede causar ddos genéticos hereditarios. Tambikn muy tóxico en contacto con la piel y por 
ingestión.” 

Nota F: 

Esta sustancia puede contener un estabilizante. Si el estabilizar& cambia las propiedades peligrosas de la sustancia segtin se indica 
en la etiqueta del anexo I, la etiqueta deber8 redactarse siguiendo las reglas de etiquetado de los preparados peligrosos. 

Nota G. 

Esta sustancia puede ser comercializada en forma de explosivo, en cuyo caso debe ser evaluada utilizando los mktodos de ensayo 
apropiados y suministrarse provista de una etiqueta que refleje sus propiedades explosivas. 

Nota Hc 

La clasificación y el etiquetado que figura para esta sustancia ~610 se aplica a la propiedad o propiedades peligrosas indicadas por la 
frase de riesgo en combinaci6n con la categorla o categorks enumeradas. Los requisitos del artículo 5 del Reglamento para los 
fabricantes, distribuidores e importadores de esta sustancia se aplican a todos los demás aspectos de la clasificación y del etiquetado. 
La etiqueta final se ajustar8 a los requisitos del apartado 7 del anexo Vl de este Reglamento 

La presente nota se aplica a determinadas sustancias derivadas del carh6n y del petr6leo y a determinadas entradas para grupos de 
sustancias incluidas en el anexo 1. 

Nota J: 

No es necesario aplicar la clasificaci6n como carcinbgeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del 0,l % en peso 
de benceno (número Einecs 200-753-7). Esta nota ~610 se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas del carbón y del 
petróleo incluidas en el anexo 1. 
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No es necesario aplicar la clasifuación como carcinógeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del 
0,l % en peso de 1,3-butadieno (número Einecs 203-450-8). Si la sustancia no está chsificada como carcin@eno, debe- 
rán aplicarse como mínimo las frases S (2-)9-16. Esta nota s610 se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas 
del carbh y del petrho incluidas en el anexo 1. 

NotaL 

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del 3 % 
de extracto DMSO medido de acuerdo con LP 346. Esta nota s¿Yo se aplica a determinadas sustancias complejas deriva- 
das del petr&o incluidas en el anexo 1. 

Nota M 

No es necesatio aplicar la clasificación como carcinógeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del 
0,005 % en peso de benzo[a]-pireno (número Einecs 200-028-S). Esta nota tilo se aplica a determinadas sustancias 
complejas derivadas del carbón incluidas en el anexo L 

NotaN 

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si se conoce en su totalidad el proceso de refinado y puede 
demostrarse que la sustancia a partir de la cual se ha producido no es un carcinbgew. Esta nota s610 se aplica a deter- 
minadas sustancias complejas derivadas del petróleo inchidas en el anexo I. 

NOtOP 

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógew si puede demostrame que la sustancia contiene menos del 
0,l % en peso de benceno (número Einecs 200-753-7). 

Cuando la sustancia estC clasificada como carcinógeno, se aplicar& asimismo la nota E. 

Cuando la sustancia no esté dasificada como carcim+eno, se aplicarán como minimo las frases S (2-)23-2462. 

Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas del petrho incluidas en el anexo I. 

ea clasificación como carcinógeno no sera necesaria, si puede demostrarse que la sustancia cumple una de las condicio- 
ncs Aguiutes: 

- en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante inhalación, se demuestra que las fibras cuya longitud es 
superior a 20 pm tknm una vida media ponderada ihior a diez días, o bien 

- en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante instilaci6n intratraqueal, se demuestra que las fibras cuya 
longitud es superior a 20 pm tienen una vida media ponderada inferior a cuarenta días, o bien 

- en un ensayo haperitoneal adecuado se demuestra que no hay pruebas de carcinogeoiãdad excesiva, o bien 

- ausencia de efectos patógenos relevantes o cambios neoplásticos en un ensayo de inhalación adecuado de larga 
duración. 

NohaR 

La clasificación como carcinógeno no tiene por qué aplicarse a las fibras cuyo dihnetm medio geométrico ponderado 
por la longitud menos dos errores geométricos estindar sea superior a 6 pm. 

Notas 

De conformidad con el artículo 19. puede no exigirse una etiqueta a esta sustancia (véase el punto 8 del anexo VI). 
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Explicaci6n de las notas r&cioMdas con cl ctiqmetado de los prepandos 

9 

EI significado de las notas que aparecen junto a los hites de concentración es el siguiente: 

La concentración halada o, en ausencia de esa concentración, las concentraciones generales del Reglamen- 
to de preparados son el porcentaje en peso del elemento metaiico, calculado con respecto al peso total del preparado. 

Nota2 

ea concentración de isocianato seÍklada es el porcentaje en peso del mon&nero libre, calculado con respecto al peso 
total del preparado. 

Nota3 

La concentración sehalada es el porcentaje en peso de los iones de cromato disueltos en agua, calculado con respecto al 
peso total del preparado. 

Nota4 

Los preparados que contengan esas sustancias serán clasificados como nocivos con R 65 si cumplen los criterios del 
punto 3.2.3 del anexo b’l. 

Los límites de concentración para los preparadas gaseosos se expxw4n como porcentaje de volumen/volumen. 

Nota6 

A los preparados que contengan esas sustancias se les asignará R 67 si cumplen los criterios del punto 3.2.8 del anexo 
VI. 

Esta nota no será de aplicación a partir de la fecha en la cual entren en vigor los criterios de utilización de la fnse R67 
de acuerdo con lo establecido en e I Reglamento de Preparados. 
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TABIAA 

29 cu calm 

30 al zinc 

31 Ga l Gd¡0 

32 Ge Gtmmb 

33 As Alaico 

34 !ie 8elmb 

35 & Brano 

36 Kr 
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66 Dv Disposia 

67 Ha Mio 

66 Er Eltb 

66 Tm Tti 

70 Yb lwi3 

71 Lu Luiecio 

72 Hf HarIllo 

73 Ta Tb& 
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TABLA B 

13 

Clasltlcación especlal para las srwtonclas orginkas 

601 t-k&-- 

602 I-M-~ halogenados 

603Al-yderivados 

GWFendesydehdos 

605AkMldOSyt3BiWOS 

6mcetonasyderivados 

607Acrwsorg8nimsyderivados 

606 Nibilos 

609 Dhados nitf%cks 

610 Derivados ch- 

611 DelidosazoicosyaraW 

612 Deriwdos aminados 

613 Bases heterocldicas y ckrhmb 

614 GlucMdos y akakMes 

615 Cianatos e bodanata 

616Arniidasydl?fivadns 

617 Peró#dos orgánicos 

647 Enzimas 

646 Sustancias complejas ddmdas del carbcn 

649 sustmcies alnlplejas detluaclas del Fewlecl 

650 Sustancias dversa 
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S.,YO ID 

Suplemento del BOE núm. 229 

No ídice 

601-050-00-í 609-017-00-3 613-006-00-9 

AJ’EXO IE 

No ídice 

006-005-00-4 602-079-00-2 612-111-00-7 
006-012-00-2 603-056-00-X 612-128-00-X 
015-022-00-6 604-009-00-6 612-147-00-3 
015-048-00-8 604-042-00-6 612-148-00-9 

015-072-00-9 604-055-00-7 613-048-00-8 
023-001-00-S 605-016-00-7 613-049-00-3 
024-012-00-0 609-020-00-X 613-140-00-8 
602-002-00-2 612-033-00-3 615-023-00-7 

048-003-00-6 048-007-00-S 

048-004-00-I 602-025-00-8 

048-005-00-7 603-029-00-2 

ANEXO IF 

603-066-00-4 

ANEXO IG 

No ídi 

015-OI5-00-8 
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ANEXO U-I 

73 

60 3-001-00-x 

016-023-00-4 605-020-00-9 612-001-00-6 

601-048-00-O 609-007-00-9 612-035-00-4 

603-063-00-S 609-049-00-S 612-051-00-1 

ANEXO II 

No idice 

ANEXO 1J 

No ídi 

612-145~2 612-146-00-a 
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ANEXO 2 

Suplemento del BOE núm. 229 

ANEXO II 

Simbolos e indicaciones depeliirodelassustanchypreparadospeliirosos 

Nota: Las letras E. 0, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi y N no forman parte del símbolo. 

E 

F F+ 

B!!L 
Fkilmente inflamable 

Irritante 

0 

w 
comburente 

1 I 
Extremadamente hflamabk 

Tt 

Peiigrcxo para el medio amb nte 
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Martes 24 septiembre 2002 

ANEXO 3 

75 

Naturaleza de los riesgos especlficoa atribuidos a las su8tandas y preparados peligrosoa 

R2 Riesgo de explosi6n por choque, kcibn, fuego u otras fuentes da ignici6n 

R3 Alto riesgo de expbsii por choque, fticci411, fuego u okas fuentes de ignich. 

R4 Forma compuestos met&ax explosivos muy sensil9es. 

RS Peligro de explos$n en caso de cahMami¡to 

R6 Peligro de explosión, en contacto 0 sin contacto con el aire. 

R7 Puede provocar incendios. 

RB Peligro de fuego en contacto con matatias cornbusthk3 

R9 Peligro de expkxidn al mezclar con materias combustibles 

RI0 Inflamable. 

Rll Fácilmente MamaMe 

RI2 Extremadirnente inflamaMe 

RI4 Reacciana videntamente am el agua 

Rl5 Reacciona con el agua liberando gases extremadamente infbnables. 

RI6 Puede explosionar en mezcla con substandas cornburantas. 

Rl7 Se inflama espont&wnenta an contacto COn el aire. 

RI6 Al usado pueden fumarse mezdas zifwapw expbsi¡as/in6am~. 

RI9 Puede formar psbxiidos expbsiivos. 

R26 

R2i 

R22 

R23 

R24 

R25 

R26 

Nodvo por inhaW6n. 

Nodvoenoontactoconlaplel. 

Nodvo por lnges66n. 

Trbxica por ingestb. 

Muy t6xko por inhalaci6n. 
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Rn 

R26 

R29 

RW 

R31 

R32 

R33 

R34 

R35 

R36 

R37 

R36 

R39 

R4fb 

R41 

R42 

R43 

R44 

R45 

R46 

R48 

R49 

RJO 

R51 

R52 

R53 

R54 

R5!i 

Muy t6xka al conlacto cm le piel. 

Muy tóxico por ingesm. 

En contado con agua libera gases t6xicos. 

Puede infkanarse fkilmenle al usarlo. 

En contacto con bcidós libera gases tMcos. 

En contacto con &cidos libera gases muy t6xicce. 

Peligro de efectos acumulatfvos. 

Pmvoca quemaduras. 

Provoca quemaduras graves. 

Irrita los ojos. 

hita las vlas respiratorias. 

litalapitA 

Peligro de efectos irwversibles muy graves. 

Pasible3 efectos cancerigenos 

Riesgo de lesianes ocukres graves. 

Pc&Wad da sensibiliuacibn por fnhalacb 

Pa%bwad de sensibiuaci6ll en cultacto con la piel. 

Riesgo de explosk!tn al calentarlo en ambiente confinado. 

PuedecausarcAlcer. 

Puede causar ahaciones gen&icas heredii. 

Riesgo de efectos graves para la salud en casode exwicibn prolongada 

Puede causar cher por inhalaci6n. 

Muy tbxico para los organismos acubtkos. 

T6xka para los organismos acuti. 

Nodvo para loe oqanismos acub. 

Puede provoca a largo plazo efectos negativas en el medio ambiente acuAtk0. 

Tbxica para la Rora. 

Tbxko para la fauna. 
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R56 

R57 

R5ff 

R99 

R66 

R61 

R62 

R63 

R64 

R65 

R66 

R67 

R66 

Tóxico pare los organismos del suelo. 

Puede provocar a largo pko afectos negativos en al medio ambiente. 

Pelgfoso para la capa da ozono. 

Puede peíjudkar la ktilii. 

Riesgo durante el embarezo de efectos edwsos para el feto. 

PosiM lieqo de pefjudii b fertww. 

Posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para al feto. 

Puede ps$&ar a be nHos dimentados con leche materna. 

Nocivo: si se ingiere puede causa dolo pulmonar 

La expc3icib rapetida puede pfovocar sequsdad ofofmaci6n de grietas en la piel. 

La inhalaci6n de vaporas puede provocar somnofencia y vkatigo. 

Posibil¡¡ de efectos irreversibles. 

Combinación de frases-R. 

RlUI5 Reacciona viohtamente COI-I el agua, liberando gases extremadanente inflamables. 

RI929 En contacto con al agua, libera gasas t6xicos y extr~~~~Iamanta infknnablas. 

R2Oi21 NocivoparinhafacbyenaMctoconlapial. 

R2W2 Nodvo por inhalad6n y por ingestibn. 

@6/2l/Z2 NocivoporinhAackbn,poringastibnyencuntactoconlapial. 

RN22 Nocivo en contacto con la plel y por ingasti. 

fW24 TbxicoporinhalacibnyenamtactaconlapfeL 

fuu T6xicoencontactocozIapielyporingestibn. 

R26I27 MuyWccporinh&ci6nyenwntactoconlapiel. 

RZW26 Muy t6xicc por inhalacitM y por inge&n. 

R26I27128 Muy tbxii por inhalac&, por ingestibn y en contacto ccm la pial. 

R27R6 Muy tbxko en contacto con la piel y por ingestibn. 
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R36t37 hita los ojos y las vias respiratorias. 

R36M8 IlTit¿3lOSOjOSybpi8l. 

Rm/38 Irrita ios ojos, la piel y las vias reapiratotias. 

R37138 IrrIta las vias respiratotias y la piel. 

RW23 Tbxico: peligro de efectos irreversibles muy graves par inhdacfb. 

R39l24 T6xko: peliqro de efectos h~eversibks muy graves por contacto con la piil. 

R39l25 T6xko: peligro de efectos irreversibk muy graves por ingeati. 

R-4 Tkico: peligro de efectos irreversibles muy graves pu inhalacidn y contacto con la piel. 

RWZ3/25 Tóxico: peliqro de efectos irrewsiblas muy graves por inh&ci6n e ingestbn. 

R39M25 Tbxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel e ingesb6n. 

R39/2324l2!jT6xico: peliqro de efectos irreversibks muy graves por inhw, contacto con la piel e ingesti6n. 

R39lZ-6 Muy t6xko: peligro de efectos irrevsrsibles muy graves par inhalaci6n. 

RW2t Muy tbxico: peligro de efectos irrare~~ibles muy graves por contacto con la piel. 

R39l28 Muy t6xll: pal@ de efectos irrev&bles muy grava3 por ingesö6n. 

R39DSi27 Muy t6xicoz peligra de efectos kreversibles muy graves por inhal&Ím y contado con la piel. 

RW26/28 Muy tbxico: paliqn, de efectos irreversibles muy graves por inhaki6n e ingestibn. 

RW27I28 Muy t6xxico: peligro de efectos irrevers#sitks muy graves por contacto con la piel e ingesli6n. 

R39/2&@7l28Muy t6xii: peliqro de efectos ifraversibtes muy graves por inhdacibn, contacto con la pie¡ e ingestkln. 

R42l43 PoaibMad da sensibiliA6n par inhalacM y pu contacto ccm la piel. 

R4W20 NOCIVO: riesgo de efectce graves para la salud en caso de axposici6n prolongada por inhalackk 

R40l2l Nochm riesgo de efectos graves para la salud en caso de e.xpoGición prohmgada por contacto con la piel. 
. 

R48122 Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de expceici6n prolongada por ingestibn. 

R48/20/2l Nocivo: riasgo de efectos graves para la salud en caso da expasickbn prolongada pu inhalb6n y contacto con la piel. 

R4WO/22 Nociva: riesgo de efectos graves para la salud en caso de expfMci6n prolongada par inhalaci6n e ingesöbn. 

R4WlIZ2 Nacivo:riesgodeefectosgravesparalasdudencasodeexpos~pmlongadaporcontactoconlapieleingesöbn. 

R48/20/21l22Nocivo: riesgo da efedos graves para la salud en caso de exposicibn pnkugada par inhalaci6n, contacto can la pieI e ingesti6n. 

R48l23 Ttiko: rksgo de afectas graves para la salud en caso de exposicibn pmlongada por inhalacibn. 

R4W24 T6xko: riesgo de efactos gravas para la salud en caso de axp&%n prolongada por contacto am la piel. 
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R48/25 T6x.w: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exp&i6n pmkmgada por ingesti6n. 

79 

R46/23/24 T6xico: riesgo de efectos gravas para la salud en caso de exposici&~ prokmgada por inhalacM y ccu~tacto CMI la pi. 

R4W3IZS T6xiccx riesgo de efectos graves para la salud en caso de expu&& prolongada por inhalack5n e tngestk 

R4$M25 T6xico: riesgo de efectos gravas para la salud en caso da exposki6n prolongada por contacto con la piel e ingestibn. 

R48/23/24/25T6xxico: riesgo de afectos graves para la salud en caso de exposicibn prolongada por inh&ckn, contacto con la piel e ingesti6n. 

R50153 Muy t6xico para los wganismos acu&kos, puede provocar a largo plazo efectos negativos an el media ambiente acuticu. 

RH153 T6xii para los organismos acu#cus, puede provom a largo plazo efectos negativos en al medio ambiente acu&tico. 

R52l53 Nocivo pafa los organismos acuiMcos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente a&tico. 

R68/2g Nocivo: posibilii de efectoe irreversibles por inhataci6n. 

R68/21 NOCIVO: posibilidad de efectos ireversibkzs por contacto con la piel 

R6W22 Nocho: pc~ibilii de efectos irrevers-ti por ingesti6n. 

R6WW21 Nocivo: posib#dad de efectos irreversibles por inhalacibn y contado am la piel. 

R68/2W22 Neo: Posibilidad de efectas i~~~e&les por inhalación e ingesti6n. 

R68/2lI22 Nocivo: posibiklad de efectos irreversibles por wntacto con la piel e ingesübn. 

R68/2U2lI2ZNocivo: posibiklad de efectos irrevsrsibles por inhalacibn, conta& con la piel e ingestibn. 
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ANEXO 4 

ANEXO IV 

Consejos de prudencia relativos I las rustancias y preparador peligrosoa 

sl 

s2 

53 

SI 

ss 

s6 

s7 

s6 

s9 

sq2 

513 

sq4 

SIS 

SI6 

si7 

sl0 

s20 

s2l 

522 

s23 

s24 

s25 

s26 

s27 

526 

Con*ese bajo llave. 

Mãrthgase fuera del alcance de los n¡tIas. 

Cmsbese en lugar fresco. 

Cons6rvese en . . . (kpido fqmpMo e es~cw por el fi9Mcde)). 

Conshvese en , . . (gasirttwbaespecSwporelfi3bfk&e). 

Mantengase el recipiente bien cenado. 

Mantbngase el recipiente en lugar seco. 

ConSenrese el recipiente en lugo bien v6Mado. 

No cerm el recipiente herm&bnente. 

Mantbngase lejos de alimentos, be!iias y piisos. 

Cons6rvese lejos de . . . (frMe!Ws incomp&&?s B espebbr por el fab&&). 

consarvar dejado del calor 

Cmerv~ dejado de toda llama o fuente de chispas - No fumar. 

Mantbngase lejoe de matefias cambtibles. 

Manipilleae y abrase el recipiente con pfudemia. 

No comer ni beber durante su uälk&. 

No fumar durante su tiliiación. 

No respirar el polvo. 

EvItese d contacto con la piel. 

Evltese el ccmtacb~ cw k, ojos. 

En caso de ccntacto con los cjas, Idvcz.e inmediata y abundantemente con agua y acibse a un m&lii. 

Qultese inmedbtarnente la ropa manchada 0 salpicada. 

En caso de cantado con la piel, lbvese inmediata y abundantemente con . . . (pr&&os B especkar por d fabrkanfe), 
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s29 

s30 

s33 

535 

s36 

s37 

s36 

s3! 

s40 

S41 

s42 

s43 

s45 

s46 

s47 

s4a 

fa9 

si0 

S51 

ss2 

553 

s56 

s57 

s59 

s60 

SS1 

Sb2 

s63 

No tirar loa residuos por el desegüe. 

No echar jernbs agua a este producto. 

Evltese la aaanuW6n da cargas &ctroesWas. 

Eliminanse los residuos del producto y sus recipiantes can todas tas precauciones posibles. 

úsese indumentafi8 protectora adecuada. 

úsense guardas adecuados. 

En caso de venöla&n insuficiente, úsese equp0 respiratorio adecuado. 

úaeee protti para los ojosAa cara. 

Para limpiar al sualo y los objetes ccmtaminados por este pfoducto, úsese . . . (a espa&uw por el f8bfic8Me). 

En caso da incendio ylo de explasibn no respire los humos. 

Durante las fumigacioneslpuh es, úsese aquipo respiratorio edecuado [dertomin8cf6n(8a) 8deamd8~s) a especificspor el febbnbj. 

En caso da ¡nCandio, utiliza. . , (kIs medios de 8xki6n bs deb8 e+k?&W 8f ftianfa). (si el agua 8umente 8f rk?egp, se debed dlerfk t 
NO US8T MlO8 egUe. #) 

En caso de accidente 0 malestar, auidase inmediatamente al m&dico (si es posible, muMresele la etiqueta). 

En caso de ingeWn, aaklase inmadiatanwnte al m&ko y muWasata la etiqueta o el envase. 

Cons&vese a una temperatura no superiora . . . ‘C (8 espeMc8rpofel fabricante). 

Consheae húmeda con . . . (medio epmp&o 8 88pcfkef por el febdc8nfe). 

Consbese únicamente en el recipiente de origen. 

úsese únicamente an lugares bien ventibdos. 

No user sobra grandes supetficies en IotAes habitados. 

Evltasa ta exposi&n - rec&ense instrucciones especiaks antes del uso. 

Efimínanse esta sustwia y su recipiente en un punto da racogida pública da residuos especiales o peligrosos. 

Utilícese un envase de seguridad adecuado para evitar la contwntmaci6n de4 medio arnbite. 

Remitirse al f8bficante 0 proveedor par8 obtener infwmack5n sobra su racuperackWreckl8do. 

Eiiminense el producto y su racipiite como residuos peligrosos. 

Evítase su liberk¿tn al medio ambiente. RecAbense instrucciones aspaclkasl las fichas de datos da seguridad. 

En caso de ingasti no provocar el v6mito: acúdase inmediatamente al m&lii y mu&stresek ta etiqueta o el envase. 

En caso de accidante por inhalación, alejar a la victima de ta zona contaminada y mantanetia en reposo. 
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s64 En casa de ingesti6n, enjuAguese la boca con agua (solamente si la persona esta consciente), 

Combinaciõn de frases-S 

Sll2 Ccns6rvese bejo llave y manthgase fuera del alcãlce de los ninos. 

Cons&vese el recipiente bien cenAo y en lugar fresco. 

s319114 ConWase en lugar fresco y bien ventilado y lejos de . . . (meferhk8 hlcomp8fibl8s, 8 88/hdbrpor el fabricanfe). 

S3lW4149 ccy$m~e únicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado y lejcs de. . . (m8teMes inw@b, a es~pof el 

w9l49 

s3ll4 

5718 

s7l9 

m47 

WI25 

!527M8 

s29l56 

Sm7 

f8bdcde). 
ConsWe únicamente en el recipiente de origen, en lugar fre3co y bien ventilado. 

Cons6rvese en lugar fresco y lejos de. . . (mafe&k% hcompa!ii$es, 8 eepecificer por 8f fabricenfe). 

Mantkingsse el recipiente bien cerrado y @I lugar seca. 

Manthgase el recipiente bien cerrado y en lugar bien ventikb. 

Manthgase el recipknte bien cefmdo y conshese a una temperatura no superior a . . . ‘C (8 88ptMcer~ el febhnb)). 

No comer, ni beber, ni fumã durante su utilii. 

Evíte6eelconWtoconlosojosylapkt. 

Despu& del contacto con la piel, quitase inmadiiente tcda la ropa manchada o salpicada y lhse inmediata y abundantemente con. . . 
(prodi& 8 especifbr por el Mwfcenfe). 
No tlm los residuos por el desagüe; elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles. 

No tirar los residuos por el desagüe: eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida públka de reskhos especHes o 
p8lgrosos. 
úsense indumentaria y guantes da ptiecci6n adf3cuados. 

SW37Bg Úsense indumentaria y guantes adecuados y proteccih para los o#s/la cara. 

S36l39 úsense indumentaria adecuada y prcWci6n para los ojo& cara. 

s37l39 úsense guantes adecuados y protecch pfra las ojo& cara. 

Sb7149 Consúrveae únicamente en el recipiente de origen y a temperatura no supefi~~ a . . . “C (e espechkarporel f86bnfe)). 
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ANEXO SA 

83 

826. ENSAYO DE TOXMJDAD ORAL SURCRÓNICA 

TOXICIDAD ORAL F’OR ADMINlSntAClbN CONTINUADA (90 DfAS) EN ROEDORES 

1. mOD0 

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrónica reproduce las diictrices del documento OCDE TG 
408 (1998) 

1.1. rNmODUCcl~N 

Al determinar y evaluar las características t64cas & una sustancia química, el estudio de la toxicidad oal sub- 
crónica por administración continuada puede estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o por 
administración continwda durante 28 días hayan proporcionado información relativa a la toxicidad. El estudio 
de 90 días aporta informacion sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposición continuada 
durante un período prolongado, que abarque la maduración posterior al destete y el crecimiento hasta la edad 
adulta. ka información obtenida se ref=re a los efectos tóxicos principales, los órganos diana y la posibilidad 
de acumulación, y puede proporcionar una estimaci6n de la dosis de exposici6n sin efectos adversos observa- 
dos, que puede emplearse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crónica y establecer los aite- 
rios de inocuidad de la exposición humana. 

El presente método hace especial hincapié en los parámetros neurol6gicos y proporciona una indicaci6n de 
los efectos sobre el sistema itununitario y fa reproduccición. Cabe destacar la necesidad de realizar observaciones 
clínicas detenidas de los animales, a fin de obtener la máxima información posible. El mhdo sirve para detec- 
tar sustancias químicas que pueden tener efectos tóxicos sobre el sistema nervioso, inmunitario o los @anos 
reproductores, lo cual puede justificar la realización de estudios más exhaustivos. 

Véase también la introducción geneal de la Parte B. 

1.2. DEFINICIONES 

Dosis cantidad de sustancia de ensayo administrada. Se expresa en peso (s, mg), en peso de sustancia de 
ensayo por unidad de peso del animal (por ejemplo, mg/kg) o en concentracibn constante en la dieta (ppm). 

Posologfz t&mino general, que abarca la dosis administrada, su ftecuencia y duración. 

NOVEL sigla inglesa referente a la dosis de exposición sin efectos adwrsos observados, es decir, la dosis m4s 
alta a la que no se observa ningún efecto adverso debido al tratamiento. 

1.3. PRINGÓ DEL MÉTODO DB ENSAYO 

de administra diariamente la sustancia de ensayo por vía oral en dosis graduadas a distintos lotes de animales 
de experimentaci6n, a razón de una dosis por lote durante 90 días. A lo largo del período de admiistraci6n, 
se observa atentamente a los animales por si aparecen signos de toxicidad. Se practica la autopsia a los anima- 
les que mueran o sean sacrificados durante el ensayo, asi como a los que sobrevivan al fmal del mismo. 

1.4. DESCRIPCIO~ I DEL hfÉT0~0 

1.4.1. Reparación de loa aniasak5 

Deben emplearse animales sanos, que se hayan mantenido al menos 5 dfas en las condiciones de laboratorio 
para su aclimatación y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. Se caracteriza la especie, cepa, 
procedencia, sexo, peso y/o edad de los animales de experimentación. Estos se reparten al azar entre los lotes 
tratados y los de control. Las jaulas se disponen de forma que se reduzcan al mínimo los posibles efectos debi- 
dos al enjaulamiento. Se asigna a cada animal un número de identiftcación distinto. 
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1.4.2. Prepatd&o de hs dosii 

La sustancia de ensayo se administra por sonda o con el alimento o el agua de bebida. El método de adminis- 
tración oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquímicas de la sustancia. 

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehículo adecuado. Se recomienda con- 
siderar en primer lugar. siempre que sea posible, el uso de una solución o suspensión acuosa, después el uso 
de una solución o emulsibn oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz) y, por último, la posible disolución en 
otros vehículos. Si se emplean vehículos distintos del agua, deben conocerse sus características toxicolbgicas. 
Debe determinarse la estabiidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de administración. 

1.4.3. coodiilles del “sayo 

1.4.3.1. Animafas de cqerimentin 

b especie idónea es la rata, si bien pueden emplearse otras especies de roedores como el ratk Hay que utili- 
zar animales adultos jóvenes y sanos de una cepa de laboratorio habitual. Las hembras han de ser nulíparas y 
no grávidas. La administracion ha de empezar lo antes posible tras el destete y, en cualquier caso, sotes de 
que los animales tengan nueve semanas de edad. Al principio del experimento, la diferencia de peso entre los 
animales empleados ha de ser mínima y no superar el * 20 % del peso medio de cada sexo. Cuando el ensayo 
se realice, como fase previa de un estudio de toxicidad cr6nica a largo plazo, deben utilizarse en ambos estu- 
dios, animales de la misma cepa y procedencia. 

1.4.3.2. Núnwo y sexo 

Deben utilizarse por lo menos 20 animales (10 hembras y 10 machos) para cada dosis. Si se van a sacrificar 
animales durante el experimento, habni que ahadii el número de animales que se haya previsto sacrificar antes 
de acabar el estudio. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia química u otra sustan- 
cia muy próxima, puede tratarse un lote satélite de 10 animales (5 de cada sexo) en el control J con la dosis 
más elevada para observar la reversibilidad o persistencia de efectos toxicos una vez finalizado el tratamiento. 
La duración del período de observación posterior al tratamiento ha de establecerse adecuadamente en función 
de los efectos observados. 

1.4.3.3. Posología 

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control. salvo si se lleva a cabo un ensayo lhnite (véase 
el punto 1.4.3.4). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de administración 
continuada o de determinación de dosis y debe tomarse en consideración toda la información toxicológica y 
toxicocinkka disponible sobre la sustancia de ensayo o productos ahes. A menos que las características fis¡- 
coquímicas o los efectos biológicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis superior &be 
seleccionarse con el propósito de inducir efectos toxicos, pero sin llegar a provocar la muerte ti un sufri- 
miento intenso. Se selecciona una serie de dosis decrecientes para poner de manifiesto las respuestas en fun- 
ción de la dosis. La dosis mínima seti la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los intervalos del 
doble al cuádruple suelen ser óptimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es pferible Adir 
un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a 
6-10) entre dosis. 

El lote de control no recibe la sustancia de ensayo, pero sí recibe el vehículo en caso de que este se utilice para 
la sustancia. A excepción de la administración de la sustancia de emayo, los animales del lote de control deben 
tratarse de la misma manera que los de los lotes de ensayo. Si se emplea un vehículo, el lote de control ha de 
recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos y provoca una 
disminución de la ingesta, puede ser útil utilizar un lote de control alimentado en paralelo para saber si la dis- 
minución se debe a las características organolkpticas o a alteraciones toxicokgicas del modelo de ensayo. 

Debe prestarse atenci6n a las siguientes caracterfsticas del vehículo u otros aditivos, según proceda: efectos 
sobre la absorción, distribución, metabolismo o retención de la sustancia de ensayo; efectos sobre las propieda- 
des químicas de la sustancia de ensayo que puedan modificar su toxicidad y efectos sobre el consumo de a!i- 
mentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales. 

1.4.3.4. Ensayo límite 

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/dfa y siguiendo el pro- 
cedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningún efecto adverso observable y si, a la luz de 
los datos de sustancias estructuralmente afkzs. no cabe esperar efectos tóxicos, puede considerarse innecesario 
realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo Iúnite es válido excepto cuando la exposición humana 
indique la necesidad de utilizar una dosis superior. 
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1.5. PR0CED1MIENT0 

1.5.1. Adminihtracih de las dosii 

fas dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 dias. Cualquier otra posologia, por 
ejemplo, de cinco dias por semana, debe justCarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda, debe 
hacerse en una sola dosis y con una sonda g&strica o una cánula de intubación adecuada. El volumen máximo 
de líquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamaiio del animal y no debe superar 1 
ml/l OO g de peso corporal. salvo en el caso de las soluciones acuosas, en que puede llegarse a 2 ml/ 1 OO g de 
peao corporal. Excepto en el caso de sustancias irritantes 0 corrosivas que provoquen normalmente efectos 
exacerbados a concentraciones superiores. la variabihdad del volumen de ensayo debe reducirse al mínimo 
ajustando la concentración para que el volumen sea constante en todas las dosis. 

En el caso de sustancias administradas con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de que 
las cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren con la nutrición normal ni el equilibrio 
hídtico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentración 
constante en la dieta (ppm) o bien una dosis constante en términos de peso corporal de los animales, pero 
debe indica& qué método se ha elegido. Si la sustancia se administra por sonda, la dosis debe darse todos los 
dias a la misma hora y ajustarse según sea necesario para mantener una dosis constante en térmInos de peso 
corporal del anImaL Si se realiza un estudio de 90 días como fase previa de un estudio de toxicidad cr6nica a 
largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos. 

1.5.2. ObSCWlUiOlK!S 

El periodo de observación debe durar al mwos 90 días. Deben mantenerse animales en un lote sat&e para 
las observaciones de seguimiento durante un periodo adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persisten- 
cia o la desaparición de los efectos t6xicos. 

Dehe hacerse una observación clinica general al menos una vez al día. preferentemente a la misma hora y 
teniendo en cuenta el perfodo más agudo de los efectos previstos tras la administraci6n. Se registra el estado 
clínico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al dia. por lo general a primera y 
a última hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad. 

Todos 10s animales deben someterse al menos a una observación clinica exhaustiva antes de la primera exposi- 
ción (para poder realizar comparaciones en un mismo sujeto) y, después, a una por semana Dichas observa- 
ciones han de efectuarse fuera de la jaula de alojamiento, de preferencia en un ambiente normal y siempre a la 
misma hora. ~.as observaciones se registran cuidadosamente, preferentemente mediante sistemas de puntuación 
deftidos de forma explicita por el laboratorio de ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las condicio- 
nes de observación sean minimas. Los signos anotados deben incluir, sin ánìmo de exbaustividad, los cambios 
de la piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrImeo, 
piloerección, tamafio de la pupila, respiración an6mala. etc.). Deben registrarse también los cambios en la mar- 
cha, postura y respuesta a la manipulaci6n, aaf Lomo la presencia de movin ,k;ltos dónicos o tónicos, o este- 
reotipados (por ejemplo, realización excesiva de movimientos de limpieza o recorridos circulares repetitivos) o 
comportamientos anómalos (automutilaci6n, marcha hacia atrás, etc.) (1). 

Debe realizarse una exploración oftalmológica con un oftalmoscopio o equipo similar adecuado antes de 
administrar la sustancia de ensayo y al t&mino del estudio, a ser posible en todos los animales, pero al menos 
en el lote con la dosis nuis alta y en el lote de control. Si se observan cambios oculares en esos animales, 
deben examinarse todos los demás. 

Hacia el final del periodo de exposición, pero en ningún caso antes de la undécima semana, debe evaluarse la 
reactivhlad sensorial frente a estfmulos de distintos tipos (1) (por ejemplo, auditivos, visuales y propioceptivos) 
(2) (3) (4, la fuerza de prensión (5) y la actividad motriz (6). La bibliagafa respectiva recoge más inf¿wmacIóa 
sobre los métodos que pueden seguirse, si bien es posible emplear procedimientos distintos & los ahí descri- 
tos. 

fas observaciones funcionales hacia el final del estudio pueden omitirse si se dispone de datos sobre dichas 
observaciones realizadas en otros estudios y las observaciones clínicas diarias no ponen de manifiesto altera- 
ciones funcionales. 

De forma excepcional, también pueden omitirse las observaciones funcionales en los lotes que muestren signos 
de toxicidad de otro tipo tales que interfieran significativamente con los resultados de las pruebas funcionales. 
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1.5.2.1. Peso corpm!y consum de alintmtosy agw 

Al menos una vez por semana deben pesarse todos los animales, medirse el comumo de alimentos y, si la sus- 
tancia de ensayo se administra con el agua de bebida, tambih el consumo de agua Éste último puede vi@- 
larse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra con los alimentos o mediante 
sonda y la ingestión de agua pueda verse alterada 

2.5.2.2. Hem¿atología y bioquímico clíllica 

~as muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede. en condiciones adecua- 
das. Al final del periodo de ensayo, las muestras se toman justo antes del sacrifìcio de los animales o como 
parte del método de aatifiáo. 

Deben practicarse los siguientes exámenes hematológicos al fmal del período de ensayo y con las muestras 
tomadas a lo largo del mismo: bematocrito, concentración de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento 
de leucocitos y fórmula leucocitaria, recuento de plaquetas y medida del tiempo o capacidad de coagulación 
sanguínea. 

Deben hacerse determinaciones bioquímicas para investigar efectos tóxicos importantes en los tejidos, y espe- 
cialmente en el riñón y el hígado, con muestres sanguíneas obtenidas de todos los animales justo antes de su 
sacrificio o como parte del método de sacrifkio (aparte de los moribundos o sacrificados a lo largo del 
ensayo). Al igual que los exAmenes hematológicos, los análisis de bioquímica clínica pueden realizarse en 
muestras tomadas en el transcurso del ensayo. Se recomienda que los animales estkn en ayunas desde el día 
anterior a la toma de muestras (‘). Los parámetros medidos en el plasma y el sueío deben inchrir las concen- 
traciones de sodio, potasio, glucosa, colesterol total, urea, nitrógeno widual en sangre, creatinina, proteínas 
totales y albúmina, y al menos dos enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares (alanina aminotrans- 
ferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina, gamma$utamil tmnspeptidasa o sorbito1 deshidroge- 
nasa). la determinación de otras enzimas (de origen hepático o no) y de kidos biliirea puede proporcionar 
información útil en ciertas circunstancias. 

Pueden realizarse, con carkter facultativo, las siguientes determinaciones en la última semana del estudio utili- 
zando la recogida programada de orina: aspecto, volumen, osmolalidad o densidad, pH, proteínas, glucosa, 
sangre y c&las sanguíneas. 

Ademas de ello, debe plantearse el estudio de los marcadores séricos de lesiones tisulares generales. Otras 
determinaciones que deben realizarse si se sabe o sospecha que las propiedades conocidas de la sustancia de 
ensayo pueden afectar a las funciones metab6licas correspondientes incluyen la conceatraci6n de cakio. fós- 
foro, ttiglicéridos en ayunas, hormonas específicas, metahemoglobina y colinesterasa Debe valoranc la necesi- 
dad de hacer éstos análisis con las sustancias de determinadas clases o bien según cada caso. 

Por :o gential, debe aplicarse un e&+e flexible, en función de las especies y los efectos observados o espera- 
dos con una sustancia determinada. 

Si los datos disponibles sobre antecedentes no son adecuados, debe pkltm la determinación de variables 
hematol6gicas y bioquímicas clínicas antes de iniciar la administración de la sustancia; por lo general, se desa- 
conseja obtener dichos datos antes del tratamiento (7). 

1.5.2.3. Autopsia maawc@ca 

Debe practicarse una autopsia macroscópica completa y detallada a todos los animales empleados en el esw- 
dio, que incluya un examen detenido de la superficie corporal externa, todos los orificios y las caviddes cra- 
neana, torácica y abdominal con su contenido. El hígado, los rifiones, cápsulas suprarrenales, testiculos. epidí- 
dimos, itero, ovarios, timo, bazo, cerebro y coraA de todos los animales (aparte de los moribundos y/o 
sacrificados a lo largo del ensayo) han de limpiarse de los tejidos adherentes, según convenga. y pesarse lo 
antes posible tras la diión para evitar su desecaci&~ 

(l) El ayuno desde la víspera es preferible para ciertas medidas en el suero y el plasma, sobre todo para la detemkwión de ghwosa. La 
razóu principal es que el aumento de la variabilidad que provoca& necesariamente la toma de alimentos podría amasearar cfeaos 
más su& y dificultar la interpretación. Por otra parte, no obstante, el ayuno desde la víspera puede inferir con el meraboliimo genc- 
nl de las animales y, especialmente en los estudios en que la wncia de ensayo se admi&tra enn los alimentos, pwde akerar la 
eqosicióa diada a dkha sustancia. si se opta por el ayuno dcsde la víspera, las detaminacioues de bioquímica clínica dcbcn ruli- 
zarac despu& de las observaciones fuueioaales del estudio. 
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Los tejidos que se enumeran a continuacibn deben conservarse en el medio de fijaci6n mAs adecuado teniendo 
en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatológko a que wyan a someterse: todas las lesiones 
macroscópicas. encéfalo (zonas representativas, con inclusión del cerebro, cerebelo y protuberancia), mtiula 
espinal @-vical, torácica media y lumbar), hip6fisis. tiroides, paratiroides, timo, esófago, gl&dulas salivares, 
estómago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer). higado, pkrea~, tienes, cápsulas supra- 
rrenales, bazo, corazón, tráquea y pulmones (conxwados mediante inflado con fijador, seguido de inmersión). 
aorta, gónadas, útero, 6rganos sexuales secundarios, gbindula mamaria de las hembras, pr&stata. wjiga urina- 
ria, vesícula biliar (atón), ganglios linfáticas (preferentemente un ganglio relacionado con la vía de administra- 
ción y otro distante de la misma para tener en cuenta los efectos sistémicos), nervios pez+f&icos (ciatico o 
tibial). preferentemente muy pr6ximos al músculo, una sección de la médula 6sea (y/o m6dula ásea aspirada y 
recién montada), piel y ojos (si se han observado cambios durante los exAmenes oftalmokgicos). tas observa- 
ciones clkas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser- 
yane todos los posibles Brganos diana, según las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo. 

1.5.2.4. Examen histopatofögico 

ES preciso practicar un examen histopatológico completo de los órganos y tejidos conservados de todos los 
animales del lote expuesto a la dosis mAs elevada y del lote de control. F.n caso de que se hayan observado 
cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis más elevada, estos ex.kn~ se amplia& a 
animales de todos los demás lotes tratados. 

Deben examinarse todas las Lesiones macroscópicas. 

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatológico de los órganos y tejidos que presenten 
efectos en los grupos tratados. 

2. RFWLTADOS E INFORME 

2.1. RESULTADOS 

Deben proporcionarse datos de cada animal. Adem&, deben resumirse todos los datos en un cuadm que 
recoja, para cada lote de ensayo, el número de animales al inicio del ensayo, el número de animales hallados 
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento & la muerte o satificio, el 
número & animales que presenten signos de toxicidad, una descripción de dichos signos (con inclusión del 
momento de su aparici6n. duración y gravedad), el número de animales que presenten lesiones, el tipo de 
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de leAn. 

Siempre que sea posible, deben evaluarse los resultados numkicos mediante un método estadístico adecuado y 
comúnmente aceptado. La eleccibn de los m&dos estadísticos y de los datos que vayan a analizarse debe efec- 
tuarse en la fase de diseño del estudio. 

2.2. INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe incluir la informaci6n siguiente: 

2.2.1. stiancia & bmsayxx 

- naturaleza fisica, pureza y propiedades fisicoquímicas, 

- identifkacibn química, 

- vehiculo (si procede): justCaci6n de la elección del vehículo, si es distidto del agua 

2.2.2. Especie sometida a ensayo: 

- especie y cepa empleada, 

- número, edad y sexo de los animales, 
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- procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc., 

- peso de cada animal al inicio del ensayo. 

2.2.3. Condifiones de ensaya 

- justificación de la elección de las dosis, 

- datos sobre la formulación de La sustancia de ensayo o su preparación con los alimentos, concentrac& 
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado, 

- datos de la administración de la sustancia de ensayo, 

- dosis reales (mg/kg peso corporal/día) y factor de conversibn de la concentración @Pm) de la sustancia de 
ensayo en los alientos o eh el agua de bebida a dosis reales, en su caso, 

- datas de la calidad de los alimentos y el agua. 

2.2.4. Resoltados 

- peso corporal y cambios en el mismo, 

- consumo de alimentos y de agua, en su caso, 

- datos de reacciones tóxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad, 

- naturaleza, gravedad y duración de las observaciones clínicas (reversibles o no), 

- resultados del examen oftalmol6gico, 

- evaluación de la actividad sensorial, fuerza de prensión y actividad motriz (si procede), 

- pruebas hematológicas con los correspondientes valores de referencia, 

- pruebas de bioquímica clínica con los correspondientes valores de referencia, 

- peso corporal y peso de los órganos en el momento del sacrificio, y relación peso &gano&so corporal, 

- hallazgos de la autopsia, 

- descripción pormenorizada de todas las observaciones histopatológicas, 

- datas sohre la absorción, si los hay, 

- tratamiento estadístico de los resultados. si procede. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 

3. BIBl.IOGRA&i 

(1) lPCS (1986). Principies and Methods for the Assessment of Neurotoxicity Associated with Exposke to 
Chemicals. Environmental Health Criteria Document No. 50. 

(2) Tupper, D.E., Wallace, RB. (1980). Utility of the Neurologic Examination in Rats. Acta Neurobiol. Exp., 
40, 999-1003. 

(3) Gad, S.C. (1982). A Neuromuscular Screen for Use in Industrial Toxicology. J.Toxicol. Environ. Health, 
9, 691-704. 

(4) Moser, V-C., Mc Daniel, KM., Phillips, PM. (1991). Rat Strain and Stock Comparisons Using a 
Functional Observational Battev Baseline Values and Effects of Amitraz. Toxicol. Appl. Pharmacol., 
108. 267-283. 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 

(5) Meye: O.P.,, Tilson H.k, Byrd W.C., Riley MT. (1979). A Method for the Routine Assesment of Fore- 
and Hind- limb grip Strength of Rats and Mice. Neurnbehav. Toxicol.. 1, 233-236. 

89 

(6) Crofton KM., Howard J-L., Moser V.C, Cill MW., Reiter L.W., Tilson H.A., MacPhail RC. (1991). 
Interlaboratory Comparison of Motor Activity Experiments: lmpkation for Neurotoxicologkd 
Assessments. Neurotoxicol. Teratol.. 13, 599409. 

(7) Weingand &, Brown C., Hall R. ã al. (1996). ‘Harmonisation of Animal Clinic Pathology Testing in 
Toxicity and Safety Studies’, Fundam. & Appl. Toxicol., 29,198-201. 



90 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

ANEXO 5B 

B-27. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL SlJBCRóNlCA 

TOXICIDAD ORAL POR ADMlNISTRACl6N CONTINUADA (90 DfAS) EN NO ROEDORES 

1. MÉTODO 

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrónica reproduce las diictrices del documento OCDE 
TC 409 (1998). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

Al detennixw y evaluar las características tóxicas de una sustancia química, el estudio de la toxicidad oral 
subcrónica por administración continuada puede estar indicado cuando los ensayos & toxicidad aguda o 
por administración continuada durante 28 días hayan proporcionado información relativa a la toxicidad. El 
estudio de 90 días aporta informacibn sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposición 
continuada durante un período de crecimiento rápido hasta el principio de la edad adulta. La información 
obtenida se refiere a los efectos t6xicos principales, los órganos dii y la posibilidad de acumulación, y 
puede proporcionar una estimación de la dosis de exposición sin efectos adversos observados, que puede 
emphwse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crónica y establecer los crittios de inocui- 
dad de la exposición humana. 

El presente ensayo pone de manifiesto los efectos adversos, en animales no roedores, de la exposici6n a sus- 
tancias químicas y estA indicado 40 en los casos siguientes: 

- cuando los efectos observados en otros estudios indiquen la necesidad de aclarar y precisar algunos 
aspectos en una especie no roedora, 0 

- cuando los estudios toxicocinéticos indiquen que los animales de experimentación idóneos han de per- 
tenecer a una especie determinada no roedora, o 

- cuando haya otros motivos concretos para emplear una especie no roedora. 

Véase también la introducción general de la Parte B. 

1.2. DEFINICIONES 

Dosis cantidad de sustancia de ensayo administrada. se expresa en peso (g, mg), en peso de sustancia de 
ensayo por unidad de peso del animal (por ejemplo, mg/kg) o en concentración constante en la dieta @Pm). 

Posobgk drmino general, que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duraci6n. 

NOVEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposición sin efectos adversos observados, es decir, la dosis 
más alta a la que no se observa ningún efecto adverso debido al tratamiento. 

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO 

Se administra diariamente la sustancia de e-mayo por vía oral en dosis graduadas a distintos lotes de anima- 
les de experimentación, a razón de una dosis por lote durante 90 días. A lo largo del período de administra- 
ción, se observa atentamente a los animales por si aparecen signos de toxicidad Se practica la autopsia a 
los animales que mueran o sean sacrificados durante el ensayo, así como a los que sobrevivan al final del 
mismo. 

1.4. DESCRlPCl6N DEL MÉTODO 

1.4.1. seleccióndelaespecieanimal 

Suele emplearse el perro, preferiilemente de una raza deftida. Con frecuencia se utiliza el sabueso. Tam- 
bién pueden emplearse otras especies como el cerdo o el cerdo enano. No se recomiendan los primates su 
uso ha de justificarse. Deben emplearse animales jóvenes y sanos y, en el caso del perro, la administración 
de sustancia de ensayo debe comenzar preferiblemente a la edad de 4-6 meses, pero nunca después de los 9 
meses. Si el ensayo se realiza como fase previa de un estudio de toxicidad crónica a largo plazo, deben utili- 
zarse en ambos estudios animales de la misma especie y raza. 
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1.4.2. bparacióo de los animales 

Deben emplearse animales j6venes y sanos. que se hayan mantenido en las condiciones & laboratorio para 
su aclimatación y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. La duraci6n de la aclimataci6n 
depended de Ia especie de ensayo seleccionada y de su procedencia: se recomienda un mínimo de 5 días 
para los perros y los cerdos criados con ese propósito en un animaltio del laboratorio, y de dos semanas si 
proceden de una fuente exterior. Se caracteriza la especie, cepa, procedencia, sexo, peso y/o edad de los ani- 
males de experimentación. Éstos se reparten al azar entre los lotes tratados y 10s de control. Las jaulas se 
ponen de forma que se reduzcan al mínimo los posibles efectos debidos al enjaulamiento. Se asigna a cada 
animal un número de identifkacíón distinto. 

1.4.3. Reparacióo de las dosis 

ea sustancia de ensayo se administra con el alimento o el agua de bebida, por sonda o en cipsulas. El 
método de administración oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquímii de la 
sustanáa. 

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehículo adecuado. Se recomienda 
considerar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solución o suspensión acuosa, despuks el 
uso de una solución o emulsión oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz) y, por último, la posible disolución 
en otros vehículos. si se emplean vehículos distintos del agua, deben conocerse sus caractetísticas toxicolb 
gicas. Debe determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de adntinisnación. 

1.5. PROCEDIMIENTO 

1.5.1. Número y sexo de los aniamks 

Deben utilizarse por lo menos 8 animales (4 hembras y 4 machos) para cada dosis Si se van a sacrificar 
animales durante el experimento, habd que a&tdir el número de animales que se haya previsto wcrificar 
antes de acabar el estudio. El número de animales vivos al término del estudio debe permitir una evaluación 
significativa de los efectos tóxicos. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia qui- 
mica u otra sustancia muy próxima, puede tratarse un lote satélite de 8 animales (4 de cada sexo) en el con- 
trol y con la dwis miw elevada para obsewar la rever&ii&d o persistencia de efectos tticos una vez fina- 
lizado el tratamiento. La duración del perfodo de observación posterior al tratamiento ha de establecerse 
adecuadamente en funcí6n de los efectos observados. 

1.5.2. posología 

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control, salvo si se lleva a cabo un ensayo límite 
(véase el punto 1.5.3). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de adminis- 
tración continuada o de determinación de dosis y debe tomarse en consideración toda la información toxi- 
cológica y toxicocinética disponible sobre la sustancia de ensayo o productos afines. A menos que las canc- 
te&icas fisicoquímicas o los efectos biol6gicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis 
superior debe seleccionarse con el propósito de inducir efectos tóxicos, pero sin llegar a provocar fa muerte 
ti un sufrimiento intenso. Se selecciona una serie & dosis decrecientes para poner de manifiesto las m- 
puestas en función de la dosis La dosis mínima será la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los 
intervalos del doble al cuádruple suelen ser 6ptimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo ts 
preferible tiadir un cuarto lote de ensayo en lugar de utikar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un 
factor superior a 6-10) entre dosis. 

El lote de control no recibe la sustancia de ensayo, pero sí recibe el vehículo en caso de que éste se utilice 
para la sustancia. A excepción de la administraci6n de la sustancia de ensayo, los animales del lote de con- 
trol deben tratarse de la misma manera que los de los lotes de ensayo. Si se emplea un vehículo. el lote de 
control ha de recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos 
y provoca una disminución de la ingesta, puede ser útil utilizar un lote de control alimentado en paralelo 
para saber si la disrnhución se debe a las caracte&ticas organotkpticas o a alteraciones toxicológicas del 
modelo de ensayo. 
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Debe prestarse atención a las siguientes características del vehículo u otros aditivos, según proceda: efectos 
sobre la absorción. distribución, metabolismo o retención de la sustancia de ensayo, efectos sobre las prc+ 
piedades químicas de la sustancia de ensayo que puedan modificar su toxicidad y efectos sobre el consumo 
de alimentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales. 

1.5.3. Ensayo lídtc 

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/día y siguiendo el 
procedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningún efecto adverso observable J si, a la luz 
de los datos de sustancias estructuralmente afmes, no cabe esperar efectos tóxicos, puede considerarse irme- 
cesario realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo límite es vAlido excepto cuando la exposición 
humana indique la necesidad de utilizar una dosis superior. 

1.5.4. Administraci6n & la.5 dosis 

fas dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 días. Cualquier otra posología, 
por ejemplo, de cinco días por semana, debe justificarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda, 
debe hacerse en una sola dosis y con una sonda @tica o una cánula de intubación adecuada- EI volumen 
máximo de líquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamaño del animal. Por lo general, 
el volumen ha de ser el mínimo posible. Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que prove 
quen normalmente efectos exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo 
debe reducirse al mínimo ajustando la concentración para que ei volumen sea constante en todas las dosis. 

En el caso de sustancias administradas con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de 
que las cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren con la nutrici6n normal ni el equili- 
brio hídrico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentra- 
ci6n constante en la dieta (ppm) o bien una dosis constante en términos de peso corporal de los animales, 
pero debe indicarse qué método se ha elegido. Si la sustancia se administra por sonda o en Capsulas, la dosis 
debe darse todos los días a la misma hora y ajustarse según sea necesario para mantener una dosis cons- 
tante en terminos de peso corporal del animal. Si se realiza un estudio de 90 días como fase previa de un 
estudio de toxicidad crónica a largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos. 

1.5.5. Observaciones 

El período de observación debe durar al menos 90 días. Deben mantenerse animales en un lote satélite para 
las observaciones de seguimiento durante un período adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persis- 
tencia 0 ia desaparición de los efectos táxicos. 

Debe hacerse una observación clínica general al menos una vez al día, pnzferentemente a la misma hora y 
teniendo en cuenta el período más agudo de los efectos previstos tras la administración Se registra el estado 
clínico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al día, por lo geneal a primera 
y a úhima hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad. 

Todos los animales deben someterse al menos a una observación clínica exhaustiva antes de la primera 
exposición @ara poder realizar comparaciones en un mismo sujeto) y, después, a una por semana. Dichas 
observaciones han de efectuarse, si es posible, fuera de la jaula de alojamiento en un ambiente normal y de 
preferencia siempre a la misma hora. Debe procurarse que las variaciones en las condiciones de observación 
sean mínimas. Los signos de toxicidad han de anotarse cuidadosamente, así como el momento de aparición. 
la gravedad y la duración. Las observaciones deben incluir, sin ánimo de exhaustividad, los cambios de la 
piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo, 
piloerecci&t, tamaño de la pupila, respiración anómala, etc.). Deben registrarse también los cambios en la 
marcha, postura y respuesta a la manipulación, así como la presencia de movimientos clónicos o tónicos, o 
estereotipados (por ejemplo, realización excesiva de movimientos de bmpieza o recorridos circulares repeti- 
tivos) 0 comportamientos anómalos. 

Debe realizarse una exploración oftalmológica con un oftalmoscopio o equipo similar adecuado antes de 
administrar la sustancia de ensayo y al término del estudio, a ser pc&ble, de todos los animales, pero al 
menos en el lote con la dosis más alta y en el lote de control. Si se observan en esos animales cambios ocu- 
lares relacionados con el tratamiento, deben examinarse todos los demAs. 
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l.S.2.1. Peso wrpeml y consuma de alimentos y agua 

Al menos una vez por semana deben pesarse todos los animales, medii el consumo de alimentos y, si la 
sustancia de ensayo se administra con el agua de bebida, también el consumo de agua Éste último puede 
vigilarse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se admiiistra con los alimentos o 
mediante sonda y la ingestión de agua pueda verse alterada. 

l.S.5.2. Hunarologíay bioqufmica chica 

fas muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede, en condiciones ade- 
cuadas. Al final del perfodo de ensayo, las muestras se toman justo antes del sactitiäo de los animales o 
como parte del método de sacrificio. 

Al principio del ensayo y, a continuación, bien una vez al mes bien a la mitad del periodo de ensayo. así 
como al término del mismo, debe practicarse un examen hematológico que incluya hematoctito, concemra- 
ci6n de hemoglobi- recuento de eritro&x, recuento de leucocitos y formula leucocitaria, recuento de pla- 
quetas y medida de la capacidad de coagulación como el tiempo de coagulaci6r1, de protrombina o de trom- 
boplastina. 

Deben hacerse determinaciones bioqufmicas para investigar efectos tóxicos importantes en los tejidos, y 
especialmente en el riaón y el hígado, con muestras sanguíneas obtenidas de todos los animales al principio 
del ensayo y, a continuación, bien una vez al mes bien a la mitad del período de ensayo, así como al tCr- 
mino del mismo. Debe estudiarse el equilibrio electrolítico, el metabolismo glucídico y las funciones he@- 
tica y renal. La elección de determinados anUiis dependd de las observaciones sobre el modo de acNa- 
ción de la sustancia de ensayo. tos animales deben estar en ayunas antes de las tomas de sangre, durante 
un periodo adecuado según la especie. Se propone determinar el calcio, fosforo, cloro, sodio, potasio, glu- 
cosa en ayunas, alanina amiwtransferasa, aspartato aminotransferasa, ornitina descarboxilasa, gamma-gluta- 
mil transpeptidasa, nitrógeno residual, albúmina, creatinina en sangre, bilirrubina total y proteínas séricas 
totales. 

Deben practicarse análisis de orina, como mínimo, al inicio, a la mitad y al final del ensayo, utilizando la 
recogida programada, con el fin de esNdiar los parámetros siguientes: aspecto, volumen, osmolalidad o den- 
sidad, pH, proteínas, glucosa, sangre y células sanguineas. Si es necesario, pueden analizarse otros paráme- 
tros adicionales para profundizar el estudio de los efectos obxnrados. 

Además de ello, debe plantearse el estudio de los marcadores de lesiones tisulares generales. Para realizar 
una evaluación toxicológica adecuada pueden ser necesarias otras determinaciones como el dIisis de los 
lípidos, hormonas. equilibrio Ulo-baSico, metahemoglobina e inhííicibn de la colinestemsa. Si es preciso, 
pueden realizarse anaisis de bioquímica clínica adicionales para profundizar el estudio de los efectos obser- 
vados. Debe valorarse la necesidad de hacer éstos análisis con las sustancias de determinadas clases o bien 
según cada caso. 

Por lo general, debe aplicarse un enfoque flexible, en función de las especies y los efectos observados o 
esperados con una sustancia determinada. 

1.5.5.3. Autopsiamacr~ 

Debe practicarse una autopsia macroscópica completa y detallada a todos los animales empleados en el 
estudio, que incluya un examen detenido de la superficie corporal externa, todos los orificios y las cavidades 
craneana, toácica y abdominal con su contenido. El hígado y la vesícula biliar, los rifiones. cápsulas supra- 
rrenales, testículos, epidídimos, ovarios, útero, glMulas timides y paratiroides, timo, bazo, cerebro y com- 
z6n de todos los animales (aparte de los moribundos y/o sacrificadas a lo largo del ensayo) han de limpiarse 
de los tejidos adherentes, segtín convenga, y pesarse lo antes posible tras la disección para evitar su deseca- 
cion. 

LOS tejidos que se enumeran a continuación deben conservarse en el medio de fijación mis adecuado 
teniendo en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatolágico a que vayan a someterse: uxlas 
las lesiones macroscópicas, encéfalo (zonas representativas, con inchrsi6n del cerebro, cerebelo y prONbe- 
rancia), médula espinal (cervical, torzícica media y lumbar), hipófisis. ojos, tiroides, paratiroides, timo, es& 
fago, glándulas salivares, estómago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), hígado, vesi- 
cula biliar, páncreas, riitones, c+sulas suprarrenales, bazo, coraz&t, traquea y pulmones. aorta, gónadas, 
útero, órganos sexuales secundarios, glándula mamaria de las hembras, pr&tata, vejiga urinaria, ganglios lin- 
fáticos (de preferencia un ganglio relacionado con la vfa de administración y otro distante de la misma para 
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tener en cuenta los efectos sirtémicos), nervios periféricos (ciátiw o tibial), preferentemente muy próximos 
al músculo, una sección de la midula ósea (y/o medula ósea aspirada y recién montada) y piel. LU observa- 
ciones clfnicas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser- 
varse todos 10s posibles órganos ti, según las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo. 

I.S.S.4. Examar histapotoldgico 

Es preciso practicar un examen histopatol6gico completo de los órganos y tejidos conservados, al menos, 
de todos los animales del lote expuesto a la dosis más elevada y del lote de control. En caso de que se hayan 
observado cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis más elevada, este examen se 
ampliará a animales de todos los dem& lotes tratados. 

Deben examinarse todas las lesiones macroscbpicas. 

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatológico de los órganos y tejidos que presenten 
efectos en los grUpoS tratados. 

2. RFWLTADOS E INFORME 

2.1. RESULTADOS 

Debed proporcionarse datos de cada animal. Adenxís, deben resumirse todos los datos en un cuadro que 
recoja, para cada lote de ensayo, el número de animales al inicio del ensayo, el número de animales hallados 
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio, el 
numero de animales que presenten signos de toxicidad, una descripción de dichos s&noa (con indusi6n del 
momento de su aparición, duración y gravedad), el número de animales que presenten lesiones, el tipo de 
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de lesi&. 

Siempre que sea posible. deben ev&arse los resultados numkicos mediante un método estadístico ade- 
cuado y comúnmente aceptado. La elecci6n de los métodos estadísticos y de los datos que vayan a anali- 
zarse debe efectuarse en la fase de disefio del estudio. 

2.2. INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 

2.2.1. sMtatsciadeeMay0: 

- naturaleza fkica, pureza y propiedades fisicoquímicas. 

- identificación química, 

- vehículo (si procede): justificaci6n de la elección del vehículo, si es distinto del agua 

2.2.2. Especie sometida a cnsayw 

- especie y cepa empleada, 

- número, edad y sexo de los animales, 

- procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc., 

- peso de cada animal al inicio del ensayo. 

2.2.3. conlliciones & ensayo: 

- justificaci6n de la elección de las dosis, 

- datos sobre la formulación de la sustancia de ensayo o su preparación con los alimentos, concentración 
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado, 
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- datos de la administración de la sustancia de ensayo, 

- dosis reales (mg/kg peso corporal/día) y factor de conversión de la concentración @Pm) de la sustancia 
de ensayo en los alimentos o en el agua de bebida a dosis reales, en su caso, 

- datos de la calidad de los alimentos y el agua. 

2.2.4. Resdtadm 

- peso corporal y cambios en el mismo, 

- consumo de alimentos y de agua, en su caso, 

- datos de reacciones tóxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad, 

- naturaleza, gravedad y duración de las observaciones clínicas (nw&blu o no), 

- examen oftalmol6gic0, 

- pruebas hematológicas con los correspondientes valores de referencia, 

- pruebas de bioquímica clínica con los correspondientes valores de referencia, 

- peso corporal y peso de los órganos en el momento del sacrificio, y relación peso órgano/peso con 
ral, 

- hallazgos de la autopsia, 

- descripción pormenorizada de todas las observaciones histopatohjgicas, 

- datos sobre la absorcibn, si los hay, 

- tratamiento estadístico de las resultados, si procede. 

Discusión de los nmltadcs. 

Conclusiones. 
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CI4. ENSAYO DE CRECIMIENT 0 EN PECES JUVENILES 

1. MÉTODO 

El presente método de ensayo de toxicidad para el crecimiento reproduce las directrices del documento OCDE 
TC 215 (2000). 

1.1. lNTRODUCCI6N 

El presente ensayo tiene por objeto determinar los efectos de la exposiO611 prolongada a sustancias químicas 
sobre el crecimiento de peces juveniles y se funda en un método elaborado y sometido a un estudio interlab 
ratorios (1) (3) en Ia Un& Europea para valorar los efectos de las sustancias químicas en el crecimiento de 
juveniles de trucha arco iris (Oncorhytuhus mykiss) en condiciones dinámicas. Pueden emplearse otras especies 
de peces bien estudiadas Por ejemplo, se dispone de una cierta experiencia en ensayos de crecimiento con el 
pez =bn. (Ddo mia) (2) (4) (5) y d mw (Oryaes latipcJ) (6) (7) (8). 

Véase también la parte C de la introducción general. 

1.2. DEFINICIONES 

Concentración mini con efecto observado (LOEC): concentracih más baja de sustancia de ensayo con 
la que se observa un efecto significativo (para p < 0.05) en comparación con el control. Adem& todas las 
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC han de provocar un efecto nocivo superior o igual al que se 
observa con dicha concentración. 

Concentración (máxima) sin efecto observado (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente inferior 
a la LOEC. 

Eq en el presente método de ensayo, concentración de sustancia de ensayo que produce una variación del 
x % en la tasa de crecimiento de los peces respecto a los controles. 

Tasa de carga: peso húmedo de peces por unidad de volumen de agua. 

Densidad de poblacián: número de peces por unidad de volumen de agua. 

Tasadeaecimk nto espe&ia> de cada pez: tasa de crecimiento de un pez respecto a su peso inicial. 

Tasa& aecimiiato espeúficn medio por ruipiinte tasa de crecimiento medio de la población de un 
recipiente a una concentración determinada. 

Tasa de crecia&nto pseudoespe&ax tasa de uecimiento individual respecto al peso ini& mGo tie id 
población del recipiente. 

1.3. mamo DEL METODO DE ENSAYO 

Después de haberlos pesado, se colocan peces juveniles en fase de crecimiento exponencial en recipientes de 
ensayo y se exponen a una gama de concentraciones subletales de la sustancia de ensayo disuelta en agua, pre- 
feriblemente en condiciones dinámicas (flujo continuo) o, de no ser posible, en conditiones semiestáticas adc 
cuadas (renovación discontinua). La duracibn del ensayo es de 28 días. Se proporciona alimento a los peces 
todos los días. La ración alimentaria se determina en funcì6n del peso inicial de los peces y puede volverse a 
calcular transcurridos 14 días. AI final del ensayo, se vuelven a pesar los peces- Se analizan los efectos sobre la 
tasa de crecimiento mediante un modelo de regresión con el fin de estimar la concentrac& que produciría 
una variación del x % de dicha tasa, es decir, EC, (EC,@ EC2a o EC9a, por ejemplo). Tan&& pueden compa- 
rarse los datos con los valores de los controles para determinar la concentracibn mínima con efecto observado 
(LOEC) y, de ahí, la concentracibn (m&.xima) sin efecto observado (NOEC). 

1.4. MFORMAC16N RELATlVA A LA SUSTANCIA DE ENSAYO 

Debe disponerse de los resultados de un ensayo de toxicidad aguda (véase el método C.l) efectuado preferMe- 
mente con la especie objeto del presente ensayo y conocerse la solubilidad en el agua y la presión de vapor de 
la sustancia de ensayo. Para calcular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un 
método analítico fiable. cuyo límite de detección y precisión sean conocidos y figuren en el informe. 
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ea información útil para establecer las condiciones de ensayo incluye la fórmula estructural de la sustancia de 
ensayo, SU pureza, estabilidad en el agua y a la iuz, pK, P, y !GS resultados de un ensayo de biodegradabiti- 
dad fácil (véase el método C-4). 

1.5. VALIDEZ DEL ENSAYO 

Para que el ensayo sea vAlido deben darse las condiciones siguientes: 

- la mortalidad en los controles no ha de superar el 10 % al final del ensayo, 

- el peso medio de los peces de los controles debe haber aumentado lo suficiente para poder detectar la 
variación mínima de la tasa de crecimiento que se considere significativa. Un ensayo interlaboratorios (3) 
ha puesto de manifiesto que, en el caso de la trucha arco iris, al cabo de 28 días el peso medio de los 
peces de los controles ha de haberse incrementado al menos en la mitad (50 %) de su peso medio inicial. 
Por ejemplo, si el peso inicial es de 1 g/pez (= 100 %), el peso final tras 28 días ha de ser L 1.5 g/pet (z 
150 %h 

- la concentración de oxígeno disuelto ha de ser, al menos, del 60 % del valor de saturación en el aim a lo 
largo & todo el ensayo, 

- en ningún momento del ensayo la temperatura del agua debe variar en más de * 1 ‘C entre los recipientes 
de ensayo y debe mantenerse en un intervalo de 2 ‘C dentro de las gamas establecidas para la especie 
sometida a ensayo (apéndice 1). 

1.6. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

1.6.1. Eqaipo 

Se empleará el equipo común de laboratorio y, en particular. 

a) medidores de oxígeno y de pH; 

b) equipo para determinar la dureza y alcalinidad del agua: 

c) dispositivo adecuado de regulación de la temperatura, preferiblemente continua; 

d) recipientes de material químicamente inerte y de capacidad adecuada a la carga y la densidad de población 
recomendadas (véase el punto 1.8.5 y el apéndice 1); 

e) balanza suficientemente precisa (precisi6n de f 0.5 %). 

1.6.2. Agua 

Puede utilizarse para el ensayo toda agua en la que la especie sometida a ensayo muestre una tass de cnxi- 
miento y supervivencia a largo plazo adecuadas. La calidad ha de ser constante a todo io largo del ensayo. El 
pH debe hallarse entre 6.5 y 8.5, si bien a lo largo de un mismo ensayo debe permanmr en un intervalo de 
* 0,s pH unidad-. Se recomienda una dureza superior a 140 mg/l (CaCO& Deben tomarse periódicamente 
muestras para análisis con el fm de cerciorsrse de que el agua de dilución no intertkre en los resultados del 
ensayo (por ejemplo, por complejacibn de la sustancia de ensayo). Cuando se sepa que un agua de dilución es 
de calidad relativamente constante, conviene proceder, Por ejemplo, cada tres meses, a la determinación de los 
metales pesados (por ejemplo, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd y Ni), aniones y cationes principales (por ejemplo, Ca, Mg. 
Na, K, CI y SOJ, plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totaks y organoclorados totales), carbono orgá- 
nico total y sólidos en suspensión. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menos dunnte un 
afro, los análisis pueden ser menos frecuentes y espaciarse más (por ejemplo, cada seis meses). En el apéndice 
2 se recogen algunas caractexístkas químicas de un agua de dilución aceptable. 

1.6.3. sohaciLlnl?s de ensayo 

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilución de la solución madm 

La soluci6n madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitación mecánica de la sustancia de 
ensayo en el agua de dilución (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas 
de saturación (columnas de solubilidad) para lograr la concentración adecuada de sohxión madre. 

En algunos casos puede ser necesario usar disolventes o dispersantes (agentes de disolución) para obtener una 
solución madre a la concentración deseada. Puede entonces utilizarse como disolvente acetona, etanol, meta- 
nol, dimetilsulfóxido, dimetilformamida o trietiknglicol, y como dispersante Cremophor RH40, Tween 80, 



98 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

m&lcduka al 0,3I % o X9-40. Deben tomarse precauciones si se emplean agentes fácilmente biodegrada- 
bles (como ia acetona) y/o muy volátiles, pues éstos pueden dar lug.ir a unc proliferación bacteriana en los 
ensayos dinámicos. Si se emplea un agente de disolución, no debe actuar de forma significativa sobre el creci- 
miento de los peces ni producir efectos nocivos visibles en las juveniles, lo cual ha de demostrarse en un lote 
de control que sólo contenga disolvente. 

Para los ensayos dinámicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la solución madre de la 
sustancia de ensayo (por ejemplo, bomba dosificadora. diluyente proporcional o sistema saturador) para distri- 
buii una serie de concentraciones en los recipientes de ensayo. Los regímenes de flujo de las soluciones madre 
y del agua de dilución deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los días, y no debería variar 
en más del 10 % a lo largo del ensayo. Con arreglo a un ensayo interlaboratorios (3), en el caso de la trucha 
a=o iris se considera adecuado un r6giien de renovaci6n del agua durante el ensayo equivalente a 6 l/g de 
pez/día (véase el punto 1.8.2.2). 

En el caso de los ensayos semiestiticos, la frecuencia de renovación del medio dependerá de la estabilidad de 
la sustancia de ensayo. si bien se recomienda renovarlo todos los días. Si los ensayos preliinares de estabili- 
dad (véase el punto 1.4) ponen de manifiesto que la concentración de la sustancia de ensayo no es estable (es 
decir, queda fuera del intervalo del 80 al 120 % de la concentración nominal o cae por debajo del 80 % de la 
concentración medida al inicio) entre dos renovaciones, debe plantearse la realiiión de un ensayo dinámico. 

1.6.4. Selecci6n&laespecie 

Se recomienda realizar el ensayo con la trucha arco iris (Oncorhyndu~ mykk), pues es la especie que m& se ha 
empleado en el ensayo interlaboratorios (1) (3). Tambi6n es posiile emplear otras especies bien estudiadas, 
aunque entonces podría ser necesario adaptar el procedimiento para que las condiciones de ensayo sean ade- 
cuadas. Por ejemplo, se dispone asimismo de experiencia con el pez cebra (Danio re&) (4) (5) y el medaka 
(ory~iar tipes) (6) (7) (8)- En tal caso. deben justifkuse la elección de la especie y el método experimental. 

1.6.5. Repwaci6ll de los pects 

Se seleccionan 10s peces de ensayo de una misma población, y preferentemente de un mismo desove, que se 
haya mantenido al menos dos semanas antes del ensayo en condiciones de calidad del agua e iluminación 
similares a las del ensayo. Debe proporcionárseles una ración alimentaria diaria del 2 % de su peso corporal 
como mínimo y preferiblemente del 4 % mientras duren la preparaá6n y el ensayo. 

Transcurridas 48 horas en esas condiciones, se registra la mortalidad y se aplican los criterios siguientes: 

- si la mortalidad es superior al 10 % de la población en siete días, se rechaza todo el lote, 

- si la mortalidad se halla entre el S y el 10 % de la población. se prolonga otros siete días el período de 
aclimatación; si durante este segundo período la mortalidad supera el 5 %, se rechaza todo el lote, 

- si la ~~rtal;Urci es i&rior al 5 % de la pobi;lj&~ en siete días, se acepta el lote. 

LOS peces no deben recibir tratamiento terapéutico alguno durante el ensayo ni en las dos semanas anteriores 
al mismo. 

1.7. DISEÑO DEL ENSAYO 

Se entenderá por &eíio del ensayos la selección del número de concentraciones de ensayo y el intervalo entre 
Ias mismas, el número de recipientes por concentración y el número de peces por recipiente. Lo más idóneo 
es dise& el ensayo con arreglo a: 

a) el objetivo del estudio; 

b) el método de análisis estadístico que nya a emplearse; 

c) la disponibilidad y el coste de las recursos experimentales. 

En la medida de lo posible, el enunciado del objetivo debe especificar la potencia estadística necewia para 
detectar una diferencia determinada (por ejemplo, de tasa de crecimiento) o la precisión con la que ha de pro- 
porcionarse la EC, (por ejemplo, x = 10, 20 o 30 y prefenilemente no por debajo de 10) para poder hacer 
una estimación. Sin ello no puede darse una indicación precisa de la escala del estudio. 
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Es importante ser cousciente de que un disefio idóneo (que saca mayor partido de los recursos) para un 
método de análisis estadístico Tlu lo es necesariamente para otro. Así pues, el diseito recomendado para la esti- 
mación de una LOECjNOEC no sení el mismo que se recomiende para un análisis por regresión. 

En la mayorfa de los casos, es preferible el anAisis de regresion al análisis de la varianza, por los motivos que 
exponen Stephan y Rogers (9). Si embargo, si no se encuentra un modelo de regresi6n adecuado (rs c 0.9). 
debe recurrirse a la NOEC/LOEC. 

1.7.1. Diseiloparaelanálisiiporregresi6n 

Los aspectos importantes para el diseño de un ensayo que vaya a analizarse por regresi6n son los siguientes: 

a) las concentraciones empleadas deben incluir la concentmci6n con efecto (ECLO,íaM. etc.) y la gama de 
concentraciones en la ave la substancia de ensayo produzca un efecto interesante. La precisión con la que 
puede estimarse la concentración con efecto serA mayor si dicha concentración se halla en el medio de la 
gama de concentraciones empleada en el ensayo. Para seleccionar las concentraciones de ensayo adecuadas 
puede resultar útil un ensayo previo de determinación de gama: 

b) para que la modelizaci&n estadística sea satisfactoria, el ensayo debe incluir al menos un recipiente de 
control y otros cinco recipientes con distintas concentraciones. En su caso, si se emplea un agente de diso- 
lución, debe realizarse, ademk de las series tratadas con la sustancia de ensayo, un control con agente de 
disolución a la concentración de ensayo m&s elevada (véanse los puntos 1.8.3 y 1.8.4); 

c) puede emplearse una serie geométrica o logarítmica apropiada (10) (véase el apéndice 3). Es preferible un 
espaciamiento logarítmico entre las concentraciones de ensayo: 

d) si se dispone de más de seis recipientes, los que sobrepasen dicha cantidad se emplea& como recipientes 
en paralelo o se distribuir& en la gama de concentraciones para reducir el espaciamiento entre éstas. 
Ambas opciones son iguahnente vGlas. 

1.7.2. DiseRo para Ia estimación de h NOEC/LOEC medkmte arAisis de la varianza (ANOVA) 

Conviene disponer de varios recipientes en paralelo para cada concentración y realizar el andlisis estadístico 
por recipiente (ll). Sin recipientes en paralelo no puede tenerse en cuenta la variabilidad entre recipientes ade- 
más de la que existe entre los peces. No obstante, la experiencia ha puesto de manifiesto (12) que en el caso 
estudiado la variabilidad entre recipientes era muy esEasa en íelación con la variabilidad dentro de un mismo 
recipiente (es decir, entre los peces). Así pues, una opción relativamente aceptable consiste en efectuar el análi- 
sis estadÍstico a escala individual con cada pez. 

Normalmente se emplea una serie geométrica de al menos cinco concentraciones de sustancia de ensayo, espa- 
ciadas por un factor que no supere 3.2. 

Por lo general, si se realizan ensayos con recipientes en paralelo, el número de recipientes de cowwl en +a- 
lelo y, por tanto, el número de peces ha de ser el doble del empleado con cada concentración de ensayo, que 
debe ser constante (13) (14) (15). De no usarse recipientes en paralelo, el mímero de peces del grupo de con- 
trol ha de ser igual al empleado en cada concentración de ensayo. 

Si el análisis de la varianza (ANOVA) se realiza en los recipientes y no a nivel individual [lo cual requeriría 
marcar todos los peces o utilizar las tasas de crecimiento pseudoespecífico (véase el punto 2.1.2)], se necesita 
una cantidad suficiente de recipientes en paralelo para poder determinar la desviación estkndar de los recipien- 
tes con la misma concentración, lo cual significa que el error del anaisis de la varianza tendrá al menos 5 gra- 
dos de libertad (ll). Si solo se emplean recipientes en paralelo para los controles, se corre el riesgo de que la 
variabilidad del error esté sesgada, pues podría aumentar con el valor medio de la tasa de crecimiento en cues- 
tión. Dado que es probable que la tasa de crecimiento disminuya cuando aumente la concentración, se tende- 
ría a sobrestimar la variabilidad. 

1.8. PROCEDIMIENTO 

1.8.1. Sdeccitin y pesaje de los pece 

Es importante que el peso de los peces varíe lo menos posible al inicio del ensayo. En el aptndice I figuran las 
gamas de peso apropiadas en cada una de las especies recomendadas para el ensayo. Conviene que, al princi- 
pio del ensayo, la gama de pesos de todo el lote de peces utilizados se mantenga en un intervalo de i 10 % de 



100 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

la media aritmética y, en cualquier caso, no supere el 2 S K Se recomfeda pesar una submuestra de peces 
antes del ensayo para calc&r el peso medio. 

No se proporciona alimento alguno a los peces durante las 24 horas anteriores al inicio del ensayo. A conti- 
nuación, se toman los peces al azar. Se emplea un anest&co general [por ejemplo, una solución acuosa de 
100 mgll de metaaosulfonato de tricaína (MS 222) neutralixada mediante adición de das partes de bicarbonato 
sódico por parte de MS 222) para pesar cada sujeto en húmedo (secado con material absorbente) con la preci- 
sión indicada en el apéndice 1. Se apartan los peces cuyo peso se halla en el intervalo deseado y se reparten al 
azar entre las recipientes de ensayo. Se registra el peso húmedo total de los peces de cads recipiente. Tanto el 
uso de anestésico como la manipulaci¿m (incluido el secado y pesaje) pueden afectar y herir a las peces juveni- 
les, sobre todo si se trata de especies de pequeño tamaão. Por ello, deben manipularse las animales objeto del 
ensayo con la mayor precaución para evitar cualquier agresión. 

Se vuelven a pesar los peces el 28’ día de ensayo {véase el punto 1.8.6). No obstante, si se considera necesario 
ajustar la ración alimentaria, pueden pesarse los peces el 14’ día de ensayo (Vease el punto 1.8.2.3). Para valo- 
rar las variaciones de tamaño de los peces y, de ahí, ajustar la ración alimentaria, también puede emplearse 
otro método como el fotográfico. 

1.8.2. condiirles de exposición 

1.8.2.1. Durackín 

La duración del ensayo es k 28 días. 

1.8.2.2. Tasa & “gel y den.&d de pobfacidn 

Es importante que la tasa de carga y la densidad sean apropiadas para la especie de ensayo empleada (vktse el 
apéndice 1). La tensión que genera a los peces una densidad de población demasiado elevada produce una dis- 
minución de la tasa de crecimiento y postblemente la enfermedad. Por el contrario, si la densidad es demasiado 
baja, puede dar lugar a un comportamiento territorial, lo cual también puede afectar al crecimiento. En cual- 
quier caso, Ia tasa de carga debe ser suficientemente baja para poder mantener sin aireación una concentración 
mínima de oxígeno disuelto del 60 % del valor de saturación en el aire. Un ensayo interlaboratorios (3) ha 
puesto de manifiesto que, en el caso de la trucha arco iris, resulta aceptable una tasa de carga de 16 truchas 
de 3 a 5 g en un volumen de 40 1. Se recomienda una frecuencia de renovación del agua durante el ensayo de 
6 l/g de pex/día. 

1.8.2.3. Akmentaci6n 

Debe proporcionarse a los peces una dieta suficiente y adecuada (apkndice 1) para permitir una tasa de crexi- 
miento aceptable, al tiempo que se evita la proliferación bacteriana y la turbidez del agua En el caso de la tm- 
cha arco iris, esas condiciones deberfan conseguirse c~n una ración aiaria del 4 55 de su peso corporsl (3) (16) 
(17) (18). La ración diaria puede dividirse en dos partes iguales y administrarse en dos veces, con un mínimo 
de s horas de intervalo. La ración es función del peso inicial total de los peces de cada recipiente de ensayo. 
Si los peces se pesan otra vez el 14” dia de ensayo, se vuelve a calcular la ración. La alimentación debe supri- 
mirse durante las 24 horas anteriores al pesaje. 

Todos los días debe limpiarse cuidadosamente por succi:cibn el fondo de los recipientes de ensayo para eliminar 
los alimentos que no se hayan consumido y la materia fecal. 

1.8.2.4. Ibmtinaci6n y tmrpemtum 

El fotopetíodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (ap&rdice 1). 

1.8.3. CorBcentraciones & cMay 

Normalmente se necesitan cinco concentmciones de sustancia de ensayo, sea cual sea el diseño del mismo 
(véase el punto 1.72). Para seleccionar las concentraciones apropiadas es útil conocer previamente la toxicidad 
de la sustancia de ensayo (por ejemplo, gracias a un ensayo de toxicidad aguda o un estudio de determinación 
de gamas). El empleo de menos de cinco concentraciones debe justificarse. Las sustancias no deben someterse 
a ensayo en concentraciones superiores a su límite de solubilidad en el agua. 
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Si SC empiea un agente de disoiución para facilitar la preparación de la solución madre, su concentración final 
ha de ser preferiblemente la misma en todos los recipientes de ensayo y río debe superar 0.1 ml/l (véase eI 
punto 1.6.3). No obstante, dehe evitarse en la medida de lo posible el empleo de tales agentes. 

1.8.4. Controles 

El número de recipientes & control con agua de diluci6n dependerA del diSea0 del ensayo (v&nse los puntos 
1.7 a 1.7.2). Si se emplea un agente de disoluci611, se realiza15 la misma cantidad de controles con agua de 
dilución que con agente de disolución. 

1.85. Frealetlcia & los MU y me&iones 

fas concentraciones de la sustancia de ensayo deben determinarse peri6dicamente durante el mismo (véase 
más adelante). 

En los ensayos dinámicos, debe comprobarse periódicamente, a ser posible todos los días, los flujos de dilu- 
yente y de solución madre de sustancia t6xica Dichos flujos no deberían variar en más del 10 % a lo largo del 
ensayo. Cuando la concentracián de la sustancia deba permanecer entre el * 20 % de la coaantrac$n nominal 
(es decir, en el intervalo del 80 a 120 %; vkan~e los puntos 1.6.2 y l-6.3), se recomienda analiur, como 
mínimo, la concentración de ensayo más baja y la más alta al principio del ensayo y, a continua&n, una vez 
por semana. En los ensayos en que no quepa esperar que la concentrac& de sustancia de ensayo permanezca 
en un intervalo de * 20 % de la concentración nominal (con arreglo a los datos de estabilidad de la sustancia). 
es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo, pero según el mismo régimen. 

En los ensayos semiestáticos (con renovación) en que la concentración de la sustancia debe permanecer entre 
el í 20 96 de la concentración nominal, se ncomienda analizar, como mínimo, la concentración de ensayo 
más baja y la más alta en cuanto se preparen y justo antes de renovar el medio al principio del estudio y, a 
continuación, una vez por semana. En lar ensayos en que no quepa esperar que la concentración de sustancia 
de ensayo permanezca en un intervalo de * 20 % de la concentración nominal, es preciso analizar todas las 
concentraciones de ensayo según el mismo régimen que el empleado coo las sustancias m&s estables. 

Se recomienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si las datos disponibles mues- 
tran que la concentración de la susta&a de ensayo en la solución se ha mantenido debidamente a lo largo de 
todo el ensayo en un intervalo de f 20 % de la concentración nominal o de la concentración medida al inicio, 
los resultados pueden fundarse en las concentraciones nominales o en las medidas. 

En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con uo filtro de poros de 0,45pm) o centrifugar las 
muestras. Aunque la centrifugación es el método recomendado, si el medio de ensayo no se absorbe en los fil- 
tros, tambikn puede emplearse la fdtraci6n. 

Durante ei eway= dehe medirse en todos 1~ recipientes de ensayo el oxígeno disuelto, el pH y la temperatura. 
En los controles y en un uoo de los recipientes con la concentracibn mas alta se medi& la durul total, la 
alcalinidad y la salinidad, si procede. El oxígeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medirán como 
mínimo tres veces: al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiest&ticos se recomienda 
medir el oxígeno disuelto más a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovaci6n del agua o al 
menos una vez por semana. El pH ha de medirse al principio y al final de cada período de renovación del 
agua en los ensayos semiestiticos y al manos una vez por semana en los dinámicos. IA dureza y la alcalinidad 
se medirán una vez en cada ensayo. ea temperatura debería someterse a control continuo al menos en un reci- 
piente de ensayo. 

1.8.6. obsemliiones 

Peso: al final del -yo deben pesarse en húmedo (secados coo material absorbente) todos los peces vivos, co 
grupos por recipiente de ensayo o individualmente. Es preferible pesar los animales por recipiente. pues el 
pesaje individual requiere marcar todw los paces. Si se determina la tasa de crecimiento específico de cada pez 
(pesaje individual), se optarA por una técnica de manado que no perturbe a los animales (en lugar del criomar- 
cado puede emplearse, por ejemplo, hilo fino de pescar de colores). 

Deben examinarse los peces todos los días durante el ensayo y registrarse toda anomalía externa (hemorragias, 
despigmentación, etc.) y todo comp+amiento anómalo. Se tomará nota de todas las muertes y se retirarán 
los peces muertos lo antes posible. Estos no se sustituirán, ya que la tasa de carga y la densidad de población 
son suficientemente elevadas para evitar que la variación del número de peces en un recipiente afecte al creci- 
miento. Sin embargo, debex4 adaptarse la ración alimentaria. 
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RESULTADOS E INFORME 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Es aconsejable que participe un estadístico tanto en el diseiko como en el a&iis del ensayo, pues el presente 
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental. por ejemplo, en cuanto al 
número de recipientes y de concentraciones de ensayo, el número de peces, etc. Debido a las diversas posibili- 
dades en el diseño del ensayo, no se proporcionan aquí directrices concretas sobre los métodos estadísticos. 

No es preciso calcular la tasa de crecimiento en los rkipientes de ensayo en los que la mortalidad es superior 
al 10 %, si bien debe indicarse la tasa de mortalidad a todas las concentraciones de ensayo. 

Con independencia del método empleado para analizar los datos, el concepto central es la tasa de crecimiento 
específico r entre el momento tt y el momento tI, que puede deftnirse de varias formas según si los peces se 
han marcado individualmente o no o si se necesita una media por recipiente. 

rr = logcwz - logrm x 100 
h - h 

-- 
r2 = logcw - logm 

x 100 
t1 -t1 

r3 = &!cwz - ~ogm x 100 
t1 - t1 

donde: 

rl = tasa de crecimiento específico de cada pez, 

r2 = tasa de crecimiento específico medio por recipiente, 

f3 = tasa de crecimiento pseudoespecifico, 

W1* w2 = peso de un pez determinado en los momentos tl y tz, respectivamente, 

1% Wl = logaritmo del peso de un pez determinado al inicio del período de estudio, 

b& w2 = logaritmo del peso de un pez determinado al final del período de estudio, 

log, wt = media de los logaritmos de los valores íy1 de los peces del recipiente al inicio del periodo de estu- 
dio, 

1% w2 = media de los logaritmos de los valores wz de los peces del recipiente al final del período de estu- 
dio, 

h* tz = tiempo (días) inicial y fin del período de estudio. 

rlr rz, r3 pueden calcularse para el petíodo comprendido entre el día 0 y el día 28 y, si procede (es decir, si se 
han realizado mediciones el día 14), para los períodos entre los días 0 y 14, y 14 y 28. 

2.1.1. Análiiis de los resultados por regresión (mohlhación coaceWraci6n-respueatasta) 

Este m&odo de arAisis establece una relaci6n matemática adecuada entre la tasa de crecimiento especifico y la 
concentración, lo cual permite calcular la *EC,, l es decir, todo valor de EC necesario. Con este método no es 
preciso calcular T para cada pez (rl) y el análisis puede basarse entonces en el valor medio de r para el reci- 
piente (rJ. Es preferible este último método y, además, resulta más adecuado si se utilizan especies más 
pequeñas. 

Con el fin de estudiar la relación concentración-respuesta, debe hacerse una representación gráfka de las tasas 
de crecimiento específico medio por recipiente (r$ en funcion de la concentración. 
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Para exprew la re!adón entre r2 y k concentración, debe elegirse un modelo adecuado y justificarse la elec- 
ción mediante un razonamiento pertinente. 

Si el número de peces que sobreviven varía de un recipiente a otro, debe ponderarse el proceso de ajuste del 
modelo para tener en cuenta el tamaBo desigual de los gmpos. 

El método de ajuste del modelo debe permitir estimar, por ejemplo, la ECI0 y deducir su dispersión (error 
típico o intervalo de confianza). U gráfico del modelo ajustado debe figurar junto a los datos para poder valo- 
rar la adecuación del ajuste del modelo (9) (I 9) (20) (21). 

2.1.2. Anliliris de los resuhados para cakular b LOEC 

Si en el ensayo se han utilizado series en paralelo para todas las concentraciones, la estimación de la LOEC 
podría basarse en el antisis de la varianza (ANOVA) de la tasa de crecimiento específico medio de cada reci- 
piente (véase el punto 2.1), seguido & un método adecuado [por ejemplo, el de Dunnett o de Williams (13) 
(14) (15) (22)] para comparar la media r a cada concentración con la media r de los controles con el fin de 
determinar la concentración mínima a la que dicha diferencia es significativa para p = 0,05. Si las hipótesis 
necesarias relativas a los métodos param&ricos no se cumplen -distribución no normai (por ejemplo, prueba 
de Shapiro-Wilk) o varianza heterog&a (prueba de Bartlett)-, deberá estudiarse la posibilidad de transformar 
los datos para homogeneizar las varianzas antes de efectuar el an&is de la varianza (ANOVA) o el análisis 
ponderado de la varianza (ANOVA). 

Si en el ensayo no se han utilizado series en paralelo para tcdas las concentraciones, el a&sii & la varianza 
(ANOVA) basado en los nxipientes resultará insensible o imposible. En ese caso, puede considerarx aceptable 
basar el análisis de la varianza (ANOVA) en la tasa de crecimiento pseudoespecifco r3 de cada pez. 

A continuación puede compararse la media r, para cada concentracibn de ensayo con la medii r, de los con- 
troles. tras lo cual puede determinarse la LOEC como anteriormente. Debe admitirse que este mhodo no tiene 
cuenta en absoluto la variabilidad entre recipientes, al margen & la imputable a la variabilidad entre los peces. 
Sin embargo, la experiencia ha puesto de manifiesto (9) que la vafiabilidad entre recipientes es muy escasa en 
relación con la variabilidad dentro de un mismo recipiente (es decir, entre los peces). Si el anJ.lisis no incluye 
los datos relativos a cada pez, debed indicarse el método de identificación de los valores atípicos y justificarse 
su utilización. 

2.2. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Los resultados deben interpretarse con prudencia si las concentraciones medidas de las sustancias tóxicas en 
las soluciones de ensayo se aproximan a los límites de detección del mhxlo de análisis o. en los ensayos semi- 
estáticos, si la concentración de sustancia de ensayo disminuye entre el momento en que se prepara la solu- 
ción y el momento previo a la renovación. 

2.3. INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 

2.3.1. stlstaocia de ensayo: 

- naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes, 

- identificación química, incluida la pureza y el método de análisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si 
procede. 

2.3.2. Especie sometida a ensayos 

- denominación científica, 

- cepa tamaa0, proveedor, tratamientos previos, etc. 

2.3.3. Comkiooes de ensayo: 

- método empleado (por ejemplo, semiestático/renovación o dinámico, carga, densidad de población, etc.), 

- dise60 del ensayo (por ejemplo, número de recipientes de ensayo, de concentraciones de ensayo y de reci- 
pientes en paralelo, número de peces por recipiente), 
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-- método de preparatión de las soluciones madre y frecuencia de renovacion (en stt caso, se especifiw&t el 
agente de disolución empie& y su concentración), 

- concentraciones nominales de ensayo, medias de los valores determinados analíticamente en los recipien- 
tes de ensayo, desviaciones estándar de éstos, método de obtención y datos que muestren que las medicio- 
nes se refieren a las concentraciones de la sustancia de ensayo en disolución verdadera, 

- características del agua de dilución: pH, dureza, alcalinidad, temperatura, concentración de oxígeno 
disuelto, contenido de cloro residual (si se ha medido), carbono org&tico total, solidos en suspensión. sali- 
nidad del medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medicián realizada, 

- calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentración de oxigeno 
disuelto, 

- información detallada de la alimentación (por ejemplo, tipo de alimento o alimentos, procedencia, canti- 
dad proporcionada y frecuencia). 

2.3.4. Rcsllltodos 

- datos que demuestren que los controles cumplen los criterios de validez relativos a la supervivencia y 
datos de la mortalidad observada en todas las concentraciones de ensayo, 

- técnicas de analisis estadístico aplicadas, estadísticas basadas en las series en paralelo o en los peces, trata- 
miento de los datos y justifiwi6n de los métodos empleados, 

- cuadros que recojan el peso individual y medio de los peces los días 0, 14 (si se han pesado) y 28. valores 
de las medias por recipiente o tasas de crecimiento pseudoespecífìco (si procede) correspondientes a los 
períodos de 0 a 28 días o, en su caso, de 0 a 14 y de 14 a 28, 

- resultados del análisis estadístico [análisis de regresión o anaisis de la varianza (ANOVA)], preferiblemente 
en forma de cuadro y de g&co, LOEC Q = 0,OS) y NOEC o EC, con sus errores típicos, si es posible, 

- incidencia de toda reacción anómala de los peces y de todo efecto visible producido por la sustancia de 
ensayo. 
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APhDICE 2 

107 

ALGUNAS CARA~SI’ICAS QUfMlCAS DE UN AGUA DE DILUCIbN ACEFMBLE 

Materia en suspensión 

Carbono oqánico total 

c 20 mgll 

< 2 mgll 

Amoniaco no ionizado < 1 nll 

Cloro residual < 10 pg8/1 

Plaguicidas org~ofOsfOrad0s totales 

Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados 

c SO ng/l 

< 50 ng/l 

Cloro orgánico total l c 25 ng/l 
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APÉNDICE 3 

SERIES LOGARíTMICAS DE CON CENTRACIONES VÁLIDAS PARA UN ENSAYO DE TOXICIDAD (10) 

Columna (Número de concentraciones entre 100 y 10, o entre 10 y 1) (*) 

1.0 1,9 32 

1.4 2.4 

1.0 1.8 

1,3 

LO 

C) Puede sekcciorwe una serie de cinco (o mis) car~emracione~ sucesivas en una cthuna. Los puntos medios entre las concenuacic~ 
nes de la columna (r) se enamntran en la columna (2.x + 1). Los vahes recogidos pueden representar concatracioncs expresadas 
como porcentaje ea volumen o en pesa (mgfl o pg/r). Los valores pueden mukipliplicarse o dividirse por Ia potenda de 10 adecuada. 
Puede eqdase IS primers cohunna si el grado de toxicidad es muy incierto. 
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C.15. ENSAYO DE TOXICIDAD A CORTO PLAZO EN EMBRIONES DE PEZ Y ALEVW 

109 

1. MÉTODO 

El presente método de ensayo de toxicidad a corto plazo reproduce las directrices del documento OCDE TC 
212 (1998). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El presente ensayo de toxicidad a corto plazo en embriones de pez y alevines abarca la exposición del animal 
desde la fase de huevo recién fecundado basta el final de la fase de alevín. No se proporciona alimento alguno 
a embriones y alevines durante el ensayo, que debe+ por tanto, concluir cuando los alevines sigan nutriéndose 
de la vesícula vitelina. 

El presente ensayo tiene por objeto determinar las efectos letales y, en menor medida, abletales de sustancias 
químicas en fases coacretas de la vida de las especies sometidas al mismo. Proporciona información útil, pues 
puede: a) constituir un nexo entre los ensayos letales y subletalw b) servir de ensayo de detecdk de cara a 
un ensayo completo en las primeras fases de la vida o a los ensayos de toxicidad crónica, y c) emplearse para 
estudiar especies en relación con las cuales las tkcnicas de cría no estén suficientemente avanzadas para abar- 
car et período de transición de la alimentación endógena a la ex6gena. 

Cabe seMar que los ensayos que abarcan todas las fases de la vida de los pece-s son los únicos que suelen per- 
mitir una estimación precisa de la toxicidad crónica de las sustancias químicas en estos animales y que, si se 
limita la exposkión de manera que no cubra una u otra fase de la vida, puede perdeme sensibilidad y, por 
tanto, subestimarse la toxicidad crónica. Por consiguiente, el ensayo en embriones y alevines resultad menos 
sensible que un ensayo completo en las primeras fases de la vida, sobre todo si se trata de sustancias muy Sp6 
filas (log plnv > 4) o sustancias que parea0 una forma de actuación t6xica particular. Cabe esperar, no obstante, 
que la diferencia de sensibilidad entre los dos ensayos sea menor con las sustancias de acción narcótica no 
espeáflc3 (1). 

Hasta la publicación del presente ensayo, el ensayo con embriones y alevines se ha llevado a cabo principal- 
mente con ei pez de agua dulce Drutio tio Hamilton-Buchanan (teleósteos, ciprínidos, nombre común: pez 
cebra); de ahí que en el apkdice 1 figuren indicaciones detalladas para la realización del mismo con esa espe- 
cie, si bien pueden emplearse otras con las que se disponga de experiencia (cuadros 1A y 16). 

1.2. DEFINICIONES 

Concentración mínima con efecto observado (LOEC): concentración más baja de sustancia de ensayo con 
la que se obsesa un efecto significativo @ara p< 0,05) en comparacih con el control. AdemAs, todas las con- 
centraciones de ensayo superiores a la LOEC han de provocar un efecto nocivo superior o igual al que se 
observa con dicha concentración. 

Ctmcentrsción @kimo) oin efecto obserr3do (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente infefior 
a la LOEC. 

1.3. PRINCIPIO DEL ENSAYO 

sz exponen los embriones de pez y los alevines a una gama de concentraciones de la sustancia & ensayo 
disuelta en agua. El protocolo permite elegir entre un procedimiento semiestático o dinómico. segGn la narura- 
leza de la sustancia de ensayo. El ensayo comienza cuando se colocan los huevos fecundados en las nxipientes 
de ensayo y finaliza justo ames de que la vesícula vitelina de cualquiera de las larvas de cualquiera de los reci- 
pientes sea reabsorbida por completo o antes de que 10s animales del lote de control empiecen a morir de ina- 
nición. Los efectos letales y subletaies se evalúan y comparan con los valores del control con el fin de detemi- 
nar la concentración mínima con efecto observado y, de ahí, la concentración mtima sin efecto observado. 
LOS efectos también pueden analizarse mediante un modelo de regresibn a fin de calcular la concentraci6n que 
provocaría un porcentaje de efecto determinado (CL/EC, donde x es un porcentaje de efecto definido). 

1.4. INFORMACIÓN RELARVA A LA SUSTANCIA DE ENSAYO 

Debe disponerse de los resultados de un ensayo de toxicidad aguda (véase el metodo C.1) efectuado preferible- 
mente con la especie objeto del presente ensayo, ya que pueden resultar útiles para seleccionar una gama 
apropiada de concentraciones para el ensayo en las primeras fases de la vida. Debe conocerse La solubilidad en 
el agua {incluida la solubilidad en el agua del ensayo) y la presión de vapor de la sustancia de ensayo. fin cal- 
cular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un método analitico feble. cuyo 
límite de detección y precisión sean conocidos y figuren en el informe. 
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1.5. 

1.6. 

1.6.1. 

x.4.2. 

1.6.3. 

1.6.4. 

ILa información útil para establecer las condiciones de ensayo incluye la fórmula estructural de la sustancia de 
ensayo, su pureza, estabifidad a la luz, estabilidad en las condiciones de ensayo, pKa, P, y !os resultados de 
un ensayo de bicwiegmdabilidad fácil (vkase el mktodo C.4). 

VALIDEZ DEL ENSAYO 

Para que el ensayo sea Aido deben darse las condiciones siguientes: 

- la tasa global de supervivencia de los huevos fecundados en los lotes de control y, en su caso, en los re& 
pientes que sólo contengan disolvente ha de ser superior o igual a los límites establecidos en los apéndices 
2y 3, 

- la concentraci6n de oxígeno disuelto ha de situarse entre el 60 y el 100 % del valor de saturación en el 
aire a lo largo del ensayo, 

- en ningún momento del ensayo la temperatura del agua debe vadar en más de * 1,s T entre los recipien- 
tes de ensayo ni entre dos días sucesivos y debe mantenerse en las gamas establecidas para la especie 
sometida a ensayo (apéndices 2 y 3). 

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

Recipientes de ensayo 

Puede emplearse cualquier recipiente de cristal u otro material inerte químicamente, de dimensiones sufkientes 
para que se cumplan los criterios de carga (dase el punto 1.7.1.2). Se recomienda colocar las recipientes al 
azar en la zona donde se lleve a cabo el ensayo. Si en el laboratorio hay efkctos sistem&ko.s que pueden 
paliarse mediante el agrupamiento, es preferible colocar los recipientes según un esquema de agrupamiento 
aleatorizado (velando por que todos los tratamientos se apliquen en todos los grupos) que según un esquema 
completamente aleatorizado. En caso de que se agrupen los recipientes, debe tenerse pmnte en el an&s 
posterior de los datos. Los recipientes de ensayo han de protegerse de toda perturbaci6n indeseada. 

Seldndehespecie&peces 

Las especies de peces recomendadas figuran en el cuadro lA, aunque es posible emplear otras (cuadro IB), si 
bien entonces puede ser necesario adaptar el procedimiento para que las condiciones de ensayo sean adecua- 
das. En tal caso, deben justificarse la elección de la especie y el método experìmental. 

Manipulación de los peces rcpwhctofts 

Las diitrices de ensayo 210 de la OCDE (‘f y las referencias (2) (3) (4) (5) (6) de la bibliograt?a recogen indi- 
caciones detalladas sobre la manipulaci6n de peces reproductores en condiciones satisfacmrias. 

ManiptrlPQón & los embriones y bs larvas 

LOS embriones y las larvas pueden colocarse en receptkulos provistos de paredes o extremos de malla dentro 
del recipiente principal para permitir el flujo de la solución de ensayo. Puede prowcarse un flujo no turbu- 
lento a trav& de los pequeñas receptkulos suspendiúìdolos de un brazo que los desplace en sentido vertical, 
pero de manera que los organismos permanezcan siempre sumergidos. Puede emplearse, asimismo, un sistema 
de sif6n. Los huevos fecundados de salmónidos pueden depositarse en rejillas o mallas con apemras de 
dimensiones sukientes para que las larvas pasen a través después de la eclosión. En los ensayos semieJtát¡cos 
con renovación diaria y completa del medio, conviene utilizar pipetas Pasteur pan la toma de embriones y lar- 
vas (véase el punto I-6.6). 

Si se utilizan cubetas, rejillas o mallas para mantener los huevos en el recipiente principal de ensayo, deben 
retirarse despu& de la eclosión de las larvas (‘), pero deben conservarse las mallas que impidan que los peces 
se escapen Si es necesario trasladar las larvas, no deben exponerse al aire ni empkarse redes para sacar a los 
peces de los recipientes que contengan los huevos (con algunas especies menos fr&iles, como la carpa, estas 
precauciones pueden resultar superfluas). El momento de dicho traslado varia según la especie y no siempre es 
necesaxio. En los ensayos semie&icos. pueden emplearse vasos de laboratorio o recipientes poco profundas y 
provistos, en su caso, de una rejilla a escasa distancia del fondo. Si el volumen de esos recipientes es suficiente 
para que se cumplan los requisitos de carga (vke el punto 1.7.1.2). no es preciso trasladar los embriones o 
larvas. 

(‘) OECD, Paris, 1992, Direark de ensayo 210, *Ensayo de toxicidad en las primeras fases de k vida en pecesa. 
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puede utilizarse para el ensayo toda agua que se ajuste a las características químicas de un agua de dilucibn 
aceptable enumera& en el apéndice 4 y en la que la especie sometida a ensayo muestre una tasa de supervi- 
vencia en el lote de control al menos igual que la recogida en los apM¡ces 2 y 3. Su calidad ha de ser cons- 
tante a todo lo largo del ensayo. La variación del pH debe permanecer en un intervalo de l 0,5 unidades. 
Deben tomarse muestras periódicamente para analisis con el fin de cerciorarse de que el agua de diluci6n no 
interfiere en los resuhados del ensayo (por ejemplo, por complejación de la sustancia de emayo) ni altera el 
comptamiento de los peces reproductores. Cuando se sepa que un agua de dilución es de caiidad relativa- 
mente constante, conviene proceder, por ejemplo, cada tres meses, a la determinación de los metales pesados 
(por ejemplo, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd y Ni), aniones y cationes principales (por ejemplo, Ca, Mg, Na, K, Cl y SO& 
plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totales y organoclorados totales), carbono org&tico total y s6hdos 
en suspensi6n. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menas durante un aíío, los análisis pue- 
den ser menos frecuentes y espaciarse m& (por ejemplo, cada seis meses). 

1.6.6. sohlciaalcs de ulsqv 

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilución de la solución madre. 

La solución madre se prepara preferíílemente por simple mezcla o agitación mecanica de la sustancia de 
ensayo en el agua de diki6n (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). pueden emplurse columnas 
de saturación (columnas de solubilidad) para lograr la concentrar& adecuada de solución madm Debe evi- 
tarse, en la medida de lo posble, el uso de disolventes o dispersanta (agentes de disolución)! sin embuga, en 
algunos casos pueden ser necesarios para obtener una solución madrr a la concentraci6n desea& PM& 
entonces utilizarse como disolvente acetona, etanol, metanol, dimetilformamida o trietilenglicol, y como dis- 
persante Cremophor RI-MO, Tween 80, metilcelulosa al 0.01% o HCO-40. Deben tomarse precauciones si se 
emplean agentes fácilmente biodegradables (como la acetona) y/o muy vokiks, pues Cstos pueden dar tugar a 
una proliferación bacteriaoa en los ensayos didmicos. Si se emplea un agente de diaoluci6t1, no debe actuar 
de forma signikativa s&re la superviw&i ni producir efectos nocivos visibles en las primeras fases de la 
vida, lo cual ha de demos~mrse en un lore de contml que 40 contenga disolvente. No obstante, debe hacerse 
todo lo posible por evitar el uso de dichas sustancias. 

En el caso de los ensayos semiest&icos, pueden aplicarse dos métodos distintos de renovación: o bien se pre- 
paran sustancias de ensayo nuevas en recipientes limpios y se ttansfieren cuidadosamente los huevos y larvas 
supervivientes en un pequei volumen de la soluci6n antigua, evitando exponeíios al aire, o bien se dejan los 
organismos sometidos a ensayo en su recipiente y se cambian al menos las tres cuartas partes del agua de 
ensayo. La frecuencia de renovaci6n del medio depender6 de la estabilidad de la sustancia de ensayo, si bien se 
recomienda renovarlo todos los dks. Si los ensayos preliminares de estabilidad (víase el punto 1.4) ponen de 
manifiesto que la concentrac& de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, queda fuen del intervalo del 
80 al 120 % de la concentmtión nominal o cae por debajo del 80 % de la concentraci6n medida al inicio) 
entre dos renovaciones, debe plantearse la realización de un ensayo dimimico. En cualquier caso, debe velarse 
por evitar toda agresión a las larvas durante la renovacibn del agua- 

Para los ensayos diiámicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la soluci6n madre de la 
sustancia de ensayo (por ejemplo, bomba dosificadora, <l-~+ttc? proporcional o sisterw WW&X) para ditri- 
buir una serie de concentraciones en los recipientes de ensayo. Los regfmenes de flujo de las soluciones madre 
y del agua de díluci6n deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los días, y no debería variar 
en más del 10 % a lo largo del ensayo. Se considera adecuado un rkgimen de flujo equivalente al menos a 
cinco veces el volumen del recipiente de ensayo cada 24 horas (2). 

1.7. PROCEDIMIENTO 

Se ha publicado información útil sobre la realizaci6n de los ensayos de toxicidad en embriones de pu y alevi- 
nes. ea bibliografía del presente texto recoge algunos ejemplos (7) (8) (9) de tales publicaciones. 

1.7.1. condiciol.les & exposiciórI 

1.7.1.1. Duración 

Conviene iniciar el ensayo en los 30 minutos siguientes a la fecundación de los huevos. Los embriones se 
sumergen en la solución de ensayo antes o después (pero lo antes posible) de que comience la fase de división 
del blastodisco y, en cualquier caso, antes de que empiece la fase de g&rula. Si los huevos proceden de un 
proveedor comercial, puede resultar imposible iniciar el ensayo inmediatamente des@ de la fecundación. 
Dado que un retraso en el inicio del ensayo puede afectar seriamente a la sensibilidad del mismo, debená ini- 
ciarse en las 8 horas siguientes a la fecundación. Puesto que no se proporciona alimento a las lawas durante 
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el período de exposición, d ensayo debe finalizar justo antes de que se haya reabsorbido por completo la ve&- 
cula vitelina de una cualquiera de las larvas de cualquiera de los recipkxes de ensayo o antes de que haya 
muertes por inanición en los lotes de control. La duración del ensayo dependerá de la especie ut&ada. Los 
apéndices 2 y 3 recogen recomendaciones al respecto. 

1.7.1.2. Cq 

El número de huevos fecundados al principio del ensayo ha de ser suficiente pam responder a las necesidades 
estadísticas. Se reparten al azar entre los distintos tratamientos y se coloca un mínimo de 30 huevos fecunda- 
dos, repartidos equitativamente (o lo más equitativamente posible, ya que con algunas especies es d$ícil obte- 
ner lotes iguales) entre, al menos, tres recipientes de ensayo en paralelo por cada concentración. La tasa de 
carga (biomasa por volumen de ensayo de solución) debe ser suficientemente baja para poder mantener ti 
aireaci6n una concentración mínima de oxígeno disuelto del 60 % del valor de saturación en el aire. En los 
ensayos dinámicas, se recomienda una tasa de carga que no supere 0,5 gfl en 24 horas ni S g/l de solución en 
cualquier momento (2). 

1.7.1.3. Ihunitidny tempemtuna 

El fotoperíodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (apkndices 2 y 3). ~aa 
vigilar la kmperatura puede ser conveniente emplear un recipiente de ensayo adicional. 

1.7.2. concaltríKioncs de ensayo 

Normalmente se necesitan cinco concentmciones de sustancia de ensayo espaciadas por un factor constante 
que no supere 3,2. Para selecáonar la gama de concentraciones de ensayo debe tenerse presente la cuwa 
cL,,/período de exposición del estudio de toxicidad aguda En algunos casos puede estar indicado utiliir 
menos de cinco concentraciones, por ejemplo, en los ensayos límite, y un intervalo rn6.s pequeao entre con- 
centraciones. El empleo de mmos de cinco concentraciones debe justificarse. No es preciso someter a ensayo 
concentraciones superiores a ka CLS tras 96 horas, o a 100 mg/1, si ésta concentración es inferior a dicha 
Cl+,. Las sustancias no deben someterse a ensayo en concentraciones superiores a su lfmite de solubilidad en 
el agua de ensayo. 

si se emplea un agente de disolución para facilitar la preparación de las soluciones de ensayo (véase el punto 
1.6.6), su concentración final ha de ser la misma en todos los recipientes de ensayo y no debe superar 
0.1 nql. 

1.7.3. controks 

Paralelamente a las series tratadas con la sustancia de ensayo, debe hacerse un lote & control con agua & 
dilución (en tantos ejemplares como sea necesario) y, si procede, otro control con agente de disolución (en 
tantos ejemplares como sea nea3ario). 

US concentmtiwxs de la sustancia de ensay 4eben determinaw peritiicameate durante el mismo. 

un IOS ensayas semiestáticas en que la concentrac& de la sustancia debe permanecer entre el * 20 % de Ia 
concentración nominal (es decir, en el intervalo del 80 al 120 %; &anse los puntos 1.4 y l-6.6), se recomienda 
analizar. como mínimo, la concentracibn de ensayo más baja y la más alta en cuanto se prepann y justo antes 
de renovar ei medio, al menos en tres ocasiones regularmente espaciadas a lo largo del ensayo (los an&is 
deben practicame en muestras de la misma solución, tomadas justo despu& de su preparacihn y en el 
momento de la renovación). 

En los ensayos en que no quepa esperar que la concentración de sustancia de ensayo permanezca en un inter- 
valo de * 20 % de la concentración nominal (con arreglo a los datos de estabilidad de la sustancia), es preciso 
analizar todas las concentraciones de ensayo cuando se acaben & prepaar y en el momento de la re.nova&n, 
pero según el mismo régimen, es decir, al menos tres veces regularmente espaciadas a lo largo del ensayo. ES 
suficiente con determinar las concentracmnes de la susta&a de ensayo antes de la renovaci6n de-l medio en 
un solo recipiente por concentración. Las determinaciones no han & espaciarse más de siete días. sz reco- 
mienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si los datos disponibles muestran 
que la concentración de la sustancia de ensayo en la solución se ha mantenido debidamente a lo largo de todo 
el ensayo en un intervalo de * 20 % de la concentracián nominal o de la concentración medida al inicio, los 
resultados pueden túndarse en éstas. 

En los ensayos dinámicos, conviene aplicar un régimen de muesweo similar al descrito para los ensayos semi- 
estiticos (si bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). No obstante, si 
el ensayo dura más de siete días, puede ser oportuno incrementar el número de tomas de muestas durante la 
primera semana (por ejemplo, tres series de medidas) para cerciorarse de que las concentraciones de ensayo 
pemwecen estables. 
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En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con un filtro de poros de 0.45 prn) o centrifugar 
las muestras, pero, c(nn~ ni la filtraci6n ni la centrifugación permiten siempre separar l.+ fracción no biodisp- 
nible de la sustancia de ensayo de su fracción biodisponible, no es indispensable efectuarlas. 

Durante el ensayo debe medirse en todos los recipientes de ensayo el oxígeno disuelto, el pH y la temperatura. 
En los controles y en un uno de los recipientes con la concentración más aha se medid la dureza tota1 y la 
salinidad, si procede. El oxígeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medián como mínimo tres veces: 
al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiestiticos se recomienda medir el oxígeno 
disuelto más a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovaci6n del agua o al menos una vez por 
semana. El pH ha de medirse al principio y al final & cada período de renovación del agua en los ensayos 
semiestáticos y al menos una vez por semana en los dinámicos. La dureza se medir6 una vez en cada ensayo. 
ea temperatuza debería medirse todos los días y lo ideal sería un control continuo aI menos en un recipiente 
de ensayo. 

1.7.5. olsscndonca 

1.7.5.1. Fase de desarmo embrionario 

AI principio de la exposición a la sustancia de ensayo debe comprobarse con tanta precisión como sea posible 
la fase embrionaria (gástrula) en una muestra representativa & huevos debidamente conservados y limpiados. 
Puede asimismo consultarse la bibkgrafía,.que recoge descripáones e ilustraciones de las fases embrionarias 
(2) (9 (10) (11). 

1.7.5.2. Ecfnsióny supervkka 

AI menos una vez al día deben observarse y contarse las eclosiones y los supervivientes. puede ser conveniente 
efectuar observaciones mAs frecuentes al principio del ensayo (por ejemplo, cada 30 minutos durante las tres 
primeras horas), pues en algunos casos el tiempo de supervívencia puede ser mzís significativo que sólo el 
número de muertes (por ejemplo, si se producen efectos tóxicos agudos). Las larvas y embriones muertos 
deben retirarse en cuanto se localicen, ya que pueden descomponerse rápidamente. Dicha retirada ha de 
hacerse con sumo cuidado para no tocar ni dañar físicamente los huevos y lawas adyacentes, pues son extre- 
madamente &licados y sensibles. Los criterios para considerar que un organismo está muerto varían según la 
fase del desarrollo: 

- huevos: sobre todo en la fase m&s temprana, diminución acusada de translucidez y cambio de la colora- 
ción debido a la coagulaci6n y/o precipitación de proteínas, que les dan un aspecto blanco opaco, 

- cmbrioncs ausencia de movimientos corporales y/o ausencia de latido cardíaco y/o decoloración opaca 
en las especies cuyos embriones son trans1úcída normalmente, 

- larvas inmovilidad y/o ausencia de movimiento respiratorio y/o ausencia de latido cardíaco y/o colora- 
ci6n blanca opaca del sistema nervioso central y/o ausencia de reacci6n a los estímulos mecánicos. 

1.7.5.3. Aspecto alhalo 

El mímew de larvas que presenten anomalías coxporaks y/o pigmentarias, así como Ia fase de reabsorción de 
la vesícula vitelina deben registrarse a intervalos adecuados con arreglo a la duración del ensayo y la naturaleza 
de la anomalía observada. Cabe seaalar que la aparicidn de larvas y embriones anómalos ocurre en condicio- 
nes normales y que su proporcibn puede alcanzar varias unidades por cada cien en bs controles de algunas 
especies. Los animales que presenten anomalías s610 deben retirarse de los reápimtes de ensayo cuando l stbr 
muertos. 

1.7.5.4. ComportaMcnto anchala 

Las anomalías como la hiperwntilación. natación descoordinada o inactividad atfpica deben registrarse a inta- 
valos adecuados según la duración del ensayo. Pese a ser difíciles de cuantificar, estos efectos pueden contti- 
buii a interpretar los datos de mortalidad proporcionando información sobre el modo de actuación tóxica de 
la sustancia. 

1.7.5.5. Longitud 

Se recomienda medir la longitud de cada sujeto al final del ensayo utilizando la longitud estándar, la longitud 
a la horquilla o la longitud totaL Si se observa una descomposición de la aleta cauda¡ o un desgaste de las ale- 
tas, debe emplearse la longitud estándar. Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente 
de variación de la longitud entre los distintos recipientes de los contmles ha de ser sz 20 46. 
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1.7.5.6. Peso 

Puede pesarse cada sujeto al final del ensayo: el peso seco (24 horas a 60 “C) es preferible al peso húmedo (se- 
cados con material absorbente). Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente de varia- 
ción del peso entre los distintos recipientes de los controles ha de ser 4 20 %. 

Gracias a las observaciones antetiores, se obtienen algunos o todos los datos siguientes para el análisis estadís- 
tico: 

- mortalidad acumulativa, 

- número de larvas sanas al final del ensayo, 

- momento en que empieza y acaba la eclosión (90 % de eclosiones en cada recipiente en paralelo), 

- número de larvas que eclosionan cada día, 

- longitud (y peso) de 10s animales supervivientes al final del ensayo, 

- número de larvas con deformidades o aspecto anómalo, 

- número de larvas que presenten un comportamiento anómalo. 

2. RESULTADOS E INFORME 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Es aconsejable que participe un estadístico tanto en el disefío como en el an&sii del ensayo, pues el presente 
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental. por ejemplo, en cuanto al 
número de recipientes y de concentraciooes de ensayo, al mímero inicial de huevos fecundados y a los pará- 
metros medidos. Debido a las diversas posibilidades en el diseño del ensayo, OO se proporcionan aquí diitri- 
ces concretas sobre los métodos estadísticos. 

Si tienen que calcularse la LOEC y la NOEC, ser;i preciso analizar las variaciones en cada serie en paralelo 
mediante el análisis de la varianza (ANOVA) o las tablas de contingencia. El metodo de Dunnett puede resultar 
útil para realizar compaaciones múltiples entre los resultados obtenidos con cada concexttración y los de los 
controles (12) (13). Las referencias (14) y (15) de la bibliografía recogen otros ejemplos útiles. Debe calcularse 
y registrarse la magnitud del efecto detectable mediante el antisis de la varknza (ANOVA) u otros mhdos 
(es decir, la potencia del ensayo). Cabe se&lar que oo todas las ob smaciones rekionadas en ei punto 1.7.5.6 
se prestan al tratamiento estadhico por an&sii de Ia varianza (ANOVA). Así, por ejemplo, la mortalidad acu- 
mulativa y el número de larvas sanas al final de! ensayu puedti an&arse por mktodos de probita. 

Si pmcede calcular la CI y la EC,, una o varias curvas adecuadas, como puede ser la cuwa logística, de-ben 
ajustarse a los resultados pertinentes mediante un método estadístico como el de los mínimos cuadrados o los 
mínimos cuadrados no lineales. Las curvas deben parametrarse de manera que puedan estimarse directamente 
la CL y la EC, que interese y su error esttidar. Así se facilitarz! en gran medida el c&lcuio de los límites de coo- 
fianza en tomo a la CL y la EC, Salvo que haya razones de peso para preferir otros ninles de confianza, se 
seleccionarán límites del 95 % en ambas direcciones. Es preferible que el método de ajuste permita evaluar la 
significación de la falta de ajuste. Pueden emplearse métodos gráficos para ajustar las curvas. Todas las obser- 
vaciones enumeradas en el punto 1.756 se prestan al a&sk de regresión. 

2.2. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Los resultados deben interpretarse con prudencia cuando las concentraciones medidas de las sustancias tóxicas 
en las soluciones de ensayo se aproximen a los límites de detección dd métodc de análisis. Asimismo, los 
resultados relativos a concentraciones superiores a la solubilidad de la sustancia en el agua han de interpretarse 
con precauci60. 

2.3. INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 
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- naturaleza fisica y propiedades fisicoquímicas pertinentes, 

- identiftcación químim, incluida la puraa y el método de amilisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si 
procede. 

2.3.2. Eqtcie sometida a ensayo: 

- denominación científica, variedad, número de peces pareotales (es decir, número de hembras empleadas 
para obtener la cantidad de huevos necesarios para el ensayo), fuente y método de recogida de los huevos 
fecundados y manipulaciones poste&res. 

2.3.3. condiciits de ensaya 

- método empleado (por ejemplo, semiestático o dinámico, tiempo transcurtido entre la fecundación y el 
inicio del ensayo, carga, etc.), 

- fotoperíodo( 

- ditio del ensayo (por ejemplo, oúmao de recipientes de ensayo y número de recipientes en paralelo, 
número de embriones por recipiextte en paralelo), 

- método de preparación de las soluciones madre y frecuencia de renovacibn (en su caso, se especificar&n el 
agente de disolución empleado y su concentración), 

- concentraciones nominales de ensayo, valores medidos en los recipientes de ensayo, medias y desviaciones 
estándar de éstos y método de obtencibo; si la sustancia de ensayo es soluble en el agua a concentraciones 
inferiores a las de ensayo, debe demostrarse que las mediciones se refieren a las conceottaciooes de la sus- 
tancia de ensayo en disohrcib, 

- caractetísticas del agua de dihxión: pH, dureza, temperatura, coocentracióo de oxígeno disuelto, conte- 
nido de cloro residual (si se ha medido), carbono orgánico total, sólidos en suspensión, salinidad del 
medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medición realizada, 

- calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentración de oxígeno 
disuelto. 

- resultados de fos posibles estudios preliminares relativos a la estabilidad de la sustancia de ensayo, 

- datos que demuestren que los controles cumplen la norma general de aceptabilidad en materia de supervi- 
vencia de la especie sometida a ensayo (apéndices 2 y 3, 

- datos de la mortalidad y la supervivencia en las fases de embrión y de larva y tasas globales de mortalidad 
y supervivencia, 

- días transcurridos hasta la eclosión y número de eclosiones, 

- longitud $ peso), 

- incidencia y descripción de las anomalías morfológicas, en su caso, 

- incidencia y descripción de los efectos sobre el comportamiento. en su caso, 

- análisis estadístico y tratamiento de los datos, 

- en el caso de los ensayos sometidos al análisis de la varianza, la concentración mínima con efecto obser- 
vado (LOEC) para p = 0,05 y la concentraci6o máxima sin efecto observado (NOEC) para cada respuesta 
evaluada, así como una desaipcìón de los métodos estadísticos empleados y una indicación de la magni- 
tud del efecto que puede detectame. 

- en el caso de los ensayos analizados mediante t6cnica.s de regresión, la CL/EC, e intervalos de confianza, y 
un gráfico del modelo ajustado que se haya utilizado para su cálculo, 

- justificación de toda desviación respecto al presente método de ensayo, 
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CW~RO 1A: Especies de peces recomendadas para el ensayo 
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Agua dulce 

onmrfiyndurs mylirr 
Trucha arco iris (9) (16) 

Danio rerio 
Pez cebra (7) (17) (18) 

cyprnnrr UIpM 
Carpa común (8) (19) 

ol-yzb latipes 
Medalca (20) (21) 

CUADRO 18: Ejemplos de otras especies bien documentada que también han sido utilizadas 

carassius aaum 
Carpa dorada (8) 

Menidiapulmslrlac 
Pejerrey del AtlAntico Occidental 
(23) (24) (25) 

hpomis maanckus chip hmengus 
pez sol de agallas azules (8) Arenqw (24) (25) 

Gadus nwhm 
Bacalao (24) (2 5) 

Cyprinodonwkgatus 
Petota (23) (24) (25) 
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APÉNDICE 1 

DIRECTRICES SOBRE LA REALlZACl6N DE UN ENSAYO DE TOXICIDAD EN EMBRIONES Y ALEVINES DE 
PEZ CEBM (BRAcHYDANro RERIO) 

INTRODUCCIÓN 

El pez cebra es originario de la costa de Coromandel en la India, donde vive en ríos de corriente rápida. Es una especie 
común de acuario, que pertenece a la familia de las carpas. La informacion relativa a los metodos de crfa y los cuidados 
que requieren figuran en los manuales de referencia sobre Peces tropicales Laale ha estudiado su biologfa y su empleo 
en la investigación relacionada con la pesca (1). 

Este pez rara vea supera los 45 mm de longitud. Su cuerpo cilíndrico posee entre 7 y 9 rayas horizontales de color azul 
oscuro y plateado, que se prolongan hasta las aletas caudal y anal. El dorso es verde aceituna. Los machos son mb 
estrechos que las hembras, y éstas son más plateadas y presentan un abdomen mbs distendido, en particular antes del 
desove 

LOS peces adultos soportan grandes variaciones de temperatura, pH y dureza. Sin embargo, para obtener peces sanos 
que produzcan huevos de buena calidad debe mantenkrselos en condiciones óptimas. 

Durante el desove, el macho persigue a la hembra y le da golpes con la cabeza. Los huevos son fecundados apenas 
expulsados. Los huevos, que son transparentes y no adherentes, caen al fondo, donde pueden ser ingeridos por los 
padres. La luz influye en el desove. Si la luz de la makna es suficiente, los peces suelen desovar en las horas siguientes 
al amanecer. 

una hembra puede realizar desoves de varios centenares de huevos a intervalos de una semana. 

ESTADO DE LOS PECES PARENTALES. REPRODUCCIÓN Y PRIMERAS FASES DE LA VIDA 

Se selecciona un número adecuado de peces sanos y se mantienen en un agua apropiada (véase el apkndice 4, por ejem- 
plo) al menos durante dos semanas antes de la fecha prevista para cl d-ve. Los peces han de reproducirse al memx 
una vez antes de producir los huevos que vayan a emplearse en el ensayo. La densidad en este periodo no debe superar 
1 gramo de peces por litro. La renovación regular del agua y la utilizacibn de sistemas de purifrcacibn pueden dar lugar 
a densidades mayores. La temperatura en los acuarios debe mantenerse a 2 5 * 2 “C y debe proporcionarse a los peces 
un régimen alimentario variado, que puede consistir, por ejemplo, en alimentos deshidratados adecuados que se encuen- 
tran en e.l comercio, Artemia vivos recién eclosionados, quiron6midos, Dafni o gusanos blancos (Enquitmidos). 

A continuación se recogen dos métodos con los que se han obtenido en la practica camadas suficientes de huevas 
fecundados sanos + cara a la realización de un ensayo: 

9 se colocan 8 hembras y 16 machos en un acuario con 50 litros de agua de dilucion y protegido de la luz directa. 
Debe evitarse en la mayor medida posible perturbarlos al menos durante 48 horas. En la tarde del día anterior al 
inicio del ensayo se coloca en el fondo del acuario un soporte para el desove, formado por un bastidor (de plexiglis 
u otro material adecuado) de 5 a 7 cm de aho, con una red de malla gruesa (2-5 mm) en la parte superior y una 
red de malla fina (10-30 pm) en la parte inferior. Se atan a la malla gruesa del soporte vatios kboles & desove., 
consistentes en una cuerda de nailon sin retorcer. Se deja a los peces 12 horas en Ia oscuridad y, a continuación, se 
enciende una luz tenue para que empiece el desove. Entre 2 y 4 horas después de éste, se retira el soporte y se 
recogen los huevos. El soporte impide que los peces ingieran los huevos, al tiempo que facilita la recogida de éstos. 
Los peces deben haber desovado al menos una vez antes de recoger los huevos que vayan a emplcxse en el 
enSayo; 

ii) se mantienen de 5 a 10 peces machos y hembras en acuarios individuales durante un mínimo de dos semanas anta 
de la fecha prevista para el desove. Entre 5 y 10 días después, el abdomen de las hembras se distiende y sus papilas 
genitales se hacen visibles. Los machos no tienen papilas. El desove se kva a cabo en recipientes provistos de un 
falso fondo de malla (véase más arriba). El recipiente se llena con agua de dilución hasta una altun de 5 a 10 cm 
por encima de la malla. Se colocan una hembra y dos machos en el recipiente la víspera de la fecha prevista pan 
el desove. Se aumenta progresivamente la temperatura del agua hasta un grado por encima de la temperatura de 
aclimatación. Se apaga la IU y se evita en la mayor medida posible toda perturbacion de los peces. Por Ir manana, 
se enciende una luz tenue para que empiece el desove. Entre 2 y 4 horas más tarde, se retiran los peces y se RCO- 
gen los huevos. Si se necesitan más huevos de los que puede poner una hembra, pueden disponerse en paralelo los 
acuarios que sean necesarios. Si se registra la capacidad de reproducción de cada hembra antes del ensayo (volumen 
de la camada y calidad de los huevos), poddn seleccionarse para éste Las que tengan mayor capacidad rtproduc- 
tora. 
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Los huevos se trasladan a los recipientes de ensayo en tutos de vidrio, dc di&metro interno superior o igual a 4 mm y 
provistos de una pera de succión. El tmsvase de huevos debe realizarse con la menor cantidad de agua posible. Los hue- 
vos pesan más que el agua y caen fuera del tubo. Debe evitarse que los huevos (y las Larvas) esten en contacto con el 
aire. Se practica un examen microscópico de una o varias muestras del lote o lotes para cerciorarse de que no hay ano- 
malías en las primeras fases del desarrollo. No está pemitido desinfectar los huevos. 

La tasa de mortalidad de los huevos más elevada se da durante las 24 horas siguientes a la fecundacion. A menudo se 
observa durante ese período una tasa de mortalidad del 5 al 40 %. La degeneración de los huevos se debe a una fertili- 
zación tallida o a problemas en el desarrollo. AI parecer, la calidad de los huevos depende de la hembra, ya que algunas 
producen siempre huevos de buena calidad, mientras que otras no lo consiguen nunca Además, el ritmo de dewroilo 
y de eclosi6n varía de una camada a otra. La tasa de supervivencia de los huevos correctamente fecundados y de las lar- 
vas suele ser elevada, por Jo general superior al 90 %. A 25 OC, los huevos eclosionan entre 3 y 5 días después de la 
fecw&ción y la vesícula vitelina se reabsorbe unos 13 días despub de ésta 

Hisaoka y Battle han estudiado a fondo el desarrollo embrionario (2). La transparencia de los huevos y de las larvas 
eclosionadas permite seguir el desarrollo de los peces y detectar la presencia de malformaciones. Unas 4 horas despu& 
del desove ya pueden distinguirse los huevos fecundados de los no fecundados (3). Para ello, se colocan los huevos y las 
larvas en recipientes de ensayo pequenos y se estudian al microscopio. 

Las condiciones de ensayo aplicables a las primeras fases de la vida figuran en el ap6ndice 2. Los valores óptimos de pH 
y dureza del agua de dilución son de 7,8 y de 250 mg CaCO& respectivamente. 

CÁLCULOS Y ESTADÍSTLCAS 

Se propone un procedimiento en dos etapas. Bu primer lugar, se hace un an6liis estadístico de los datos relativos a la 
mortalidad, Las anomalías en el desarrollo y el momento de la eclosión. A continuación, se hace una evaluación estadfs- 
tica de la longitud corporal de los peces con las concentraciones a las que no se haya observado ningún efecto adverso 
sobre eaos tres parémetros. Se recomienda proceder aai porque las sustancias tóxicas pueden matar selectivamente a los 
peces más pequeítos, retrasar el momento de la eclosión e inducir malformaciones macroscopicas, lo cual puede sesgar 
las mediciones de longitud. Ademas de ello, la cantidad de peces por medir con cada tratamiento seá m&s o menos la 
misma, lo cual garantiza la validez del an&sis estadístico del ensayo. 

DETERMINACL6N DE LA CL*,, Y LA ECs, 

Se calcula el porcentaje de huevos y lanw supervivientes y se corrige en función de la mortalidad en ios cont&s 
mediante la fórmula de Abbatt (4): 

P= IOO- rgx LOO) 

P = porcentaje de supervivientes corregido, 

P = porcentaje de supervivientes observado en la concentraci6n de ensayo, 

C = porcentaje de supervivientes en los controles. 

Si es posible, la CL,,, se determina por un método apropiado aJ final del ensayo. 

Si se desea incluir las anomalías morfológicas en el tratamiento estadístico de la ECse. pueden encontrarse indicaciones 
aI respecto en el artículo de Stephan (5). 

ESTIMACIÓN DE LA LOEC Y LA NOEC 

Uno de los objetivos del ensayo con huevos y alevines es comparar los lotes sometidos a concentraciones positivas con 
los controles para determinar la LOEC, para lo cual habr-6 que emplear métodos de comparaciones múltiples (6) (7) (8) 
(9) (10). 

(1) Lade H.W. (1977) The Biology and Use of the Zebrafish (Bm&yckartio rerie) in Fisheries Research. A Ljterature 
Review. J. Fish BioJ. 10, 121-173. 

(2) Hisaoka KX. y Battle H-1. (1958). The Normal Development Stagea of the Zebraftsh Bmchydania IXI& 
(Hamilton-Buchanan) J. Morph., 102, pp 311. 
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(31 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 

(9) 

Nagel R (fYá6). Uatersuchungen zur Eipmduktion beim Zebrabärbling (Brachydartio ruie Hamilton-Buchanan). 
Joumsl of Appljd Ichthyology, 2, pp 173-l 81. 

Fiiney D-J. (1971). Probit Analysis, 3’ ed., Cambridge University Press, Gran BretaBa, pp l-333. 

Stephan CE. (1982). Increasing the UsefüJness of Acute Toxicity Tests. Aquatic Toxicology and Hazard 
Assessment: Fii Conference, ASTM SIP 766, J.G. Pearson, RB. Foster y W.E. Bishop, Eds., Ameritan Society for 
Testing and Materids. pp 69-81. 

Dunnett C.W. (1955). A Muhiple Comparisons Procedure for Comparing Seveml Treatments with a Control. J. 
Amer. statist. Assoc., 50, pp 1096-1121. 

Dunnett C.W. (1964) New Tables for Multiple Comparisons with a Control. Biometrics, 20, 482-491. 

Williams DA. (1971). A Test for Differences Between Treatment Means when Several Dose Levels are Compared 
with a Zero Dow Control. Biometrics, 27, pp 103-117. 

Williams DA. (í972). The Comparison of Severa1 Dose Leveh with a Zero Dose Control. Biometrics 28, pp 
519-531. 

(10) Sokal RR y RohJf F.J. (1981). Biometry, the Principies and Practice of Statistics in BioJogicaJ Research, W.H. 
Freeman and Co., San Francisco. 
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AFrnIcE 4 

Suplemento del BOE núm. 229 

ALGUNAS CARAcIERíszICAS QUfhCAS DE UN AGUA DE DILUQ6N ACEPTABLE 

tiusar& c-cioner 

Materia en pdcdas c 20 mg/1 

cubono orgánico total c 2 mg/1 

amoniaco no ionizado c 1 Nd1 

Cloro residual c 10 NsIl 

plaguicidas organofosforados tOtaleS < 50 ng/l 

plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados c so ng/l 

Cloro orgánico total < 25 ng/l 
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1. 

1.1. 

MÉTODO 

El presente ensayo de toxicidad aguda reproduce las directrices del documento OCDE TC 213 (1998). 

lNl-RODUCclóN 

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratorio disenado para determinar la toxicidad 
oral aguda de los productos fttosanitarios y otros productos químicos en abejas obreras adultas. 

Para determinar y evaluar las características táxicas de una sustancia puede ser preciso atudiar la toxicidad 
oral aguda en abejas, por ejemplo, cuando es probable que éstas queden expuestas a un producto químico 
determinado. El ensayo de toxicidad oral aguda se realiza para determinar la toxicidad inherente de los plagui- 
cidas y otras sustancias para las abejas. Sus resultados se emplean para saber si es necesario profundizar en la 
evaluación. En particular, el método puede emplearse en progmmas de evaluación del peligro de los plaguid- 
das para las abejas, basados en una progresion secuencial desde los ensayos de toxicidad en laboratorio hasta 
los experimentos de semicampo y de campo (1). Los plaguicidas pueden someterse a ensayo en forma de prin- 
cipios activos @.a) o de productos formulados. 

Debe emplearse UU tóxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisión del procedi- 
miento de ensayo. 

1.2. DEFINICIONES 

Toxicidad oral agndaz efectos nocivos que se manifiestan durante un período m&imo de 96 horas tms la 
administración oral de una dosis única de la sustancia de ensayo. 

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo consumida. Se expresa en peso de la sustancia por animal de ensayo 
(pg/abeja). Dado que la alimentación es colectiva, no puede calcularse la dosis real por abeja, pero puede 
hacerse una estimación de la dosis media {sustancia de ensayo consumida en su totalidad/número de abejas en 
una jaula). 

DL, (dosis letal media) orak dosis única, obtenida por estadística, de una sustancia que puede provocar la 
muerte del SO % de los animales a los que se haya administrado por vfa oral. La DL,, se expresa en pg de sus- 
tancia de ensayo por abeja. En el caso de los plaguicidas, la sustancia de ensayo puede ser un principio activo 
(pa) o un producto formulado que contenga uno o varios principios activos. 

Mortalidndz número de animales muertos, es decir, completamente inmóviles. 

1.3. 

1.4. 

1.5. 

1.5.1. 

Se expone a las abejas obreras adultas (Apis mclIi#¿m) a una gama de dosis de la stwmcia de ensayo dispetsada 
en una solución de sacarosa. A continuación, se alimenta a las abejas de la misma forms pero sin sustancia 
de ensayo. Se registra la mortalidad todos los días, al menos durante 48 horas, y se compara con Ia cifras del 
control. Si la tasa de mortalidad aumenta entre las 24 y las 48 horas y la mortalidad del control permanece a 
un nivel aceptable, es decir, s 10 %, está indicado prolongar el ensayo hasta un máximo de 96 horas. Se anali- 
zan los resultados para calcular la DL,, a las 24 y a las 48 horas y, en caso de que se haya prolongado el estu- 
dio,alas72yalas96homs. 

VALIDEZ DEL ENSAYO 

fara que el ensayo sea válido han de darse las condiciones siguientes: 

- la mortalidad media del total de los controies no ha de superar el 10 % al final del ensayo, 

- la DL, del tóxico de referencia debe ajustarse a la gama especificada. 

~~sauPaóN DEL MÉTODO 

Reeokcción & las abejas 

CS. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL AGUDA EN ABEJAS 

Deben emplearse ejemplares adultos jóvenes de abejas obreras de la misma raza, edad, alimentación, etc. Las 
abejas han de proceder de colonias sanas y bien alimentadas, a ser posible sin enfermedades y con reina, y 
con antecedentes y estado fisiológico conocidos. Pueden recolectarse la mahana del día en que vaya a reali- 
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zarse el erwayo, o la víspera por la tarde y mantenerse en condiciones dc ensayo hasta el día siguiente. Pueden 
emplearse alejas plocedemes de cuadros sin ciía, peio debe evitarse la recolección a pdncipios de la prima- 
vera o a finales del otoño, pues en esas @cas las abejas modifican su fisiología. Si es preciso realizar el 
ensayo en esas épocas, las abejas pueden colocarse en una incubadora y criarse durante una semana con pan 
de abejas (polen tomado del panal) y solución de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas cou productos quími- 
cos como antiiióticos, ant¡-varroa, etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad hahrìá que aperar cuatro sema- 
nas desde el final del último tratamiento. 

1.5.2. Alojamieato y alimentaeióa 

Se emplean jaulas fáciles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable, 
tela metálica, plástico, madera desechable, etc., y de tamtio apropiado, es decir, suficientemente espaciosas 
para el número de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula. 

Las abejas se mantienen en la oscutidad en un cuarto de experimentación a 25 f 2 OC. Debe registrase a lo 
largo del ensayo la humedad relativa, que seti por lo general del 50-70%. Tanto el manejo como el trata- 
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del día). Se alimenta a las abejas con solución acuosa de 
sacarosa con una concentración final de 500 g/l (50 % w/v). Tras las dosis de ensayo, se las alimenta ad fibi- 
tum. El sistema de alimentación debe permitir registrar la ingesta de cada jaula (véase el punto l-6.3.1). Puede 
emplearse un tubo de vidrio de unos 50 mm de largo por 10 mm de ancho, con un extremo abierto de unos 
2mmdediámetro. 

1.5.3. prepmci¿n de las abejas 

Se asignan las abejas de forma aleatoria a las jaulas, que se colocan, tambikn de forma aleatoria, en el cuarto 
de experimentación. 

Conviene suprimir la aknentación de las abejas 2 horas antes de iniciar el ensayo. Se recomienda esta przktica 
con el fin de que el contenido intestinal de todos los animales sea el mismo cuando comience el ensayo. 
Deben retirarse las abejas moribundas y sustituirse por otras sanas antes de empezar el ensayo. 

1.5.4. Prcparaci6n de l¡U do& 

Si la sustancia de ensayo puede mezclarse con agua, se aiiade dinxtamente a una solución de sacarosa al 50 %. 
Si se trata de productos de calidad técnica o de swtancias escasamente solubles en agua, pueden emplearse 
disolventes orgánicos, emulgentes o dispersames poco tóxicos para las abejas (por ejemplo, acetona, dimetil- 
formamida o dimetilsulf6xido). La concentración del excipiente dependerA de la solubiidad de la sustancia de 
ensayo y ha de ser la misma para todas las concentraciones que se empleen en el ensayo. Por lo general, 
resulta adecuada una concentraci6n de excipiente del 1 %, que no debe sobrepasarse. 

Se preparan soluciones de control adecuadas. lo cual significa que, cuaado se utilice un disohwtte o disper- 
sante para solubilizar la sustancia de ensayo, han de emplearse das grupas de control distinta una solución 
acuosa y una solución de sacarosa con el disolvente o excipiente a la concentración empleada en Ias dosis de 
ensayo. 

1.6. PROCEDIMIENTO 

1.6.1. Gnqws de ensayo y controks 

U número de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadístico para poder 
determinar la DL~(I con un límite de confianza del 95 %. Suele ser necesaria una serie geom&rica de cinco 
dosis con un factor que no sobrepase el 2.2 y que incluya la gama de la DL,,. No obstante, el factor de dilu- 
ción y el número de concentraciones han de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad 
(dosislmortalidad) y al mbtodo estadístico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones 
apropiadas para el tratamiento pueden establecerse tras un experimento de determinación de gamas. 

Con cada concentración de ensayo deben tratarse a! menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno. 
Además de la serie de ensayo, deben efectuarse al menos tres lotes de control, de 10 abejas cada uno. También 
deben efectuarse lotes de control para los disolventes/excipientes que se utilicen (ti el punto 1.5.4). 

1.6.2. T6xico de referencia 

Debe incluirse un tóxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizarán al menos tres dosis que abarquen la 
DLSo prevista. Para cada dosis de ensayo se emplear& al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada 
una. El tóxico de referencia idóneo es el dimetoato, cuya DLsa-24 horas tras administración oral es del orden 
de 0,10-0,35 pg p.a./abeja (2). Tambikn pueden emplearse otros tóxicos si se dispone de datos suficientes para 
comprobar que la relación dosis/respuesta es la esperada (por ejemplo. paratión). 
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1.6.3. l?xpcsicihn 

1.6.3.1. Administración de ias dosis 

Debe administrarse a cada grupo de abejas 100-200 pl de solución atllosa de sacarosa al 50 % coa la sustancia 
de ensayo a la concwtracióa adecuada. Si la sustancia es poco soluble, poco tóxica o su concentnción en la 
formulación es escasa, ha de administrarse un volumen mayor, pues se necesita una mayor cantidad de sustan- 
cia en la solución de sacarosa. Se controla la cantidad de alimento tratado que consume cada grupo. Una vez 
consumido el alimento (por lo general tras 3-4 horas). se retira el comedero de la jaula y se su&uye por otro 
con solución de sacamsa únicamente. que se proporciona ad libitum. El rechazo de la dosis de ensayo de algu- 
nos productos a concentraciooes superiores puede dar lugar a un consumo escaso o nulo de alimento. Tms 
un m&xirno de 6 horas, el alimento tratado que no haya sido consumido se sustituye por solución & sacarosa 
sola. Se calcula el consumo de alimento tratado (por ejemplo, midiendo el volume+so del alimento tratado 
que haya sobrado). 

1.6.3.2. Dumcidn 

conviene que el ensayo dure hasta 48 horas después de la sustituci6n de la solución de emayo por la de saca- 
rosa sola. Si la mortalidad sigue aumentando en nxís del 10 % tras las primeras 24 horas, debe prolongarse el 
ensayo hasta un máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del control no supere el 10 %. 

1.6.4. obsavaciooes 

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas del inicio del ensayo (es decir, de la administración de 
la dosis). Si es necesario prolongar el período de observación, se har&n registros cada 24 horas, hasta un 
máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del control no supen el 10 %. 

Se calcula la cantidad de alimento consumido en cada grupo. Para saber si el aliento tratado es apetkible 
puede compararse el consumo de éste y el de alimento sin tratar, durante un período de 6 horas. 

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el periado de ensayo. 

1.6.5. Eosayo lfolite 

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente tóxica), puede 
realizarse un ensayo límite con 100 pg p.a/abeja para demostrar que la DL,, es superior a ese valor. Debe 
seguirse el mismo procedimiento, incluidos los tres grupos de ensayo en paralelo, coo la dosis de ensayo, los 
controles pertinentes, el tóxico de referencia y para el &lculo de la cantidad de alimento tratado que se ha 
consumido. Si mueren abejas debe realizarse un estudio completo. Deben registrarse los efectos subletales, en 
caso de producirse (véase el punto 1.6.4). 

2. RESULTADOS E INFORME 

2.1. RESULTADOS 

Se resumen los resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el 
tóxico de referencia, el número de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el 
número de abejas que presenten alteraciones del comportamiento. Se analizan los datos relativos a h mortali- 
dad con métodos estadisticos apropiados (por ejemplo, análisis por probitas, media móvil, probabilidad bino- 
mial) (3) (4). Se trazan las curvas de dosis-respuesta correspondientes a todas las observaciones recomendadas 
y se calculan las pendientes de las mismas y las dosis letales medias @L,o} con un límite de confunla del 
95 %. La mortalidad de los controles puede corregirse mediante la corrección & Mtott (4) (5). Si el alimento 
uatado no se ha consumido en su totalidad, se calcula la cantidad de sustancia de ensayo consumida en ca& 
grupo. La DL,, se expresa en pg de sustancia de ensayo por abeja 

2.2. MORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 

2.2.1. sllscpaQp&eosa~ 

- naturaleza fisica y propiedades fisicoquímicas pertinentes (estabilidad en el agua, presión de vapor, etc.), 

- identificación química: fknula estructural, pureza. etc. (en el caso de los plaguicidas. identidad y concen- 
tración del principio o principios activos). 
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2.2.2. E!pcie sometida 0 ellsa~ 

- denominac%n cieatífica, raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recolección, 

- infamación sobre las colonias de donde proceden ias abejas & ensayo: estado de salud, enfermedades de 
10s sujetos adultos, tratamientos previos, etc. 

2.2.3. condiines de eosayo: 

- temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentación, 

- condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamlilo y materiai de las jaulas, 

- método de preparación de la solución madre y de ensayo (en su caso, el disolvente y su concentracibn). 

- dio del ensayo, por ejemplo, mímero de coacentraãon~ y concentraciones de ensayo, número de con- 
troles, etc., 

- para cada concentración de ensayo y control, número de jaulas utilizadas en paralelo y número de abejas 
por jaula, 

- fecha del ensayo. 

2.2.4. Resalda , 

- resultados del estudio previo de determinación de gamas, si procede, 

- datos eo bruto: mortalidad con cada dosis de ensayo en cada período de observación, 

- g&co de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo, 

- valores de la DLw con uo límite de confianza del 95 ,% eo cada período de observación recomendado, 
con la sustancia de ensayo y el thico de rrferencia, 

- métodos estadísticos empleados para calcular la DLFO. 

- mortalidad en los controles. 

- otros efectos biológicos observados o medidos en las abejas, como alteraciones del comportamiento (in- 
cluido el rechazo de la sustancia de ensayo), tasa & consumo del alimento tratado y sin tratar, etc., 

- toda desviación de los protocolos de ensayo aquí descritos y cualquier otra información de inte& 
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1. 

1.1. 

MÉTODO 

El presente ensayo de toxicidad aguda repr&ce las directrices del documento OCDE TC 214 (1998). 

lNTRODUCCI6N 

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratotio dìseiiado para determinar la toxicidad 
aguda por contacto de los productos fitosanitarios y otros productos qufmicos en abejas obreras adultas. 

Para determinar y evaluar las características tóxicas de una sustancia puede ser preciso estudiar la toxicidad 
aguda por contacto en abejas, por ejemplo, cuando es probable que &.tas queden expuestas a un producto quí- 
mico determinado. El ensayo de toxicidad aguda por contacto se realii para determinar la toxicidad inherente 
de los plaguicidas y otras sustancias para las abejas. Sus resultados se emplean para saber si es necesario pro- 
fidizar en la evahtación. En particular, el método puede emplearse en programas de eraluacibn del peligro 
de los plaguicidas pata las abejas, basados en una progresión secuencial desde los ensayos & toxicidad en 
laboratorio hasta los experimentos de semkampo y de campo (1). Los plaguicidas pueden someterse a ensayo 
en forma de principios activos (pa.) o de productos formulados. 

Debe emplearse un tóxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisión del procedi- 
miento de ensayo. 

1.2. DEFINICl0NES 

Toxicidad Agila por contacto: efectos nocivos que se manifiestan durante un período m&imo de 96 horas 
tras la aplicación tópica de una dosis única de una sustancia. 

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo aplicada. Se expresa en peso de la sustancia por anima) de ensayo &g/ 
abeja). 

Db (dosis letal media) por amtacto: dosis única, obtenida por estadfstica, de una sustancia que puede pro- 
vocar la muerte del 50 % de los animales a los que se haya aplicado. La DL, se expresa en pg & sustancia de 
ensayo por abeja En el caso de los plaguicidas, la sustancia de ensayo puede ser un principio activo (pa.) o 
un producto formulado que contenga uno o varios principios activos. 

~ortalidad~ mímero de animales muertos, es decir, completamente inmóviles. 

1.3. 

1.4. 

1.5. 

1.5.1. 

PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO 

Se expone a las abejas obrew adultas (Apir mcllifcm)). por aplicación directa en el t6rax (gotitas), a una gama 
de dosis de la sustancia de ensayo disuelta en un excipiente adecuado. El ensayo dura 48 horas. Si la tasa de 
mortalidad aumenta entre las 24 y las 48 horas y la mortalidad del control permanece a un nivel aceptable, es 
decir, ~10 %, está indicado prolongar el ensayo hasta un máximo de 96 horas. Se registra la mortalidad todos 
los días y se compara con las cifras del control. Se anakan los resultados para calcular la DLs,, a las 24 y a 
las 48 horas y, en caso de que ae haya prolongado el estudio, a las 72 y a las 96 horas. 

VALIDEZ DF.L ENSAYO 

Para que el ensayo sea válido han de darse las condiciones siguientes: 

- la mortalidad media del total de los controles no ha de superar el 10 % al final del ensayo, 

- la DL,, del hico de referencia debe ajustarse a la gama especifimia. 

DES~~P&N DEL MÉTODO 

Recokc~óa de las abejas 

Cl?. ENSAYC! DE TOXICIDAD AGUDA POR CONTACTO EN ABEjAS 

Deben emplearse ejemplares adultos jóvenes de abejas obreras de la misma raxa, edad, alimentación, etc. Las 
abejas han de preceder de colonias sanas y bien alimentadas, a ser posible sin enfermedades y con reina. y 
con antecedentes y estado fisiológico conocidos. Pueden recolectarse la maítana del día en que vaya a reali- 
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X= rl ensayo, o la víspera por la tarde y mantenerse en condiciones de ensayo hasta el dfa siguiente. pueden 
emplearse abejas procedentes de cuakos sin cría, pero debe evitarse la recolecci& a principios de la prima- 
vera o finales del otoño, pues en esas épocas las abejas modifican su fisiología. Si es preciso realizar el ensayo 
en esas épocas, las abejas pueden colocarse en una incubadora y criarse durante una semana con pan de abejas 
(polen tomado del panal) y solución de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas con productos químicos como 
antibióticos, ant¡-varroa. etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad habd que esperar cuatro semanas desde 
el final del fikimo tratamiento. 

1.5.2. Alojamiento y nümentaci8n 

Se emplean jaulas fáciles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable., 
tela metálica, plástico, madera desechable, etc., y de tamatio apropiado, es decir, suficientemente espaciosas 
para el número de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula. 

Las abejas se mantienen en la oscuridad en un cuarto de experimentacibn a 25 f 2 Oc. Debe registrarse a lo 
largo del ensayo la humedad relativa, que sení por lo general del SO-70 %. Tanto el manejo como el trata- 
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del día). ,& alimenta a las abejas con solución acuosa de 
sacarosa con una concentración final de 500 g/l (50 % w/v). Esta se proporciona ad Iíbitum mientras dum el 
ensayo en un comedero de abejas, que puede ser un tubo de vidno de unos 50 mm de largo por 10 mm de 
ancho, con un extremo abierto de unos 2 mm de diknetro. 

1.5.3. Reporodón&1psobejps 

Antes de aplicar la sustancia de ensayo, pueden anestesiarse las abejas con anhídrido carbónico o nit&eno. 
Debe reducirse al núnimo la cantidad de anestesico aplicado y el tiempo de expwici6n. Se retiran las abejas 
moribundas y se sustituyen por otras sanas antes de empezar el ensayo. 

1.5.4. Repardón de las dosis 

La sustancia de ensayo se diluye en un excipiente, que puede ser un disolvente orgdnico o una solución acuosa 
con un humectante. La acetona es el disolvente orgánico mAs conveniente, si bien pueden emplearse otros 
escasamente tóxicos para las abejas (por ejemplo, dimetilformamida o dimetilsulfóxido). Si se trata de formula- 
dos dispersados en agua o de sustancias orgánicas de gran polaridad insolubles en disolventes orgticos, puede 
resultar más fkil aplicarlos en una solución d6bil de un humectante de una marca comercial (Agral, Cittowett, 
Lubrol, Triton, Tween, etc.). 

se preparan soluciones de control adecuadas, lo cual significa que, cuando se utilice un disoknte o disper- 
sante para solubilizar la sustancia de ensayo, han de emplearse dos grnpos de control distintos: uno con agua 
y otro con disoivente/dispersante. 

1.6. PROCEDIMIENTO 

1.6.:. Grupos de ensayo y amroks 

El número de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadfstico para poder 
determinar la DLm con un límite de contianza del 95 X. Suele ser necesaria una serie geomtica de cinco 
dosis con un táctor que no sobrepase el 2.2 y que incluya la gama de la DLw No obstante, el número de con- 
centmciones ha de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad (dtis~mortalidad) y al 
m&odo estadístico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones apropiadas para el tra- 
tamiento pueden establecerse tras ~11 experimento de determinación de gamas. 

Con cada concentración de ensayo deben tratarse al menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno. 

Ad& & !a serie de emayo, deben efectuarse al menos tres lotes de control, de 10 abejas cada uno. En su 
a,u), deben hacerse tres lotes de control adicionales, de 10 abejas cada uno, con el disolvente orgánico o 
trmectante. 

1.6.2. Tóxico & referencia 

Debe incluirse un tóxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizarán al menos tres dosis que abarquen la 
DLsO prevista. Para cada dosis de ensayo se emplearán al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada 
una. EI tóxico de referencia idóneo es el dimetoato. cuya DLsû24 horas por contacto es del orden de 
O,lO-0,35 pg p.a/abeja (2). También pueden emplearse otros tóxicos si se dispone de datos suficientes para 
comprobar que la relación dosi+spuesta es la esperada (por ejemplo, paratión). 
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1.6.3. Exposici&n 

1.6.3.1. Administración de ti doti 

Se hace una aplicación local a cada una de las abejas anestesiadas. Las abejas se asignan de forma aleatoria 
para las distintas dosis de ensayo y los controles. Con un microapliador, se aplica a cada abeja en la cara dor- 
sal del tórax 1 pl de solución con sustancia de ensayo a la concentración adecuada. Si procede, pueden apli- 
carse otros vohímenes. Después de la aplicación, se colocan las abejas en las jaulas de ensayo y se les propor- 
ciona solución de sacarw. 

1.6.3.2. Duración 

Conviene que el ensayo dure 48 horas. Si la mortalidad sigue aumentando en más del 10 96 entre las 24 y las 
48 horas, debe prolongarse el ensayo hasta un máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del con- 
trol no supere el 10 %. 

1.6.4. ObSClTSlCioneS 

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas de la adminisaxción de la dosis. Si es necesario prolon- 
gar el período de observati6n. se harán registros cada 24 horas, hasta un máximo de 96 horas, siempre y 
cuando la mortalidad del control no supere el 10 %. 

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el período de ensayo. 

1.6.5. Ensayolimite 

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente tóxica). puede 
realizarse un ensayo límite con 100 pg p.a/abeja para demostrar que ia DLM es superior a ese valor. Debe 
seguirse el mismo procedimiento, incluidos las tres grupos de ensayo en paralelo, con la dosis de ensayo, los 
controles pertinentes y el tóxico de referencia. Si mueren abejas debe realizarse un estudio completo. Deben 
registrarse los efectos subletales, en caso de producirse (véase el punto 1.6.4). 

2. RESULTADOS E INFORME 

2.1. RESULTADOS 

Se resumen 10s resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el 
tóxico de referencia, el número de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el 
mimero de abejas que presenten alteraciows del comportamiento. Se analizan los datos relativos a Ia monali- 
dad con metodos estadísticos apropiados (por ejemplo, an&is por probitas, media móvil, probabilidad bino- 
mial) (3) (4). Se trazan las curvas de dosis-respuesta cotrespondientF 2 todas las observaciones rrrameodadas 
(a las 24,48 y, en su caso, 72 horas y 96 horas) y se calculan las pendientes de las mismas y las dosis letales 
medias (DLM) con un limite de confianza del 95 %. La mortalidad de los controles puede co-irse mediante 
la corrección de Abbon (4) (5). La DL,,, se expresa en pg de sustancia de ensayo por abeja. 

2.2. INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo debe in&ir la información siguiente: 

2.2.1. SQStlUUiS&cnJayo: 

- naturaleza fisica y propiedades fisicoquími~ (estabilidad en el agua, presión de vapor, etc.), 

- identificación química: fórmula estructural, pureza, etc. (en el caso de los plaguicidas, identidad y concen- 
tración del principio o principios activos~. 

2.2.2. Especie sometida 0 ensayw 

- denominación cientffica. raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recokcci6n, 

- informac¡& sobre las colonias de donde proceden las abejas & ensayo: estado de salud, enfermedades de 
los sujetos adultos, tratamientas previos, etc. 
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2.2.3. condiiiones de ensayo: 

- temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentación, 

- condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamaño y material de las jaulas, 

- mktodo de administración de la sustancia de ensayo: disolvente, volumen de solución de ensayo, aneatési- 
cos empleados, etc.. 

- disefio del ensayo, por ejemplo, número de concentraciones y concentraciones de ensayo, mímero de con- 
troles, etc.; para cada concentración de ensayo y control, número de jaulas utilizadas en paralelo y 
número de abejas por jaula, 

- fecha del ensayo. 

2.2.4. Rt!SlhdOS 

- resultadas del estudio previo de determinacióa de gamas, si procede, 

- datos en bruto: mortalidad con cada concentración de ensayo en cada período de observación, 

- @co de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo, 

- valores de la DL, con un límite de confianza del 95 % en cada periodo de observación recomendado, 
con la sustancia de ensayo y el tóxico de referencia, 

- métodos estadísticos empleados para calcular la DLw, 

- mortalidad en Los controles, 

- otros efectos biológicos observados o medidos en las abejas, así como cualquier reacción anormal, 

- toda desviación de los protocolos de ensayo aquí descritos y cualquier otra informaciõn de intetis. 

3. l3tBUOGRh4 
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Protection Products - Honeyhees. EPPO buuetin, vol. 23, N.1, 151-165. Manx, de 1993. 

(2) Cough. H. J-, McIndoe. E-C., Lewis, G.B. (1994). The use of dimethoate as a referente compound in 
lahoratory acute toxicity tests on honeybees (Apis melli&n L) ,1981-1992. Journ~ of Apicultural Research 
22 119-125. 

(3) Litchfield, J.T. y Wikoxon, F. (1949). A simplified method of evaluating doae-effect experiments. Jour. 
Pharmacol. and Exper. Ther, 96, 99-113. 

(4) Finney, D-J. (1971). Probit Analysis. 3’ ed, Cambridge, Londres y Nueva York. 

(5) Abbott, W.S. (1925). A method for comptlting the effectiveness of an insecticide. Jour. Econ. Entomol. 
18. 265-267. 
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ClS. ADSORC&N/DESORCIC>N SEGÚN UN MÉTODO DE EQUILIBRIO POR LOTES 
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1. MÉTODO 

Este método reproduce LLS directrices de la OCDE TC 106 para la determinación de la adsorci&t/desorci6n en 
el suelo, según un método de equilibrio por lotes (2000). 

1.1. lNTR0DUCcK5N 

El mktodo tiene en cuenta una prueba de anillo y un taller para la seleccióa de suelo con vistas al desarrollo 
de una prueba de adsorción (1) (2) (3) (4), así como distintas directrices nacionaks vigentes (5) (6) (7) (8) (9) 
UO) (ll). 

Los estudios de adsorción/desorción son útiles para proporcionar informacián esencial sobre la movilidad de 
las sustancias químicas y su disttiB.wción en los compartimentos edAfico, acuático y atkeo de la biosftn (12) 
(13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21). Esta información puede ser utiliia en la predicci&~ o estimación, 
por ejemplo, de la capacidad de una sustancia qufmica para su degradación (22) (23), transf~ción y absor- 
ción por organismos (24), hhiaci6n a través del perfil ed&o (16) (18) (19) (21) (25) (26) (27) (28). vokiii- 
dad desde el suelo (21) (29) (30) o arrastre desde la tierrs hasta las aguas naturales (18) (31) (32). Los datos de 
adsorción pueden utilizarse para establecer comparaciones y modelos (19) (33) (34) (35). 

La distribución de una sustancia quimica entre las fases ed&a y acuosa es un proceso complejo que d-de 
de diversos factores: la naturaleza química de la sustancia (12) (36) (37) (38) (39) (40). La características del 
suelo (4) (12) (13) (14) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) (49) y factores dimáticos taks como hu precipi- 
taciones, la temperatura, la luz solar y el viento. Así pues. los numerosos fenómenos y mecanismos implicados 
en el proceso de adsorción de una sustancia química por el suelo no puede.n definirse completamente con un 
modelo simplificado de laboratorio como es el presente método. Si embargo, esta tentativa. aunque no puede 
cubrir todos los casos ambientalmente posibles, proporciona información valiosa sobre la importancia ambien- 
tal de la adsorci6n de una sustancia química. 

V&se tambi& la introducción general. 

1.2. OBJETO 

El objeto del método es estimar el comportamiento de adsorción/desorción de una sustancia en kas suelas. Lo 
que se pretende es obtener un valor de sorción que pueda utilii para predecir el reparto en diversas condi- 
ciones ambientales; con este fin, se determinan los coeficientes de adsorción en el equilibrio de una sustancia 
química en diversos suelos en tünciba de las características de estos (por ejemplo, contenido de carbono ogi- 
nico, contenido de arcilla y textura del suelo y pH). Hay que utilizar diversos tipos de suelo para cubrir lo mA.5 
ampliamente posible las interacciones de una sustancia dada con sueloe naturales. 

En este método, la adsorción representa el proceso de enlace de una sustancia qufmica a las superficies de los 
pelos; no se diigue entre diversos procesos de adsorción (adsorción física y qufmica) y procesos tales como 
Ia degradación catalirada en superficie, la adsorción en la masa o las reacciones quúnicps La adsorción qut 
pueda darse en Ias partítilas COlOidales @Ametro c 0,2 pm) peradas por 10s suelos no se tiene en cuenta 
completamenk 

Los parknetms del suelo que se consideran más importantes para la ads0rción son 10s siguientes: contenid 
de carbono otgánico (3) (4) (12) (13) (14) (41) (43) (44) (445) (46) (47) (48): contenido & arcilla y textura del 
suelo (3) (4) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) y pH para los compuestos ionizables (3) (4) (42). Otros 
paknetms del suelo que pueden influir en la adscm&t/desorción de determinadas sustancias son la capacidad 
efectiva de intercambio catiónico (ECBCj, el contenido de óxidos amorfas de hierro y aluminio, particular- 
mente en caso de suelos volciíni~os y tropicales (4), y la superfkie específka (49). 

ea prueba se diseña para evaluar la adsorción de una sustancia química en distintos tipos de suelo con una 
amplia gama de contenido de abono oghico. contenido de arcilla y textura del suelo, y pH. Comprende 
tres etapas: 

-uop~ 1: Estudio preliminar para determinar 

- la propOrción suelo/a0lución, 

- el tiempo de equilibrio para la adsarcián y la cantidad de sustancia problema adso&da en el 
equilibrio, 

- la adsorción de la sustsncia problema en las superficies de los recipientes del ensayo y la estabi- 
lidad de dicha sustancia durante el período de prueba. 

Etapa 2: Prueba de barrido: se estudia la adsorción en cinco tipos diversas de suelo mediante cinética de 
adsorción con una sola concentración y determinación del coeficiente de d&ribución b y &. 
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Etapa 3: Determinacibn de las isotermss de adsorcibn de Freundlich para determinar la influencia de la con- 
centración sobre el grado de adsorción en :os suelos. 

Estudio de la deserción mediante cinética de desorci6n/isotermas de deserción de Freundbch (apén- 
dice 1). 

1.3. DEFINICIONES Y UNIDAD% 

Definición 

Adsorción porcentual d tiempo t, 

Adsorción porcentual en el equilibrio de adsorción 

Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo $ 

gasa de la sustancia problema adsorbida en el suelo durante el inter- 
valo de tiempo AG 

Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio 
de adsorción 

gasa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la 
prueba de adsorción 

gasa de la sustancia problema medida en una alfcuota (v$) al tiempo 
ti 

Masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorci6n 

Cantidad de la fase edática, expresada en masa seca de suelo 

Concentración en masa de la solución madre de la sustancia 

Concentración inicial en masa de la soluci6n problema en contacto 
con el suelo 

Concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa al tiempo t, 
en que se realiza el andlisis 

Contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de 
adsorción 

Concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa en el equili- 
brio de adsorción 

Volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el sueb han:e la 
prueba de adsorción 

Volumen de la alícuota en qtte se mide la sustancia problema 

Coeficiente de d%ribucSn de la adsorción 

Coeficiente de adsorción normalizado para tener en cuenta el carbona 
oq$nico 

Coeftciente de distriici6n normalizado para tener en cuenta la mate 
lia orgánica 

Coehciente de adsorcibn de Freundlich 

Exponente de Freundlich 

Deserción porcentual al tiempo $ 

Deserción porcentual en el intervalo de tiempo 4 

Coeficiente de deserción aparente 

Coeficiente de desorrión de Freundlich 

Masa de la sustancia problema desorbida del suelo al tiempo ti 

unidad 

% 

% 

R 

R 

l% 

Ht 

)Ig 

l% 

g 

pg cm-3 

pg cm-3 

pg cm-3 

Ni! g-l 

pg cm-3 

cm3 

cm3 

cm3 g-1 

cm3 g-1 

cln3g-1 

w l-ib (m3) lblg’ 

% 

% 

cm3g-1 

IJi3 
l-1jn (-3) 1/n g-l 

R 
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tiasa de la sustancia problema desorbida del suelo durante el intervalo 
k tiempo Ab 

gasa de la sustancia determinada analíticamente en la fase acuosa en 
4 equilibrio de deserción 

Masa total de la sustancia problema desorbida en el equilibrio de 
desorci6n 

Masa de la sustancia que permanece adsorbida en el suelo después del 
intervalo de tiempo At, 

gasa de la sustancia que queda en solución después de alcanzado el 
equilibrio de adsorción debido a la sustitución incompleta del volu- 
men 

Contenido de la sustancia problema que permanece adso&kIa en el 
suelo en el equilibrio de desorcián 

Concentración en masa de la sustancia problema en la fase acuosa ea 
el equilibrio de deserción 

Volumen total de la fase acuasa en contacto con el suelo durante el 
experimento de cinética de deserción llevado a cabo con el m6todo en 
serie 

Volumen del sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el 
equilibrio de adsorción y sustituido por el mismo volumen de soh~. 
ción de cacl, 0,Ol M 

Volumen de la alícuota tomada para el anklisis a partir del tiempo (i) 
durante el experimento de cinética de deserción realizada con ti 
método en serie 

Volumen de la solución tomada del tubo (i) para la medida de la sus 
tancia problema, en el experimento de cinética de deserción (métodc 
paralelo) 

Volumen de la solución tomada del tubo para la medida de la sustan 
cia problema, en el equilibrio de deserción 

Balance de masa 

Masa total de la sustancia problema extraída del suelo y de las parede 
del recipiente del ensayo en dos pasas 

Volumen del sobrenadante recuperado después del equilibrio de adsor 
ci6n 

Coeficiente de reparto octanol/agua 

Constante de disociaci6n 

Hidrcwlubilidad 

unidad 

cm3 

cm3 

cm3 

% 

R 

cm3 

g 1” 

1.4. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO 

A las muestras de suelo de peso seco conocido que se han preequilibrado en CaCl2 0.01 M se aiiaden vohíme- 
nes conocidos de soluciones de concentraci6n también conocida de la sustancia problema, no marcada ni 
radiomarcada, en CaCl 0.01 M. La mezcla se agita durante un tiempo adecuado. Las suspensiones de suelo se 
separan entonces por centrifugación y, si se desea, por filtración, y se analiza la fase acuosa. La cantidad de 
sustancia problema adsorbida en la muestra de suelo se calcula como la diferencia entre la cantidad de sustan- 
cia problema inicialmente presente en la solución y la cantidad que permanece al final del experimento (rné- 
todo indkcto). 

Como opción, la cantidad de sustancia problema adsorbida puede determinarse también directamente por aná- 
lisis del suelo (método directo). Este procedimiento, que implica someter el suelo a extwxión gradual con el 
solvente apropiado, se recomienda en caso de que no pueda determinarse exactamente la diftrencia de COIUM- 
tración de la sustancia en la solución. Los siguientes son ejemplos de tales casos: adsorci6n de la sustancia pro- 
blema en la superficie de los recipientes del ensayo, inestabilidad de la sustancia problema en la escala de 
tiempo del experimento, adsorción debil que dé solatiente un pequ&o cambio de concentración en la solu- 
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rr:írn, y adsorción fuerte que deje una concentración tan baja que no pueda determinarse exactamente. Si ~0 
utiza una sustancia radiomarcada, la wracción del suelo puede evitarse mediante antisis de la fase aca 
por combustión y recuento de centelleo líquido. Sin embargo, el recuento de centelleo líquido es una técnica 
inespecífca que no puede diitinguir entre productos parentales y productos & transformación: por lo tanto, 
debe utilizarse solamente si la sustancia problema es estable durante la duración deI estudio. 

1.5 INFORM.CIÓN SOBRE LA SUSTANCL4 PROBLF$fA 

LOS reactivos químicos deben ser de grado analítico. Se recomienda el uso de sustancias problema no mam- 
das de composición conocida y pureza preferiblemente del 95 %, al menos, o de sustancias problema radio- 
marcadas de composicibn y radiopureza conocidas. En caso de marcadores de semivida breve, deben aplicarse 
CO~CC¡OMS para tener en cuenta su desintegración. 

Antes de llevar a cabo una prueba de adsorcihn/desorci6n, debe disponerse de la siguiente información sobre 
h má,a problema: 

a) hidrosolubilidad (AA); 

b) pre.sión de vapor (A.4) o constante de la ley de HellIy: j 

c) degradación abióticr hidrólisis en función del pH (C.7): 

d) coeficiente de reparto (A.8); 

e) biodegradabilidad fkil (CA) o transformación aerobia y anaerobia en el suelo, 

t) poa de las sustancias ionirables; 

g) fotólisis directa en agua (es decir, espectro de absorción ultravioleta-visible en el agua, rendimiento &n- 
tico) y fotodegradación en el suelo. 

1.6. .4PUCAEWDAD DE LA PRUEBA 

ea prueba es aplicable a las sustancias químicas respecto de las cuales se dispone de un metodo analitico con 
la suficiente exactitud. Un parAmetro importante que puede influir en la fnbilidad de los resultados, especial- 
mente cuando se sigue el método indirecto, es la estabilidad de la sustancia problema en LI escala de tiempo 
de la prueba. Así pues, es necesario comprobar la estabilidad en un estudio erelimar: ti se observa algu~ 
transformación en la escala de tiempo de la prueba, se recomienda que el estudio principal se realice anali- 
zando tanto la fase ed&ca como la acuosa. 

Pueden surgir dificultades en la re&ación de esta prueba con sustancias problema cuya hidrosolubilidad sea 
baja (S, c 1Y’ g 1-t). así como con sustancias muy cargadas, debido al hecho de que la concentración en la 
fase acuosa no puede medirse analíticamente con ia suficiente exactitud. En estos casos hay que tomar mediaas 
a&o&es. En las secciones pertinentes del presente m6todo se dan indicaciones sobre cómo tratar estos pro- 
blemas. 

AI probar sustancias volátiles, debe tenerse cuidado para evitar pkrdidas durante el estudio. 

1.7. DES~RIP~~~NDELMÉT~DO 

1.7.1. Instlnmentos y reauívos químicos 

Equipo normal de laboratorio, especialmente el siguiente: 

a) tuboa 0 recipientes para llevar a cabo los experimentos. Es importante que estos tubos 0 recipientes: 

- ajusten directamente en la centrifugadora para minimizar los errores de manipulación y transferencia, 

- estén hechos de un material inerte que minimice la adsorci6n de la sustancia problema en su supe&- 
cie; 

b) dispositivo de agitación: agitador rotatorio o equipo equivalente: el dispositivo de agitación debe mantener 
el suelo en suspensión durante la agitación; 
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c) centrifugadora: preferiblemente de alta velocidad con, por ejemplo, fuerzas de centrifugación P 3 000 g, 
con temperatura controlada, capaces de retirar de la sotución acuosa partículas con un diámetro mayor de 
0.2 pm. LOS recipientes deben estar cerrados durante la agitación y la centrifugación para evitar fenóme- 
nos de volatilidad y pkrdidas de agua; para minimizar la adsorción sobre ellos, deben utilizarse tapones 
desactivados, tales como tapones de rosca con revestimiento de tefl6n; 

137 

d) opcional: dispositivo de filtración: filtros de 0.2 pm de porosidad, estériles, de un solo uso. kbe tenerse 
especial tuidado en la selección del material del filtro, a fin de evitar cualquier @ida de la sustancia pm- 
blema sobre 8; para las sustancias problema poco solubles no se recomienda usar material orginico; 

e) instrumentación analítica, adecuada para medir la concentración de la suswncia problema; 

r) estufa de laboratorio, capaz de mantener una temperatura de 103 a 110 of. 

1.7.2. Caraaerizachysekaión&lorsoelos 

LOS suelos deben caracterizarse por tres parámetros considerados en gran parte responsables de la capacidad 
de adsorción: carbono orgánico, contenido de arcilla y textura de suelo, y pH. Como ya se ha mencionado 
(véase el punto 1.2) la adsorción/desorcibn de ciertas sustancias puede verse afectada por otns propiedades 
f~icoquímicas del suelo, que deben considerarse en tales casos. 

Los métodos utilizados para la caracterización de suelo son muy importantes y pueden tener una influencia 
signifkativa en los resultados. Por lo tanto, se recomienda que se mida el pH del suelo m una solución de 
CaCl 0.01 M (que es la solución utilizada m la prueba de adsorción/desorción) según el mhio correspon- 
diente de la ISO (por ejemplo, ISO-10390-l). TambiCn se recomimda que las otras propiedades pertinentes 
del suelo se determinen según métodos normalizados [por ejemplo, el Uanual de análisis de suelo (hmdbook 
of &d Adysis)] de la ISO; esto permite que el an&sis de los datos de sorción se base en parAmetros del suelo 
normalizados m conjunto. En el punto 3, l Bibliografh (50-52), se da información sobre mhnios nonnaliza- 
dos existentes de análisis y caracterización del suelo. Para el calibrado de los métodos de prueba del suelo, se 
recomienda el uso de suelos de referencia. 

En el cuadro 1 se da información sobre la selección de suelos para los experimentos de adsorción@orción. 
Los siete suelos seleccionados cubren los tipos de suelo de las zonas geognifkas templadas. En caso h sustan- 
cias problema ionizabIes, los suelos seleccionados deben cubrir una gama amplia de pH, para poder evaluar la 
adsorción de la sustancia en sus formas ionizada y no ionizada. En el punto 1.9, l Re&zacibn de la prueban, 
figuran orientaciones sobre cuántos suelos distintos han de utilizarse en las diversas fases de la prueba. 

si se prefieren otros tipas de suelo, deben caracterizarse por los mismos parAmetros y ser simihms a los des- 
critos en el cuadro 1 m cuanto a la variación de sus propiedades, incluso aunque no se ajusten exactamente a 
los criterios. 

CUADRO 1: ln&zr sobre h sekción de muestras de suelo para los estudios de adsor&n/ 

Tipodesuelo GamadepH 
(en cacl, 401 hq 

4.5-5,s 

5 7,s 

5,s7.0 

4.0-5,s 

c 4.0-6.0 (3 

> 7,0 

< 4,s 

Cmtmido de arcilla 
0 

‘SS-80 

20-40 kmm-artilloso 

15-25 

15-30 Franco 

< 10-1s (2) 

40-65 

c 10 

Temura del suelo (‘) 

Arcilla 

Franc~aFcilloso/ 
arrilla 

(1) Segun el sistema de la FAO y los Estrdos unidos de Atn¿rka (SS). 
(3 hs variables respectivas deben mostrar prekrentemente valores danm de la gama considerada. Si, no obnmts hay di& 

cultada para encontrar material de suelo adecuado, se aceptarán valores por debajo del mfnimo Miado. 
(3 Los swba con menos del 0,f % de carbono orpánico pueden perturbar la, cormkión entre el cometido orginico y la 

admción Así pues, se recomienda el uso de suelos con un contenido mínimo de oubono org&co del 0.3 Y. 
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1.7.3.1. Reqida 

NQ se recomienda ninguna thica a hertwksta de muestreo específicx la dcnka de muestreo depende del 
propósito del estudio (53) (54) (55) (56) (57) (58). 

b] hay que dekxir el sirio de muestreo por sns coordenadas UFM (proyec&n UIÜWSM~ ttxwwal de perca- 
tor@m gt+txidsic~ harimntal Europeo] 0 geogr$flEas; asi se puede aokrer a recoger en d 6aturo un suelo 
particular o definir el suelo bajo diversos sistemas de claaifkaci611 utilizadw en paises dibtes. sala- 
mente debe ìecagerse el hwilonte h hasta WM profundidad méxima de 20 cm. ~peciahwnte en el caso 
del suelo de tipo 7, si hay un horizonte 0, presente como parte del suelo, debe íocluirse en el muwtreo. 

Se prefiere el uso de swlos tomados recientemente dtl yacimiento. Solameate si CstQ no PI posible, el suelo 
pu& ca- P temperatura ambiente y se&o aI aire. No se recomiertda dtq&t Iate & tiempo de 
conserslción, pero los suelos almacenados durante m&s de tres años deben T&C a analizatw en cua~~to a su 
contenido de carbono orgtico3 pH y capacidad de intercambia mti6tico (CEC), antes de que x utken. 

ta du~ón madre debe prcprarx de preferencia justo antw de La apltiti6n a las muestras de sucio y debe 
guardane cena& en la mcuridad a 4 ‘-‘C. El tiempo de ronservacihn depende de la estsb%idad de la sustancia 
pmbicma y de su concentración ca la SQhcioa. 

sdamente en el caso de las sustancias paco solubles (5 c l@ g l-l), puede ser necesario adir un agente de 
sohlbílizatión apropiado cuando sea difícil dis&er la sustancia problema. Este agente de solubilizaciirn: a} 
debe ser miscible con agua, como el metanol o el acetonitxila; b) su cormntración no debe exceder del 1% 
&I vdurnen total de la soluüóti madre y debe constitir IIWKS de ese limite en la soluci611 de la sustancia 
probtana que ~9 vaya a ponex cti GWIWW con el SU& @referentemente tncws del 0,X 95}, y c) no debe ser 
un agente tessoactiw ni experimentar reacrionw sohroiipifa con la sustancia problema. El UJO de un agente 
de ~dhrbikzación debe cor&ar y justificarse en el informe sobre Jos datos. 

Otra opción para sustancias poco sohibles as &dir a! sistema de prueba rwtancia problema ya disuelta: esta 
sustancia se disuelve en w &-ente orginico, del cual se a&t& Ufla akxota al sistema de suelo y soluciQ de 
CacI, 0,01 M en agua destilada o desionizada. El contenido del solvente orgtico en la fase amasa debe man- 
tenerse lo más bajo pasible, normalmente sin exceder del 0.1 %. IA utilización de ll11 solvente or@ttko puede 
addecer de irrep&tibüidad del. volumen. Así pues, puede introducirse UI error adicionaI ya que ta cwcen- 
tracióu de sw3taaüa problema y de CQsQlYente no SerS la miama en tc&s Ias pruebas” 
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1.8.1. Método aaalíti4m 

Entre los par;ímetros clave que pueden influir en la exactitud de las medidas de sorción se incluyen la exacti- 
tud del método anaiítico en el análisis de las fases tanto de solución como adsorbida, la estabilidad y h pureza 
de la sustancia problema, el logro del equilibrio de sorción, la magnitud del cambio de concentración de la 
solución, la proporción suelo/solu&n y los cambios en la estructura del suelo durante el proceso de equili- 
brado (35) (59) (60) (61) (62). En el apéndice 2 figuran algunas ejemplos donde se tratan estos problemas de 
eXaCtitUd. 

Debe comprobarse la fiabilidad del-método analítico utilizado en la gama de concenaación que pueda darse 
durante la prueba. El expeknentador debe ser libre para elaborar un método apropiado con la exactitud, la 
precisión, la reproducibilidad, los límites de detecci6n y la recuperación apropiados. A continuación se dan 
orientaciones sobre cómo llevar a cabo tal prueba. 

Un volumen apropiado de CaC&O,Ol M (por ejemplo, 100 cm3) se agita durante 4 horas con un peso deten& 
nado de suelo (por ejemplo, 20 g) de alta capacidad de adsoti6n, es decir, con un alto contenido de carbono 
orgánico y de arcilla; estos pesos y volúmenes pueden variar dependiendo & las necesidades analíticas, pero 
una proporción suelo/solucián de 1:~ es un punto de partida conveniente. Se centrifuga la mezcla y puede fil- 
trarse la fase acuosa. Se aliada a &a cierto volumen de la solución madre de sustancia problema para alcanzar 
una concentración nominal dentro de la gama de concentración que pueda darse durante la prueba. Este volu- 
men no debe exceder del 10 % del volumen final de la fase acuosa, para cambiar lo menos posible la natura- 
leza de la solución de preequilibrado. Se analiza la solución. 

Debe realizame una prueba en blanco con el sistema suelo + solución de CaCl* (sin la sustancia problema), 
para comprobar la presencia de artefactos en el método analítico y de efectos de matriz causados por el suelo. 

Entre los métodos analíticos que pueden utilii para las medidas de sorción se incluyen la cromatografía 
gas-líquido (GLC), la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), la espectrometia (por ejemplo, cromato- 
grafia gaseosa/espectrometría de masas, kiPW/espectrometría de masas) y el recuento de centelleo líquido (para 
sustancias radiomarcadas). Sea cual sea el metodo analítico utilizado. se considera conveniente si la recupera- 
ci6n está entre el 90 y el Il 0 % del valor nominal. Para permitir la detección y la evaluacián después de que 
haya tenido lugar el reparto, los límites de detección del método analftico deben estar al menos dos órdenes 
de magnitud por debajo de la cticenuacì6n nominal. 

Las características y los limites de detección del método analítico disponible para llevar a cabo los estudios de 
adsorción desempeiían un papd importante en la defiición de las condiciones de prueba y de la ruliución 
de todo el experimento. Este m&odo sigue una vía experimental general y proporciona recomendaciones y 
orientaciones sobre soluciones alternativas cuando el método anatitico y las instalaciones de Iakntorio 
impongan limitaciones. 

1.8.2. Sekcdn de hs proporciones óptimas s&o/sakióa 

ea selecci6a de proporciones apropiadas suelo/solución para los estudias de sorción depende del coeficiente 
de diibución I$ y del grado relativo de adsorción deseado. El cambio de concentnci6n de la sustancia en la 
solución determina la exactitud estadktica de la medida basada en la forma de la ecuacibn de adwrcián y el 
límite de la metodología analítica. respecto a la detección de la concentraci6n de la sustancia química en la 
solución. Por lo tanto, en la prktica general es útil partir de algunas proporciones fijadas, para las cuaks el 
porcentaje adsorbido sea de más del 20 %. y preferiblemente > 50 % (62). mientras que debe tenerse cuidado 
para mantener bastante alta la concentración de sustancia problema en la fase acuosa a fm de poder mediia 
con exactitud. Esto es particularmente importante en caso de altos porcentajes de adsorci6n. 

un planteamiento conveniente de la selección de las proporciones adecuadas s~elo/agua SC basa en una esti- 
mación del valor de & por estudios preliminares o por técnicas aceptadas de estimación (ap¿ndice 3). La rlec- 
cián de una proporción adecuada puede entonces basarse en la @ca de la proporci6n suelo/solución frente 
a kl con porcentajes fijos de adsorción (figura 1). En esta gr&fica se asume que la ecuación de adsorción es 
lineal (l). La relación aplicable se obtiene reordenando la ecuación (4) de k.i en la forma de la ecuación (1): 
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Figura 1. Relación entre las proporciones suelo/solución y & con diversos porcentajes de adsorci6n de la sus- 
tancia problema 

La figura 1 muestra las proporciones suelo/solución necesarias en función de b para diversos niveles de 
adsorción. Por ejemplo, con una proporción suelo/solución de I:5 y un & de 20, habt4 aproximadamente un 
80 % de adsorción. Para obtener una adsorción del SO % con el mismo K,+ debe utilizarse una proporción de 
1:25. Este planteamiento de la selección de las proporciones suelo~sotuci6n adecuadas da al investigador la fle- 
xibilidad sufkiente para satisfacer sus necesidades experimentales. 

LOS casos que son más difíciles de tratar son aquellos en que la sustancia química se adsorbe mucho o muy 
poco. En los casos en que se de adsorción baja, se recomienda una proporción suelo/solución de l:l, aunque 
con algunos tipos de suelo muy ot@ico pueden ser necesarias proporciones más pequeñas para obtener una 
mezcla fluida. Debe tenerse cuidado con la metodología analítica para medir pequeiios cambios en la concen- 
tración de la solucibn; si no, la medida de la adsorción ser;í inexacta. Por otra parte, en caso de coeficientes de 
distribuci6n k& muy altos, puede llegarse hasta una p.uparGn surio/aoluci6n de 1x1~3 para dejar una canti- 
dad significativa de sustancia qufmica en la solución. Sm embargo, debe tenerse cuidado para asegumr una 
buena mezcla, y dejarse tiempo suficiente para que el sistema se equilibre. Un planteamiento alternativo es 
predecir el valor de &t aplicando técnicas de estimación basadas, por ejemplo, en los valores de Pov (apkndice 
3). Esto podrfa ser útil especialmente para las sustancias qufmicas poco adsorbidas/polares con P, c 20 y para 
las sustancias lipo&as/de alta sorción con P, > 10’. 

1.9. REALIZACIÓN DE IA PRUEBA 

1.9.1. Condkiones de la prueba 

Todos los experimentos se hacen a temperatura ambiente y, si es posible, a una temperatura constante situada 
entre 2Oy 25°C. 

fas condiciones de Ia centrifugación permitirán eliiinar de la solución las partfculas de más de 0,2 Pm. Este 
valor corresponde a la partfcula más pequefía que se considera partícula &da, y es el lfmitt entre partículas 
s6lida.s y coloidales. En el apéndice 4 figuran orientaciones sobre cómo determinar las condiciones de la centti- 
fugación. 

Si el equipe de centrifugación no puede garantizar la eliminación de las partfcula.s de más de 0,2 prn, puede 
utilizarse una combinación de centrifugación y de filtraci6n con filtros & 0,2 Pm. Estos filtros deben hacerse 
de un material inerte conveniente para evitat cualquier pérdida de la sustancia problema en ellos. En todo 
caso, debe demostrarse que no se produce durante la fdtración ninguna pkdida de sustancia problema. 
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1.9.2. Etapa 1: btadi prdiminar 

La finalidad de llevar a cabo un estudio preliminar figura ya en el punto 1.2 *Objetos. Con el experimento 
sugetido m&s adelante se dan orientaciones sobre la realización de tal prueba. 

1.9.2.1. Selección de kas ptoponktws dptimas sue+oh~Gn 

Se utiliian dos tipos de suelo y tres proporciones suelo/solución (seis expetimentos). Un tipo de suelo tendrá 
alto contenido de carbono orgánko y bajo contenido de arcilla; el otro, bajo contenido de carbono orgánico y 
alto contenido de arcilla. Se sugieren las proporciones siguientes: 

- SO g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporción l:l), 

- 10 g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporci6n 1:5), 

- 2 g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporción 1:25). 

La cantidad mínima de suelo con la cual puede llevarse a cabo el experimento depende de las instalaciones del 
laboratorio y de las caractetísticas de los metodos analfticos utilixados. Sin embargo, se recomienda utilizar 
por lo menos 1 g, y preftiblemente 2 g, para obtener resultados fiables en la prueba. 

Una muestra de conttol con solamente la sustancia problema en solución de CaCIr 0,Ol M (sin suelo) se 
somete precisamente al mismo tratamiento que los sistemas de prueba, para comprobar la estabilidad de la 
sustancia problema en solución de CaCl, y su posible adsorción a las supeãicies de los recipientes del ensayo. 

Una muestra en blanco por suelo con la misma cantidad de suelo y el volumen total de 50 cm3 de solución 
de CaCl, 0.01 M (sin sustancia problema) se somete al mismo procedimiento de prueba, con el fin de sewir 
de contraste durante el 4lisis para detectar sustancias de interferencia o suelos contaminados. 

Todos los experimentos, incluidos los controles y los blancos, deben llevarse a cabo al menos por duplicado. 
EI número total de muestras que deben prepararse para el estudio puede calcularse en funcibn de la metodolo- 
gía seguida. 

Los métodos para el estudio preliminar y el estudio principal son generalmente los mismos: se mencionan las 
excepciones en su caso. 

Las muestras de suelo secadas al aire se equilibran agitandolas con un volumen mínimo de 45 cm3 de CaClr 
0.01 M durante una noche (12 horas) antes del dfa del experimento. Después se tiade cierto volumen de la 
solución madre de sustancia problema para ajustar el volumen final a 50 cm3- Este volumen aiMdo de la 
solución madre: a) no debe exceder del 10 % del volumen final de 50 cm3 de la fase acuosa para cambiar lo 
zretzs posible la naturaleza de la sAción de preequilibrado, y b) debe suponer preferiblemente una concen- 
tración inicial de la sustancia problema en contacto con el suelo (C,,)) por lo menos dos árdenes de magnitud 
m&s alta que el límite de detección del método analítico; este umbral garantiza la posibilidad de llevar a cabo 
medidas exactas incluso en caso de adsoraön fuerte (> 90 %) y de determinar más ta& Ias isotermas de 
adsorci6n. También se rec~rtdmda que, a ser posible, la concentración inicial de sustancia (Ce) no supere la 
mitad de su limite de solubilidad. 

Se da más abajo un ejemplo de c6mo calcular la concentración de la soluci6n madre (CJ. Se supone un límite 
de detección de 0,Ol ng cm-’ y una adsorción del 90 %; así pues, la concentración inicial de la sustancia pro- 
blema en contacto con el suelo debe ser preferiblemente 1 pg cma (dos órdenes de magnitud más alta que el 
limite de detección). Suponiendo que se aíkde el volumen recomendado mkimo de h solucih madre (es 
decir, S cm3 a 45 cm3 de solución de equilibrado de CaQ 0,01 M (= el 10 % de la solución madre hasta un 
volumen total de 50 cm3 de fase acuosa), la concentración de la solución madre debe ser 10 pg cmw3, que es 
tres órdenes de magnitud mis alta que el limite de detección del método analitico. 

El pH de la fase acuosa debe medii antes y después del contacto con el suelo, puesto que desempet’ta un 
papel importante en todo el proceso de adsorción, especialmente en caso de sustancias ionizables. 

Se agita la mezcla hasta que se alcance el equilibtio de adsorción. El tiempo de equilibrado de los suelos es 
muy variable, dependiendo de la sustancia química y del suelo; generalmente ea suficiente un período de 24 
horas (77). En el estudio preliminar pueden recogerse muestras secuencialmente durante un período de 48 
horas desde la mezcla (por ejemplo, a las 4, 8, 24, 48 horas). Sin embargo, los tiempos de análisis deben con- 
siderarse con 5exibilidad para tener en cuenta el horario de trabajo del laboratorio. 
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Hay dos opciones para el análisis de la sustancia problema en la solua *ón acuosa: a) el método paralelo, y h) ej 
método en serie. Dtbe insistirse en que, aunque el método paralelo sea experimentalmente i& pesado, el tra- 
tamiento matemático de los resultados es más simple (apéndice 5). Sin embargo, la elección de la metodología 
seguida corresponde al experimentador, que habrá de considerar las instalaciones y los recursos dispomiles 
del laboratorio. 

a) Método paralelo: se preparan tantas muestras con la misma proporción de suelo/solución como intervalos 
de tiempo a que se desee estudiar la cinética de adsorción. Después de la centrifugación y, en su caso, fil- 
tración, la fase acuosa del primer tubo se recupera lo más completamente posible y se analiza despub de, 
por ejemplo, 4 horas, la del segundo tubo despu& de 8 horas. la del tercero después de 24. etc 

b) MCtodo en serie: se prepara solamente una muestra por duplicado de cada proporción .suelo/solucióe A 
los intervalos de tiempo definidos se centrifuga la mezcla para separar las fases. Se determina inmediita- 
mente la sustancia problema en una pequeña alícuota de la fase acuosa; el experimento continúa con la 
mezcla original. Si se aplica la filtración despues & la centrifugaci6n, el laboratorio debe tener instalacio- 
nes para realizar la fJtnción de pequefw alícuotas acuosas. Se recomienda que el volumen total de las alí- 
cuotas tomadas no exceda del 1% del volumen total de la soluci&t, para no cambiar mucho la propor- 
ción suelo/soluci6n ni diminuir la masa de soluto disponible para la adsorcibn durante la prueba. 

ea adsorción porcentual A, sc calcula a cada tiempo (tJ en función de la concermación inicial nominal y de la 
concentracián medida a ese tiempo de muestreo (ti), corregido para tener en cuenta el valor del blanco. Se 
realizan las gráfkas de 4 frente al tiempo (figura 1 del apkndice 5) para estimar la llegada a la meseta de 
equilibrio (r). También se calcula el valor de & en el equilibrio. Tomando como base este valor de &. a partir 
de la figura 1 se seleccionan proporciones adecuadas auelolsohxión, de modo que la adsorción porcentual 
alcance mis del 20 % y, preferiblemente, > 50 % (61). Todas las ecuaciones y principios de gráficas aplicables 
figuran en el punto 2, de *Datos e informes*, y en el apkndice 5. 

1.9.2.2. Determinacidn del tietnpo de c.quikbrado dc adswcih y dc h cnntkhd dc swrmda pmblmta ndrmbuia en el qdibaio 

Como ya se ha mencionado, las gráficas de At, o C$ frente al tiempo permiten la estimaci6n del logro del 
equilibrio de adsorci6n y de la cantidad de sustancia problema adsorbida en el equilibrio. Las figuras 1 y 2 del 
apéndice 5 muestran ejemplos de tales gráficas. El tiempo de equilibrado es el que necesita el sistema para 
alcanzar una meseta. 

Si, con un suelo determinado, no se llaga a ninguna meseta sino que hay un aumento constante, puede 
deberse a la complicación por factores tales como la biodegradación o la difusión lema. La biodegmdación 
puede comprobarse repitiendo el experimento con una muestra esterilizada del suelo. Si no se logra ninguna 
meseta inclw erl este caso, el experimentador debe realizar estudios específicos para buscar otros fen6menos 
que pudieran darse; puede hacerse con modificaciones apropiadas de las condiciones del experimento (tempe- 
ranrra, tiempos de agitación, proporciones suelojsoluci6n). Corresponde al experimentador decidir si continúa 
con el procedimiento de prueba a pesar de que posiblemente no se llegue a lograr el equilibrio. 

1.9.2.3. Adsotrión en & supe$cie del recipiente del enr+yo y estabihdad ds fa sustancia problema 

Analizando las muestras de control puede obtenerse información sobre la adsorción de la sustancia problema 
en la superficie de los recipientes del ensayo, asi como sobre su estabilidad. Si se observa una disminución 
superior al error típico del método analftico, puede haber fenómenos de degradación abiótica o adsorción en 
la superficie del recipiente del ensayo. Puede conseguirse distinguir entre estos dos fenómenos lavando a fondo 
Las paredes del recipiente con un volumen conocido de un solvente apropiado y determinando la sustancia 
problema en la solución de lavado. Si no se observa ninguna adsorción en la superficie de los recipientes del 
ensayo, la disminución confiia la inestabilidad abi6tica de la sustancia problema. Si se encuentra adsorción, 
es necesario cambiar el material de los recipientes del ensayo. Si embargo, los datos sobre la adsorción en la 
superficie de los recipientes del ensayo obtenidos de este experimento no pueden extrapolarse dkectamente al 
experimento con suelo/soluci6n. La presencia de suelo afecta a esta adsorcián. 

Puede obtenerse informaci6n adicional sobre la estabilidad de la sustancia problema mediante la determinación 
del balance de masa parental a lo largo del tiempo. Esto significa que se determina la sustancia problema en la 
fase acuosa, en los extnctos de suelo y en las paredes del recipiente del ensayo. La diferencia entre la masa de 
la sustancia problema aiiadida y la suma de las masas de la sustancia problema en la fase acuosa, extractos de 
suelo y paredes de los recipientes del ensayo es igual a la masa degradada, volatilizada o no extraída. Pata Ue- 
var a cabo una determinaci6n dei balance de masa, debe haberse alcanzado el equilibrio de adsorcibn en el 
tiempo que dure el exnetimento. 

El balance de masa se lleva a cabo en ambos suelos y con una proporción suelo/solución por suelo que dé 
una disminución por encima del 20 % @refenikmente > SO %) en el equilibrio. Cuando se termine el experi- 
mento de seleccibn de la proporción con el análisis de la última muestra de la fase acuosa después de 48 
horas, las fases se separan por centrifugación y, si se desea, fikración. Se recupera lo más posible de la fase 
acuosa, y se añade al suelo un solvente de extracción conveniente (coeficiente de extraccibn de por lo menos 
el 95 %) para extraer la sustancia problema. Se recomienda hacer por lo menos dos extracciones sucesivas. Se 
determina la cantidad de sustancia prohlema presente en los extractos de recipientes del ensayo y del suelo, y 
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se calcula el balance de masa {ecuaci6n 10 en e! punto X.2). Si es inferior al 90 %, se considera que la sus- 
tancia problema es inestable en la escaia de tiempo de ia prueba. Sin embargo, los estudios podían aún conti- 
nuar, teniendo en cuenta la inestabilidad de la sustancia problema; en este caso se recomienda analizar ambas 
fases en el estudio principal. 

1.9.3. Etapa 2: Cinética de adson56n con una conceotrxi60 de la sustancia problema 

Se utilizan cinco suelos, seleccionados a partir del cuadro 1. Es conveniente la inclusión entre estos cinco sue- 
los de algunos o de todos los suelos utilizados en el estudio preliinar, si procedn En tal caso, la etapa 2 no 
tiene que repetirse con los suelos utilizados en el estudio preliminar. 

El tiempo de equilibrado, la proporción suelo/solución, el peso de la muestra de suelo, el volumen de la fase 
acuosa en contacto con el suelo y la concentraci6n de la sustancia problema en la solucibn se seleccionan 
basándose en los resultados del ekudio preliminar. Es mejor hacer el am3lisis aprotimadamente después de un 
tiempo del contacto de 2, 4, 6, 8 (quiAs también 10) y 24 horas: el tiempo de agitaci6n puede ampliarae a 
un máximo de 48 has en caso de que una sustancia requiera un tiempo más largo de equilibrado según loa 
resultados de la selectión de la proporción. Si embargo, los tiempos de anAh.sis pueden considerarse con ffexi- 
bilidad. 

Se hace cada experimento (un suelo y una solución) al menos por duplicado para poder estimar la varianu de 
los resultados. En cada experimento se lleva a cabo una prueba en blanco, con suelo y solución de CaClr 0,Ol 
M, sin sustancia problema, y con un peso y un volumen, respectivamente, idénticos a los del experimento. Se 
somete al mismo procedimiento de prueba una muestra de control con solamente la sustancia problema en 
solución de CaCl 0,Ol M (sin suelo) como precaución frente a fenómenos inesperados. 

La adsorción pOrCenNd se calcula a cada tiempo At, o intervalo de tiempo Ah (según sea necesario) y se 
representa gráficamente frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de disttibuci6n & en el equilibrio, 
así como el coeficiente de adsorcián normalizado para tener en cuenta el carbono orgánico K, (con sustan- 
cias orgánicas no polares). 

Resuhados de la prueba de cinética de adsorción 

El valor lineal de & es generalmente exacto para describir el comportamiento respecto a la sorcibn en el suelo 
(35) (78) y refleja la movilidad inherente de las sustancias qtúmicas en el suelo. Por ejemplo, en general, las 
sustancias con b 5 1 cm3 g-t se consideran cuahtativamente móviles. Del mismo modo, MacCaF et $. (16) 
han elaborado un sistema de clasificación de la movilidad basado en valores de ?& (16). Ademis, hay sistemas 
de clasifkación de la lixiviación basados en la relaci6n entre K, y DT-50 (‘) (32) (79). 

También, según estudios de an&is de error (61), los valores de Q inferiores a 0,3 cm3 g-’ no pueden esti- 
marse exactamente a partir de una disminuci6n de la concentraci6n en la fase acuosa, incluso cuando se aplica 
la proporci6n más favorable suelo/soluci6n (desde el punto de vista de la exactitud), es decir, 1:I. En este caso 
sc recomienda el antisis de ambas fases, suelo y Auck5n. 

En cuanto a las observaciones mencionadas, se recomienda que el estudio del comportamknto de la adsorción 
de una sustancia química en el suelo y de su movilidad potencial continúe mediante la determinación & las 
isotermas de adsorción de Freundlich para los sistemas de los cuales sea posrble una determinación exacta de 
& con el protocolo experimental seguido en este método de ensayo. La detetminaci6n exacta es posible si el 
valor que resulta de multiplicar f& por la proporci6n suelo~soluci6n es >, cuando las medidas se basan en la 
disminución de la concentración de la fase acuosa (método indirecto), o bien >, cuando se analizan ambas 
fases (método directo) (61). 

1.9.4. Etapa 3: Isotwmas de adwrcióo y cMrica & dtsara6nritsttt.s de &sorcióa 

1.9.4.1. LsfJtcnllas de admióll 

de utilizan cinco concentraciones de sustancia problema que cubran preferiblemente doa órdenes de magnitud: 
en la selección de estas concentraciones deben tenerse en cuenta la hidmsolubilidad y las concentraciones 
acuosas resultantes en el equilibrio. Debe mantenerse la misma proporción suelo/soluci6n por suelo a lo largo 
del estudio. La prueba de adsorción se lleva a cabo según lo descrito anteriormente, con la única diferencia de 
que la fase acuosa se analiza solamente una vez, al tiempo necesario para alcanzar el equilibrio según lo deter- 

(‘) m-50: tiempo necesario pan k depadacih del 50 96 de la swaancia prebknu. 
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minado artes cn la etapa 2. Se determinan las concentraciones de equilibrio en la soición y se calcula la can- 
tidad adsorbida a partir de la disminución de la sustancia problema en la solución o con el método directo. fa 
masa adsorbida por unidad de masa del suelo se representa gráficamente en función de la concentración de la 
sustancia problema en el equilibrio (véase el punto 2, mDatos e informes+ 

Resultados del experimento de isotermas de adsorción 

Entre los modeloa matemáticos de adsorción propuestos hasta ahora, el de las isotermas de Freundlich es el 
utilizado más frecuentemente para describii procesos de adsorción. En las referencias (41) (45) (80) (81) (82) 
se proporciona información más detallada sobre la interpretación e imptxtancia de los modelos de adsorción. 

Nota: Debe indicarse que es posible comparar los valores de l$ {coeficiente de adsorción de Freundlich) de 
diferentes sustancias solamente si estos valores de I$ se expresan en las mismas unidades (83). 

1.9.4.2. Unét2.n de desonidn 

El propósito de este experimento es investigar si una sustancia química se adsorbe reversible o irreversible- 
mente a un suelo. Esta informacián es importante, puesto que el proceso de desorción también desempeiia un 
papel destacado en el comportamiento de las sustancias en el suelo de campo. por otra parte, los datos de 
desorcion son útiles para la modelizacióo por ordenador de la’liiviación y la simulación def anastre de sus- 
tancias disueltas. Si se desea hacer un estudio de desorcion, se recomienda que el estudio descrito a continua- 
ción se lleve a cabo con cada sistema para el cual haya sido posfble una determinacián exacta de & en el 
experimento anterior de cimkica de adsorción. 

hakgamente al estudio de cinética de adsorción, hay dos opciones para proceder con el experimento de 
cinética de deserción: a) el método paralelo. y b) el método en serie. La selección de la metodología seguida 
corresponde al experimentador, que tendrá en cuenta las instalaciones y los recursos del laboratorio. 

a) Método paralelo: de cada suelo seleccionado para realizar el estudio de deserción se preparan tantas mues- 
tras con la misma proporción suelo/solución como intervalos de tiempo a que se desee estudiar la ci&ica 
de deserción. Es preferible utilizar los mismos intervalos de tiempo que en el experimento de cinética de 
adsorción: sin embargo, el tiempo total puede ampliarse según sea necesario para que el sistema alcance 
el equilibrio de desorcion. En cada experimento (un suelo, una solución) se lleva a cabo una prueba en 
blanco, con suelo y solución de CaCl, 0,Ol M, sin la sustancia problema, y con un peso y un volumen, 
respectivamente, idénticos a los del ezperimento. Como muestra de control, la sustancia problema en 
solución de CaCl, 0,Ol h4 (sin suelo) se somete al mismo procedimiento de prueba. Todas las mezclas del 
suelo con la solución se agitan hasta que se alcance el equihbrio de adsorción (según lo determinado antes 
en la etapa 2). Entonces, las fases se separan por centrifugación y las fases acuosas se retiran en la mayor 
proporción posible. El volumen de solución retirado se sustituye con un volumen igual de CaCl2 0,Ol M 
sin sustancia problema y las nuevas mezclas se agitan otra vez. La fase acuosa del primer tubo se recupera 
lo mA.s completamente posible y se analiza despu& de, por ejemplo, 2 horas, la del segundo tubo desptk 
de 4 horas, la del tercero después de 6 horas, etc., hasta que se alcance el equilibrio de deserción. 

b) Método en serie: después del experimento de cinética de adsomión, se centrifuga la mezcla y se retira lo 
más posible la fase acuosa. El volumen de solución retirado se sustituye con un volumen igual de caCl 
0.01 M sin sustancia problema. La nueva mezcla se agita hasta que se alcance el equilibrio de deserción. 
Durante este periodo, a intervalos de tiempo definidos, se centrifuga la mezcla para sepuar las fases. En 
una pequeifa alfcuota de la fase acuosa se determina inmediatamente la sustancia pmblema: el experi- 
mento continua después con la mezcla original. El volumen de cada alfcuota debe ser menos del 1 % del 
volumen total. Se agade a la mezcla la misma cantidad de soluci6n de CaCl, 0,Ol M Rara mantener la 
proporción suelo/solución, y continúa la agitación hasta el intervalo siguiente. 

fa deserción po~entual se calcula a cada tiempo (DJ o intervalo de tiempo @d (según las necesidades del 
estudio) y se representa frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de deserción & en el equilibtio. 
Todas las ecuaciones aphcabks figuran en el punto 2, *Datos e informes~, y en el apéndice 5. 

Resultados del experimento de cin&ca de desarción 

Las gráficas comunes de la deserción D, y la adsorción 4 porcemuales frente al tiempo permiten valorar la 
reversibilidad del proceso de adsorción. Si el equilibrio de deserción se logra incluso dentro del doble del 
tiempo de equilibrio de adsorción, y la deserción total es de más del 75 % de la cantidad adsotWa, se consi- 
dera que la adsorción es reversible. 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 145 

1.9.4.3. isotermas de biesmi& 

~as isotermas de desorci6n de Freundlich se determinan con los suelos utilizados en el experimento de las iso- 
termas de adsorción. La prueba de deserción se lleva a cabo según lo descrito en el punto 1.9.2.5.2. *Cinética 
de desorci6n~, con la única diierencia de que la fase acuosa se analiza solamente una vez, en el equilibrio de 
deserción. Se calcula la cantidad de sustancia problema desorbida. El contenido de sustancia problema que 
permanece adsorbida al suelo en el equilibrio de deserción se representa en función de la concentración de 
equilibrio de la sustancia problema en la solución (véase a continuación *Datos e informes. y el aphdice 5). 

2. DATOS E INFORMES 

LOS datos anahicos se presentan en forma de cuadro (véase el apéndice 6). Se dan las medidas y las medias 
cahladas. Se proporcionan las representaciones gtáficas de las isotermas de adsorción. Se hacen los cálculos 
según lo descrito mas adelante. 

Para la prueba, se considera que el peso de 1 cm’ de solución acuosa es 1 g. La proporción suelo/solución 
puede expresarse en unidades de peso&o o de peso/volumen con la misma cifra. 

2.1. ADSORCfbN 

fa adsorción (Q se define como el porcentaje de sustancia adsorbida en el suelo en relación con la cantidad 
presente al principio de la prueba, en las condiciones de prueba. Si la sustancia problema es estable y no se 
adsorbe significativamente a la pared del recipiente, 4 se calcula a cada tiempo tg según la ecuación: 

donde: 

A4 = adsorción porcentual al tiempo 4 (%), 

mf(tr) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo ti (pg), 

m, = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la prueba (pg). 

En el apéndice 5 f$xa información detallada sobre el cáhlo de la adaorcibn porcentual 4 con los métodos 
paralelo y en serie. 

El coeficiente de distribuci6n b es ia proporción entre el contenido de sustancia en la fase ed#ica y la concen- 
tración en masa de la sustancia en la solución acuosa, en las condiciones de prueba, cuando se alcanu cl qui- 
librio de adsorción: 

donde: 

0 = contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el quilibtio de adsorción (pg g-t), 

C$eq) = concentraci6n en masa de la sustancia en la táse acuosa en el equilibrio de adsorci6n @g cm-? 
esta concentración se determina analíticamente teniendo en cuenta los valores obtenidos en las 
pruebas en blanco, 

n$d{eq) = masa de la. sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorcih (llg), 

m$e$ = masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción <rg), 

m, = cantidad de la fase edáfica, expresada en masa seca de suelo (g), 

va = volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el suelo (cm~. 
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La relación entre As y Kd se da en la ecuación siguiente: 

donde: 

Ac = adsorción porcentual en el quilibtio de adsorción (%). 

El coeficiente de adsorción normalizado para tener en cuenta el carbono orgánico K, relaciona el coekiente 
de distribución & con el contenido de carbono orgtico de la muestra de suelo: 

donde: 

%oC = porcentaje de carbono organito en la muestm de suelo (g g-3. 

El coeficiente K, representa un solo valor que caracteriza el reparto principalmente de las sustancias orgánicas 
no polares entre el carbono orgánico del suelo o sedimento y el agua. La adsorci611 de estas sustancias está 
correlacionada con el contenido orgánico del s6lido de sorción (7); así pues, ICS valores de %, dependen de 
las características específicas de las fracciones húmicas que difieren considerablemente en su capacidad de sor- 
ãón, debido a diferencias de origen, génesis, etc. 

2.1.1. lsotcrmas de adsarclón 

ea ecuación de las isotermas de adsorción de Freundlich relaciona la cantidad de sustancia problema adsorbida 
con la concentración de sustancia problema en la soluci6n en el equilibrio (ecuación 8). 

LOS datos se tratan como en el punto 2.1. Akorción~. y, de cada tubo de ensayo, se calcula el contenido de 
sustancia problema adsorbida en el suelo después de la prueba de adsorción [e(eq), en otras partes expre- 
sado como xlm]. Se acepta que se ha logrado el equilibrio y que c)(eq) representa el valor de equilibrio: 

pqq) _ eh) _ b - (=%a -Vo cpg g-l) 
> 

Qaíl %3il 

ea ecuación de adsorción de Freundkh es la siguiente (8): 

eY4 = e . ghY’n (442 g-*1 

0, en forma lineal: 

(8) 

(9) 

donde: 

KF* = coefkiente de adsorción de Freundlich: su dimensión es cm3 
casos, se introduce la pendiente l/n en la dimensión de e 8 (pg 

el s610 si l/n = 1; en los demb 
-‘j” (cn1~~1” g-‘) 

n = constante de agresión: 1111 generalmente oscila entre 0,7 y l,O, indicando que los datos de sor- 
ci6n suelen ser ligeramente no lineales. 

Se representan grSicamente las ecuaciones (8) y (9) y se calculan los valcwes de Kr& y 1111 por an5lisis de 
regresión utilizando la ecuación 9. Tamhién se calcula el coeficiente de correlación ti de la ecuación logarít- 
mica. En la @ura 2 se da un ejemplo de tales representaciones: 

Figura 2 RepresentaciQ de la adsorción de Freundlich, normal y linealixada 
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~1 balance de masa (M) se define como el porcentaje de sustancia que puede recuperarse analíticamente des- 
pués de una prueba de adsorch respecto a la cantidad nominal de sustancia presente al principio de la 
prueba. 

El tratamiento de los datos será diferente si el solvente es completamente miscible con agua. En caso de un 
solvente miscible con agua, el tratamiento de los datos descrito en el punto 2.2, &)wxción~ puede aplicarse 
para determinar la cantidad de sustancia recuperada por la extracci6n con el solvente. Si el solvente es menos 
miscible coa agua, hay que hacer la detenninaci6n de la cantidad recuperada. 

El balance de masa MB de la adsorción se calcula del siguiente modo; se supone que el t&mino mE corres- 
ponde a la suma de las masas de la sustancia problema extraídas del suelo y de la superficie del recipiente del 
ensayo con un solvente orgánico: 

MB= (Kcc ’ c+d * m) * 100 (%) 
Vo . co 

donde: 

MB 

m, 

G 

VtCi 

= balance de masa (%) 

= asa total de la sustancia problema extraída del suelo y de las paredes del recipiente del ensayo en 
dos f- @gj, 

= concentraci6n inicial en masa de la solución problema en contacto con el suelo (pg cm-q, 

= volumen de sobrenadante recuperado despub del equil~btio de adsorci6n (cmw3). 

2.2. DESORCIÓN 

ea deserción (D) se define como el porcentaje de sustancia problema que se desorbe, en Aaci6n con la canti- 
dad de sustancia adsorbida previamente, en las condiciones de prueba: 

donde: 

Dt, 
m%) = - * 100 (%) 
nz*e¶1 

(11) 

D, = deserción porcentual a un tiempo t, (%), 

m:m:m:m:m:m:m:m:m:m: = masa de la sustancia problema desorbida del sucio a un tiempo 4 (pg), 

qb\eq) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorción (rg). 

En el apéndice 5 figura información detallada sobre cómo calcular la deserción po~e~~tual D, con los métodos 
paralelo y en serie. 

El coeficiente & desorckh aparente (K& es, en las condiciones de prueba, la proporción entre el contenido 
de sustancia que permanece en la fase edhfka y la concentración en masa de la sustancia desorbida en la solu- 
ción acucw, cuando se alcanza el equilibrio de desorch: 

donde: 

(12) 

bc¶ = coeficiente de desoccibn (cm’ g-l), 

m$(eq) = masa total de la sus-da problema desorbida del suelo en el equilibrio de deserción (pg), 

"T = volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante la prueba de cinética de dcsor- 
ción (cm3). 

En el ahdice 5, en el sección &ksorción~, @uran dke&c~ pm cddu m$$e+ 
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Obserwión 

Si la prueba de adsorci6n precedente se ha lkvado a cabo con el método paralelo, se considera que el volumen 
VTdeiaecuación 12esigualaVP 

2.2.1. Isotermas de duorci&l 

La ecuación de isotermas de desorcián de Freundlich relaciona el contenido de la sustancia problema que per- 
manece adsorbida en el suelo con la concentración de la sustancia problema en la solución en el equilibrio de 
desorcibn (ecuación 16). 

Para cada tubo de prueba, el contenido de sustancia que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de 
deserción se calcula del modo siguiente: 

*(es) se define como: 

donde: 

e=w = 

d?w = 

v,’ = 

v, = 

contenido de la sustancia problema que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de desor- 
ã6n (pg g-l), 

masa de la sustancia determinada analíticamente en la fase acuosa en el equilibrio de deserción 
MI* 

masa de la sustancia problema que queda en solución después de alcanzado el equilibrio de adsor- 
ci6n debido a la sustitución incompleta del volumen Qtg), 

masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción (rg); 

volumen de solución tomada del tubo para la medida de la sustancia problema, en el equilibrio 
de deserción (cm3). 

volumen del sobrenadante retirado del tubo despu& de alcanzar el equilíbxio de adsorción y susti- 
tuido por el mismo volumen de solución de CaC 0,Ol M @n3). 

A continuación se muestra la ecuaci6n de deserción de Freundlich: 

eh) = e * ~W”“k3 g-l) W 
0, en forma lineal: 

donde: 

KF! = coetkiente de desorcián de Freundlich, 

n = constante de regresión, 

C@(eq) = concentración en masa en la sustancia en la fase acuosa en el equilibrio de desorci6n @g cm-q. 

fas ecuaciones 16 y 17 pueden representarse gráficamente y el valor de e y el de l/n se calcular. por anAi- 
sis de re-gresión utilizando la ecuación 17. 

ObsewacGn 

Si el exponente I/n de adsorción o deserción de Freundlich es igual a 1, la constante de enlace de adsorción o 
desorcibn de Freundlich (bA y KFd”, se14 respectivamente igual a la constante de equilibrio de adsorción o 
deserción (Kd y &J, y las grzíficas de C, frenta a C, serán lineales. Si los exponentes no son iguales a 1, las 
gráficas de C, frente a C, no serán lineales y las constantes de adsorción y desoreión varia1411 a lo lago de las 
isotermas. 
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2.2.2. hfmne de la prueba 

El informe de la prueba debe incluir la información siguiente: 

149 

- identicación completa de las muestras de suelo utilizadas, incluyendo: 

- referencia geogrdfìca del sitio (latitud, longitud), 

- fecha del muestreo, 

- tipo de uso (por ejemplo. suelo agrícola, bosque, etc.), 

- profundidad del muestreo, 

- contenido de arena~limo/arcilla, 

- valores de pH (en CaQ 0.01 M). 

- contenido de catbono organito, 

- contenido de materia orgadica, 

- contenido de nitrógeno, 

- proporción CjN, 

- capacidad de intercambio catiónico (mmol/kg). 

- toda la información relativa a la recogida y conservaci6n de las muestras de suelo, 

- en su caso, toda información pertinente para la interpretaci6n de la adsorción/desorcíon de la sustan- 
cia problema, 

- referencia de los métodos utilizados para la determinación de cada parametro; 

- información sobre la sustancia problema según el caso; 

- temperatura de los experimentos; 

- condiciones de centrifugación: 

- procedimiento analítico utilizado para analizar la sustancia problema; 

- justificación del uso eventual de agentes de solubilización para la preparación de la soluci6n madre de la 
sustancia problema; 

3. 

- explicación de las correcciones hechas en los cálculos, en su caso; 

- datos según Ias fichas (a-ce 6) y representaciones gr&Ba; 

- toda la información y observaciones útiles para la interpretación de los resultados de la prueba 
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APÉNDICE 1 

ESQUEMA DE LA PRUEBA 

+ 
IDisponible? 

No sigue la prueba 

1 2suelo.s 1 

Selección de las proporcio- 
l oes suelo/solucióo óptimas 

Comprobracióo de la adsor- Comprobación de la estabilidad 
por medio del balance de masa 

pareotal 

{se alcanza una meseta de 
equilibrio? 

J 
F SI el balance de masa < 
problema es inestable en la escala de tiempo 
prueba. Ésta puede continuar 

fases (suelo y solución acuosa) 

M* (m,,JVo) > 0,f (método indirecto: medida de la disminuci6o en la soluci6n) 
Kd* (m&a) 7 0,l (método directo: medida en ambas fases) 

según corresponda 
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APÉNDICE 2 

INFLUENCIA DE LA EXACTITUD DEL MbODO ANALfI-ICO Y DEL CAMBIO DE CONCENTRACl6N 
SOBRE LA EXACl-ITUD DE LOS RESULTADOS DE LA ADSORCIÓN 

A partir del cuadro siguiente (84), se ve que, cuando la diferencia entre la awsa inicial (m,, = 110 pg) y la masa en el 
equilibrio [m$ (eq) = 100 pg] de la sustancia problema en la solución es muy pequeña, un error del 5 % en la medida 
de la concentración en el equilibrio origina un error del 50 % en el c&ulo de la masa de la sustancia adsorbida en el 
suelo [qd (eq)] y del 52,4 % eo el dhlo de K+ 

Cantidad de suelo w = 10 g 
Volumen de solución Va = 100 col’ 

m$W ebJl R Cf”v R* Kd RS 
0 bg cmv31 (118 g- ) 

PARAA=Y% 

100 1,000 valor ved 10 1,oo Valor ver-d. 1 

101 1.010 1% 9 0,90 10% 0,891 10.9 % 

105 1.050 5% 5 0,50 50% 0,476 52.4% 

109 1,090 9% 1 0.10 90% 0,092 YO,8 % 

so.0 

50,s 

52,s 

55,0 

0,500 valor ved 

0,505 1% 

0,525 5% 

0,550 10% 

PARAA-55% 

60.0 6,00 

59.5 5.95 

57.5 5.75 

5 5,0 5.50 

PARAA=YY% 

Valor verd. 108,9 10,89 

1% 108,889 lo,8889 

5% 108.845 lo.8845 

10% 108,790 10.8790 

Valor verd. 12.00 

0,8 % ll.78 

4,0 % 10.95 

8,3 % 10.00 

Valor verd. 990 

0.01 % 980 

0.05 % 942 

0.10 % 899 

donde: 

m$ (es) = masa de la sustancia problema en la fase ed&a en el equilibrio (pg), 

m$(eq) = masa de la sustancia problema en la fase acuosa en el equilibrio (pg), 

t$ (eq) = contenido de la sustancia problema en la fase edáfka en el equilibrìo @g g-l), 

1.8% 

8.8 % 

16.7 % 

$-‘(eq) = concentración en masa de la sustancia problema eo la fase acuosa en el equilibrio Qtg cmS3), 

R = enor analftico en la determinacion de m$(eq), 

R’ = error calculado debido al error analítico R. 
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TlkNICAS DE FSllMAClóN DE b 

1. Las técnicas de estímación permiten dar un valor de G a partir de correkiones observadas con, por ejemplo, valo- 
res de P, (12) (39) (63) (64) (65) (66) (67) (68), datos de hidrosolubilidad (12) (19) (21) (39) (68) (69) (70) (71) 
(72) (73), o datos de polaridad obtenidos por aplicación de HPLC ~II fase inversa (74) (75) (76). Como se muestra 
en los cuadros 1 y 2, a partir de estas ecuaciones se cakula K, o K,,,,, y después, indirectamente, se obtiene &, con 
las ecuaciones: 

K, = & . E (& g-‘) ILn=&y~(cm~g-l) 

2. ESUS correlaciones se basan en dos suposiciones: 1) la materia orgánica del suelo es el factor que rn& influye en la 
adsorción de una sustancia, y 2) las interacciones implicadas son principalmente no polares. En consecuencia, estas 
correlaciones: 1) no son aplicables a las sustancias polares (o ~510 lo son de forma limitada), y 2) no son aplicables 
a los casos en que el contenido de materia orgtica del suelo es muy pequdio (12). Por otra parte, aunque se han 
encontrado correlaciones satisfactorias entre P, y adsorcibn (lP), no puede decicx lo mismo de la relación entre 
hidrosolubilidad y grado de adsorción (19) (21); en este sentido, los estudios son muy contradictorias. 

3. En los cuadros 1 y 2 se dan ejemplos de correlaciones del coeficiente de adsorción con el coeficiente de reparto 
octanol-agua y con la hidrosolubilidad, respectivamente. 

Cuadro 1. Ejemplos de correlaciones entre el coefkiente de dktribucicSn de la adsorción y el coeficiente de reparto 
octanol-agua; pueden verse más ejemplos en (12) (68) 

sustaouls 

Ureas sustituidas 

Aromáticas doradas 

Divexsos plaguicidas 

Hidrocarburos aromáticos 

tGuammas 

Diversos plaguicidas 

sustancias cloradas aromáti- 
cas, alifáticas 

a-naftol 

Sustancias aromáticas alifáti- 
cas, ciclicas 

Diversos compuestos 

CdaciOnCS Autores 

log K, = 0.69 + 0.52 log P, Briggs (1981) (39) 

Iog K, = -0,779 + 0,904 log Pm Chiou u al. (1983) (65) 

log & = 4.4 + 0,72 log Pm 

log %, = -2,53 + 1.15 log P, 

Gerstl y Mingelgrin (1984) (66) 

1 Vowks y Mantoura (1987) (67) 

Cuadro 2. Ejemplos de correlaciones entre el coeficiente de distribución de la adsorción y la hidrosolubilidad; pue- 
den verse m& ejemplos en (68) (69) 

C&ones 

log K, = 3.8 - 0,561 log s, 

log K, = (4,040 +/- 0,038) - 
(0,557 +/- 0,012) log s, 

log K, = 4,273 - 0,686 log s, 

log K, = -1,405 - 0,921 log s, - 
0.00953 (mp-25) 

1% K,,,,, = 2,75 - 0,45 1% s, 

AUtOES 

Gel-al y Mingelgh (1984) (66) 

Chiou et ai. (1979) (70) 

Hasset d d. (1981) (71) 

Karickhoff (1981) (72) 

Moreale van Blade (1982) (73) 
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CÁLCULOS PARA DEHNIR LAS CONDICIONES DE LA CENTRWUGAUóN 

1. U tiempo de centrifugación viene dado por la siguiente fórmula, suponiendo partículas esfkricas: 

9 

t= 2 [ drpq&q) 1 wvRJ (1) 

Con fines de simplitkción, todos los parAmetros se dan en unidades ajenas al SI (g, cm), 

donde: 

0 = velocidad de giro (=2 n rpm/60) (rad s-l), 

rpm = revoluciones por minuto, 

1 = viscosidad de la solución (g s-’ cm”), 

‘P = radio de las partículas (cm), 

PS = densidad del suelo (s cm-?, 

PYI = densidad de la soluci6n (g cm-‘), 

R( = distancia desde el centro del rotor de centrifúgación hasta el nivel de la solución en el tubo de cenrrífuga 
(4. 

% = distancia desde el centro del rotor de centrifugación hasta el fondo del tubo de centrífuga (cm), 

b-R, = longitud de la mezcla suelo~soluci6n en el tubo de centrífuga (cm). 

En la páctica general, se utiliza un tiempo doble del cakulado para conseguir una separación completa. 

2. La ecuación (1) puede simplificarse más si consideramos que la viscosidad (q) y la densidad @$ de la solución son 
iguales a la viscosidad y la densidad del agua a 25 ‘C; por tanto, q = 8,95 * 10m3 g s-l cm-l and ps = 1.0 g, cmm3. 

Entonces, el tiempo de centrifugación se obtiene con la ecuación 2): 

t = (rpm)2 
3,7 l.lP 
.rP2(ps- 1) E (2) 

3. En la ecuación 2 se ve que hay dos par&metras importantes para definir las condiciones de la centrifugación, es 
decir, el tiempo (t) y la velocidad (rpm) necesarios para conseguir la separaciAn de las partículas & un tamtio 
determinado (en nuestro caso, de O,l v de radio): 1) la densidad del suelo, y 2) la altura de la mezcla en el tubo 
de centrífuga (%-RJ, es decir, la distancia que recorre una partfcula de suelo desde el nivel superior de la soluci6n 
hasta el fondo del tubo; evidentemente, con un volumen determinado, la altura de la mezcla en el tubo dependerá 
del cuadrado del radio del tubo. 

4. L2 figura 1 presenta las variaciones del tiempo de centrifugación (t) fmnte a la velocidad de centrifugación (rpm) 
con diferentes densidades de suelo @J (figura ta) y diferentes alturas de la mezcla en los tubos de centrífuga (figura 
2a). En la fig.la queda de manifiesto la influencia de la densidad del suelo; por ejemplo, con una centrifugación cld- 
sica de 3 000 rpm el tiempo de centrifugación es de aproximadamente 240 minutos para una densidad de suelo de 
1,2 g crñ3, mientras que es de sblo 50 minutos para 2,0 g cme3. Análogamente, según la figura Ib, con una centri- 
fugación clAs¡ca de 3 000 rpm el tiempo de centrifugación es de aproximadamente 50 minutos para una altura de 
la mezcla de 10 cm y de sólo 7 minutos para una altura de 1 cm. No obstante, es importante encontrar la relación 
óptima entre la centrifugación que requiera la menor altura posible y una manipulación fácil para el experimema- 
dor al separar las fases tras la centrifugación. 
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S. Por otra parte, al definir las condiciones evp?rimentab para Ia sepza&~ de !ac fases suelo 1 sotución, es impor- 
tante considerar la posible exisitzxia de una tercera l pse~dofase, los coioides. Estas partfculas, de tamaño &nor a 
0,2 pm, pueden afectar considerablemente a todo el mecanismo de la adsorción de una sustancia en una suspensión 
de suelo. Cuando se realiza la centrifugación según se describe anteriormente, los coloides se quedan en la fase 
acuosa y se someten a anAisis junto con la fase acuosa, con lo que se pierde la información sobre su influencia. 

Si el laboratorio donde se realiza la prueba tiene equipos de ultracentrifugación o ultrafiltración, es posible estudiar 
con mayor profundidad la adxwción/desorción de una sustancia en el suelo, con información sobre la adsorción de 
la sustancia en los coloides. En este caso, para separar las tres fases (suelo, coloides, solucibn) debe reakarse una 
ultracentrifugación a 60 000 rpm/minuto o una uhrafihración con una porosidad de 100 000 Dalton. También hay 
que modificar en consonancia el protocolo del ensayo, a fin de determinar la sustancia en las tres fases. 

1000 loo00 

Velocidad de centrifugación (rpm) 

Figura la. Variaciones del tiempo de centrifugación (t) frente a la vebxidad de centrifugación (rpm) con diferentes 
densidades de suelo @J. 
R, = 10 cm; b-R, = 10 cm; q = 8,95 * 10m3 g s-l cm-* and p- = 1,O gcmS3 at 25 T 

Idía - 

lhora . 

100 loo0 

Velocidad de centrifugación (rpm) 

Figura Ib. %uiaciones del tiempo de centrifugación (t) frente a 12 velocidad de centrifugación (Tm) con diferentes 
ahras de la mezcla en el tubo de centrífuga @+,-RJ = L; Rt = IO cm; q = 8,P 5 x 10’ g s-l cm-‘; pyI = 
1,O g cmm a 25 T y p, = 2.0 g cmw3. 
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CÁLCULO DE LA ADSORCdN A (%) Y DE LA DESORCIÓN D (%) 

El esquema temporal del procedimiento es el siguiente: 

A efectos de la c&ulos. se supone que la sustancia problema es estable y OO se adsorbe de forma importante a las 
paredes del recipiente. 

ADSORCbN A (A %) 

a) Métodopdeb 

La adsorción porcentual se calcula con cada tubo de ensayo (r) a cada tiempo (t,), según la ectlación: 

A 
II 

= mfYG). 100 
ma (%) 

Los thninos de esta ecuación pueden calcularse de la forma siguiente: 

w = co * va o’g) 

donde: 

(1) (9 

(2) 

(3) 

4 = adsorcióo potreotual (Pi) al tietopo q, 

aqr%il = masa de la sustancia problema en el suelo al tiempo t; en que se realiza el amilisis (pg), 

0% = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al inicio de la prueba @g), 

c, = coocentracióo inicial en masa de la solución problema en contacto con el suelo @g cm-‘). 

*ti> = concentración en masa de la sustancia eo la fase acuosa al tiempo $ en que se realiza el análisis &g 
cm-q; esta concentrach se determina analíticamente teniendo en cuenta los valores obtenidas en la 
prueba en blanco, 

Vo = volumen ioiclal de la sohxióo problema en contacto coo el suelo (cm3). 

LOS valores de la adsorción porwsd A,, o C’$;ti, se r ep reseotao gráficamente freote al tiempo y se determina el 
tiempo al que se alcanza el equilibrio de sorcióe. En las figuras 1 y 2 se recogen ejemplos ¿e tales gráficas. 

(‘) Ecuación aplicable a los métodos tanta direao como indiito. Las demás ecuaciones son aphbles sólo al método indircao. 



0 0 5 5 10 10 15 15 20 20 25 25 30 30 35 35 40 40 45 45 50 50 

Tiempo de equilibracióo ti (horas) Tiempo de equilibracióo ti (horas) 

Fwra 1. C&ca de equilibrio de adsorción Fwra 1. C&ca de equilibrio de adsorción 
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

Tiempo de equilibracióo t, (horas) 

F@a. 2. Concentración en masa de la sustancia problema en la fase acuosa (Cg> frente al tiemw 

b) Métodonrsrrir 

fas siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorción se sigue con mediciones de la sustan- 
cia problema en peqtreihs alícuotas de la fase acuosa a ititervalos de tiempo especificados. 

- Durante cada intervalo de tiempo, la cantidad de sustaocia adsorbida en el suelo se calcula de la manera 
siguiente: 

- para el prìmer intervalo de tiempo At, = q- b 

r$‘(At,) = mg - o&tl) . 
0 
> 
* 

- para el seguodo intervalo de tiempo At2 = t2 - t, 

mF(At2) = m$(tt) - 3 
0 L 

(4) 

(5) 
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- para el tercer intervalo de tiempo AtI = tq - t, 

ml(At3) = m$(t2>. 

161 

(6) 

- para el enésimo iotervalo de tiempo At, = b - fiel 

q*(&J = m$(t, - 1) - 
e 

a-(o~2)-~)_m~(t.).((Va-(n~1).~)) (,) 

- El porcentaje de adsorción a cada intervalo de tiempo, Ab se calcula coo la ecuación siguiente: 

Ab 4t’(*tr) = - - 100 (%) 
mo 

(8) (‘1 

mientras que el porcentaje de adsorción (A$ al tiempo ti viene dado por la ecuación: 

2 4%) 
A,, = jdr 

0’4 
- 100 (%) (9) (‘1 

Los valores de la adsorción 4 o Ab (segúo las necesidades del estudio) se represeatan gráficameote frente al 
tiempo y se determina el tiempo al que se alcanza el equilibxio de sorcibo. 

- AI tiempo de equiliirado t.,+ 

- la masa de la sustaocia problema adsorbida en el suelo es: 

q*h) = 2 q*(At,) 
Al#=l 

- la masa de la sustancia problema eo la soluch es: 

m$(es) = mo - 2 mfQ@G) 
&=l 

- y la adsorción porceotual eo el equilibrio es: 

a,- ??Yes) - ~. 100 (%) 
m 

(10) 1’) 

(11) (7 

(12) (9 

LOS parhetros usados en estas ecuaciones se definen de la forma siguieote: 

m)(AtJ, rn$VtJ, . . . . q*(AtJ = masa de la sustancia adsorbida en el suelo duraote los intervalos de tiempo 
ht,, h,. . . . . Aq, respectivamente (pg), 

rn$W. rn$W, . . . . mZ%J = masa de la sustancia medida en una alícuota $ alas tiempos t,, t2, ._., t, res- 
pectivaowote (r@. 

n2*@4 = masa de la sustancia adsorbida en el 40 eo el equilibrio de adsorción @g). 

m$hl = masa de la sustaocia en la soluci6o en el equilibrio de adsorción (rg), 

ti = volumeo de la alícuota donde se mide la sustancia problema (cm]), 

‘% 

% 

= adsorción porcentual correspondiente al intervalo de tiempo At, (%). 

= adsorción porceotual eo el equilibrio de adsorción (%). 

C) Ecuaciones apliubles a los máodos tamo directo como iodireao. Las demh auaciones son aphbla 610 al máodo indiiao. 
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DESORflóN D (%) 

El tiempo t,, al que se inicia el experimento de cinCtica de desorcióo se considera que es el momento en que el volumen 
recuperado mtimo de la solución de sustancia problema (después de alcanzarse el equilibrio de adsorcióo) es sustituido 
por un volumen igual de solución de CaC& 0,Ol M. 

A un tiempo 4, la masa de la sustancia problema se mide en la fase acuosa tomada del tubo i (V$ y la masa desor- 
bida se calcula coo arreglo a la ecuación siguiente: 

mq(h)=t&(ti). $ - ml, 
0 f 

En el equilibrio de desorcióo 4 = t,.+ po r 10 pue o@d = m$h). 

ea masa de la sustancia problema desorbida durante un intervalo de tiempo (AtJ se da en la ecuación: 

mi = m$Vt) - Cm$Yi) 
ti1 

(14) 

!.a desorci6o porceotual se calcula: 

- a uo tiempo 4 a partir de la ecuación: 

D, = 
md”(h) 

L * 100 (%) 
mlh) 

(15) 

- y durante un intervalo de tiempo (AtJ a partir de la ecuación: 

D = m$Y*td ~ - 100 (%) 
bq m%d 

donde: 

(16) 

D, = desorcióo porcentual al tiempo t, (%), 

D4 = deserción porcentual correspoodieote al idtervalo de tiempo AG (%), 

masa de la sustancia problema desorbida al tiempo t, ()lg), 

masa de la sustancia problema desohida durante el inte4o de tiempo Ati (pg), 

masa de la sustancia problema medida analíticamente al tiempo 4 en un volumen de soluci611 V,‘, 
que se toma para el an&is (pg), 

4 = masa de la sustancia problema que queda en solución una vez alcanzado el equilibrio de adsor- 
ci61.1 debido a la sustitución incompleta del volumen @g). 

~w = masa de la sustancia problema en la solucióo en el equilibrio de adsorción (pg), 

VR = volumen de sobrenadante retirado del tubo después de que se baya alranzado el equilibrio de 
adsorción y sustituido por el mismo volumen & una soluci6o de CaCl 0,Ol M (cm3), 

q = volumen de solución tomado del tubo (i) para la medida de la sustancia problema, en el experi- 
mento de cinética de deserción (cm3). 
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Los valores de desorcibn D, o D, (según las necesidades del estudio) se representan frente al tiempo y se deternlina 
el tiempo al que SC alcanza el equilibrio de deserción. 

b) Métochenserie 

Las siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorción presentado se ha seguido con medi- 
ciones de la sustancia problema en pequeitas alícuotas (vf) de la fase acuosa (metodo en serie en el punto 1.9, aRe 
ahación de la prueban). Se supone que: a) el volumen de sobrenadante retirado del tubo tras el experimento de 
cinética & adsorcih se ha sustituido con el mismo volumen de solución de CaCl 0.01 M (Va) y b) el volumen 
total de fase acuosa en contacto con el suelo (VT) durante el experimento de cinética de deserción se mantiene 
constante y viene dado por la ecuaci6n: 

VT = Vo - C7&i) 
l=l 

Al tiempo t$ 

- La masa de la sustancia problema se mide en una pequeíia alhota (~3 y la masa desorbida se calcula con 
arreglo a la ecuación siguiente: 

(VT - (i - I) - e) 
($)-m”( VT ) 

- Al equilibrio de deserción 4 = b, por lo que rn$(G = rn@(eq), 

- La deserción porcentual D, se calcula a partir de la ecuación siguientr 

D _ m$W 
4 - q$(q) .lOO PI 

AI intervalo de tiempo &): 

Durante cada intervalo de tiempo, la cantidad de sustancia desorbida se calcula de la forma siguiente: 

- para el primer intervalo de tiempo At, = t,-t,, 

m$‘@h) = mdP(tl). @) - 4 y qf(tl) = m?q) - m$‘(Ah) 
a 

- para el segundo intervalo de tiempo At2 = tt-tt 

m$(Atz) = mm(tl) . $ 
0 

- m$(Atl) - 
1 

(“‘vr‘“‘) -4. (“‘\;r*‘) y 

(20) 

(21) 

- para el enésimo intervalo de tiempo At,, = t&-, 

*(At,,)= [mF(t,,,. 6) -m~.((vT-(n~l”yp)) - ,e$n,((vT-(,i”” -rn~&))j 

vd%J = m3es) - 2 $W) (23) 
1=1,n.1 
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Finalmente, la desorcirín porrentual a rada intervah de +EF, D, U? calcula COP la ecuación siguiente: 

mientras que la deserción porcentual D, al tiempo t, viene dada por la ecuación: 

defhiéndose los phetros utilizados de la forma siguiente:: 

qb(Atl), r$=(At& . . . . r#=(At,J = masa & h sustancia que permanece adsorbida en el suelo tras los intervalos de 
tiempo At,. At2, . . . . Ab respectivamente @g), 

me&), m$AtJ . . . . rn$AtJ = masa de la sustancia problema desorbida durante los intervalos de tiempo AtI, 
A t2, . . . . At,, respectivamente (pg). 

d3hX d3tdp --- 43~ = masa de la sustancia medida en una alícuota e a los tiempos t,, t2, . . . . t, res- 
pediwm- w* 

vT = volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante el experi- 
mento de cinética de desorcióa realizado con el método en serie (cm’), 

= masa de la sustancia problema que queda en solución una vez alcanzado el 
equilibrio de adsorción debido a la sustituci60 incompleta del volumen (JI@: 

(26) 

VR 

D 
Va 

= volumen de sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el equilibrio de 
adsorción y sustituido por el mismo volumen de solución de CaCl, 0.01 M 
(=n3)v 

= volumen de la alícuota tomada del tubo para el análisis (i). durante el experi- 
mento de cihica de desorci&n realizado con el metodo en serie (cm3): 

vfsq02.V~ (27) 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 165 

ADSORCIÓN-DESORCIÓN EN SUELOS: FICHAS DE COMUNKAcII6N DE DATOS 

Sustancia estudia& 

suelo estudiado: 

Contenido ed masa seca del suelo (105 ‘C. 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . _ . . . . . , . . % 

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..__._........_..................__.____....._...... ‘C 

Adtcm~¡Ón del mhodo analhicO 

Suelo pesado 

Suelo: masa seca 

g 

g 

volumen de la solución de CaCl, I al9 I 
Concentración final nominal sol de la solución 

Concentración f& analítica sol de la solución 

pg cm-3 

pg cm-3 

Principio del método analítico utilizado: 

Calibración del método dtico: 
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Sustancia estudiada: 

suelo esxudiido: 

Contenidoenmasasecadelsuelo(105’C.~2horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .._..... % 

Temperatura: __..._.._._...........~....~.............~~.........._.__......__..._......_ ‘C 

Metodología analítica seguida! 

Directa 0 

Prueba & adsorcih muestras de ensayo 

Volumen de solución CaC& 0,Ol an 
Mparaequikibrar~su~ 

Volumen de solución madre cm3 

Volumen total de fase acuosa en Vo cm3 
contacto con el suelo 

Comentraci6n inicial de la solu- C, Irgcme3 
ción problema 

gasa de la sustancia problema al m, w 
inicio de la prueba 

Tras qitaci611 y centrifngaci¿in 

Método indirecío 

M&odo pidelo 

Concentración de la sustancia 
problema fase acuosa, incluida 

f$Nil H cms 

corrección por blanco 
-- .- 

Método en serie 

tdasa de la sustancia problema 
medida en la akuota V: 

m:(4) M 

Métodu directo 

Masa de la sustancia problema =P(tl) l% 
adsorbida en el suelo 

t3lcdol.klaadsofción 
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Sustancia estudiada: 

Suelo estudiado: 
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Contenido en masa seca del suelo (105 T, 12 horas): _ . . . . . _ . _ . . _ . . . . _ . . . _ _ . . . _ _ . . . . . . . . . _ . . . . . . . . . % 

Temperatu’% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .._._..._.__..___..._..___...._...___.....___.__...._. OC 

Pm& de adsorción: blancos y control 

BhCO I CWUO! 
, 

0 0 

- 

. 

- 

enlafaseacwxa 

Concentración en la fase acuosa pg cms 

Nata: hfiá¿ame cohmnas en caso necesario. 
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sustancia tqmdiadz: 
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suelo estudiado: 

Contenidoenmasasecadelsuelo(105’C.l2horas): . . . . . . . . . . . . . ..__.....__.._...... _ . . ..___...__ 96 

Temperatua: . . . . ..-..-........-..........-........_....__....................._ . . . . . . . . . *C 

BtllaaoC&ItUWl 

súnbolo unidad 

Notubo 

suelo pesado 

Suelo: masa seca 

- 

wd 

Volumen de agua erg suelo pesado (dcuhl~) 1 Vws 

VoLumen sol de la solucióa de CaCl* 0.01 M 
para equilibrar el suelo l 
Volumen de solución madre 

Volumen total de fase acuosa en contacto con V, 
el suelo r 

Concentración inicial de la solución problema 1 C, 

Tiempo de equilibrado 

Tras pgitseión 

g 

g 

Id 

ml 

cm3 

h 

cmtrifogaci6n 

Volumen retirado fase acuosa 

Volumen añadido solvente 

VI-U 

AV 

cm3 

cm3 

1’ extnuxión con solvenCe 

seAalanalkdaenfasesolvente SI var. 

Cocr3tnción de la sustancia p++ma en sol- CE1 pg cm-’ 
vente 

Masa sustancia extmída del suelo y paredes % R 
recipiente 

r dilnción con solvente 

Volumen retirado solvente 

Volumen añadid0 solvente 

Lw, cm3 

AV cm3 

2’ extracción con solvente 

señal analizada en fase solvento 

Concentración de 12 sustancia problema en sol- 
vente 

s, var. 

CE, pg cme 

Masa sustancia extraída del suelo y pare4ks JJkl R 
recipiente 

Total masa sustancia problema extraída en dos mE w 
e- 

Balance de masa MB 96 
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Sustancia estudiada: 

Suelo estudiado: 

Contenidoenmasasecadelsuelo(105T.12horas): . . . . . . . . . . . . . . . .._....___......_..........._.. % 

Temperatuura: .~..........._._........._....._._._.....____....._....____.....~......._... ‘C 

lsotamas de adsorch 

169 

aaadido 

Concentración de la sustan- 
cia en fase acuosa, incluida 
corrección por blanco 

Tenlperatuta 

MS adsorbida por unidad 
SUdO 

Adlisis & regresión: 

valor de &*: 

valor of lln: 

coeficiente de regresión 13: 
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Sustancia estudiada: 

Suelo estudiado: 

Contenidoenxnasasecadelsuelo(105’C,12homs): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . % 

Temperatura: _.__......_.......................-.......-----...~.......---...~.......--.~ ‘C 

Metodología analítica seguida: Indirecta 0 Paralela Cl Enserie q 

Prneba de dcsorcibn 

tPt&odelahsedeadsorcián 

bíasa de sustancia adsorbida en el suelo en el equili- q&(eq) pg 
brio de adsorción 

Volumen retirado de fase acuosa, sustituido por CaCl* 
0.01 M 

Va cm3 

volumen total de fase acuosa en contacto PM 
con suelo SM 

VO 
vT 

gasa de la sustancia problema qye queda en la solu- mi, Pt? 
ci6n una vez alcanzad0 el eqclilíírio de adsorción 
debido a sustitución incompleta del volumen 

hWTVd0 
de tkmpo 

lmesvalo lmervab 

+- 

detieap detiempo 

i- 

~asa de sustancia desorbida del suelo al tiempo t, 

Dcsorciih porcentual 

Deserción al tiempo c D, % 

Desortión al intervalo de tiempo Ati D4 % 
-- 

Coefkiente de desohón aparente Kda - 

PM: Método paralelo. 

SM: Método en serie. 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 

C.lp. CÁLc'2noDELCOEWKNl'EDEADSORCl6N&)EN SUELOSYENLODOSDEAGUAE 
~~smmisrbm~~m CRO~TO~RA~LIQUIDADEALTARES~L~CI~~~~~~~ 
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1. MJ?rODO 

El presente método de ensayo reproduce las directrices del documento TC121 de la OCDE (2000). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El comportamiento que presentan los compuestos en cuanto a su adsorción en suelos o en lodos de aguas 
residuales puede dexxibii mediante ciertos parámetros, para cuya determinación experimental se puede apli- 
car el método de ensayo C.18. Un parámetro importante es el codiciente de adsorción, definido como la rela- 
ción entre la concentración del compuesto en la muestra de suelo o lodo y la concentraãbn del mismo en la 
fase acuosa, cuando la adsorción llega al equilibrio. El coeficiente de adsorción normalizado con respecto al 
contenido de carbono orgánico presente en el suelo, K, constituye un útil indicador de la capacidad que pre- 
senta un producto químico para unirse a la materia orgtica de los suelos o los lodos de aguas residuales; este 
valor permite establecer comparaciones entre las diversos productos químicos. Se puede calcular este par&ne- 
tro a través de correlaciones con la hidrosolubilidad y con el coeficiente de reparto n-octanol&a (1) (2) (3) 
(4) (5) (6) (7). 

El método experimental descrito en este ensayo hace uso de una técnica de HFLC para calcular el coeficiente 
de adsorción, &, en suelos y lodos de aguas residuales (8). La fiabilidad de los valores así obtenidos es supe- 
rior a la de los c&~~los efectuados por QSAR (9). Como metodo de cAkulo, no puede sustituir completamente 
a los experimentos de equilibrio de lotes contemplados en el método de ensayo C-18. A pesar de ello, el K, 
calculado puede ser útil para escoger los parámews de ensayo adecuados en los estudios de adsorch~desor- 
ción que siguen el método de ensayo C.18 calculando los valores & (coeficiente de distrkzión) o & (coefi- 
ciente de adsorción de Freundlich) según la ecuaci6n 3 (véase e-l punto 1.2 a continuaci6n). 

1.2. DEFINICIONES 

Q coeficiente de dismtición, que se define como la relaci6n existmte entre las concentraciones m el equili- 
brio (C) de una sustancia problema disuelta m un sistema de dos fases: un adsorbente (suelo o lodo) más una 
fase acuosa: es un valor adimensional, cuando las concentratíones en ambas fases se expresan como peso~peso. 
si la concmtracib del compuesto en la fase acuosa viene expresada como pesolvolumen, las unidades de & 
son mlg’. l&, puede variar en función de las propiedades del adsorbente. 

donde: 

Ll0 = concenttación de la sustancia problema en el suelo @iI), una vez alcanzado el equilibrio (pg - g-l) 

&,+, = concentración de la sustancia problema en el lodo (sfudge), una vez alcanzado el equilibrio (R * g-l) 

G = concentración de la sustancia problema en la fase acuosa, una vez alcanzado el equilibrio (pg . g-‘, 
pg - ml-‘). 

Kg coetkiente de adsorción de Freundkh. que se define como la concmtracióa de la sustancia problema m el 
suelo o m el knlo de aguas residuales (x/m) cuando la concentración m la fase acuosa, llegado el equiliio~, 
toma el valor 1; unidades: pg * g-’ de adsorbente. El valor puede varkr m funci6n de las propiedades del 
adsorbente. 

l*~=logKf+~.logcq m 

donde: 

xlm = cantidad de sustancia problema x (pg) adsorbida por masa de adsorbente m (s), m el equilibrio, 

v’ = pendiente de la isoterma de adsorción de Frmndlich, 

Cys = concentraci6n de la sustancia problema en la fase acuosa, en el equilibrio (pg . n-J-*). 

CumdoCq= 1, logI(r=log; 

(2) 
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u coeficiente de distribución (Kd) o coeficiente de adz2rci& de ~reund!ich (!Q xr?r.&ado c~?n respecto al 
mntenido de carbono orgánico (fd de un adsorbente; en ei caso particular de productos químicos no ioniza- 
dos, resulta un indicador aproximado para conocer la magnitud de la adsorción de un compuesto y pemlite 
establecer comparaciones entre diversos productos quimicos. Según sean las dimensiones de & y b K, puede 
ser adimensional o bien venir expresado en las unidades siguientes: mi * g-’ o pg - g-’ de materia org&nica. 

I&= 2 (adiiensionaloml-g-‘)obienF(pg-g-l) 
a 

La relación entre los coeficientes K, y & no siempre es lineal; asi pues, la posible diferencia de los valores de 
K, entre uno y otro suelo es muy reducida, en comparación con la de los valores & o ~(i. 

A partir del coeficiente de distribución másica (k’), empleando un gráfico de calibración de iog k’ frente a log 
& (registrado con las compuestos de referencia elegidos), se deduce el coeficiente de adsorción (K,J. 

ta - b k’ = - 
b 

@ tiempo de retención (en el cromatograma de HPLC) del compuesto problema o del compuesto de referencia 
(minutos), 

te: tiempo de retención de la fase móvil en la columna de HPLC (minutos) (véase el punto 1.8.2). 

Parv: coeficiente de reparto octanol/agua, que se define como el cociente entre la concentración de la sustancia 
disuelta en n-octanol y la concentración de la misma disuelta en la fase acuosa; se trata de un valor adimensic+ 
nal. 

(5) 

1.3. COMPUESTOS DE REFERENCIA 

ES necesario conocer, antes de aplicar el método. cuál es la fórmula estructural del compuesto, asi como su 
pureza y su constante de diación (en caso pertinente). Resulta útil contar con datos adi&naks tales como 
la solubilidad en agua y, en disolventes orgánicos, el coeficiente de reparto octanol/agua y las características de 
hidrólisis. 

A fin de establecer una correlación entre los datos de retención obtenidos mediante HPLC. relativos a la sus- 
tancia problema, y el coeficiente de adsorción de la misma, ?&, se debe trazar un @co de calibración 
(log K, frente a Iog k’). Se empleará un mínimo de seis pur.t~ de reterenar. ai menos uno de ei:vi por 
encima y otro por debajo del valor previsto para la sustancia problema La exactitud del método mejor& sig- 
nificativamente si se emplean compuestos de referencia que guarden una relaci6n estructunl con la sustancia 
problema. Si el analista no cuenta con este tipo & datos, deberá ser él quien elija los compuestos adecuados 
para la calibración. En tal caso, se optará por una serie mAs general de compuestos hetero&neos desde el 
punto de vista estructural. En el ap6ndice figura una lista de compuestos y de valores & K, aplicables para 
los análisis de lodos de aguas residuales (cuadro 1) o de suelas (cuadro 3). La elección & otros compuestos 
para la calibración debed ser justiicada. 

1.4. PRINCIPIO DEL tiTODO DE ENSAYO 

Se Lleva a cabo una HPLC en columnas analíticas rellenas de una fase sólida de tipo cianopropilo, de las dipo- 
nibles en el mercado, que contiene tanto grupos lipófilos como grupos polares. Se utiliza una fw stacionaria 
moderadamente polar basada en una matiz de sílice: 

1 l 

I 1 

-O-Si : -CHI-CH2-CH2 ; - CN 

sílice 1 
, grupo apolarseparador : grupo pola 

L I I 
f I 
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!t! prir?ipio dp! método de ensa;3 es similar al de! mCtodo de ensayo A.8 (coeficiente de reparto, mktodo de 
~-BK). mi ir dtrovesaodo la columna, junto con la fase móvil, la srlstancia problema interacciona con la fase 
estacionaria. Como resultado del reparto entre la fase móvil y la fase estacionaria, la sustancia problema expe- 
rimenta una retención. La composición ambif?lica de la fase estacionaria (partes polares y partes apolares) per- 
mite una interacción de los diversos grupos polares o apolares de cada molécula similar a la que tiene lugar 
en el caso de la materia orgánica en matrices tales como lodos de aguas residuales o suelos. Este hecho posibi- 
lita establecer una relación entre el tiempo de retenci6n en la columna y el coeficiente de adsorción en la 
materia orgánica. 

El pH ejerce una signikativa influencia sobre la adsorci6n. particularmente en el caso de los compuestos pola- 
res. En el caso de suelos de cultivo o tanques de plantas de tratamiento de aguas residuales, el pH suele estar 
comprendido entre 5,5 y 7,5. Cuando se desea analizar compuestos ionizabies, se debe llevar a cabo un 
ensayo con la forma ionizada y otro con la no ionizada, empleando las solucionar tampón adecuadas, aunque 
sólo en aqueuos casos en que al menos el 10 % del compuesto anahio se disocie a un pH de entre 5.5 y 
7,5. 

Para la evaluación se utiliza exclusivamente la relación entre la retención en la columna de HPLC y el coefi- 
ciente de adsorción, de modo que no es preciso aplicar un método de an&lisis cuantitativo: tan sdlo es necesa- 
rio determinar el tiempo de Etención. Si se dispone de una serie adecuada de compuestos de referencia y es 
posible aplicar las condiciones experimentales normales, el método constituye un modo rápido y efkaz para 
calcular el coeficiente de adsorción, k&. 

1.5. APLICABILIDAD DEL ENSAYO 

El método de HPLC esaplicable a aquellos productos químicos (marcados o no) para ios cuales se disponga de 
un sistema de detección apropiado (por ejemplo, un espectrofotómetro, un detector de radiactividad) y que 
sean suficientemente estables durante todo el experimento. Puede resultar especialmente útil para analizar pro- 
ductos químicos cuyo estudio sea difícil mediante otros sistemas experimentales (compuestos volhiles, com- 
puestos cuya solubilidad en agua no alcance una concentración que pueda determinarse desde el punto de 
vista analítico, compuestos con una elevada afinidad por la superficie de los sistemas de incubación). Se puede 
utilizar este método para analizar mezclas que originen al eluir bandas sin resoluci6n. Ea este caso, se debe 
definir un margen de límites superior e inferior para los valores de log K, correspondientes a los compuestos 
de la mezcla problema. 

ea presencia de impurezas puede dificultar a veces la interpretación de los resultados de la HPLC: no obstante, 
su importancia será de índole menor en ta medida en que se cuente con análisis que permitan identificar con 
claridad la sustancia problema y distinguirla de las impurezas. 

Se ha validado el uso del método para analizar las sustancias citadas en el cuadro 1 del apéndice: igualmente, 
el método ha sido aplicado al analisis de muchos otros productos químicos comprendidos en las familias quí- 
micas siguientes: 

- aminas aromáticas @or ejemplo, tr&ralina, 4-cloroanili~, 3.5~dinitroanilina, 4-metilanilina, N-metilani- 
lina. I-naftilamina), 

- éstezs de íú-iOos ca&oxiiicos aromáticos (por zjemplo, benzoato de metilo, 3,5diitrobenzoato de etilo), 

- hidrocarburos aromíticos (por ejemplo, tolueno, xileno, etilbenceno, nitrobenceno), 

- bteres de ácidos ariloxifenoxipropiónicos (por ejemplo, metil diclofop, etil fenoxaprop, P-etil knoxapmp). 

- fungicidas con estructura de tipo imidazol o henzimidazol (por ejemplo, carbendazima, fuberidazol, tria- 
ibidO), 

- amidas de ácidos carboxíílicos (por ejemplo, 2-clorobenzamida, N,Ndimetilbenzamida, 3,5dinkobenza- 
mida, N-metilbenzamida, 2-nitrobenzamida, 3-nitrobenzamida), 

- hidrocarburos clorados (por ejemplo, endosulfan, DDT, hexaclorobenceno, quintoceno, 1.2.3~tricloroben- 
ceno), 

- insecticidas organofosforados @or ejeizplo, metí1 zzinfos, disulfotón, fenamifos, isofenfos, pirazofas, sul- 
profos, triazofos), 

- fenoles (por ejemplo, fenol, 2-nitrofenol. 4-nitrofenol, pentaclorofenol, 2.4.6tidorofen01. I-naftol). 

- derivados de la fenilurea (por ejemplo, isoproturón, monolinurón. pencicurón), 

- colorantes (por ejemplo, Acid YeUow 219, Basic Blue 41, Dkect Red SI), 
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1.6. 

1.6.1. 

1.6.2. 

1.6.3. 

1.7. 

1.7.1. 

1.7.2. 

1.7.3. 

- hidrocarburos poliarom~ticos (por ejemplo, acenafteno, naftaleno), 

- herbicidas con estructura de 1,3,5-triazina @or ejemplo, prometrina, propazina, simazina, terbutrina), 

- derivados de tipo triazol (por ejemplo, tebuconazol, triadimefon, tradimenoi, triapentenol). 

NO es aplicable el método a aquellas sustancias que den lugar a una reacción con el eluyente o con la fase 
estacionaria. Tampoco a aquellas sustancias que interaccionen con componentes inorgánicos de modo especí- 
fico (por ejemplo, las que formen complejos en racimo con loa minerales de las arcillas). Puede ocunir que el 
mttodo no sirva en el caso de tensioactivos, compuestos inorgánicos y ácidos y bases orgticos moderados o 
fuertes. Es posible determinar valores de log K, comprendidos entre 1,s y S,O. Para analizar compuestos ioni- 
zables, se debe emplear una fase móvil tamponada; no obstante, se tendrA cuidado de evitar que los compo- 
nentes del tampón 0 la sustancia problema precipiten. 

CRlTERlOS DE CALIDAD 

Exactitud 

~ormalmeme, se puede calcular que el coeficiente de adsorción de una sustancia problema esti compren- 
dido en el intervalo & í 0,5 unidades logarítmicas del valor determinado por el método de equiliirio de lotes 
(véase el cuadro 1 del apMice). Es posible lograr una mayor exactitud si los compuestos de referencia 
empleados guardan una relación estructural con la sustancia problema. 

ucpctibilidad 

se debe efectuar al menos un duplicado de cada determinación. Los valores de log K, obtenidos a partir de 
cada medición deben encontrame en un intervalo de 0,~s unidades logarítmicas. 

Reprodocii 

ta experiencia hasta ahora adquirida en la aplicación del método confirma la validez del mismo. Un estudio 
del m.&odo de HPLC, en el que se utilizaron 48 sustancias (plaguicidas en su mayoría) para las que se disponía 
de datos fiables respecto al K, en suelos, dio como resultado un coeficiente de correlación R = 0,PS (10) (11). 

Con objeto de mejorar y validar el m&odo, se llw6 a cabo un ensayo comparativo en el que participaron ll 
laboratorios (12). Los resultados után recogidos en el cuadro 2 del apéndice. 

DES~~P~I~N DEL h4ÉT0~0 DE ENSAYO 

Extimxión pr* del coefitimte de adsorCi&n 

Tanto el coeficiente de reparto octanol/agua Pal (= K& como, en cierta medida, la hidrosolubilidad pueden 
selxr Q indicadores del grado de adsorción, particularmente en el caso de compuestos no ionizado*. & m& 
que pueden ser utilizados para prever la gama de valores. Existen numerosas correlaciones útiles publicadas, 
relativas a varios grupos de productos qufmicos (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). 

se debe disponer de un cromatógrafo de liquidos equipado con una bomba continua y un detector adecuado. 
Es conveniente utilizar una válvula de inyección junto con un bucle al efecto. Se emplea&~ resinas comercia- 
les con grupos cianopropílicos enlazados covalentemente a un sustrato de sílice (por ejemplo, Hypersil y Zar- 
ba CN). Se puede intenxlar una precolumna del mismo material entm el sistema de inyecci6n y la columna 
en la que se realiza el análisis. Puede existir una considerable variabilidad entre las columnas que pmcedan de 
diferentes proveedores, manifestada en su eficacia para lograr la separacián. Se deberán lograr los siguientes 
Loefciientes de ditribución másica, k’, expuestos aquí como valores orientativos: log k’ > 0.0 cuando Iog 
K, = 3,0, y log k’ > - 0.4 for cuando log K, = 2,0, al emplear como fase móvil una mezda de metanol/agua 
(55 %/45 %)* 

Fases m6viks 

Se han estudiado varias fases móviles: se recomienda utilizar las dos siguiente-s: 

- metanol/agua (55 %/45 % v/v), 

- metanol/tampón de citrato 0,OlM (pH = 6,0), (55 %/45 96 v/v). 
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Para preparar el disolvente de elución, se emplea una mezcla de metano1 para IiIW y agua destilada o tamp6n 
de citrato. La mezcla se desga&a antes de slr utilizada. Se efecti ma eiución ~socrática. En el caso de que 
las mezclas de metanollagua no sean apropiadas, es posible investigar mezclas de otros disolventes con agua, 
por ejemplo etanol/agua o bien acetonitrilo/agua. En el caso de compuestos ionizables, se recomienda emplear 
una solución tampón a fin de estabilizar el pH. Se debe procurar evitar la pnxipitación de salea y el deterioro 
de la columna, situaciones posibles al utilizar algunas mezclas de fase orgánica + tampón. 

No ea posible incluir aditivos taks como reactivos tipo par iónico, ya que pueden alterar las características de 
adsorción de la fase estacionaria. Tales alteraciones de la fase estacionaria pueden ser irreversibles. Así pues, 
los experimentos en los que intervengan aditivos deben ser realizados en columnas independientes. 

1.7.4. SOhltOS 

Se utilizará la fase móvil para disolver tanto la sustancia problema como los compuestos de referencia. 

1.8. REALIZACIÓN DEL ENSAYO 

1.8.1. Condiines de ensayo 

Se registrará la temperatura a la que se realizan las mediciones. Es muy conveniente servkse de un comparti- 
mento termostatizado para la columna, para garantizar la constancia de las condiciones ed que transcurre la 
calibración y las cromatografias para los cálculos o las mediciones de la sustancia problema. 

1.8.2. Dctermiaxkín del tiempo ík retench de h f&e m6vi& t,, 

Para determinar el tiempo de retención de la fase m6vil. t, se pueden emplear dos métodos distintos (v&ase 
tambiéa el punto 1.2). 

1.8.2.1. Detcnninación ti tiempo de ntnridn de la ji mdvil &,, mediante una serie homóloga 

Se ha demostrado que este procedimiento da lugar a valores de t0 fiables y normalizados. Véase información 
detallada en el método de ensayo A.8: coeficiente de reparto (n-octanol/agua). método de HPLC. 

1.8.2.2. Dctenninacidn dd tiempo de retención de fa jii mdvd, 4, utilhuio compuestos inertes rw retenidas por fa colwrna 

Esta técnica consiste en inyectar soluciones de formamida, urea o nitrato de sodio. Se debe efectuar al menos 
un duplicado de cada medición. 

1.8.3. Dctermiaación de kw tiempos de rctcncibn, t,, 

Se elegiáa compuestos de referencia conforme a lo descrito en el punto 1.3. Se puede efectuar una inyección 
de los mismos a modo de patrón mixto para determinar sus tiempos de retención, siempre que se haya confir- 
mado que no existen interferencias recíprocas que alteren estos valores. PerMicamente, al menos dos vetea al 
día, se llevará a cabo una calibración, para tener en cuenta las potenciale-s variaciones imprevistas en cuanto a 
la eficacia de la columna. Una práctica muy adecuada consiste en efectuar las inyecciones de calibraci6n tanto 
antes como después de inyectar la sustancia problema, al objeto de confirmar que no hayan variado los tiem- 
pos de retención. Se inyecta por separado cada mstanti? pr&lema. en cantidades ?rz reducidas como sea 
posible (para evitar una sobrecarga de la columna) y se procede a determinar sus tiempos de retenci6n. 

Para lograr una mayor fiabilidad de las mediciones, se realizarci al menos un duplicado de cada determinaci6n. 
Los valores de log K, obtenidos a partir de cada medición deben encontrarse en un intervalo de 0.25 unida- 
des logarítmicas. 

1.8.4. Evahtac% 

A partir del tiempo de retención de la fase móvil, t,,, y de los tiempos de retención de los compuestos de refe- 
rencia elegid-, ta, se calculao los coeficientes de diitribuci6n másii &’ aplicando la ecuación 4 (vkase el 
punto 1.2). A continuaci6n, se traza un @co en el que se representan loa datos relativos al valor log k’ de 
los compuestos de referencia frente a los respectivos valores log K, procedentes de los experimentos de equili- 
brio de lotes, mostrados en los cuadros 1 y 3 del apéndice. Interpolando en este #ico el valor log k’ cones- 
pondiente a cada sustancia pmblema, se obtiene entonces el respe&vu v&r log K, Si los resultados reales 
indican que el log K, de la sustancia problema se sale del intervalo de calibración, se debe repetir el ensayo, 
empleando e-n este caso otros compuestos de referencia más apropiados. 

2. DATOS E INFORME 

El informe debe incluir la información siguiente: 

- identidad y pureza de la sustancia problema y de los compuestos de referencia, así como valores de poa 
en caso de que sa relevante, 



176 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

- descripción del equipo v de las condiciones de trabajo, por ejemplo: tipo y dimensiones de la columna en 
!a que se efectúa el aná!isis (y de ia precolumna), medios de detección, fase m6vil (proporción de los dis- 
tintos componentes. pH). intervalo de temperaturas durante las mediciones, 

- tiempo de retenci6n de la fase móvil y m&odo empleado para determinarlo, 

- cantidades de la sustancia prohlema y de los compuestos de referencia introducidas en la columna, 

- tiempos de retención de los compuestos de referencia utilizados para la calibración, 

- representacibn gráfica y detalles relativos a la recta de regresión ajustada (log k’ frente a log &), 

- datos sobre la retención medii y valor log K, calculado para el compuesto problema, 

- cromatogmrnas. 
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CUADRO 1 
comparación entre los vahes de K,,e observados en sdos Y en lodos de amas residtrplcs y bs datas cakda- 

CLS aplicando cl na&mlo’& HPLC (1) (2) - 

COlllpWSO No CA.5 & A 

Atrazina 2,14 1,81 2.20 

Linllrón 2,96 2,59 2.89 

FlZ!tItión 3,58 3,31 3.40 

Monurón 2.21 1.99 2,116 

Fenantreno 3.72 4.09 3,52 

Benzoato de fenilo 3,03 2,87 2,94 

BenZamida l,oo 1.26 1,25 

4-Nitrobermmida 1,49 1.93 1,66 

Acetanilida 1,53 1,26 1,69 

Anilina 1,47 2,07 1.64 

2,5-Dichloroanilina 2.59 2,SS 2,58 

(‘) W. Kördek I). H-e& M. Hertmann (1997). Appli~tion of the HFIC-screetting method fbt the detumitutioa of the adsorption 
codfreient on awage shdgcJ.Chemospbere, 35(1/2).pp.líl-128. 

e) W. Kördd, D. Hermecke, C. Ftatke (1997). Determiaation of tbe adsorption+xfkients of organic substances w sewage shuiges. 
cbemospllere, 35 (I/2),pp. 107-119. 

1912-24-9 

330-55-2 

55-38-9 

150-68-5 

85-01-8 

93-99-2 

55-21-O 

619-80-7 

103-84-4 

62-53-3 

95-82-9 

25 os 

1.66 

2,43 

3.75 

1,46 

4,35 

3,26 

1,60 

1,52 

1,52 

1,74 

2,45 

0,48 

0,53 

0,17 

0,75 

0.63 

0.23 

0,60 

0.03 

0,Ol 

0.27 

0.14 

0.39 

0.30 

0.09 

0,27 

0.57 

0,o 7 

0,OI 

0,27 

0.08 

0,43 

0.03 

Atrazina 1912-24-9 1,81 78*16 1,8F 

Mcmuron 150-68-5 1,99 lOO* 8 2.00 

Triapentenol 77608-88-3 2.37 292 * 58 2,47 

Linuron 330-55-2 239 465 f 62 2,67 

Fention 55-38-9 3,3J 2062 f 648 3,31 

C) W. Kördd, C. Kottboff, J. Midkr (1995). HPLC-suedng method for the determtition of the adsotption coefkknt on soil-results 
of P ring tes. Cbumpk, 300, pp. 1373-l 384. 

K, I keklc 
Compuesto WCAS 

(máodo de HPLC) 

CUADRO 2 

~csahatos de an estudio amparativo, realizado en dierentcs laboratorios para mejorar J validar el dtodo de 
HPLC f’) (11 laborarorios pprticipatltcs) 
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nrlnpg 3 C”.II . 
Comptmstos de referencia recomendados para aplicar el método de HPLC conforme P los datos de adsorci60 a 

los sdos. 

Compuesto de referencia No CAS N”dedau>s(KJ 

Acetanilida 103-844 1.25 4 

Fenol 108-95-2 1.32 4 

2-Nitrobenzamida 610-15-I 1,4s 3 

N,N-dimetilbenzamkia 61 l-74-5 1,52 2 

CMetilbenzamida 619-55-6 1.78 3 

Benzoato de metilo 93-58-3 1,80 4 

Atrazìna 191 Z-24-9 1.81 3 

lSOpt-OtW¿h 34123-59-6 1,86 5 

3-Nitrobenzamida 645-09-o 1,95 3 

Aldina 62-53-3 2,07 4 

3,5-Dinitrobemmida 121-81-3 2,31 3 

Cattwndazima 10605-21-7 2.35 3 

Triadirnend 55219-65-3 2.40 3 

Triazóxido 72459-58-6 2144 3 

Triazufos 240x7-47-8 2,55 3 

LiIm6n 330-55-2 2,59 3 

Naftaleno 91-20-3 2,75 4 

Endosulf&ndiol 2157-19-9 3,02 5 

h4etiocarb 2032-65-7 3,lO 4 

Acid Yehw 219 63405-85-6 3.16 4 

1,2,3-Triclorobe-nceno 87-61-6 3.16 4 

y-HCH 58-89-9 3,23 5 

FEdOfl 55-38-9 3,31 3 

Direct Red 81 2610-I 1-9 3,43 4 

ñrazofo6 13457-18-6 3,65 3 

a-Endosulfán 959-98-8 4.09 5 

Metil diclofop 51338-27-3 4.20 3 

Fenantreno 85-01-g 4,09 4 

26850-47-5 4,89 4 
Basic Blue 41 (mezcla) 

12270-13-2 

log de Ll 
dcrviaci6n 

0.48 

0.70 

0.90 

0.45 

1.76 

LO8 

1.08 

1,53 

1,31 

1,73 

1,27 

1.37 

1,85 

1,66 

1,78 

1,97 

2,20 

2,29 

2.39 

2.83 

19 

2,94 

2,49 

2.68 

2.70 

3.74 

3.77 

?,83 

4,46 

DDT 50-29-3 5,63 1 - 

f) W. Kõrdel, 1, Miller (1994). Bestimmung da Adscqtionskocffuicen organischer Chemíkakn mí& dcr HPLC. UBA R 8 D Repon 
No 106 01 044 (1994). 

e> B.V. Oepen, W. Kördd, W. Kkin (1991). Ckm~~ph~, 22, pp. 285-304. 
f) Datos hdtados por Ia industria. 
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1. MtiODO 

El presente ensayo de toxicidad para la reproducción es copia de las directrices TC 211 de la OCDE (1998). 

1.1. lNTRODUCfl6N 

l.a principal finalidad de ute ensayo es evaluar el efecto de los productos químicas sobre el resultado repro- 
ductor de Daphnh mapa. 

1.2. DEFINICI6N Y UNIDADES 

PutatPks: hembras de Dafnia presentes al principio del ensayo y cuyo resultado reproductor constituye el 
objeto del presente estudio. 

Descendientes: ejemplares de Dafnis jóvenes producidos por los parentales en el curso del ensayo. 

Coocmtmcih mhima con efecto observado (LOEC): concentraci6n & ensayo mínima a la cual se ha 
observado que la sustancia ejerce un efecto signikati~o sobre la reproducción y la mortalidad de los patenta- 
les (para p < 0,05) en comparación con el control y dentro del perfodo de exposicidn establecido. Adem&, 
todas las concentraciones de ensayo superiores a la LOEC deben ejercer un efecto nocivo igual o mayor que 
el observado a dicha concentración. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicación 
completa del modo en que se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC). 

Concentracihn sin efecto obscmado (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente inferior a la LOEC 
que, en comparación con el control, no ejerce ningún efecto estadísticamente significativo (p < 0.05) dentro 
del periodo de exposickkt establecido. 

EC,: concentración de la sustancia de ensayo disuelta en agua que produce una reducción del x % en la repro- 
ducción de Daphnie magno dentro del período de exposición establecido. 

Tasa intrínseca de aumento: medida del crecimiento de la población que integm el resultado reproductor y 
la mortalidad específica de la edad (20) (2 1) (22). En poblaciones en equilibrio estacionario es cero. En pobla- 
ciones en crecimiento es positiva, y negativa en las que disminuyen. Obviamente, toda tasa negativa es insos- 
tenible y conduce a la extinción. 

Límite & detección: concentración mínima que puede detectarse, aunque no cuantificarse. 

Límite ¿e &temhaci¿n: concentrahh mhima que puede medirse cuantitativamente. 

hiortalidad: un animal se considera muerto cuando esti imn&il, es decir, cuando es incapaz de nadar o 
cuando no mueve los apéndices nl la reglón posterior del abdomen 1 S segundos después de la agitación 
suave del recipiente de ensayo {si se usa otra definición, debe documentarse junto con la referencia correspon- 
diente). 

1.3. F’RINCMO DEL MÉTODO DE ENSAYO 

Las hembras jóvenes de Dafnis (los parentales), con una edad inferior a 24 horas al principio del ensayo, se 
exponen a la sustancia de ensayo añadida al agua a una gama de concentraciones. la dutación del ensayo es 
de 21 días. Al fmal de éste se evalúa el número total de descendientes vivos producidos por cada parental 
vivo. bsto significa que se excluyen de 1~ cálculos los organismos inmaduros producidos por adultos que han 
muerto durante el ensayo. El resultado reproductor de los parentales se puede expresar de otras formas (por 
ejemplo, como núrrero de descendientes <YOS producidos por animal y por día a partir del primero en que 
se observa descendencia), pero btas deben documentarse además del número total de inmaduros producidos 
por parental vivo al fml del ensayo. El resultado reproductor de los animales expuestos a la sustancia de 
ensayo se compara con el de los controles para determinar la concentración mínima con efecto observado 
(LOEC) y, por tanto, la concentración sin efecto observado (NOEC). Ademas, y en la medida de lo posible, los 
datos se analizan con ayuda de un modelo de regresión para estimar la concentración que provocaría una 
reducción del x % en eI resultado reproductor @X5,,, ECI0 o EC&. 

También hay que documentar la supervivencia de los parentales y el momento de la producción de la primera 
camada. Asimismo, pueden examinarse otros efectos vinculados con la sustancia sobre variables tales como el 
crecimiento (la longitud) y, posiblemente, la tasa intrfnseca de aumento. 
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1.4. 

1.5. 

1.6. 

1.6.1. 

1.6.2. 

INFORMACldN SOBRE LA SUSTANCIA DE ENSAYO 

Es preciso disponer de resultados de un ensayo de toxicidad aguda (viase la parte I del método c.2) realizado 
con Dllphnia mgna- El resultado puede ser útil para seleccionar un intervalo adecuado de concentraciones en 
los ensayos de ~producàó~~. Deben conocerse la solubilidad en agua y la presión de vapor de la sustancia de 
ensayo, asi como contar con un método analítico fiable para cuantificar la sustancia en las soluciones de 
ensayo con la eficiencia de recuperación y el límite de detetminacibn establecidos. 

Otros datos de la sustancia de ensayo potencialmente útiles para establecer las condiciones de ensayo son la 
fórmula estru~tud, la pureza de la sustancia, la estabilidad a la luz, la estabilidad en las condiciones del 
ensayo, los vdore.~ de pKa y Po1 y los resultados del ensayo de biodegradabilidad f&il (Ase el método ~4). 

VALIDEZ DEL ENSAYO 

Para que el ensayo sea válido, los controles deben cumplir los criterios de comportamiento siguientes: 

- la mortalidad de los parentales (hembras de Dafnia) no debe ser superior al 20 % al fuU del ensayo; 

- el número medio de descendientes vivos producidos por cada parental superviviente al fmal del ensayo 
ha de ser > 60. 

DESmW6N DEL MÉTODO 

we 

~0s recipientes de ensayo y demás instrumentos que hayan de entrar en contacto con las soluciones & ensayo 
serán íntegramente de vidrio o de otro material químicamente inerte. LOS recipientes de ensayo serin normal- 
mente matraces de diO. 

Además ha& falta algunos de los instrumentos siguientes o todos ellos: 

- aparato para medir el oxígeno (Con microelectrodo 0 cualquier otro equipo que sea conveniente para 
medir el oxígeno disuelto en muestras de pequefio volumen), 

- aparato adecuado para el control de la temperatura, 

- medidor de pH. 

- aparato para determinar la dureza del agua, 

- aparato para determinar la concentraci6n total de carbono orgzinico (TOC) del agua o la demanda quí- 
mica de oxíkeno (COD), 

- aparato adecuado para controlar el I-epimen de iluminación y medir la intensidad tuminosr. 

c@laisnln de ensayo 

b especie usada en el ensayo es Daphnia magna Straus. Tambikn pueden usarse otras especies de Dafnis siem- 
pre que reinan Ios criterios de validez apropiados (el criterio de validez relativo al resultado reproductor de 
10~ controles debe ser relevante para la especie elegida). Si se usan otras especies de Dafnii es precisa idcntifi- 
ca&s con claridad y justificar su uso. 

De preferencia, el clon debe identificarse genotípicamente. Las investigaciones realizadas (1) han demostrado 
que el comportamiento reproduaor del clon A (procedente del lFCHA en Francia) (3) cumple siempre el cri- 
t&o de validez de una media & L 60 60 descendientes por parental que sobrevive cuando se cultiva en las 
condiciones descritas en este metodo. No obstante, son aceptables otros clones siempre que se demuestre qkr 
el &ivo de Dafnis cumple los criterios de validez del ensayo. 

Al principio del ensayo, los animales ten&& una edad inferior a 24 horas y no deben ser progenie & pri- 
mera camada. Han de proceder de una estirpe saludable (es decir, sin signos de agresión. tales como mortali- 
dad elevada, presencia de machos y efipios, retraso de la producción de la primera camada, animales decoha- 
dos, etc.). Lns animales de la estirpe deben mantenerse en condiciones de cultivo (luz, temperatura. medio, 
nutrición y animales por unidad de volumen) similares a las usadas en el ensayo. Cuando el medio de cultivo 
que vaya a usarse en el ensayo sea distinto del usado en el cultivo sistem&.ico de Dafnis, es ncomendable pre- 
ver un período de aclimatación anterior al ensayo, por lo general de 3 semanas de duración (es decir, una 
p~eración). para evitar el esti en los panntales. 
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Es recomendable usar en este ensayo un medio definido completamente. Con ello se evita el uso de aditivos 
(des como algas marinas, extracto de suelo, etc.) difíciles de caracterizar y aumentan en co llsecuencia Ias 
oportunidades de normaliwión entre laboratorios. Se ha observado que los medios Elendt M4 (4) y ~7 
(véase el ap&tdice 1) son adecuados para este propósito. No obstante, son aceptables medios distintos [por 
ejemplo, (5) (6)], siempre que se demuestre que el comportamiento del cultivo de Dafnia cumple los criterios 
de validez del ensayo. 

Si se usan medios con aditivos sin definir, estos deben especificarse con claridad, y en el informe del ensayo 
hay que aportar información sobre su composición, en particular el contenido en rxbono, pues podría con- 
tribuir a la dieta suministrada. Es recomendable determinar en la preparación madre del aditivo orgánico el 
carbono orgánico total (TOC), la demanda química de oxígeno (TOC) o las dos cosas, así como hacer una 
estimacibn de la contribución resultante al TOC y a la COD en el medio de ensayo. Conviene que la concen- 
tración de TOC en el medio (antes de incorporar las algas) sea inferior a 2 mgll {7). 

Si se ensayan sustancias que contengan metales, es importante tener en cuenta que las propiedades del medio 
de ensayo (por ejemplo, dureza, capacidad quelante) pueden afectar a la toxicidad de dichas sustancias- Por 
ello es deseable usar un medio totalmente definido. Sin embargo, en este momento, los únicos medios com- 
pletamente definidos adecuados para el cultivo prolongado de Duphni<r magna que se conocen son los Elendt 
tul4 y M7. Ambos contienen el agente quelante EDTA. La prktica ha demostrado (2) que la l toxicidad apa- 
rente* del cadmio es generalmente inferior cuando el ensayo de reproducción se hace en medios M4 o M7 
que cuando se hace en medios exentos de EDTA. Por tanto, M4 y M7 no son recomendables para ensayar 
sustancias con metales, y deben evitarse asimismo en estos casos otros medios que contengan agentes quelan- 
tea conocidos. En el caso de sustancias que contengan metales, puede ser aconsejable usar otros medios como, 
por ejemplo, agua dulce dura reconstituida según ASTM (7), que no contiene EDTA, enriquecida con extracto 
de algas marinas (8). Esta combinación de agua dulce dura reconstituida según ASTM y extracto de algas 
marinas es también apropiada para el cultivo prolongado y los ensayos con Daphnin magna (2) aun cuando 
ejerce una ligera acción quelante debida al componente organito del extracto de algas marinas. 

AI principio del ensayo y durante éste, la concentración de oxígeno disuelto debe ser superior a 3 mg/]. El pH 
debe estar comprendido entre 6 y 9. y normalmente no debe oscilar en más de 1.5 unidades en ninguno de 
los ensayos. Se recomienda utilizar una dureza superior a 140 mg/1 (expresada como CaCOs). Los ensayos 
realizados con valores iguales o superiores a éste han demostrado un comportamiento reproductor compatible 
con los criterios de validez (9) (LO). 

1.6.4. Solncinnes de ensayo 

Las SoIuciones de ensayo de las concentraciones ekgidas se preparan por dilución de una sohrción de reserva. 
A ser posible, estas soluciones madre deben prepararse disolviendo la sustancia en medio de ensayo. 

En algunos casos puede ser necesario usar disolventes o dispersantes orgánicos para obtener una solución 
madre de concentración adecuada, aunque es preciso evitar en la medida de lo posible el uso de esta clase de 
materiales. Son ejemplos de disolventes adecuados la acetona, el etanol. el metanol. la dimetilformamida y el 
trietilenglicol. Son dispersantes adecuados el Cremophor IU-MO, la metiiceiulosa al 0.01% y el HCO-40. En 
cualquier caso, la cantidad de sustancia de ensayo contenida en las soluciones de ensayo no debe sobrepasar 
el límite de solubilidad en el medio de ensayo. 

Los disolventes se usan para obtener una solucibn madre que pueda dosifimrse con exactitud en agua A la 
concentración de disolvente recomendada en el medio de ensayo final (4 0,l ml/l), los disolventes indicados 
en el párrafo anterior no son táxicos y no aumentan la solubilidad en agua de la sustancia. 

Los dispersames pueden facilitar la dcsifkaci6n exacta y la dispersión. A la concentración recomendada en el 
medio de ensayo final (g 0.1 ml/l), los dispersarrtes indicados en el pkrafo anterior no son táxicos y no 
aumentan la solubilidad en agua de la sustancia. 

1.7. DaEN DEL ENSAYO 

Hay que asignar los tratamientos a los recipientes de ensayo y realizar todas las manipulaciones posteriores 
de dichos recipientes de forma aleatoria. De otro modo podría introducirse un sesgo susceptL%le de ser inter- 
pretado como efecto de una concentracibn. En particular, si Las unidades experimentales se manipulan en 
orden de tratamiento o de concentración, determinados efectos vinculados con el tiempo, como la fatiga u 
otros errores del operador, podrían ejercer un efecto mas acusado a concentraciones más elevadas. Ademas, si 
hay alguna probabilidad de que los resultados se vean afectados por una condición inicia) o ambiental del 
ensayo, como la posición en el laboratorio, hay que pensar en la conveniencia de practicar agrupamientos. 



182 Martes 24 septiembre 2002 Suplemento del BOE núm. 229 

1.8 PROCEDIMIENTO 

1.8.1. Condiiones de exposición 

1.8.1.1. Duraaön 

ea duración del ensayo es de 21 días, 

l-8.1.2. Carga 

Los parentales se mantienen separados, uno por recipiente de ensayo, con un vohtmen de 50 a 100 ml de 
medio en cada recipiente. 

En ocasiones hay que emplear un volumen mayor para satisfacer los requisitos del método analítico usado 
pata determinar la concentración de la sustancia de ensayo, aunque también se permite acumular los tecipien- 
tes en paralelo para el aniílisis qufmico. Si se usan volúmenes superiores a 100 ml, puede ser necesario 
aumentar la ración administrada a Dafnis para garantixar una disponiiilidad suficiente de nutrientes y para 
cumplir con los criterios de validez. En ensayos dinámicos pueden considerarse, por razones tknicas, otros 
diseíios (por ejemplo, cuatro grupos de 10 animales en un volumen de ensayo mayor); en cualquier caso, es 
preciso documentar cualquier modificación del dido. 

1.8.1.3. Número de anima&% 

En ensayos semiestáticos, se mantienen por separado al menos 10 animales a cada concentraci6n de ensayo y 
al menos 10 animales en la serie de control. 

En ensayos dimímicos, se ha demostrado (1) que es adecuado repartir 40 animales en cuatro grupos de 10 a 
cada concentración de ensayo. Puede usarse un numero inferior de organismos de ensayo, y se recomienda 
un mínimo de 20 animales por concentración repartidos en dos o m& recipientes en paralelo & igual 
numero de animales @or ejemplo, cuatro recipientes en paralelo con cinco dAfnidos cada uno). Obséwse 
que en los ensayos en los cuales se mantengan Los animales en grupos, si los parentales mueren, no será posi- 
ble expresar el resultado reproductor como número total de descendientes vivos producidos por parental vivo 
al final del ensayo. En tal caso, el resultado reproductor debe expresarse como *número total de descendientes 
vivos producidos por parental presente al principio del ensayos. 

1.8.1.4. Alimattacidn 

En ensayos semiestiticos, la alimentación debe ser preferentemente diaria: en cualquier caso, tencM una fre- 
cuencia mínima de tres veces por semana (es decir, en correspondencia con los cambios de medio). Deben 
documentarse las desviaciones con respecto a esta pauta (por ejemplo, ensayos dinámicos). 

Durante el ensayo, la dieta de 10s parentales estarzí formada preferentemente por algas vivas de una o varias 
de las siguientes especies: Mo& sp, S&twtwn qricatutum (ahora Pseud&irdtneri& subcn+ta (II)) y Sce- 
*.&smus su&picatus. La dieta .suministrada se basará en la cantidad de carbono organito (C) proporciorudo a 
cada parental. Las investigaciones realizadas (12) han demostrado que, en el caso de Daphnia magna, son sufi- 
cientes raciones comprendidas entre 0,l y 0,2 mg C/Dafnia/día para alcanzar el número de descendientes 
necesarios para cumplir los criterios de validez. La racibn puede administrarse a una tasa constante durante 
todo el período de ensayo o, si se prefiere, a una tasa inferior al principio que se va incrementando en fun- 
ción del crecimiento de los parentales. No obstante, en este caso, las raciones deben permanecer en todo 
momento dentro del intervalo recomendado de 0,I a 0.2 mg C/Dafnia/dfa, 

si es preciso recurrir a parámetros indirectos, como el número de células de algas o la absorbancia luminosî, 
para determinar la ración adecuada (por rawnes de comodidad, pues medir el contenido de carbono requiere 
mucho tiempo), cada laboratofio debe crear su propio nomograma para la medición indirecta del contenido 
de carbono del cultivo de algas (véanse algunos consejos sobre construcci6n de nomogramas en el apéndice 
2). Las nomogramas deben revisarse al menos una vez al ailo, y con mayor frecuencia si cambian las condi- 
ciones de los cultivos de algas. Se ha observado que la absorbancia luminosa proporciona una indicación del 
contenido de carbono mejor que el número de c&das (13). 

Para reducir al mínimo el volumen de medio de cultivo de algas trasvasado a los recipientes de ensayo, la sus- 
pensión da algas administrada a Dafnia como alimento debe ser concentrada. Las algas pueden concentraw 
mediante centritúgación seguida de resuspensión en agua destilada, agua desionizada o medio de cultivo de 
Dafnis. 

1.8.1.5. JhminaciÓn 

16 horas de ]uz a una intensidad no superior a 15-20 pE . mm2 . s-l. 
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1.8.: .6. Temperatura 

LI temperatura del medio de ensayo debe encontrarse en el intervalo 18-22 ‘C. No obstante, en un mismo 
ensayo, la temperatura no debe variar, a ser posible, más de 2 ‘C denao de estos límitea (por ejemplo, 18-20, 
19-21 o 20-22 ‘C). Puede ser conveniente utilizar un recipiente de ensayo adicional con el fin de vigilar la 
temperatllra 

1.8.1.7. Aireack5n 

LOS recipientes de ensayo no recibirán aireación durante el ensayo. 

1.8.2. conccntrnáoo# & ensayo 

Normalmente se preparadn al menos cinco concentraciones de ensayo en una serie geométrica con un fktor 
de separación preferentemente no superior a 3,2; tambien hay que usar un número apropiado de recipientes 
en paralelo con cada concentración de ensayo (véase el punto 1.8.1.3). Si se usan menos de cinco concentra- 
ciones, hay que justificarlo. Las sustancias no deben someterse a ensayo en concentraciones superiores a su 
limite de solubilidad en el medio de ensayo. 

Al determinar la gama de concentraciones, debe tenerse en cuenta lo siguiente: 

9 si el objetivo es determinar los valores LOEC y NOEC, h concentraci6n de ensayo mfnima ha de ser lo 
suficientemente baja para que la fecundidad a eaa concentración no sea significativamente inferior a la 
del control. En caso contrario, será necesario repetir el ensayo a una concentración mínima menor; 

ii) si el objetivo ea determinar los valores LOEC y NOEC, la concentración de ensayo máxima ha de ser lo 
suficientemente alta para que la fecundidad a esa concentraci6n sea signikativamente inferior a la del 
control. En caso contrario, será necesari 0 repetir el ensayo a una concentración máxima mayor; 

iii) si se estima el valor de EC, para los efectos sobre la reproducci6n. es aconsejable usar concentraciones ’ 
suficientes para definir dicho valor con un nivel de confianza adecuada Si se estima la EC, para los efec- 
tos sobre la reproducción. ea aconsejable que la concentración de ensayo mkima sea superior a dicha 
E&. De otro modo, aunque seguiría siendo posible estimar el EC,, el intervalo de confianza seria muy 
grande y no se podría evaluar satisfactoriamente la idoneidad del modelo ajustado; 

iv) A ser posible, la gama de concentraciones de ensayo no debe incluir ninguna concentracibn que ejerza 
un efecto estadísticamente significativo sobre la supervivencia de adultos, puesto que esto cambiaría la 
naturaleza del ensayo, que de simple ensayo de reproducción se t-formaría en un ensayo de reproduc- 
ci6n y mortalidad, que exige un análisis estadístico mucho más complejo. 

El conocimiento previo de la toxicidad de la sustancia & ensayo (derivado, por ejemplo, de estudios de toxici- 
dad aguda y de determinación de gama) ayudará a elegir las concentraciones de ensayo adecuar. 

si se usa u11 disolvente o un dispersante para facilitar la pnparación & las soluciones de ensayo (+ el 
punto l-6.4), su concentración kinal en los recipientes de ensayo no sobrepasx~ el valor de 0,l ml/l, y sera 
igual en todos los recipientes. 

1.8.3. COSltldS 

Además de la serie de ensayo, debe realizarse una serie de control con el medio de ensayo y, si procede, otra 
que contenga el disolvente o el dispersante. En este caso, la concentraci6n de disolvente o dispersante ha de 
ser igual a la usada en los recipientes que contienen la sustancia de ensayo. Hay que emplear el número ade- 
cuado de recipientes en paralelo (véase el punto 1.8.1.3). 

Por lo general, en un ensayo bien ejecutado, el coeficiente de variación con respecto al número medio de 
supervivientes vivos producido por cada parental de control debe ser s 22 %; este valor debe documexarse 
para diseñas de ensayo en los que se usen animales mantenidos por separado. 

13.4. Renwaci6n del medio dc asayo 

ea frecuencia de renovación del medio depende de la estabilidad de la sustancia de ensayo, pero debe ser al 
menos de tres veces por semana. Si de los e-mayos de estabilidad preliminares (véase el punto 1.4) se deduce 
que la concentracibn de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, si está fuera del intervalo comprendido 
entre el 80 y el 120 % del valor nominal o si cae por debajo del 80 % de la concentraaón inicial medida) a lo 
largo del período de renovación máximo (3 días), hay que considerar la renovacic5n más fmcuente del medio 
0 la realización de un ensayo dinámico. 
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Al renovar el medio en ensayos semidinámicos, se prepan una segunda serie de recipientes de ensayo y los 
pzxntales se transfieren a éstos con ayuda, por ejemplo, de una pipeta de vidrio de ditietro adecuado. El 
volumen de medio transferido con los ejemplares de Dafnia debe reducirse al mínimo. 

1.8.5. obseNaciolus 

Los resultados de las observaciones hechas durante el ensayo deben consignarse en fichas de datos (véanse 
ejemplos en los apéndices 3 y 4). Si hacen falta otras mediciones (véanse los puntos 1.3 y 1.8.8). puede ser 
necesario realizar m& observaciones. 

1.8.6. Descendientes 

Preferiblemente, los descendientes producidos por cada parental se retira& y contarán a diario desde el naci- 
miento de la primera camada para evitar que consuman el alimento destinado al adulto. A los efectos de este 
método, dlo ea necesario contar el número de descendientes vivos, aunque debe registrarse la presencia de 
huevos abortad- o de descendientes muertos. 

1.8.7. MOSd.i&Kl 

ti mortalidad de los parentales se registrati prefenilemente a diario y al menos en las mismas ocasiones en 
que se cuenten los descendientes. 

1.8.8. otms variables 

Aunque este método se ha didado principalmente para evaluar los efectos sobre la repmducck quizá sea 
posible cuantificar otms efectos en medida suficiente para admitir el an&is estadístico. las determinaciones 
relativas al crecimiento son muy interesantes, pues aportan información sobre posibks efectos subletales que 
pueden resultar más útiles que la simple determinación relativa a la reproducción; es recomendable proporcic~ 
nar la determinación relativa a los parentales (la longitud del cuerpo sin contar la espina anal) al término del 
ensayo. Otras variables que podrían medirse o calcularse son el tiempo transcurrido hasta la producción de la 
primera cama& b de las siguientes), el número y el tamaõo de las camadas por animal, el número de cama- 
das abortadas, la presencia de machos o efipios y la tasa intrínseca de aumento de la población. 

1.8.9. Frealmcbl de los idlkis J mcdiciol8cs 

ea concentracibn de oxígeno, la temperatura, la dureza y el pH deben medii al menos una vez a la semana 
en los medios nuevo y antiguo, en los controles y a la concentración m&ima de la sustancia de ensayo. 

Durante el ensayo, las concentraciones de la sustancia analizada deben determinarse a intervalos mguiares. 

En ensayos semiestáticos en los que se espere que la concentración de la sustancia de ensayo se mantenga 
dentro del f 20 % de la concentración nominal (es decir, en el intervalo del 80-l 20 %, v&nse los pumUs 1.4 
y 1.8.4), se nxomienda que las concentraciones de emayo máxima y mínima se analicen recién preparadas y 
en el momento de su renovackk al menos una vez durante la primera semana del ensayo (es decir, los anili- 
sis deben efectuarse en una muestra de la misma soluci6n, recikn prepamda y en el momento de su renova- 
ción). A partir de este momento, las determinaciones han de repetirse a intervalos al menos semanales. 

En ensayos en 10s que no se espere que la concentración de la sustancia de ensayo se mantenga dentro del * 
20 % de la concentraci6n nominal, es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo recién preparadas 
y en el momento de su renovación. No obstante, en los ensayos en los que k concentraci6n inicial medida de 
la sustancia de ensayo no eSté dentro del f 20 % de la concentración nominal, pero en los que puedan apor- 
tarse pruebas suficientes de que las concentraciones inicL&s son repetiiles y estables (u kir, que están den- 
tro del intervalo del SO-120 % de la conceGrraci6n inicial), las determinaciones químicas podtian limitarse en 
las semanas 2 y 3 del ensayo a las concentraciones máxüna y mínima. En todos los casos, la determinación 
de las concentraciones de la sustancia de ensayo antes de la renovacián s610 debe realizarse en un recipiente 
en paralelo de cada concentraci6n de ensayo. 

Para los ensayos dinámicos es apropiado un r@imen de muestreo similar al descrito para los semiestáticos (si 
bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). Sin embargo, puede ser 
aconsejable aumentar el número de ocasiones de muestreo durante la primera semana (tres series de medicio- 
nes, por ejemplo) para garantizar que las concentraciones de ensayo permanezcan estables. En esta clase de 
ensayos, los regímenea de flujo de diluyente y sustancia de ensayo deben verificarse a diario. 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 185 

Si se demuestra que la concentraci6n de la sustancia de ensayo se ha mantenido satisfactotiamente a lo Largo 
de todo el ensayo dentro de un intervalo de * 20 % de la concentración nominal o de !a medida inicialmente; 
los resultados pueden basarse en los valores nominales o medidos inicialmente. Si la desviación con respecto 
a la concentraci6n nominal o inicial medida es superior al f 20 %, los resultados deben expresarse en tkrmi- 
nos de media ponderada en función del tiempo (Gase el apéndice 5). 

2. RESULTADOS E lNFORME 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Ei objeto de este ensayo es determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre el número total & descen- 
dientes vivos producidos por cada parental vivo al final del mismo. El número total de descendientes por 
parental debe cakuiarse para cada recipiente de ensayo (es decir, para cada recipiente en paralelo). Si en uno 
cualquiera de los recipientes en paralelo el parental muere durante el ensayo o resulta ser macho, dicho reci- 
piente se excluye del análisis. Por tanto, este se basará en un número reducido de recipientes en paralelo. 

Para estimar la LOEC y, por tanto, la NOEC, correspondiente a los efectos del producto químico sobre el 
resultado reproductor, es preciso calcular el resultado reproductor medio de los recipientes en paralelo para 
cada concentraci6n y la desviación estándar residual acumulada, lo que puede hacerse mediante un análisis de 
la varianza (ANOVA). A continuación se compara la media obtenida a cada concentración con la del control 
apkando un metodo de comparación múltiple apropiado. Las pruebas de Dunnett o Williams pueden ser úti- 
les (14) (15) (16) (17). Hay que comprobar si se sostiene la hipótesis del ANOVA de homogeneidad de la 
varianza Es recomendable realizar esta verikci6n gr&amente en lugar de mediante una prueba formal de 
significación (18); una alternativa adecuada es aplicar una prueba de bartlett. Si la hipótesis no se sostiene, 
hay que considerar la transformación de los datos para homogeneizar las varianzas antes de aplicar el 
ANOVA, o bien la realización de un ANOVA ponderado. Hay que cakular y documentar la magnitud del 
efecto detectable con el ANOVA (es decir, la mínima diferencia significativa). 

Para estimar la concentración que provocaría la reducción en un 50 % del resultado reproductor (es decir, la 
EC&, hay que ajustar a los datos una curya adecuada, tal como la cmva logística, mediante un m6todo esta- 
dístico como el de los mínimos cuadrados. La curva puede parametrarse de manera que la ECs,-, y su error 
estándar puedan estimarse directamente. Esto facilitar& considerablemente el ckulo de los límites de con- 
ftinr.a en torno a la EC,, Salvo que haya razones de peso para preferir otros, deben darse lfmites de con- 
fmnza bilaterales del 95 %. El método de ajuste debe proporcionar preferentemente un medio para evaluar la 
significación de la falta de ajuste. Esto puede hacerse gráficamente o dividiendo la suma residual de cuadrados 
en *falta de ajuste- y acomponentes de error puros y efectuando una prueba de signXcaci6n para la falta de 
ajuste. Como los tratamientos que inducen fecundidad elevada tienen más probabilidades de inducir una 
varianza más elevada del número de inmaduros producidos que aquéllos que inducen fecundidad reducida, 
hay que considerar la conveniencia de pondera los valores observados de manera que reflejen las distintas 
varianzas de los diferentes grupos de tratamiento [v&se información de tipo general en la referencia 1 S)]. 

En el analisis de 10s datos del estudio tinal interlaboratorìos (2) se ha ajustado una curva logfstica usando el 
modelo siguiente, aunque pueden usarse otros adecuados: 

Y= c b 

1+ If_ 
0 x0 

donde: 

y: numero total de inmaduros por parental vivo al final del ensayo (calculado para cada recipiente) 

x’ concentración de sustancia 

c: número esperado de inmaduros cuando x = 0 

xe: EC,, en la poblaci6n 

b: parámetro l pendiens. 

Este modelo será probablemente adecuado en gran número de situaciones, pero habrá ensayos para los cuales 
no sea apropiado. Es preciso comprobar la validez del modelo tal como se ha sugerido en pánafos anteriores. 
En algunos casos puede estar indicado un modelo de hormesis, según el cual concentraciones bajas producen 
efectos amplificados (19). 

También pueden estimarse otras concentraciones que provoquen un porcentaje de efecto determinado, como 
la ECn, o EC,a, aunque quiZa sea preferible parametrar el modelo de una forma distinta a la empleada para 
estimar la EC,,. 
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2.2. INFORME DEL ENWYO 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 

2.2.1. snstanciadeenaa~ 

- naturaleza fisica J propiedades fisicoqufmicas pertinentes, 

- identificación química, incluida la pureza. 

2.2.2. Espme aometi& a ensayo: 

- clon (si se ha tipificado genéticamente), proveedor u origen (si se conoce) y condiciones de cultivo aplica- 
das. Si se ha usado una especie distinta de Dsphnia magna, debe consignarse y justificarse. 

2.2.3. Condiciones de ensayo: 

- método de ensayo utilizado (por ejemplo. semiestático o dinamico, con indicacion de volumen y carga 
expresada en número de individuos de Dafnis por litro), 

- fotoperfodo e intensidad luminosa. 

- diseA del ensayo (por ejemplo, número de recipientes en paralelo, numero de parentales por recipiente 
en paralelo), 

- detalles del medio de cultivo usado, 

- si se usan, complementos de materia orgánica, con su composicibn. origen, método de preparacioa. TOC/ 
COD de las preparaciones madre, estimación de los valores TOC/COD obtenidos en el medio de ensayo, 

- información detallada de la alimentación, con indicación de la cantidad (en mg C/Dafniìa/día) y el pro 
grama (tipo de alimento, con indicación en su caso del nombre específico (especie) del alga y, si se cono- 
cen, la cepa y las condiciones de cchivo), 

- método de preparación de las soluciones madre y frecuencia de renovación (si se usan, hay que indicar el 
disolvente o dispersante y su concentración). 

2.2.4. lttdtdx 

- resultados de cualesquiera estudios preliminares de estabilidad de la sustancia de ensayo, 

- concentraciones de ensayo nominales y resultados de todos los an%isis para determinar la concentración 
de la sustancia de ensayo en los recipientes de ensayo (vease un ejemplo de ficha de datos en el apéndice 
4); también deben indicarse la eíkiencia de recuperaci¿m del mhdo y el Límite de determinación, 

- calidad del agua en los recipientes de ensayo (pH, tempentura y concentración de oxfgeno disuelto ade- 
más de TOC y COD y dureza cuando proceda) (véase un ejemplo de ficha de datos en el ap¿ndice 3), 

- registro completo de los descendientes vivos de cada parental (véase un ejemplo de ficha de datos en el 
apéndice 3), 

- número de muertes entre los parentales y día en que se hayan producido (Ase un ejemplo de ficha de 
datos en el aphdice 3) 

- coeficiente de variación de la fecundidad de los controles (basada en el número total de descendientes 
vivos por parental vivo aI final del ensayo), 

- representación gn%ca del número total de descendientes vivos por parental (para cada recipiente en para- 
lelo) vivo al f& del ensayo frente a concentración de la sustancia de ensayo, 

- concentración mínima con efecto observado (LOEC) para la repr&cci6n, acomptiada de -m descrip 
cibn de los métodos estadísticos aplicados y de una indicación de la magnitud del efecto detectabk; con- 
centración (máxima) sin efecto ob servado 
NOEC para la mortalidad de Los parentaks, 

(NOEC) para la reproducción; si procede, valores de LOEC y 

- si procede, EC, para la reproducci6n e intervalos de confianza, así como una representrtiáa gr&a del 
modelo ajustado usado para su ckulo. la pendiente de la curva dosis-respuesta y su error estándar, 

- otros efectos biológicos observados o medidos; hay que documentar todos los dem& efectos biológicos 
observados o medidos @recimiento de los parentales, por ejemplo) y la correspondiente justificación, 

- explicación & cualquier desviari& res+xcto al método & ensayo. 
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&NDlcE 1 

PREPARACIÓN DE MEDIOS ELENDT M7 Y M4 TOTALMENTE DEFINIDOS 

Aclllnatsci6n 9 los medios Ekudt M7 y M4 

Algunos laboratorios han tenido dificultades para transferir dimctamente Datñia a los medios M4 (1) J M7. Se han obtc 
nido resultados bastante buenos con una aclimatación gradual, esto es, cambiando del medio propio a Ehdt al 30 %, 
luego al 60 % y por úhimo al 100 %. El período de aclimatación necesario puede ser bastante largo, incluso de un mes. 

lWPARACIóN 

se empieza por preparar soluciones madre distintas (l) de cada oligoelemento en agua de pureza apropiada (desionizada, 
destilada o tratada mediante ósmosis inversa). A partir de estas soluciones madre (l) se prepara una úniu solución 
madre (II) que contiene todos los oligoelementos (solución combinada): 

sthüolles madre 1 
(una sola -1 

WO3 57 190 

MnCI, * 4 H@ 7 210 

Lic3 / 
6 120 

Zd, I 260 

CoCl, ’ 6 Hz0 I 
200 

Kl I 65 

Na&% I 43,8 

m4vo3 I 11,s 

cwcentraüón (en Para pxparar L sc&& & ll combi- 
dacióncmelmedia na&,seafia&alagualasiguimteudad 

M4) de soh&n madre 1 
b-4 Wl) 

M4 M7 

20 000 1.0 0.25 

20 000 1.0 0.25 

20 000 1.0 0.25 

20 000 1.0 0.25 

20 000 LO 0.25 

20 000 1.0 0,25 

20 000 LO 0.25 

20 000 1.0 0.25 

20 000 1.0 1.0 

20 000 LO 1.0 

20 000 1.0 LO 

20 000 LO 1.0 

20 000 1,o 1.0 

2 000 

2 000 

Las soluciones Na,EDTA y FeSO, se preparan por separado, se vierten juntas y se e.sterihn en autoda= inmediata- 
mente. Se obtiene asi 

Solución 21 FeIDTA 1000 20,o 5.0 



Suplemento del BOE núm. 229 

Medios M4 y M7 

Martes 24 septiembre 2002 189 

lis medidos M4 y h47 se preparan a partir de la solución madre II con los macronutrientes y las vitaminas que siguen: 

Cantklad aaadida aI 

trv 

Sohción madre II (combinación de oli- 
goelementos) ll 

Cancwttaci6r1 (en 
&cibn con el media CamidaddCSOlUCiónmadreW&pan 

M4) 
preparar el medio 

b-4 Wl) 

I M4 M7 

soluciones madre de macronutrientes (una sustancia por solución) 

Na2Si03 * 9 Hz0 

tilución madre de vitaminas combina- 
das 

- 10 000 0.1 OS 

ea soluci6n madre de vitaminas combinadas se prepara añadiendo las 3 vitaminas a 1 litro de agua como se indica a 
continuación: 

Clorhidrato de tiamina 750 10000 

Cianocobalamina 813 10 10000 
-- 

Biotina 7.5 10 000 

LI scduüQ madre de vitaminas combinadas se conserva congela& en pequeitas panes aliawtas. las viraminas se incorporan a los 
medias paca antes de usarlas 

Natas: Para evitu Ia precipitach de Ias saks 21 preparar los medios compktos, se inoxpomn las partes ahaas de Ias soh~ciona 
madre a aproximadamente 500-800 ml de agua d&kzada y a conthuaci6n st c0mph ha obtener 1 litro. 

Iî primera publicación del mah M4 puede encanuarse en Ehdt, 5.P. (1990). Selenium deficiency in auswea; an ulnawuc- 
ea) approach to antetd damage in Dqhb magna Straus Pnxoplasma, 154, pp. 2S-33. 
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APkNDICE 2 

@klSIS DEL CARBONO ORGÁNICO TOTAL (TOC) Y ELABORACIÓN DE UN NOMOGRAMA DEL 
CONTENIDO EN COT DEL ALIMENTO DE ALGAS 

ES sabido que el contenido en carbono del alimento de algas no suele medirse directamente, sino por medio de correla- 
ciones (es decir, de nomogramas) con medidas indirectas, como el número de celufas de algas o la absorban& de hoz, 

El TOC debe medirse por oxidación a alta temperatura y no con los métodos LIV o del persulfîto. (Véw: The lnstru- 
mental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands 1979, HMSO 1980; 
49 High Holborn, London WCIV 6I-B). 

fara elaborar el nomograma. las algas se separan del medio de crecimiento por centrifugación seguida de resuspensión 
en agua destilada. Se mide la variable indirecta y la concentración de TOC en cada una de las muestras por triplicado. 
Hay que analizar controles con agua destilada únicamente y deducir fa concentración de TOC a partir de la observada 
en la muestra de algas. 

El nomograma debe ser lineal dentro del intervalo necesario de concentraciones de carbono. A continuac¡& se ilustran 
algunos ejemplos. 

Nota: o deben usarse para hacer conversiones; es esencial que cada laboratorio prepatc sus propios nomogramas, 

17oo'r Chlldh vulgaris, var. vit-idis (CW 211112) 
1600 - Regresión de mg/l de peso seco en función de mg C/l 0 

1500 *- Datos de suspensiones concentradas de céhdas cultivadas . * I 
1400 <. 

en lotes semicontinuos y resuspendidas en agua destilada . . 

1300 1. 

. . c # # 1200 * . 
a" 1100 .' . . 

d .O 
mg/1 de peso 1°00 . # 
seco de ahmen- 900 *’ 0. 4 
todealgascon- 8oo ., 9’ 
centrado I 

' 700 ** 0 re 0 
. 

500 . . 0) , 500 sI c c 400 ** , 
.‘O Coeficiente de correlación: 0,980 

3od . í 
200 ” 9 ’ 

100.~ o ,,NG 

0.. .I 
-!W t' 

k 
0 50 loo 150 200 250 300 350 400 450 500 550 Boa 550 700 750 

mg C/l de alimento de algas concentrado 
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1:s ” Chl0reIInvuígmis,var.viridis (CCM211/12) 
110 ' Regresión del número de c&la.s en función de mg C/l 
105 IS Datos de suspensiones concentradas de cklulas cultivadas 
100 :' en lotes semicontinuos y resuspendidas en agua destilada . H 
95 ** . # 
90 ‘* 0. ti . , 
65 ” . 

00 . 
. 0 

w cébl1asp 
. , 

(x lOs) de ali- 
. 

’ 0 
memo de algas 65 <’ 

l 
# 

concentrado 60 ‘) 0 /= 
55 " c 

50 .' .G 
e , . d 

. Hó 0 

P . 
25 .' .- , 
20 <' . 

e’ 
Coeficiente de correlación: 0,926 

15 ti’ 
10 ” /* O 

5 
0 

0 

1.10 
1.05 
1.00 
0.95 
0.90 
0.65 
0.60 
0.75 
0.70 

Absorbancia a 0.65 
440 mm de una o.m 
dilución 1110 de oS55 
alimento de 0.50 algas concentra- o.45 
do 

0.40 
0.35 
0.30 
0.25 
0.20 
0.15 
0.10 
0.05 
0.00 

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 

mg C/l de alimento de algas concentrado 

Chlorclh vu1gaJ-k. var. viridís (CCAP ll 2112) 
Regresión de la absorban& en función de mg C/l. (1 cm de aayectoria) . / 
Datos de suspensiones concentradas de c&las cultivadas en lotes se 
micontinuos y resuspendidas en agua destilada ,- H d , # ti / , / 

r , .ó* 
. / . . 

,4 
.* d . 

9’ 
.*’ . 

ee) 
7 / 

# = 
Coeficiente de correlación: 0,998 

0’ 
43’ N 

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 %O ?50 

mg C/l de aliiento de algas concentrado 
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EJEMPLO DE FICHA DE DATOS RELATIVA A LOS RESULTADOS DE LOS ANÁLISIS QIJfMlCOS 

(a) Conccntnciones medidas 

Concentmci6n 
nomid 

T Muestnscmaua1 

kpUts&h 
reuovxión 

hoeS&h 
renovadn 

T- MuesmsauaM2 r 
Dcsplb&h 

renovaciótl 

(b) ~oaccatxaciones medidas en porcentaje de la nomiual 

COIlCenn;l&tl 
nominal 

Autcadcb 
renovaci&n 

Am~dtla 
renovri6n 

M-sanana3 

Despu¿sdcla 
lUlOVXi6tl 

AlMS&b 
ralovx.i6n 
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APÉNDICE 5 

CÁLCULO DE UNA MEDIA PONDERADA EN FUNCI6N DEL TIEMPO 

Media pouderada co fmcióa del tiempo 

Puesto que la concentración de la sustancia de ensayo puede disminuir a lo largo del tiempo comprendido entre las 
sucesivas renovaciones del medio, es preciso considerar cuál es la concentración que debe elegirse como representativa 
de la gama de concentraciones aplicadas a los parentales de Dafnis. La elección debe basarse en consideraciones biológi- 
cas y estadísticas. Si, por ejemplo, se piensa que la mayor influencia eo la rephcción la ejerce la máxima concentra- 
ción aplicada, debe usarse este valor maximo. En cambio, si se considera maS importante el efecto acumulado o a plazo 
mAs largo, la concentración media es más relevante. En este caso, una media apropiada es la conceotracih media pon- 
derada en función del tiempo, pues tiene en cuenta la variación de la concentración instantánea a lo largo del tiempo. 

0 1 2 3 4 5 6 7 

Días 

Figura 1: Ejemplo de media ponderada en fnncióa del tiempo 

La figura 1 ilustra un ejemplo de ensayo (simplificado) de 7 días de duración en el cual el medio se remueva 10~ diu 0, 
2 y 4. 

- La línea delgada en zigzag representa la concentración a lo largo del tiempo. Se supone que el descenso de la con- 
centración es exponencial 

- Los 6 puntos representados corresponden a las concentraciones medidas al ptinripic y al fhl de ca& período de 
renovación. 

- La linea gruesa indica la posición de la media ponderada en funci6n del tiempo. 

ea media ponderada en función del tiempo se cahla de manera que el área situada bajo ella sea igual al ha situada 
bajo la curva de concentración. El cálculo compondiente al ejemplo anterior se ilustra en el cuadro 1. 
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C-üadrü 1: Cálcdc dc P media pondcfada en fimcih del tiempo 

Renovación na Días conco Concl l..n(concQ) Ln(Conc1) 

1 2 10;000 4,493 2,303 1,503 

2 2 11,000 6.037 2,398 1,798 

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 

Días totales: 7 Ám total 

Media PT 

~ts uúmao de días del período de renovación. 
Cond): umcmtmcti medida al priecipio de cada períodc de renovacióa 
COKK~: conccturaci6u medida al lhal de cada períado de renovación. 

Ln(CondJ): logaritmo natural de ConcO. 

l.,n(Concl): logaritmo nahkml de CooCl. 
Am: h comprendida bajo la curva exponencial para tpd3 periodo de rcnovaci6n. Se c&ula como sigur 

Áml 

13,767 

16.544 

19,781 

so,091 

7,156 

Áiru= ConcQ - Coucl 
Ln(Conc0) - Ln(Cwcl) 

I ~ 

ea media ponderada en tímcibn del tiempo (Media vr) es igual al ha total dividida por los Díar tatah. 

Naturalmente, en el caso de un ensayo de reproducción de Datñia, el cuadro debería cubrir 21 días. 

Es obvio que, si se sólo se hacen observaciones al principio y al final de cada período de renovaci&n, es imposible con- 
fumar que el proceso de disminución sea, en efecto, exponencial. Una curva distinta daría lugar a un cálculo de Arca 
distinto. ea cualquier caso, la disminución exponencial es una hipótesis plausible, y Csta es probablemente la curva 
mejor a falta de mds datos. 

ES preciso hacer una advertemia para el caso de que el a&is químico no logre detectar ninguna sustancia al fmal del 
penódo de renovación. Salvo que se pueda estimar la velocidad con que la sustancia desaparece de la soluci6n, será 
imposible obtener un área bajo la curva realista y, por tanto, obtener una media ponderada en íímci6n del tiempo que 
sea razonable. 
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ANEXO 6 

CRITERIOS GENERALES DE CLASIFICACIdN Y ETIQUETADO DE SUSTANCIAS Y PREPARADOS 
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9. CASOS ESPECIALES: Preparados 

9.1. Preparados gaseosos (mezclas de gases) 

9.2. Bombonas de gas para preparados que contengan propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP) fétido 
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9.5. Peróxidos orgánicos 
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MTRODUCCIbN GENERAL 

La clasificación tiene por objeto determinar todas las propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y 
ecotoxicológicas de las sustancias y preparados que pueden entrañar un riesgo durante su manipulación o 
utilización normal. Una vez identificadas todas las propiedades de peligrosidad, debe etiquetarse la sustancia o el 
preparado indicando en qué consiste el riesgo, con el fin de proteger al usuario, al público en general y al medio 
ambiente. 

1.2. El presente anexo establece los principios generales de clasificación y etiquetado de las sustancias y preparados a 
que se refiere el articulo 5 del presente Reglamento, y el articulo 4 del Reglamento de preparados. 

La información que en él se recoge tiene por objeto dar a conocer a todos los interesados (fabricantes, 
importadores y autoridades nacionales) los métodos de clasificación y etiquetado de las sustancias y preparados 
peligrosos. 

1.3. Las disposiciones del presente Reglamento y del Reglamento de preparados tienen como fm ofkcer a los 
trabajadores y al público en general una información básica sobre las sustancias y preparados peligrosos. La 
etiqueta advierte a las personas que utilizan o manipulan tales sustancias o preparados de los riesgos inherentes a 
ellos. 

Además, la etiqueta también puede hacer referencia, de modo m& general, a las medidas de prudencia que deben 
tomarse al emplear el producto si éste se suministra con una presentación diferente. 

1.4. El contenido de la etiqueta advierte de todos los riesgos potenciales que puede entraÍlar la manipulación y 
utilización normal de las sustancias y preparados peligrosos en el estado en que se comercialicen, pero no 
necesariamente en el estado en que finalmente se utilizan (por ejemplo, diluidos). Los riesgos más graves se 
señalan mediante símbolos; estos riesgos, asi como los que se derivan de otras propiedades peligrosas, se 
especifican mediante fiases tipo indicativas del riesgo, mientras que las frases tipo relativas a los consejos de 
prudencia contienen recomendaciones de seguridad. 

En el caso de las sustancias, la información se completa con el nombre de la sustancia, de acuerdo con una 
nomenclatura química reconocida internacionalmente; se usará preferentemente uno de los nombres del Inventario 
europeo de sustancias químicas existentes comercializadas (Einecs) o de la Lista europea de sustancias químicas 
notificadas (Elincs), el número CE y el nombre, dirección y teléfono de la persona establecida en la Comunidad 
que sea responsable de la comercialización de la sustancia. 

En el caso de los preparados, la información, de acuerdo con el apartado 2 del articulo 9 del Reglamento de 
preparados, se completará con: 

- 
- 
- 

la denominación comercial o la designación del preparado 
la denominación química de la sustancia o sustancias presentes en el preparado y 
el nombre, la dirección y el teléfono de la persona establecida en la Comunidad, responsable de la 
comercialización del preparado. 

1.5. El artículo 5 dispone que los fabricantes, distribuidores e importadores de sustancias peligrosas enumeradas en el 
Einecs pero aún no incluidas en el anexo 1 deberán realizar la investigación necesaria para conocer los datos 
pertinentes y accesibles que existan con relación a las pro~kda,,~ ,+-.- te Uichz sustancias. Akwiendo a tal 
información, deberán envasar y etiquetar provisionalmente dichas sustancias con arreglo a las normas de los 
artículos 18 a 21 y a los criterios establecidos en el presente anexo. 

1.6. Datos necesarios para la clasificación y el etiquetado 

1.6.1. Los datos necesarios para efectuar la clasificacibn y etiquetado de las sustancias podrán obtenerse: 

(a) En cuanto a las sustancias para las que sea imprescindible mencionar las indicaciones especificadas en el 
anexo VII, la mayor parte de los datos necesarios para su clasificacibn y etiquetado figurarkn en el 
“expediente de base”. La clasificación y el etiquetado se revisarán, si fuera necesario, cuando se disponga de 
información complementaria (anexo VIII). 

198 

(b) Por lo que se refiere a otras sustancias (p. ej.), las referidas en el punto l-5), !os datos necesarios para la 
clasificación y el etiquetado pueden obtenerse, en caso necesario, a partir de fiJeníes como, por ejemplo: 

- los resultados de ensayos anteriores 
- informacibn requerida por la normativa internacional en materia de transporte de sustancias peligrosas 
- datos tomados de trabajos y bibliografía de referencia o 
- información procedente de la experiencia prktica 

Asimismo, cuando proceda, también podrán tomarse en consideración los resultados de relaciones 
estructura-actividad validadas y los dictámenes de expertos. 

1.6.2. Normalmente los datos necesarios para la clasificación y el etiquetado de preparados podrán obtenerse: 
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(a) Si se trata de datos fisicoquímicos, aplicando los métodos indicados en el anexo V. Esto es válido también 
para los preparados cubiertos por el Real Decreto 216311994 salvo que puedan aceptarse, de acuerdo con lo 
dispuesto en los anexos II y III del mencionado Real Decreto (apartado 5 del artículo 5 del Reglamento de 
preparados), otros mktodos homologados internacionalmente. Para los preparados gaseosos se puede utilizar 
un método de cálculo para determinar las propiedades inflamables y comburentes (véanse los capítulos 
9.1.1.1 y 9.1.1.2). Para los preparados no gaseosos que contienen peróxidos orgánicos puede utilizarse un 
mktodo de cálculo para determinar las propiedades comburentes (véase el capitulo 2.2.2.1). 

(b) En cuanto a los datos relativos a los efectos sobre la salud: 

I aplicando los mt+todos indicados en el anexo V salvo en el caso de los productos titosanitarios, cuando 
puedan aceptarse, de acuerdo con lo dispuesto en 10s anexos II y III del Real Decreto 2163/1994 (letra 
b del apartado 1 del artículo 6 del Reglamento de preparados), otros métodos homologados 
intemacionahnente. 

- ylo aplicando un método convencional establecido en el artículo 6 y en las partes A. l.-6 y B.l.-5 del 
anexo II del Reglamento de preparados, o, 

* en el caso de la fiase R65, aplicando las normas contempladas en el apartado 3.2.3 

I sin embargo, si se refiere a la evaluación de las propiedades carcinog&nicas, mutagénicas y tóxicas para 
Ia reproducción, se aplicar8 el método convencional que se indica en el artkulo 6 y en las partes A.7.-9 
y B.6. del anexo II del Reglamento de preparados. 

(c) En cuanto a los datos sobre propiedades ecotoxicológicas 

(i) En el caso de la toxicidad acuática únicamente: 

- aplicando los métodos indicados en el anexo V, sujetos a las condiciones recogidas en la parte C 
del anexo III del Reglamento de preparados, salvo en el caso de los productos fitosanitarios, 
cuando puedan aceptarse, de acuerdo con lo dispuesto en los anexos II y III del Real Decreto 
2163/1994 (letra b) del apartado 1 del artículo 7 del Reglamento de preparados, otros métodos 
homologados internacionalmente, o 

- aplicando un método convencional establecido en el artículo 7 y en las partes A y B del anexo III 
del Reglamento de preparados. 

(ii) En la evaluación de la bioacumulación potencial (o real), determinando el logaritmo del coeficiente de 
reparto (o el FBC) o la evaluación de la degradabilidad, aplicado un método convencional establecido 
en el artículo 7 y en las partes A y B del anexo III del Reglamento de preparados. 

(iii) En cuanto a los peligros de la capa de ozono, aplicando un método convencional establecido en el 
artículo 7 y en las partes A y B de1 anexo III del Reglamento de preparados. 

Nota referente a los resultados de los ensayos con animales 

La realización de ensayos con animales para obtener datos experimentales está sujeta a lo dispuesto en el Real 
Decreto 2230988, de 14 de marzo, relativo a la protección de los animales utilizados para experimentación. 

Nota referente a las propiedades fisicoquímicas 

Para los peróxidos orgánicos y sus preparados pueden obtenerse datos a partir del método de cálculo establecido 
en el capítulo 9.5. Para los preparados gaseosos puede utilizarse un método de cálculo para determinar las 
propiedades comburentes e inflamables (véase el capítulo 9). 

1.7. Aplicación de los criterios de la guía 

La clasificación debe cubrir las propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológicas de las sustancias y 
los preparados. 

La clasificación de las sustancias y los preparados se realiza de acuerdo con el capítulo 1.6, siguiendo los criterios 
establecidos en los capítulos 2 a 5 (sustancias) y capitulos 2,3,4.2.4 y 5 del presente anexo. Deberán considerarse 
todos los tipos de riesgo. Por ejemplo, la clasificación efectuada según el punto 3.2.1 no quiere decir que se 
puedan ignorar otros puntos, como 3.2.2 6 3.2.4. 

La elección del símbolo o símbolos y frases de riesgo se ajustarzl a la clasificación para que quede garantizada la 
expresi6n en la etiqueta de la naturaleza específica de los peligros potenciales señalados en la clasificación. 
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Sin -perjuicio de los criterios mdicsdos en 10s puntos 2.2.3, 2.2.4 y 2.25, las susr~r,cia~ J preparados q;le se 
encuentran en forma de aerosol deberán atenerse a lo dispuesto en el Real Decreto 2549/1994, de 29 de diciembre. 

1.7.1. Definiciones 

Por ccsustaucias» se entenderá los elementos químicos y sus compuestos en estado natural o los obtenidos 
mediante cualquier procedimiento de producción, incluidos los aditivos necesarios para conservar la estabilidad 
del producto y las impurezas que resulten del procedimiento utilizado, pero excluidos los disolventes que puedan 
separarse sin afectar la estabilidad de la sustancia ni modificar la composición. 

Una sustancia podrA estar bien definida químicamente (por ejemplo, acetona), o bien podrá consistir en una 
mezcla compleja de constituyentes de composición variable (por ejemplo, productos aromaticos destilados). En el 
caso de ciertas sustancias complejas, se han sefialado algunos constituyentes determinados. 

Por «preparados» se entenderá las mezclas o soluciones compuestas por dos o más sustancias. 

1.7.2. Aplicación de los criterios a las sustancias 

Los criterios establecidos en el presente anexo serán directamente aplicables cuando los datos se hayan obtenido 
utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V. En otros casos, los datos disponibles 
deber&n evaluarse comparando los métodos de ensayo empleados con los métodos contemplados en el anexo V y 
con las normas previstas en el presente anexo, a fin de determinar la clasificación y etiquetado más adecuados. 

En algunos casos puede haber dudas sobre la aplicación de los criterios pertinentes, especialmente si se precisan 
conocimientos especializados. En tales casos, el fabricante, distribuidor o importador clasiticardn y etiquetarán 
provisionalmente la sustancia basándose en una evaluacion de los datos realizada por una persona competente. 

Sin perjuicio de lo dispuesto en el articulo 5, si se ha aplicado el procedimiento anterior y se temen posibles 
incoherencias, podrá proponerse la inclusión de la clasifìcaci6n provisional en el anexo 1. Dicha propuesta se 
presentara a uno de los Estados miembros e ir9 acomptiada de los datos científicos apropiados (vtase también el 
punto 4.1). 

Podrá aplicarse un procedimiento similar en caso de que se disponga de información que haga dudar de la 
exactitud de una entrada existente en el anexo 1. 

1.7.2.1. Clasifìcación de las sustancias que contienen impurezas, aditivos o determinados constituyentes 

En los casos en que se compruebe la existencia de impurezas, aditivos o determinados constituyentes en las 
sustancias, éstos deberán tenerse en cuenta si su grado de concentración es superior o igual a los límites 
establecidos: 

- 0,l % para las sustancias clasificadas como muy tóxicas, tbxicas, carcinogénicas (categoría 1 ó 2), 
mutagénicas (categoria 1 6 2) tdxicas para la reproducción (categoria 1 6 2), o peligrosas para el medio 
ambiente (a las que se haya asignado el símbolo c(N)>, para el medio acuático, peligrosas para la capa de 
ozono) 

- 1% para las sustancias clasifícadas como nocivas, corrosivas, irritantes, sensibilizantes, carcinogénicas 
(categoria 3) mutagenicas (categoría 3), tóxicas para la reproducción (categorla 3) o peligrosas para el 
medio ambiente (a las que no se haya asignado el símbolo ctN», es decir, nocivas para los organismos 
acuáticos, pueden causar efectos perjudiciales a largo plazo) 

a menos que en el anexo 1 se hayan fijado valores inferiores. 

A excepción de las sustancias enumeradas específicamente en el anexo 1, la clasificación debe realizarse de 
acuerdo con los requisitos de los artículos 5,6 y 7 del Reglamento de preparados. 

En el caso del amianto (650-013-OO-@, no se aplicará esta regla general hasta que se fije un limite de 
concentración en el anexo 1. Las sustancias que contengan amianto se clasificarán y etiquetaran conforme a los 
principtos del artículo 5 de este Reglamento. 

1.73 Aplicación de los criterios a los preparados 

Los criterios previstos en el presente anexo seran directamente aplicables cuando los datos se hayan obtenido 
utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V, excepto los del capítulo 4, a los que sólo 
se puede aplicar el método convencional. Tambien puede aplicarse un método convencional en relación con los 
criterios del capítulo 5, con la excepción de la toxicidad acuatica, de acuerdo con lo dispuesto en la parte C del 
anexo II1 del Reglamento de preparados. En el caso de los preparados cubiertos por el Real Decreto 2163/1994, 
también pueden aceptarse datos de clasificación y etiquetado obtenidos mediante otros métodos reconocidos 
internacionalmente (vhnse las disposiciones especiales del punto 1.6 del presente anexo). En otros casos, los 
datos disponibles deberán evaluarse comparando los mttodos de ensayo de que se trate con los métodos 
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contemplados en el anexo V y con las normas previstas e n 21 presente anexo, a lin de determinar la clasificación y 
etiquetado más adecuados. 

Cuando los peligros para la salud y el medio ambiente se evalúen según el método convencional a que se refiere 
los artículos 6 y 7 y los anexos II y III del Reglamento de preparados, los limites de concentración que deben 
utilizarse ser&n los tijados en: 

el anexo 1 del presente Reglamento, o 

la parte B del anexo II ylo la parte B del anexo III del Reghmento de preparados cuando la sustancia o 
sustancias no figuren en el anexo 1 del presente Reglamento o cuando figuren sin indicar los límites de 
concentración. 

En el caso de preparados que contengan mezclas de gases, la clasiticación con respecto a los efectos sobre la salud 
y el medio ambiente se efectuará segun un método de cálculo basado en los limites de concentración individual 
que figuran en el anexo 1 de este Reglamento o, en caso de que no estén indicados en dicho anexo, según los 
criterios establecidos en los anexos II y III del Reglamento de preparados. 

1.7.3.1. Preparados o sustancias descritos en el punto 1.7.2.1 usados como constituyentes de otros preparados 

El etiquetado de dichos preparados debe ser conforme a lo dispuesto en el articulo 9 de acuerdo con los principios 
tijados en los articulos 3 y 4 del Reglamento de preparados. No obstante, en determinados casos, la información 
que figura en la etiqueta del preparado o sustancia descrita en el punto 1.7.2.1 no es suficiente para que los 
fabricantes que lo utilicen como componente de otro(s) preparado(s) puedan efectuar correctamente la 
clasificación y etiquetado de este último(s). 

En tal caso, la persona establecida en la Comunidad responsable de la comercialización del preparado inicial o 
sustancia descrita en el punto 1.7.2.1, ya sea el fabricante, importador o distribuidor proporcionara, previa 
petición justificada y con la mayor brevedad posible, todos los datos relativos a las sustancias peligrosas que 
contiene el preparado, necesarios para clasificar y etiquetar correctamente el nuevo preparado. Estos datos 
también son necesarios para que los responsables de la comercialización del nuevo preparado puedan cumplir los 
requisitos del Reglamento de preparados. 

2. CLASIFICACIGN SEGÚN SUS PROPIEDADES FISICOQUíMICAS 

2.1. Introducción 

Los métodos de ensayo relativos a las propiedades explosivas, comburentes e inflamables incluidos en el anexo V 
sirven para dar un significado concreto a las definiciones generales dadas en las letras a) a e) del apartado 2 del 
articulo 2. Los criterios se regiti directamente por los métodos de ensayo descritos en el anexo V, en la medida 
en que estén contemplados en el mismo. 

Si existe información fiable según la cual, en la práctica, las propiedades fisicoquímicas de las sustancias y 
preparados (excepto los pemxidos org&nicos) difieren de las que revelan los métodos de ensayo descritos en el 
anexo V, dichas sustancias y preparados se deberrin clasificar en fimcio:! del I kSgG que pudieran representar para 
las personas que los manipulen 0 para otras personas. 

2.2. Criterios de clasificación, elección de los símbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de riesgo 

En el caso de los preparados, deberán tenerse en cuenta los criterios referidos en el artículo 5 del Reglamento de 
preparados. 

2.2.1. Explosivos 

Las sustancias y preparados se clasificaran como explosivos y se les asignara el símbolo «E» y la indicación de 
peligro «explosivo)), en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V, y en la medida en que 
las sustancias y los preparados sean explosivos en la forma en que se comercialicen. Es obligatorio incluir una 
frase de riesgo, cuya eleccion se basara en 10 siguiente: 

R2 Riesgo de explosión por choque, friccion, fuego u otras fuentes de ignición 
- Sustancias y preparados, excepto los establecidos a continuacion. 

R3 Alto riesgo de explosión por choque, fticción, fuego u otras fuentes de ignición 

- Sustancias y preparados especialmente sensibles, tales como las sales del ácido picrico y el tetranitrato 
de pentaeritritol (Pentrita). 

2.2.2. Comburentes 
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Las sustancias y preparados se clasificarsin como comburentes y se les asignara el simbolo «O» y la indicación de 
peligro «comburente» en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V. Es obligatoria la 
inclusión de una frase de riesgo; su selección sc basarh en los resultados de los ensayos, teniendo en cuenta lo 
siguiente: 

R7 Puede provocar incendios 

- Peróxidos orgánicos con propiedades inflamables incluso aunque no estén en contacto con otros 
materiales combustibles. 

Rg Peligro de fuego en contacto con materias combustibles 

- otras sustancias y preparados comburentes como los peroxidos inorgánicos, que pueden provocar 
incendios o aumentar el riesgo de inflamabilidad al entrar en contacto con materiales combustibles. 

R9 Peligro de explosión al mezclar con materias combustibles 

- otras sustancias y preparados como los peróxidos inorgánicos, que se hacen explosivos al mezclarse 
con materiales combustibles como, p. ej., ciertos cloratos. 

2.2.2.1. Observaciones sobre los peróxidos 

Respecto a las propiedades explosivas, todo peróxido orgánico o preparado que lo contenga en la forma en que es 
comercializado se clasificara de acuerdo con los criterios del punto 2.2.1 sobre la base de los ensayos realizados 
con arreglo a los métodos indicados en el anexo V. 

Respecto a las propiedades comburentes, los metodos actuales del anexo V no pueden aplicarse a los peróxidos 
organices. 

En cuanto a las sustancias, los per0xidos organices que no hayan sido clasificados ya como explosivos se 
clasificaran como peligrosos en función de su estructura p. ej.: R-O-O-H; Rt-0-0-Rr. 

Los preparados que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasificarán aplicando el método de cálculo 
basado en el porcentaje de oxígeno activo que se recoge en el punto 9.5. 

Todo peroxido orgknico, o preparado que io contenga, que no haya sido clasificado ya como explosivo se 
clasificará como comburente si el peróxido o su formulación contiene: 

más del 5 % de peróxidos orgatticos, o 

mas del 0,5 % de oxigeno disponible procedente de los peroxidos orgánicos, y más del 5 % de peróxido de 
hidrogeno. 

2.2.3. Extremadamente inflamable 

Las sustancias y preparados se clasitkarán como extremadamente inflamables y se les asignará el simbolo « F+ » 
y ta indicación de peligro «extremadamente inflamable», en fimcion de los resultados de los ensayos a que se 
refiere el anexo V. Se seleccionar6 la frase de riesgo según los criterios siguientes: 

R 12 Extremadamente inflamable 

- Sustancias y preparados liquidos cuyo punto de inflamación sea inferior a 0” C y su punto de ebullición 
(o en el intervalo de ebullición, la temperatura inicial de ebullicion) sea inferior o igual a 35 “C. 

- Sustancias y preparados gaseosos que sean inflamables en contacto con el aire a temperatura y presión 
normales. 

2.2.4. Fácilmente inflamable 

Las sustancias y preparados se clasificmín como fácilmente inflamables y se les asignara el simbolo u F » y la 
indicación de peligro «fácilmente inflamable», en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el 
anexo V. Se les asignarán las frases de riesgo según los criterios siguientes: 

RI 1 Fácilmente inflamable 

- Sustancias y preparados sólidos susceptibks de inflamarse facilmente despucs de un breve contacto con 
una fuente de ignición y que continúan ardiendo o consumiéndose después de la eliminación de dicha 
fuente. 

- Sustancias y preparados líquidos cuyo punto de inflamación sea inferior a 21 “C, pero que no sean 
extremadamente inflamables. 

RI 5 Reacciona con el agua liberando gases extremadamente inflamables 
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- Sustancias y preparados que, en contacto con agua o aire húmedo, desprenden gases ex’uemadamente 
inflamables en cantidades peligrosas a razon de un lkgk. 

RI7 Se inflama espontáneamente en contacto con el aire 
- Sustancias y preparados susceptibles de calentarse y, finalmente, de inflamarse en contacto con el aire a 

temperatura ambiente sin aporte de energía. 

2.2.5. Inflamables 

Las sustancias y preparados se clasificarán como inflamables en tüncion de los resultados de los ensayos a que se 
refiere el anexo V. La tiase de riesgo se asignará según los criterios siguientes: 

Rl 0 Inflamable 
- Sustancias y preparados líquidos cuyo punto de inflamación sea igual o superior a 21 “C, e inferior o 

igual a 55 “C. 

No obstante, en la práctica se ha demostrado que los preparados que tengan un punto de inflamación igual o 
superior a 21” C e inferior o igual a 55” C no tendran que clasificarse como inflamables si el preparado no puede, 
en ningún caso, favorecer la combustion y si, además, no existe ningún riesgo para las personas que los manipulen 
ni para otras personas 

2.26 Otras propiedades fisicoquímicas 

Se asignaran frases complementarias de riesgo a las sustancias y preparados clasiticados de conformidad con los 
puntos 2.2.1 a 2.25 6 de conformidad con los capitulos 3,4 y 5 que se citan a continuación, aplicando los criterios 
siguientes (sobre la base de la experiencia adquirida en la aplicación del anexo 1): 

Rl Explosivo en estado seco 
Sustancias y preparados explosivos comercializados en solución o en forma húmeda como, por ejemplo, la 
nitrocelulosa con más del 12,6 % de nitrogeno. 

R4 Forma compuestos metilicos explosivos muy sensibles 
Sustancias y preparados que puedan originar derivados metálicos explosivos sensibles como, por ejemplo, el 
ácido picrico y el ácido estroncio. 

R5 Peligro de explosión en caso de calentamiento 
Sustancias y preparados inestables al calor, no clasificados como explosivos como, por ejemplo, el ácido 
perclórico > 50 %. 

R6 Peligro de explosión, en contacto o sin contacto con el aire 
Sustancias y preparados inestables a temperatura ambiente como, por ejemplo, el acetileno. 

R7 Pued- provocar incendios 
Sustancias y preparados reactivos como, por ejemplo, el flúor y el hidrosulfito de sodio. 

R 14 Reacciona violentamente con el agua 
Sustancias y preparados que reaccionan violentamente con el agua como, por ejemplo, el cloruro de acetilo, 
los metales alcalinos y el tetracloruro de titanio. 

R16 Puede explosionar en mezcla con sustancias comburentes 
Sustancias y preparados que reaccionan de forma explosiva en presencia de agentes comburentes como, por 
ejemplo, el fósforo rojo. 

R18 Al usarlo, pueden formarse mezclas aire/vapor explosivas/iiflamables 

Sustancias y preparados no clasificados como inflamables pero que contienen compuestos volátiles 
inflamables en el aire. 

R19 Pcede formar perbxidos explosivos 
Sustancias y preparados que puedan formar peróxidos explosivos durante su almacenamiento como, por 
ejemplo el éter dietilico y el 1,4-dioxano. 

R30 Puede inflamarse fácilmente al usarlo 
Preparados no clasificados como inflamables pero que pueden convertirse en inflamables por perdida de 
componentes volatiles no inflamables. 

R44 Riesgo de explosión al calentarlo en ambiente confinado 
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Se aplica a las sustancias y preparados qUe no SC han clasificado corio explosivos según el punto 2.2.1, perti 
que, no obstante, en la práctica, pueden adquirir propiedades explosivas si se calientan en un recipiente 
cerrado. Así, por ejemplo, determinadas sustancias que se descompondrian de una forma explosiva si se 
calentaran en un recipiente de acero no reaccionarian de la misma forma que al calentarlas en recipientes 
menos rigidos. 

Para otras frases indicadoras de riesgo, consúltese el punto 3.2.8. 

3. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS PROPIEDADES TOXICOLÓGICAS 

3.1. Introducción 

3.1.1. La clasificación se basa tanto en los efectos agudos como a largo plazo que producen sustancias y preparados a 
consecuencia de una sola exposición o de exposiciones repetidas o prolongadas. 

Cuando por estudios epidemiológicos, por estudios de casos con fundamento científico de acuerdo con lo 
especificado en el presente anexo, o por la experiencia basada en datos estadísticos como, por ejemplo, la 
evaluación de datos procedentes de los centros de informacion sobre intoxicación o relativos a las enfermedades 
profesionales, que los efectos toxicologicos sobre seres humanos difieren de los que parecen indicar los métodos 
mencionados en el apartado 1.6 del presente anexo, la sustancia o el preparado se clasificara en función de sus 
efectos sobre los seres humanos. No obstante, no es recomendable realizar experimentos con seres humanos y, en 
general no deberán efectuarse para contrastar resultados que han sido positivos en animales. 

El Real Decreto 2230988 tiene por objeto proteger a los animales utilizados con fines experimentales u otros 
fines cientificos. En el anexo V de la presente Directiva se incluyen métodos de ensayo N1 vitre validados para 
determinados parametros que deberkt utilizarse cuando corresponda. 

3.1.2. La clasiftcacion de las sustancias se realizau% conforme a los datos experimentales de que se disponga y aplicando 
unos criterios que tengan en cuenta la magnitud de tales efectos, detallados a continuación: 

(a) en caso de toxicidad aguda (efectos letales e irreversibles a consecuencia de una sola exposición), los 
criterios de los puntos 3.2.1 a 3.2.3; 

(b) en caso de toxicidad subaguda, subcr6nica o crónica, los criterios de los puntos 3.2.2 a 3.2.4; 

(c) en caso de efectos corrosivos e irritantes, los criterios de los puntos 3.2.5 y 3.2.6; 

(d) en caso de efectos sensibilizantes, los criterios del punto 3.2.7; 

(e) en caso de efectos especificos para la salud (carcinogénicos, mutagénicos y tóxicos para la reproduccibn), 
los criterios del capítulo 4. 

3.1.3. La clasificación de los preparados en función de los peligros relativos a la salud se efectuará del modo siguiente: 

(a) si no hay datos experimentales, según el método convencions! senalado en el articulo 5 ;J c! anexo II del 
Reglamento de preparados. En este caso, la clasifícaci6n se basara en los límites de concentración individual 
extraídos de: 

- el anexo 1 del presente Reglamento, o 

- la parte B del anexo II del Reglamento de preparados, cuando la sustancia o sustancias no figuren en el 
anexo 1 del presente Reglamento o cuando figuren sin indicarse los límites de concentración. 

(b) si, se dispone de datos experimentales, según los criterios descritos en el punto 3.1.2, a excepción de las 
propiedades carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproduccibn mencionadas en la letra e) del punto 
3.1.2, que deben ser evaluadas conforme a un mktodo convencional que aparezca referido en el articulo 6 y 
en las partes A.7 a 9 y B.6. del anexo Il del Reglamento de preparados. 

Nota: sin perjuicio de los requisitos del Real Decreto 2163/1994 y a condición de que estén justificados o 
especialmente autorizados en virtud del Real Decreto 223/1988, podrán aplicarse los métodos descritos en la letra 
b) del apartado 3.1.3 excepcionalmente cuando la persona responsable de la comercialización del preparado pueda 
demostrar que resulta imposible establecer de forma adecuada SUS propiedades toxicológicas mediante el método 
descrito en la letra a) del apartado 3.1.3 ó sobre la base de resultados de ensayos existentes en animales. 

Independientemente de cual sea el método elegido para evaluar los riesgos que pueda representar un preparado, 
deberán tenerse en cuenta los efectos peligrosos para la salud que se recogen en la parte B del anexo II del 
Reglamento de preparados. 
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3.1.4. 

3.15. 

3.151. 

3.1.5.2. 

3.2. 

3.2.1. 

Cuaqdn la clasificación deha basarse tin los resultados obtenidos a partir de wperimentos con anímales, dichos 
resultados se considerarán válidos para el hombre en la medida en que los ensayos reflejen de modo adecuado los 
riesgos para el mismo. 

La toxicidad oral aguda de las sustancias y preparados comercializados puede establecerse mediante un método 
que permita establecer la dosis letal media (DLsa), estableciendo la dosis discriminante (metodo de la dosis fija) o 
estableciendo el tramo de exposición que se espera resulte letal (método de clasificación de toxicidad aguda). 

La dosis discriminante es Ia dosis que produce toxicidad evidente pero sin mortalidad, y debe ser uno de los cuatro 
niveles de administración especificados en el anexo V (5,50,500 6 2.000 mg por kg. de peso corporal). 

El concepto de (( toxicidad evidente» se utiliza para designar los efectos tóxicos, producidos tras la exposición a la 
sustancia estudiada, que sean tan graves que la exposicibn a la dosis fija inmediatamente superior pueda suponer 
la muerte. 

Los resultados del ensayo con una dosis concreta aplicando el método de la dosis fija puedan ser: 

- menos del 1 OO % de supervivencia, 
- 100 % de supervivencia, con toxicidad evidente, 
- 100 % de supervivencia, sin toxicidad evidente. 

En los criterios de los puntos 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.3 sólo se recogen los resultados de la prueba final. La dosis de 
2.000 mg/kg. debe utilizarse principalmente para obtener información sobre los efectos tóxicos de las sustancias 
que poseen baja toxicidad aguda y que no se clasifican por la toxicidad aguda. 

El método de dosis fija exige a veces estudiar dosis mayores o menores, si no se estudia antes el nivel de dosis 
correspondiente. Véase tambien el cuadro de evaluación del método B.l bis. 

El tramo de exposicion del que se espera resulte letal se deduce de la observación de la ausencia o presencia de 
mortalidad relacionada con la sustancia tras aplicar el método de clasificación de toxicidad aguda. En los ensayos 
iniciales se utilizaré una de las dosis iniciales (25,200 6 2 000 mg por kg. de peso corporal). 

El metodo de clasificación de toxicidad aguda exige a veces estudiar dosis mayores o menores, si no se estudia 
antes el nivel de dosis correspondiente. Véanse también los diagramas de flujo de los procedimientos de ensayo 
del método B. 1 ter del anexo V. 

Criterios de clasificación, elección de los simbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de riesgo 

Muy tóxicos 

Las sustancias y preparados se clasificaran como muy tóxicos y se les asignará el simbolo « T +N y la indicación 
de peligro (( muy tbxico» siguiendo los criterios que se especifican a continuación. 

Las frases indicadoras de riesgos especificos se asignarAn en función de los criterios siguientes: 

R28 Muy tóxico por ingestión 

Toxicidad ayda: 
- DL5o por vía oral en rata: I25 mglkg 
- menos del 100 % de supervivencia a 5 mg/kg., vía oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija, o 
- alta mortalidad con dosis 5 25 mg/kg. por vía oral en rata mediante el método de clasificación de 

toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo, véanse los diagramas de flujo del anexo 2 
del m&odo de ensayo B.l ter del anexo V). 

R27 Muy tóxico en contacto con la piel 

Toxicidad aguda: 
- DLso por penetración cutánea en rata o conejo: 5 50 mg@. 

R26 Muy tóxico por inhalación 

Toxicidad aguda: 
CL=,0 por inhalación en mia para aerosoles o partículas: I 0,25 mgN h, 
CLSO por inhalación en rata para gases y vapores: 5 0.5 mgN h. 

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves 
- Pruebas convincentes de que estos dailos irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el 

capitulo 4, pueden ser provocados por una única exposición por una vía de administración adecuada, 
generalmente en el intervalo de valores antes citados. 

Para indicar la vía de administracibn/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R39/26, 
R39/27, R39/28, R39/26/27, R39/26/28, R39/27/28, R39/26/27/28. 
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Las sustancias y preparados se clasificarán como muy tóxicos y se les asignar8 el símbolo « T» y la indicación de 
peligro, (( tóxico», siguiendo los criterios que se especifican a continuaci6n. Las fiases indicadoras de riesgos 
específicos se asigna& en función de los criterios siguientes: 

R25 Tóxico por ingesti6n 

Toxicidad aguda: 
- DL50 por vía oral en rata: 25 < DLso < 200 mgkg., 
- dosis discriminante por via oral en rata: 5 mgkg.: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta, o 
- alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 25 y 2 200 mgkg. por vía oral en rata mediante el 

método de clasificación de toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo, v8anse los 
diagramas de flujo del anexo 2 del método de ensayo B. 1 ter del anexo V). 

R24 Tóxico en contacto con la piel 
Toxicidad aguda: 

DLso por penetraci6n cutiinea en rata o conejo: 50 < DLso 5 400 mgkg. 

R23 Tóxico por inhalación 
Toxicidad aguda: 

CLs por inhalación en rata para aerosoles o partículas: 0,25 < CL50 5 1 mg/U4h, 
CL5,, por inhalación en rata para gases y vapores: 0,s < CL505 2 mgW4 h. 

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves 
- Pruebas convincentes de que estos daiios irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el 

capítulo 4, pueden ser provocados por una única exposición por una via de administración adecuada, 
generalmente en el intervalo de valores antes citados. 

Para indicar la via de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R39/23, 
R39/24, R39R5, R39f23124, R39/23/25, R39/24/25, R39/23/24/25. 

R48 Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada 
- Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfológicos con importancia 

toxicológica) como consecuencia de una exposición repetida o prolongada, por una vía de 
administración adecuada. 

Las sustancias y los preparados se clasificarán por lo menos como (( tóxicas)) cuando se observen estos 
efectos en niveles de un orden de magnitud inferior (es decir, diez veces menos) a los estabtecidos en el 
punto 3.2.3. para la frase R48. 

Para indicar la vía de administraci6n/exposici6n se asignarA una de las combinaciones siguientes: R48/23, 
R48/24, R4W25, R48/23/24, R48/23/25, R48f24l25, R48/23/24/25. 

3.2.3. Nocivos 

Las sustancias y preparados se clasifica& como nocivos y se les asignará el símbolo (( Xn » y la indicacibn de 
peligro (( nocivo », siguiendo los criterios que se especifican a continuación. Las frases indicadoras de riesgos 
específicos se asigna& en función de los criterios siguientes: 

R22 Nocivo por ingesti6n 

Toxicidad aguda: 
- DLso por vía oral en rata: 200 < DLso 5 2000 mgkg, 
- dosis discriminante por vía oral en rata, 50 mgkg.: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta, 
- menos del 100 % de supervivencia a 500 mgkg., vía oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija 

referida a la tabla de evaluación en el metodo de ensayo B.l bis del anexo V. 
- alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 200 y 5 2 000 mgkg. por vía oral en rata mediante el 

método de clasilkaci6n de toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo, vtanse los 
diagramas de flujo del anexo 2 del método de ensayo B.1 ter del anexo V). 

R2 1 Nocivo en contacto con la piel 

Toxicidad aguda: 
DLJo por penetración cutánea en rata o conejo: 400 < DL5o 2 2 000 mgkg. 

R20 Nocivo por inhalación 
Toxicidad aguda: 
- CLso por ìnhalación en rata para aerosoles o partículas: 1 c CLso I 5 mgA/4h, 
- CLSO por inhalación en rata para gases y vapores: 2 < CLso< 20 mg/114 h. 
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R65 Nocivo: Si se ingiere puede carsar tic pulmonar 
Sustancias y preparados líquidos que presenten riesgo de aspiración para las personas debido a su baja 
viscosidad: 

(a) En el caso de sustancias y preparados que contengan hidrocarburos alifaticos, ahcíclicos o aromáticos 
en una concentración total, igual 0 superior al 10 % y que tengan: 

- un periodo de flujo inferior a 30 s en un recipiente ISO de 3 mm con arreglo a ISO 2431 (edición 
de abril de 1996 /julio de 1999), relativa a “Pinturas y barnices - Determinación del tiempo de 
flujo empleando copas de flujo” 

- una viscosidad cinemittica medida con un viscosímetro capilar de cristal calibrado con arreglo a 
ISO 3 104/3105 inferior a 7 x lo& m7/s a 40 “C (ISO 3 104, edición de 1994, relativa a “Productos 
petrolíferos - Líquidos transparentes y opacos - Determinación de la viscosidad cinematica y 
calculo de la viscosidad dinámica” ISO 3 105, edici6n de 1994, relativa a “Viscosímetros capilares 
de vidrio, de viscosidad cinemática - Especificaciones e instrucciones de uso), o 

- una viscosidad cinemática derivada de las mediciones de la viscosimetría rotativa con arreglo a 
ISO 3219 inferior a 7 x lo4 m*/.s a 40 “C (ISO 3219, edición de 1993, relativa a “Plásticos - 
Polímeroslresinas en estado líquido, en emulsión o en dispersión - Determinación de la viscosidad 
con el viscosímetro rotacional, con una velocidad de deformación en cizalla definida”). 

Observese que las sustancias y preparados que cumplen estos criterios no tienen por que ser clasificados 
si su tensi6n superficial media es superior a 33 mN/m a 25 “C segtin el tensiómetro de Du Nouy o los 
métodos de ensayo recogidos en la parte AS del anexo V. 

(b) En el caso de las sustancias y preparados, se@ la experiencia practica con personas. 

R68 Posibilidad de efectos irreversibles 
- Pruebas convincentes de que estos danos irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el 

capitulo 4, pueden ser provocados por una única exposición por una vía de administración adecuada, 
generalmente en el intervalo de valores antes citados. 

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R68/20, 
R68/21, R68/22, R68/20/21, R68/20/22, R68/21/22, R68/20/21/22. 

R48 Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposiciõn prolongada 
- Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfológicos con importancia 

toxicológica) como consecuencia de una exposición repetida o prolongada, por una vía de 
administraci&n adecuada. 

Las sustancias y los preparados se clasiticar~ al menos como (( nocivas )) cuando estos efectos se observen 
con dosis del orden de: 
- vía oral en rata: I 50 mgkg. (peso corporal)/día, 
- penetración cutánea en rata o conejo: < 100 mgkg (peso corporal)/dia, 
- por inhalación en rata: < 0,25 mg/l/6 hedía 

Estos valores orientativos se pueden aplicar directamente cuando se hayan comprobado lesiones graves en 
el transcurso de un estudio de toxicidad subcrbnica (90 dias). Con los estudios de toxicidad subaguda (28 
días), las cifras debe& aumentarse en un factor de 3 aproximadamente. Si se puede disponer de un estudio 
de toxicidad crónica (dos tios), los resultados se evaluaran caso por caso. Cuando se disponga de estudios 
de más de un periodo de tiempo, se tomaran en consideraci6n por lo general los resultados de los estudios 
de mayor duración. 

Para indicar la via de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R48/20, 
R48/21, R48/22, R48/20121, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22. 

3.2.3.1. Comentarios concernientes a las sustancias volátiles 

En el caso de ciertas sustancias con una elevada concentracibn de vapor saturado, puede haber indicios de efectos 
preocupantes. Tales sustancias pueden no estar clasificadas según los criterios de efectos para la salud recogidos 
en esta guía (3.2.3) o no cubiertos por el punto 3.2.8. Sin embargo, si hay indicios adecuados de que tales 
sustancias pueden representar un riesgo cuando se utilicen y manipulen normalmente, podrá ser necesario 
clasificarlas en el anexo 1, según cada caso concreto. 

3.2.4. Comentarios acerca del uso de la frase R48 

El uso de esta frase de riesgo se refiere a la gama específica de efectos biológicos que se describen a continuación. 
Para aplicar la frase R48 es necesario considerar que los efectos graves para la salud incluyen la muerte, trastornos 
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ticionales graves o cambios moLológicos de importancw toxicol6gica. Es especialmente importante que los 
cambios sean irreversibles. No sólo hay que tener en cuenta los cambios específicos proikndos que afecten a un 
solo órgano o sistema, sino tambikn los cambios de menor importancia, pero generalizados, que afecten a diversos 
brganos, o los cambios profundos en el estado general de salud. 

A la hora de evaluar la existencia de estos efectos, deben tenerse en cuenta las directrices siguientes: 

1. Pruebas que indiquen que debe aplicarse la frase R48: 

(a) muerte provocada por la sustancia 

(b) (i) cambios funcionales profundos en el sistema nervioso central o periférico, incluidos vista, oído y 
olfato, que se evaluarzln por medio de extienes clínicos u otros métodos adecuados (por ejemplo, 
electrofisiología) 

(ii) cambios funcionales profundos en otros sistemas orgánicos (por ejemplo, el pulmón) 

(c) cualquier cambio constante en los parknetros de análisis de orina, hematología o bioquímica clínica 
que indique una disfunción orgánica grave. Tienen especial importancia los trastornos hematológicos 
si de las pruebas se desprende que pueden reducir la producción medular de células sanguíneas 

(d) dafíos orgánicos graves apreciados en el examen microscópico de la autopsia: 

(9 necrosis profunda o extendida, fibrosis o formación de granulomas en órganos vitales con 
capacidad regenerativa (por ejemplo, el hígado) 

(ii) cambios morfol6gicos profundos potencialmente reversibles pero que demuestren claramente la 
existencia de una diskmci6n orgbica acusada (por ejemplo, degeneración grasa en el hígado, 
nefrosis tubular aguda del rihh, gastritis ulcerosa) o 

(iii) indicios de muerte celular apreciable en órganos vitales sin capacidad regenerativa (por ejemplo, 
fibrosis del miocardio o degeneración retrógrada de un nervio) o en poblaciones de células 
primordiales (por ejemplo, aplasia o hipoplasia de la medula ósea) 

Los datos anteriores se obtendrti por lo general a partir de experimentos con animales. Cuando se analicen datos 
procedentes de la experiencia práctica habrá de prestarse especial atenci6n a los niveles de exposición. 

2. Pruebas que indiquen que no debe aplicarse la frase R48 

La R48 esth restringida a (t efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada D. No obstante, se 
pueden observar en seres humanos y animales una serie de efectos asociados a las sustancias que no 
justifican el uso de la fiase R48, pero que tienen importancia cuando se intenta determinar el nivel en que 
una sustancia química no produce ningún efecto. Entre los ejemplos de cambios demostrados que, por regla 
general, no justificarían la asignaci6n de la kase R48 a una sustancia -independientemente de su importancia 
estadística- se pueden mencionar: 

(a) spzriarión rlinica o cambio: -.: r;i aumento de peso corporal, o en el consumo de alimentos o agua, 
que puedan tener importancia toxicolbgica sin dar lugar por ello a « efectos graves » 

(b) ligeros cambios en los par&metros de análisis urinario, hematología o bioquímica clínica que sean 
dudosos o que presenten una importancia mínima desde el punto de vista toxicológico 

(c) cambios en el peso de los órganos sin que haya pruebas de disfünción orgánica 

(d) respuestas adaptativas (por ejemplo, migración de macrófagos a los pulmones, hipertrofia hepática e 
inducción enzim&ica, respuestas hiperpl&sicas a las sustancias irritantes). A una sustancia que tenga 
efectos locales en la piel al ser aplicada repetidamente se le atribuid preferiblemente la fiase R38: u 
irrita la piel)) 0 

(e) en los casos en que se hdya demostrado que existe un mecanismo tóxico específico de especie (por 
ejemplo, por viar metab6licas especificas) 

3.2.5. Corrosivos 

Las sustancias y preparados se clasificar611 como corrosivos y se les asignará el símbolo (( C » y la indicación de 
peligro « corrosivo », siguiendo los criterios que se especifican a continuación. 

- Se considera que una sustancia o un preparado son corrosivos si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana de 
un animal, destruyen los tejidos en todo el espesor de la piel de al menos un animal, durante el ensayo de 
irritaci6n cutánea citado en el anexo V 0 con un método equivalente. 
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- La clasificación podti basarse en los resultados de ensayos NI virro ralidados GIM t: cittdc, en el anexo V 
(B.40. Corrosión cut&nea: ensayo de resistencia electrica transcutiea en piel de rata y ensayo con modelo de 
piel humana). 

- Una sustancia o preparado también se considerari corrosivo si dicho resultado fuera previsible, por ejemplo, 
tratándose de reacciones fuertemente alcalinas o ácidas (PH demostrado inferior o igual a 2 6 bien superior o 
igual a 11,5). No obstante, también podti tomarse en consideración la reserva itcido/alcalina’ cuando la 
clasificación se base en un pH extremo. Si la reserva &cido/alcalina indica que la sustancia o el preparado no 
pueden ser corrosivos debe& realizarse mi% ensayos para confirmar dicho punto, utilizando 
preferentemente métodos in vitre convenientemente validados. La reserva ácido/alcalina no se utilizará 
únicamente para eximir sustancias o preparados de ser clasificados como corrosivos. 

Las fiases indicadoras de riesgos específicos se asignarán en función de los criterios siguientes: 

R3 5 Provoca quemaduras graves 
- Si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana de un animal, producen lesiones de los tejidos en todo el 

espesor de la piel después de un tiempo de exposición que no sobrepase los tres minutos, o si dicho 
resultado fuera previsible. 

R34 Provoca quemaduras 
- Si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana de un animal, producen lesiones de los tejidos en todo el 

espesor de la piel después de un tiempo de exposición que no sobrepase las cuatro horas, o si dicho 
resultado fuera previsible. 

- Hidroperóxidos orgánicos, excepto cuando se demuestre lo contrario. 

Notas: 

Cuando la clasificación se base en los resultados de un ensayo in vifro validado, deberá aplicarse R35 ó R34 en 
funcibn de la capacidad del metodo de ensayo para distinguir entre ambas designaciones. 

Cuando la clasificación se base únicamente en un pH extremo, se aplicará R35. 

3.2.6. 1lTitantes 

Las sustancias y preparados se clasifica& como irritantes y se les asignti el símbolo (( Xi 1) y la indicaci6n de 
peligro (( irritante )), siguiendo los criterios que se especifican a continuación. 

3.2.6.1. InJamaciOn de la piel 

La fiase indicadora de riesgo que sigue se asignard en funcibn de los criterios siguientes: 

R38 Irrita la piel 
- Sustancias y preparados que producen una inflamación cutánea importante, la cual persiste al menos 24 

horas tras un período de exposición que no sobrepase las cuatro horas, cuando se realiza la 
determinacibn con el conejo según el metodo de ensayo de irritación cuthea que figura en el anexo V. 

La inflamación cutánea se considerarti importante si: 

(a) el valor medio de los resultados de la formación de eritemas y escaras o bien de edema (valor 
calculado teniendo en cuenta todos los animales de ensayo) es igual o superior a 2 o bien 

(b) en caso de que el ensayo del anexo V se hubiera realizado en tres animales, cuando se haya 
observado en dos o m&s animales la fonnacidn de eritemas y escaras o de edemas equivalente a un 
valor medio igual o superior a 2 calculado por cada animal individualmente. 

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios debe& utilizarse todos los resultados de 
cada uno de los periodos de lectura (24,48 y 72 horas) para cada efecto. 

La inflamación cutanea tambien se considerará importante si persiste en un mínimo de dos animales a! 
final del período de observación. También deberán tenerse en cuenta efectos especiales como, pgr 
ejemplo, hiperplasia, descarnación, decoloracibn, formación de fisuras o costras o alopecia. 

Los datos pertinentes pueden tambikn obtenerse de estudios no agudos en animales (véanse los 
comentarios sobre la frase R48, apartado 2.d) Estos datos se consideran significativos si los efectos 
observados son comparables a los arriba descritos. 

1 J.R. Young, M.J. How, A.P. Walker y W.M.H. Worth (1988) “Classification as corrosive or irritant to skin of preparations 
containing acidic or alkaline substances, without testing on animals” Toxic. In Vitre 2(l): 19-26. 
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- Sustancias y preparados que producen una inflamación cut$lea importante por contecto inmediato, 
prolongado o repetido, comprobada en observaciones prácticas en seres humanos. 

- Petixidos orgAn¡cos, salvo cuando se demuestre lo contrario. 

Parestesia: 
La parestesia causada en seres humanos por contacto de plaguicidas piretroides con la piel no se considera un 
efecto irritante que justifique la clasificación como Xi; R38. No obstante, debe aplicarse la fmse S24 a las 
sustancias que produzcan este efecto. 

3.2.6.2. Lesiones oculares 

Las fiases indicadoras de riesgos que siguen se asignarán en fincibn de los criterios correspondientes: 

R36 Irrita los ojos 

- Sustancias y preparados que, al aplicame al ojo del animal, producen importantes lesiones oculares que 
aparecen en el plazo de 72 horas tras la exposición y que persisten durante al menos 24 horas. 

Una lesión ocular se considerará importante si los valores medios de los resultados del ensayo de irritación 
ocular citado en el anexo V son alguno de los siguientes: 

- opacidad de la córnea: igual o superior a 2 pem inferior a 3 

- lesión del iris: igual o superior a 1 pero no superior a 1,5 

- enrojecimiento de la conjuntiva: igual o superior a 2,5 

- edema de la conjuntiva (quemosis): igual o superior a 2 

o bien, cuando se haya realizado el ensayo del anexo V utilizando tres animales, si las lesiones de dos o más 
animales son equivalentes a alguno de estos valores, salvo para la lesión del iris, en cuyo caso eI valor 
deberá ser igual o superior a 1 pcm inferior a 2, y para el enrojecimiento de la conjuntiva, caso en que el 
valor debed ser igual o superior a 2,5. 

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberán utilizarse todos los resultados de cada 
uno de los períodos de lectura (24,48 y 72 horas) para cada efecto. 

- Sustancias o preparados que puedan producir lesiones oculares importantes, comprobadas normalmente 
en la experiencia prktica con seres humanos. 

-. Peróxidos orgánicos, salvo cuando se demuestre lo contrario. 

II4 1 Riesgo de lesiones oculares graves 

- Sustancias y preparados que, al aplicarse al ojo del animal, producen lesiones oculares graves que 
aparecen cn el plazo de 72 horas tras la exposición y que persisten durante al menos 24 horas. 

Las lesiones oculares se considerarti graves si la media de los resultados del ensayo de irritación ocular del 
anexo V tiene alguno de los valores siguientes: 

- opacidad de la córnea: igual o superiora 3 

- lesión del iris: superior a 1,5 

También se consideraran graves las lesiones, si el ensayo se realiza con tres animales, cuando dichas lesiones 
sean equivalentes, en dos animales o más, a alguno de los valores siguientes: 

- opacidad de la timea: igual o superior a 3 

- lesión del iris: igual a 2 

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberán utilizarse todos los resultados de cada 
uno de los períodos de lectura (24,48 y 72 horas) para cada efecto. 

Las lesiones oculares también se considerarán graves si persisten al fmal del período de observación. 

Tambitn se considerarán graves las lesiones oculares si la sustancia o preparado produce coloracibn 
irreversible de los ojos. 
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- Sus~k~~cias y preparados que producer lesiones oculares graves, comprobadas en la experiencia práctw 
con seres humanos. 

Cuando una sustancia o preparado este clasificada como corrosivo y se le asigne la frase R34 o la fiase R35, 
se considerará implícito el riesgo de lesión ocular grave y no se incluid R41 en la etiqueta. 

3.2.6.3. Irritación del aparato respiratorio 

La frase indicadora de riesgo que sigue se asignaré en función de los criterios siguientes: 

R37 Irrita las vías respiratorias 
Sustancias y preparados que pueden producir una irritación grave del aparato respiratorio, basándose 
principalmente en: 
- la observación prktica de personas 
- tos resultados positivos de ensayos adecuados con animales 

Comentarios acerca del uso de R37 

Al interpretar las observaciones prácticas en personas, habrá que tener cuidado en distinguir los efectos que 
conducen a la clasificación con R48 (vCase el punto 3.2.4) de aquellos que llevan a la clasificación con R37. Las 
situaciones que normalmente llevan a la clasificaci6n con R37 son reversibles y suelen estar limitadas a las vías 
respiratorias Superiores. 

Entre los resultados positivos de ensayos adecuados con animales se cuentan los datos de los ensayos generales de 
toxicidad, incluidos los datos histopatol6gicos del aparato respiratorio. Para juzgar la irritaci6n de las vías 
respiratorias, se podrán utilizar también los datos de la medición de la bradipnea experimental. 

3.2.7. Sustancias y preparados sensibilizantes 

3.2.7.1. Sensibilización por inhalación 

Las sustancias y preparados se clasifica& como sensibilizan& y recibid el símbolo “Xn”, la indicación de 
peligro “Nocivo” y la frase de riesgo R42 según los criterios indicados a continuación: 

R42 Posibilidad de sensibilización por inhalación 
- Si hay pruebas de que dichas sustancias o preparados pueden provocar hipersensibilidad respiratoria 

específica 
- Si hay resultados positivos de ensayos adecuados con animales o bien 
- Si Ia sustancia es un isocianato, a no ser que haya pruebas de que ese isocianato concreto no causa 

hipersensibilidad respiratoria especifica. 

Comentarios acerca del uso de R42: 

Pruebas en las personas 

Las pruebas de que una sustancia o preparado puede causar hipersensibilidad respiratoria específica debe& 
estar basadas normalmente en experiencias con personas. En este caso, la hipersensibilidad se traduce 
normalmente por asma, pero se considerarCm también otras reacciones de hipersensibilidad como la rinitis y 
la alveolitis. La alteración tendti el carácter clínico de una reaccibn alérgica. No obstante, no tenti que 
demostrarse los mecanismos inmunológicos. 

Al considerar tas pruebas de exposición en las personas, para tomar una decisión sobre la clasificación será 
necesario, adem8s de las pruebas de los casos, tener en cuenta: 

- 
- 

e: tamtio de la poblacidn expuesta 
la importancia de la exposicibn. 

Las pruebas a las que se hace referencia anteriormente pueden ser: 

- el historial clínico y los datos de tos ensayos adecuados de función pulmonar relacionados con la 
exposición a la sustancia, contirmados por otras pruebas de apoyo que pudieran incluir: 
- una estructura química similar a la de sustancias de las que se sabe causan hipersensibilidad 

respiratoria 
- un ensayo inmunológico in vivo (p. ej.: ensayo de pinchazo en la piel) 
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- un ensayo inmunolbgico in vifro (p. ej.: anáiisir serológkc) 
- estudios que indiquen otros mecanismos específicos de acción no inmunológicos, p. ej.: initaci6n 

repetida de baja intensidad, efectos de mediación farmacológica o 
- datos de ensayos positivos de estimulaci6n bronquial con la sustancia realizados de acuerdo con 

directrices aprobadas para la determinacibn de una reacción de hipersensibilidad específica 

El historial clinico deberá incluir tanto la historia medica como la laboral para determinar la relación entre la 
exposición a una sustancia o preparado especifico y el desarrollo de la hipersensibilidad específica. Entre la 
información pertinente se incluirti factores agravantes tanto en casa como en el lugar de trabajo, la 
aparici6n y la evoluci6n de la enfermedad, los antecedentes familiares y el historial medico del paciente en 
cuestión. El historial médico incluirá tambitn información sobre toda enfermedad alérgica o respiratoria 
desde la infancia y si el paciente es fumador o no. 

Los resultados de los ensayos de estimulaci6n bronquial positivos ser& considerados por sí mismos prueba 
suficiente para la clasificaci6n. Sin embargo, se sabe que en realidad ya se habrán realizado muchos de los 
exbenes anteriormente enumerados. 

A las sustancias que causan síntomas de asma por irritación únicamente en personas con hiperrcactividad 
bronquial no se les asignará la frase R42. 

Estudios en animales 

Los datos de los ensayos que son indicativos del potencial de una sustancia o preparado para causar 
sensibilización por inhalacibn en las personas incluyen: 

- mediciones de IgE (p. ej.: en ratones) o 
- respuesta pulmonar especifica en los cobayas 

3.2.7.2. Sensibilización por contacto cutánea 

Las sustancias y preparados se clasificar6n como sensibilizantes y recibiti el símbolo “Xi”, la indicación de 
peligro “irritante” y la frase de riesgo R43 se@m los criterios indicados a continuacibn: 

R43 Posibilidad de sensibiliición en contacto con la piel 
- si la experiencia práctica demuestra que la sustancia o preparado es capaz de inducir sensibilización por 

contacto con la piel en un número significativo de personas, o 
- si hay resultados positivos en ensayos adecuados con animales. 

Comentarios acerca del uso de R43 

Pruebas con personas 

Las siguientes pruebas (experiencias prkticas) son suficientes para clasificar una cw:anria o preparado con 
R43: 

- 
- 

- 

datos positivos de ensayos apropiados con parches, normalmente en más de una clínica dermatológica, 
estudios epidemiol6gicos que muestren dermatitis akgicas de contacto causadas por la sustancia o 
preparado. Las situaciones en las que una gran parte de los expuestos presentan los síntomas 
característicos deben considerarse con especial cuidado, incluso si el número de casos es pequefio, o 

datos positivos de estudios experimentales con personas (véase el punto 3.1 .l). 

Para clasificar una sustancia con R43 seld suficiente, si hay pruebas que apoyen lo siguiente: 

- episodios aislados de dermatitis akgica de contacto, o 
- estudios epidemiológicos en los que no se hayan descartado totalmente con confianza razonable las 

casualidades, los sesgos o los factores de confusión. 

Entre las pruebas de apoyo podr&n incluirse: 

- datos de ensayos con animales efectuados de acuerdo con directrices existentes, con un resultado que 
no cumpla los criterios expuestos en la sección dedicada a estudios con animales, pero estén 
suficientemente cerca del límite como para considerarlos significativos, o 

- datos de métodos no normalizados, o 
- relaciones adecuadas entre estructura y actividad. 
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Estudios en animales 

Se consideraran resultados positivos en los ensayos con animales: 

- En el caso del método de ensayo con adyuvante de sensibilización de la piel descrito en el anexo V o en 
caso de otros métodos de ensayo con adyuvante, se considerara positiva una respuesta en al menos el 
30 % de los animales. 

- En cualquier otro mdtodo de ensayo se considerará positiva una repuesta de al menos el 15 %. 

3.2.7.3. Urticaria inmunológica de contacto 

Algunas sustancias o preparados que cumplen los criterios de R42 pueden causar, ademas, urticaria inmunol6gica 
de contacto. En esos casos, se incluir6 en la ficha de datos de seguridad la información sobre la misma mediante 
las frases S adecuadas, normalmente las S24 y S36/37. 

En el caso de las sustancias o preparados que provocan signos de urticaria inmunológica de contacto que no 
cumplen los criterios de R42, se considerara él clasificarlas con R43. 

No hay modelo animal reconocido disponible para determinar las sustancias que causan urticarias inmunológicas 
de contacto. Por lo tanto, la clasificación se basara normalmente en pruebas con personas que serhn similares a las 
de sensibilización de la piel (R43). 

3.2.8. Otras propiedades toxicológicas 

Se asignarán otras frases de riesgo a las sustancias y preparados clasificados en virtud de los puntos 2.2.1 a 3.2.7 
y/o capítulos 4 y 5 de acuerdo con los criterios siguientes (basados en la experiencia adquirida en la aplicación del 
anexo 1). 

R29 En contacto con agua libera gases t6xicos 
Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o con el aire húmedo, liberan gases muy 
tóxicosk6xicos en cantidades potencialmente peligrosas; por ejemplo, el fosfuro de aluminio, el pentasulfkro 
de fósforo. 

R3 1 En contacto con acidos libera gases t6xicos 

Sustancias y preparados que reaccionan con ácidos desprendiendo gases tóxicos en cantidades peligrosas, 
por ejemplo, el hipoclorito de sodio o los polisulfuros de bario. En cuanto a las sustancias utilizadas por los 
consumidores en general, sería preferible utilizar la frase SSO [no mezclar con . . . (a especificar por el 
fabricante)]. 

R32 En contacto con acidos libera gases muy tóxicos 
Sustancias y preparados que reaccionan con Ácidos desprendiendo gases muy tóxicos en cantidades 
peligrosas; por ejemplo, las sales del ácido cianhídrico o la azida s6dica. En cuanto a las sustancias 
utilizadas por los consumidow, en general, sería preferible u:r!;zar la frase S50 [no mezclar con . _ . (a 
especificar por el fabricante)]. 

R33 Peligro de efectos acumulativos 
Para las sustancias y preparados cuya acumulación en el cuerpo humano, aun siendo preocupante, no revista 
una importancia que justifique el uso de la frase R48. 

En relaci6n con los comentarios sobre el uso de esta ti-ase, vCanse el punto 4.2.3.3, para las sustancias, y la 
parte A.3. del anexo V del Reglamento de preparados, para los preparados. 

R64 Puede perjudicar a los nifios alimentados con leche materna 
Sustancias y preparados absorbidos por mujeres y que pueden interferir con la lactancia o que pueden estar 
presentes (incluidos sus metabolitos) en la leche materna en cantidades suficientes para afectar a la salud del 
niíío lactante. 

En relación con los comentarios sobre el uso de esta frase, véanse el punto 4.2.3.3, para las sustancias, y la 
parte A.4. del anexo V del Reglamento de preparados, para los preparados. 

R66 La exposición repetida puede provocar sequedad o formaci6n de grietas en la pie¡ . 

Sustancias y preparados que pueden producir sequedad, descamación o formación de grietas en la piel, pero 
no cumplen los criterios de la fiase R38 sobre la base de: 

- 
- 

la observación practica tras manipulación y uso normal, o 
datos de sus efectos previstos sobre la piel. 
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4. 

4.1. 

4.1.1. 

CLASIFICACI6N SEGÚN SUS EFECTOS ESPECfFICOS SOBRE LA SALUD HUMANA 

Introduccidn 

Este capítulo establece el procedimiento de clasiticacion de las sustancias que pueden tener los efectos 
mencionados a continuación. En lo relativo a los preparados, véase el punto 4.2.4. 

4.1.2. Si un fabricante, distribuidor o importador dispone de información que aconseje clasificar y etiquetar una 
sustancia conforme a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 6 4.2.3, etiquetar6 provisionalmente dicha 
sustancia wn arreglo a tales criterios, a partir de una evaluación de las pruebas realizada por una persona 
competente. 

4.1.3. El fabricante, distribuidor o importador presentar& lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice la 
sustancia un documento que resuma toda la información pertinente. En este contexto, se wnsideti pertinente 
toda información, publicada o no, necesaria para clasificar adecuadamente la sustancia en cuesti6n sobre la base 
de sus propiedades intrinsecas de acuerdo wn las categorías establecidas en el apartado 2 del artículo 2 y sepún 
los criterios del presente anexo. El resumen enviado contendrii una bibliografia exhaustiva, incluidos cualesquiera 
datos pertinentes no publicados 

4.1.4. Además, si el fabricante, distribuidor o importador dispone de nuevos datos pertinentes para la clasificación o 
etiquetado de una sustancia, conforme a los criterios establecidos en los puntos 4.2.1,4.2.2 ó 4.2.3, los presentara 
a uno de los Estados miembros en que se comercialice la sustancia, en el plazo mhs breve posible. 

4.1.5. Con vistas a alcanzar lo antes posible una clasiticacidn armonizada para la Comunidad, según el procedimiento 
previsto en el artículo 28 de la Directiva 67/548/CEE, los Estados miembros que dispongan de información, 
suministrada o no por el fabricante, que justifique la clasificacibn de una sustancia en una u otra de dichas 
categorías, deberán remitirla con la mayor brevedad a la Comisi6n, awmptiada de una propuesta de clasificación 
y etiquetado. 

La Comisión enviara a los otros Estados miembros la propuesta de clasificación y etiquetado que haya recibido. 
Cualquier Estado miembro puede solicitar a la Comisión que le comunique la informaci6n que obre en su poder. 

Cualquier Zstado miembro que, por razones concretas, estime inapropiados la clasificación y el etiquetado 
sugeridos, en lo que se refiere a los efectos carcinogénicos, mutagenicos o tbxicos para la reproducción, lo pondrá 
en conocimiento de la Comisi6n. 

4.2. Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo 

4.2.1. Sustancias carcinogénicas 

Vtanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7. 

R67 La inhalacion de vapores puede provocar somnolencia y vértigo 

Sustancias y preparados vol&tiles que contengan sustancias que puedan causar sintomas claros de depresión 
del sistema nervioso central por inhalación y que no esten clasificados ya en funcion de su toxicidad aguda 
por inhalacion (R20, R23, R26, R68f20, R39/23 o R39/26). 

Se podtán aportar los datos siguientes: 

(a) Datos de estudios sobre animales que muestren claros signos de depresión del SNC como, por ejemplo, 
efectos narcóticos, letargia, falta de coordinación (incluida la perdida del reflejo de enderezamiento) y 
ataxia, ya sea: 

- a wncentraciones/tiempos de exposición no superiores a 20 mg!l/4h, o 
- con un cociente < l/lO entre la concentración del efecto a < 4 h y la concentración de vapor 

saturado (CVS) a 20°C. 

(b) Experiencias pticticas con seres humanos (p. ej.: narcosis, somnolencia, aturdimiento, perdida de 
reflejos, falta de coordinación y vértigo) incluidas en informes bien documentados en condiciones de 
exposici6n comparables a las que producen los efectos especificados anteriormente en animales. 

Veanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7. 

Para otras fiases de riesgo, vease el punto 2,2.6 
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En lo referente a la clasificaci6n y al etiquetado, y habida iucn+& dei csrado a&A dc los cunocimientos, dichas 
sustancias se dividen en tres categorias: 

215 

Primera categoría 

Sustancias que, se sabe, son carcinogénicas para el hombre. Se dispone de elementos suficientes para establecer la 
existencia de una relacibn de causa/efecto entre la exposición del hombre a tales sustancias y la aparici6n del 
CííllU2r. 

Segunda categoría 

Sustancias que pueden considerarse como carcinogtnicas para el hombre. Se dispone de suficientes elementos 
para suponer que la exposicibn del hombre a tales sustancias puede producir cáncer. Dicha presunción se 
fundamenta generalmente en: 

- estudios apropiados a largo plazo en animales 
- otro tipo de información pertinente. 

Tercera categoría 

Sustancias cuyos posibles efectos carcinogénicos en el hombre son preocupantes, pero de las que no se dispone de 
información suficiente para realizar una evaluación satisfactoria. Hay algunas pruebas procedentes de analisis 
con animales, pero que resultan insuficientes para incluirlas en la segunda categoría. 

4.2.1.1. Se les asignarán las siguientesfrases de riesgos específicos: 

Primera y segunda categoría: 

A las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la primera y segunda categorías se les asignará el símbolo t( 
T » y la fiase de riesgo: 

R45 Puede causar cáncer 

No obstante, en el caso de sustancias y preparados que presenten riesgo de carcinogénesis tilo al ser inhalados, 
por ejemplo, en forma de polvo, vapor o humo (otras vías de exposici6n - ejemplo, por ingestión o por contacto 
con la piel- no plantean riesgo de carcinog&esis) se asignar& el simbolo « T » y la frase de riesgo específico: 

R49 Puede causar cáncer por inhalacibn 

Tercera categoría 

A las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la tercera categoría se les asignar& el símbolo u Xn » y la 
fiase de riesgo: 

R40 Posibles efectos cancerígenos 

4.2.1.2. Observaciones respecto a la clasiJcación de las sustancias carcinogénicas 

Las sustancias se clasifican dentro de la primera categoria a partir de datos epidemiológicos; la clasificación 
dentro de la segunda y tercera categorías se basan en experimentos con animales. 

Para que la sustancia se clasifique en la segunda categoría, (C carcinógena )), ser& necesario obtener resultados 
positivos en dos especies animales, o pruebas positivas contundentes en una especie, junto con pruebas 
complementarias, tales como datos de genotoxicidad, estudios metab6licos o bioquímicos, inducci6n de tumores 
benignos, relación estructural con otras sustancias carcinogénicas conocidas, o datos de estudios epidcmlológicos 
que sugieran una relación. 

La tercera categoría comprende dos subcategorías: 

(a) sustancias sobre las que se ha investigado pero de las que no hay suficientes pruebas sobre la induccibn de 
tumores para incluirlas en la segunda categoría, y no es probable que con rn& experimentos se pueda obtener 
la información necesaria para su clasificación; 
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(b) sustancias sobre las que no se ha invest;gado bastante. Los datos disponibles son inadecuados, pero 
preocupantes en relación con el hombre. La clasificaci6n es provisional y se requieren m&s experimentos 
antes de adoptar una decisi6n definitiva. 

Para distinguir entre la segunda y tercera categorías, se aplicaran los criterios enumerados a continuación. Estos 
criterios, especialmente cuando están combinados, en la mayoría de los casos darían como resultado la 
clasitkaci6n en la tercera categoría, aun cuando se hayan inducido tumores en los animales: 

- efectos carcinogenicos sólo con niveles de dosis muy elevados que excedan la (( dosis mhima tolerada». 
Esta última se caracteriza por la aparición de efectos tóxicos que, si bien no reducen el periodo de vida, van 
acompaiiados de cambios físicos como, por ejemplo, un 10 % de retraso en el aumento de peso. 

- aparición de tumores, especialmente en niveles altos de dosis, únicamente en órganos concretos de 
determinadas especies que son proclives a la formaci6n espontanea de tumores; 

- aparición de tumores en sistemas de ensayos muy sensibles, solamente en el lugar donde se ha producido la 
aplicación (por ejemplo, aplicaci6n intraperitoneal o subcutanea de algunos compuestos localmente activos) 
cuando la dosis de que se trate no afecte al hombre; 

- 

- 

ausencia de genotoxicidad en pruebas a corto plazo in vivo e in vitro; 

existencia de un mecanismo de actuación secundario que, por encima de un cierto nivel de dosis, implica un 
nuevo umbral prMieo (por ejemplo, efectos hormonales en órganos o en mecanismos de regulación 
fisiol6gica, estimulacibn crónica de la proliferación celular); 

- existencia de mecanismos específicos de especie para la formaci6n de tumores (por ejemplo, a travts de vías 
metabólicas específicas) que no afectan al hombre. 

Para establecer la distinción entre la tercera categorta y los criterios de no claaifícaci6n, se tendran en cuenta 
aquellos que excluyan los posibles efectos en el hombre: 

- la sustancia no se clasificar6 en ninguna de las categorías en caso de que el mecanismo de formación 
experimental de tumores esté claramente identificado y existan pruebas contundentes de que el proceso no 
puede extrapolarse al hombre: 

- la sustancia podti no clasificarse en ninguna de las categorías en caso de que los únicos datos disponibles 
sean tumores hepáticos en ciertas variedades sensibles de ratones, sin que haya otro tipo de evidencia 
suplementaria; 

- se prestará especial atención a los casos en que los únicos datos disponibles sean la aparición de neoplasias 
en zonas o especies a las que se conoce una gran incidencia de formaciones espontieas. 

4.2.2. Sustancias mutagénicas 

4.2.2.1. En lo referente a la clasificaci6n y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas 
sustancias se dividen en tres categorías: 

Primera categoría 
Sustancias que, se sabe, son mutagenicas para el hombre. 

Se dispone de elementos suficientes para establecer la existencia de una relaci6n de causa-efecto entre la 
exposición del hombre a tales sustancias y la aparici6n de alteraciones gen&icas hereditarias. 

Segunda categoría 

Sustancias que pueden considerarse como mutagénicas para el hombre. 

Se dispone de suficientes elementos para suponer que la exposicibn del hombre a tales sustancias puede producir 
alteraciones genéticas hereditarias. Dicha presunción se fundamenta generalmente en: 

- 

- 

estudios apropiados en animales 

otro tipo de información pertinente. 

Tercera categoría 
Sustancias cuyos posibles efectos mutagénicos en el hombre son preocupantes. Los resultados obtenidos en 
estudios de mutagénesis apropiados son insuficientes para clasificar dichas sustancias en la segunda categoría. 
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4.2.2.2. Se Irs usig,tarán las siguientesfia.:ps de riesgos especrjkos: 

Primera y segunda categorla: 
A las sustancias clasificadas como mutagbnicas de la primera y segunda categorías se les asignará el símbolo « T 
» y la fiase de riesgo: 

R46 Puede causar alteraciones genéticas hereditarias 

Tercera categoría 
A las sustancias clasificadas como mutagénicas de la tercera categoria se les asigna& el símbolo (( Xn » y la frase 
de riesgo: 

R68 Posibilidad de efectos irreversibles 

4.2.2.3. Observaciones respecto a la clasifcación de las sustancias mutagénicas 

Definición de los t&minos: 

Una mutacidn es un cambio permanente en la cantidad o la estructura del material genético de un organismo que 
produce un cambio de las características del fenotipo de dicho organismo. Las alteraciones pueden afectar a un 
solo gen, a un conjunto de genes o a un cromosoma entero. En un solo gen, los efectos pueden producirse a 
consecuencia de los efectos sobre las bases simples de ADN (mutaciones puntuales) o de grandes cambios en el 
gen (incluso perdidas). Los efectos en cromosomas enteros pueden implicar cambios estructurales o num&icos. 
Si la mutación se produce en células germinales de organismos con reproduccibn sexual, puede transmitirse a la 
descendencia. Un muG@nico es un agente que provoca un aumento de mutaciones. 

Cabe sefialar que las sustancias se clasifican como mutágenas con referencia especifica a las malformaciones 
genéticas heredadas. No obstante, se considera que, por regla general, los resultados que implican la clasificación 
de los productos quimicos en la tercera categoría (« induccibn de cambios con incidencia gerktica en células 
somáticas 1,) constituyen una advertencia de la posible existencia de carcinogénesis. 

La elaboración de métodos de ensayo sobre mutagenicidad es un proceso continuo. En muchos de los nuevos 
ensayos se emplean protocolos y criterios de evaluaci6n no normalizados. A la hora de evaluar los datos sobre 
mutagenicidad han de tenerse en cuenta la calidad de los ensayos y el grado de validación del m&odo de ensayo. 

Primera categoría 
Para clasificar la sustancia en la primera categoría se necesitan pruebas positivas a partir de los estudios 
epidemiológicos de que se han producido mutaciones en el hombre. Hasta el momento no se conocen ejemplos de 
tales sustancias. Es evidente lo extremadamente difícil que resulta obtener datos fiables a partir de los estudios 
sobre la inciden& de las mutaciones en las poblaciones humanas, o sobre un posible aumento de su frecuencia. 

Segunda categoría 
Para clasificar la sustancia en la segunda categoría, se requieren resultados positivos que indiquen a) efectos 
mutagénicos, b) otro tipo de interacción celular que afecte a la mutagenicidad, obtenidos en células germinales de 
mamíferos « in vivo », o c) efectos mutagénicos en dlulas som&icas de mamíferos in vivo, junto con la 
demostración fehaciente de que la sustancia, o un metabolito relevante, alcanza las c~5lula.s germinales. 

Con respecto a la clasificación en la segunda categoría, los mttodos actuales más adecuados son: 

2 (a) Estudios de mutagenicidad de dlulas germinales in vivo: 
- ensayos de mutación local especifica 
- ensayos de traslocación hereditaria 
- ensayos de mutación letal dominante 

Estos estudios demuestran realmente si la descendencia ha resultado afectada o si existen malformaciones en el 
embridn en desarrollo. 

2 (b) Estudios in vivo que demuestren la interacción con las cklulas germinales (por lo general, ADN): 
- detección de anormalidades cromosómicas -por ejemplo, análisis citogendticos-, incluida la 

aneuploidia, causadas por la segregaci6n deficiente de cromosomas 
- ensayos de intercambio de cromátidas hermanas 
- ensayos de síntesis de ADN no programada 
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- 

- 

estudios de union (covâlente) del mumu$nico el ADN de las cdlu!as Serminaies 

estudio de otras lesiones del ADN 

Estos estudios aportan pruebas de carácter más o menos indirecto. Los resultados positivos de estos ensayos por lo 
general se verán confirmados por los resultados positivos de otros ensayos de mutagenicidad de células som&icas 
in vivo, en mamíferos o en el hombre (véase la tercera categoría, con preferencia los métodos expuestos en 3 (a)). 

2 (c) Estudios in vivo que demuestren los efectos mutagenicos en las celulas somáticas de los mamíferos (dase 3 
(a)), en combinaci6n con metodos toxicocineticos o de otro tipo que puedan demostrar que el compuesto, o 
un metabolito relevante, alcanza las células germinales. 

En los casos de 2 (b) y 2 (c), los resultados positivos de ensayos en los que interviene el huésped o la 
demostración de efectos inequlvoux en los ensayos in vitro pueden considerarse pruebas de apoyo. 

Tercera categoría 

Para clasificar la sustancia en la tercera categoría, se requieren resultados positivos en las c&lulas somáticas de 
mamíferos in vivo que indiquen la existencia de a) efectos mutagknicos, o b) otro tipo de interacción celular con 
incidencia en la mutagenicidad. Especialmente, el Ultimo supuesto se vera confirmado por los resultados positivos 
de los estudios de mutagenicidad in vitro. 

Para estudiar los efectos en las cklulas som&icas in vivo se consideran apropiados los metodos siguientes: 

3 (a) Estudios de mutagenicidad de c&lulas somaticas in vivo: 
- de micronúcleos de medula ósea o analisis en la metafase; 

- analisis de los linfocitos periféricos en la metafase; 
- ensayo de la mancha del pelo en ratbn. 

3 (b) Estudios de interacci6n del ADN de las células somaticas in vivo: 
- ensayos de intercambio de cromatidas hermanas en dlulas somáticas 

- ensayos de síntesis de ADN no programada en células somhticas 
m estudios de union (covalente) del mutag&-ko al ADN de la celula soma& 

- estudios de lesiones del ADN en dlulas somaticas (por ejemplo, por eluci6n alcalina) 

Por norma general, las sustancias que den resultados positivos solamente en uno o más estudios de mutagenicidad 
in vitro no se clasificarán. No obstante, se recomienda seguir investigando los efectos por medio de estudios in 
vivo. En casos excepcionales -por ejemplo, si un compuesto indica respuestas muy positivas en diversos estudios 
in vitro, pero no se dispone de datos correspondientes in vivo y muestra cierto parecido con carcinogénicos o 
mutsgénicos conocidos- se puede plantear su clasificaci6n en la tercera categoría. 

4.2.3. Sustancias tdxicas para la reproduccián 

4.2.3.1. En lo referente a la clasificación y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas 
sustancias se dividen en tres categorias: 

Primera categoría: 
Sustancias de las que se sabe que perjudican la fertilidad de los seres humanos 

Se dispone de pruebas suficientes para establecer una relación entre la exposici6n de los seres humanos a la 
sustancia y los problemas de fertilidad. 

Sustancias de las que se sabe producen toxicidad para el desarrollo de seres humanos 

Se dispone de pruebas suficientes para establecer una relaciun entre la exposicik YG los seres humanos a la 
sustancia y la aparición posterior de efectos tóxicos para el desarrollo de la descendencia. 

Segunda categoría 
Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos 

Se dispone de elementos suficientes para suponer firmemente que la exposición de los seres humanos a la 
sustancia puede producir problemas para la fertilidad a partir de: 

- pruebas claras de estudios con animales de problemas para la fertilidad en ausencia de efectos tóxicos o bien 
pruebas de problemas para la fertilidad que se presenta aproximadamente a los mismos niveles de dosis que 
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otros efectos t6xicos pero no pueden considerarse como consecuencia secundaria inespecífica de los otros 
efectos t6xicos; 

* otros datos pertinentes. 

Sustancias que deben considerarse como tóxicos para el desarrollo de los seres humanos 

Se dispone de elementos suficientes para suponer fnmemente que la exposición de seres humanos a la sustancia 
puede producir toxicidad para el desarrollo, generalmente a partir de: 

- resultados claros en estudios con animales adecuados en que se hayan observado efectos en ausencia de 
signos de toxicidad marcada para la madre, o a los mismos niveles de dosis aproximadamente que otros 
efectos t6xicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecifica de los otros efectos 
tóxicos; 

- otros datos pertinentes. 

Tercera categoría 
Sustancias preocupantes para la fertilidad humana 

Esta preocupaci6n se basa generalmente en: 

- resultados en estudios con animales adecuados que proporcionan pruebas suficientes para suponer 
tirrnemente la presencia de problemas para la fertilidad en ausencia de efectos t6xicos, o bien pruebas de 
problemas para la fertilidad presentes a, aproximadamente, los mismos niveles de dosis que otros efectos 
tóxicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecifica de los otros efectos t¿rxicos, y sin 
que las pruebas sean suficientes para clasificar la sustancia en la categoría 2; 

- otros datos pertinentes. 

Sustancias preocupantes para los seres humanos por sus posibles efectos tóxicos para el desarrollo 

Esta preocupaci6n se basa generalmente en: 
- resultados de estudios con animales adecuados que proporcionan pruebas suficientes para suponer 

firmemente la presencia de toxicidad para el desarrollo en ausencia de signos de toxicidad marcada para la 
madre, o bien a, aproximadamente, los mismos niveles de dosis que otros efectos tóxicos pero sin que trate 
de una consecuencia secundaria inespecífica de los otros efectos tóxicos, y sin que las pruebas sean 
suficientes para clasificar la sustancia en la categoría 2; 

- otros datos pertinentes. 

4.2.3.2. Se les asignarán las siguientes frases de riesgos espe@cos: 

Primera categoría: 

Sustancias que perjudican la fertilidad de los seres humanos: 

A las sustancias &sifkacias como tóxicas para la reproducción de la primera categoría se les asignar& el símbolo 
« T » y la frase de riesgo: 

R60 Puede perjudicar la fertilidad 

Sustancias que producen toxicidad para el desarrollo: 

A las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la primera categoría se les asignara el simbolo 
t( T » y la frase de riesgo: 

R6 1 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto 

Segunda categoría: 

Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos: 

A las sustancias clasificadas como tóxicas para fa reproducción de la segunda categorfa se les asignara el símbolo 
u T » y la frase de riesgo: 

R60 Puede perjudicar la fertilidad 

Sustancias que deben considerarse como tóxicos para el desarrollo de los seres humanos: 
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A lw sustancias clasificada: como t6xicas para la reproducción de la segunda categoria se 1~s asig~& el si&& 
« T )) y la fiase de riesgo: 

R61 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto 

Tercera categoría 

Sustancias preocupantes para la fertilidad humana: 

A las sustancias clasificadas como táxicas para la reproducción de la tercera categoría se les asignará el símbolo (( 
Xn P) y la frase de riesgo 

R62 Posible riesgo de perjudicar la fertilidad 

Sustancias preocupantes para los seres humanos por sus posibles efectos tóxicos para el desarrollo: 

A las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la tercera categoría se les asignará el símbolo « 
Xn » y la fiase de riesgo 

R63 Posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto 

4.2.3.3 Observaciones relativas a la clasificacih de las sustancias thicas para la reproducción 

La toxicidad para la reproduccibn incluye el deterioro de la función o capacidad reproductora masculina y 
femenina, asi como la inducci6n de efectos nocivos no hereditarios en la descendencia. Asi pues, estos efectos 
pueden clasificarse en dos grandes grupos: 1) Efectos sobre la fertilidad masculina o femenina 2.2) Toxicidad en 
el desarrollo. 

1 Efectos sobre la fertilidad masculina o femenina, donde se incluyen los efectos negativos sobre la libido, 
comportamiento sexual, cualquier aspecto de la espermatogénesis u ovogénesis, o sobre la actividad 
hormonal o la respuesta fisiolágica que pueden interferir con la capacidad de fertilizar, el propio proceso de 
fertilizaci6n o el desarrollo del huevo fecundado hasta la fase de implantación, con inclusión de esta última. 

2 Toxicidad del desarrollo, en su sentido m&s amplio para incluir cualquier efecto que interfiera con el 
desarrollo normal, tanto antes como después del nacimiento. Aquí se incluyen los efectos inducidos o 
manifestados en época prenatal así como los que se manifiestan tras el nacimiento. Se incluyen efectos 
embriot6xicoslfetot6xicos como disminucidn del peso corporal, retraso del crecimiento y del desarrollo, 
toxicidad para los órganos, muerte, aborto, defectos estructurales (efectos teratogénicos), defectos 
funcionales, defectos peri-postnatales, y problemas de desarrollo fisico o mental tras el nacimiento hasta la 
fase de desarrollo de la pubertad normal, con inclusión de esta. 

La clasificación de los productos quimicos como tóxicos para la reproducci6n debe aplicarse a los productos 
químicos que tengan la propiedad intrínseca o específica de producir tales efectos tóxicos. Los productos 
químicos T? deber& clasificarse como tóxicos para la reproducción cuando dichos efectos sean ~>rw!uci%,s 
exclusivamente como consecuencia secundaria inespecifica de otros efectos t6xicos. Los productos químicos más 
preocupantes en relación con los tóxicos para la reproduccibn son aquellos que a niveles de exposici6n no 
producen otros signos de toxicidad. 

La inclusión de un compuesto en la categoría 1 por sus efectos sobre la fertilidad ylo su toxicidad para el 
desarrollo se basa en datos epidemiol6gicos. La asignación a la categoría 2 6 3 se basa principalmente en datos 
obtenidos con animales. Los datos procedentes de estudios in vitre o con huevos de aves se consideran como CC 
pruebas complementarias » y sólo excepcionalmente podrían llevar a una clasificación en ausencia de datos in 
vivo. 

De forma similar a la mayoría de los dem&s tipos de efectos t6xicos, se supone que las sustancias t6xicas para la 
reproducci6n presentan un umbral por debajo del cual no se observan efectos negativos. Incluso aunque se hayan 
demostrado efectos claros en estudios con animales, la importancia para los seres humanos puede ser dudosa en 
función de las dosis administradas: por ejemplo, cuando se demuestran efectos sólo a dosis elevadas, o cuando 
existen marcadas diferencias toxicocin&icas, o cuando la vía de administraci6n es inadecuada. Por estas o 
parecidas razones, puede justificarse la clasificación del producto en la categoría 3 6 incluso su no clasificación. 

El anexo V del presente Reglamento especifica un ensayo límite en el caso de sustancias de baja toxicidad. Si con 
una dosis de, al menos, 1.000 mgkg por via oral no se observan efectos tóxicos para la reproducción, puede 
considerarse que no es necesario hacer estudios a otras dosis. Si se dispone de datos procedentes de estudios 
realizados con dosis superiores a la citada dosis límite, estos datos deberán evaluarse junto con otros datos 
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pertinentes. En condiciones normales, se conslldcra q¿te los efectos obxr?ados s6ío a dosis superiores a la dosib 
límite no implican necesariamente la clasificación del producto como tóxico para la reproducción. 

EFECTOS SOBRE LA FERTILIDAD 

Para la clasificación de una sustancia en la categoria 2 por perjudicar la fertilidad, debersi disponerse en principio 
de elementos claros en una especie animal, con datos complementarios sobre el mecanismo o el lugar de accidn, o 
de la relación química con otros agentes conocidos antifertilizantes u otros datos procedentes de seres humanos 
que lleven a la conclusión de que tales efectos aparecerlan probablemente en los seres humanos. Cuando sólo se 
disponga de estudios realizados en una especie sin más datos complementarios pertinentes, podrá ser adecuada la 
clasitìcación en la categorta 3. 

Puesto que el perjuicio de la fertilidad puede producirse como fenómeno secundario inespecífico por toxicidad 
generalizada grave o en presencia de inanición grave, la clasiticacibn en la categoria 2 ~610 deberá hacerse si 
existen pruebas de algún grado de especificidad de la toxicidad para el sistema reproductor. Si se ha demostrado 
que el deterioro de la fertilidad en estudios con animales se debe a incapacidad para el acoplamiento, para 
clasificar el producto en la categoria 2 sera necesario en principio disponer de datos sobre el mecanismo de acción 
para interpretar si seria probable que se presentara en seres humanos algún efecto negativo, como una alteracibn 
del tipo de liberación hormonal. 

TOXICIDAD EN EL DESARROLLO 

Para la clasificaci6n en la categorla 2 deberá disponerse de pruebas claras que demuestren la presencia de efectos 
negativos en estudios bien realizados con una o más especies. Puesto que los efectos negativos durante el 
embarazo o tras el nacimiento pueden ser consecuencia secundaria de la toxicidad materna, disminución de la 
ingesta de comida o de agua, tensiones de la madre, falta de cuidados matemos, deficiencias específicas de la 
dieta, deficientes condiciones de vida de los animales, infecciones intercurrentes, etc., es importante que los 
efectos observados aparezcan en estudios bien realizados y a dosis que no esten asociadas con toxicidad marcada 
para la madre. La vía de exposición también es importante. En particular, la inyecci6n de producto irritante por 
via intraperitoneal puede producir lesiones locales en el útero y su contenido; los resultados de estos estudios 
debe& interpretarse con prudencia y, en principio, no serán suficientes por si mismos para provocar la 
clasificación del producto. 

La clasificación en la categoria 3 se basa en criterios similares a los aplicables a la categoría 2 pero puede 
utilizarse cuando el disefio experimental presenta deficiencias que hacen que las conclusiones sean menos 
convincentes, o cuando no pueda excluirse la posibilidad de que los efectos puedan deberse a fen6menos 
inespecificos, como la toxicidad generalizada. 

En general, la clasificación en la categoria 3 o la ausencia de clasificación se permitirá en casos específicos 
cuando los únicos efectos registrados sean pequetíos cambios en la incidencia de defectos espontáneos, pequeños 
cambios en las proporciones de variantes comunes como los que se observan en exámenes esquelbticos o 
pequeñas diferencias en las evaluaciones del desarrollo postnatal. 

Efectos durante la lactancia 

Las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción y que tambidn son preocupantes por sus efectos 
sobre la lactancia deber& etiquetar-se además con R64 (veanse los criterios en punto 3.2.8). 

En relación con la clasificación, los efectos t6xicos sobre la descendencia que procedan exclusivamente de la 
exposición a travts de la leche materna, o los efectos tóxicos derivados de la exposición directa de los nifíos no se 
consideraran « tóxicos para la reproducción )), salvo que tales efectos produzcan un deterioro en el desarrollo de la 
descendencia. 

Las sustancias no clasificadas como tóxicas para la reproducci6n pero que sean preocupantes por su toxicidad 
cuando pasan al nifio durante el periodo de lactancia debe& etiquetar-se con R64 (veanse los criterios en punto 
3.2.8). Esta hase R también puede ser adecuada para sustancias que afecten a la cantidad o calidad de la leche. 

R64 se asignar& en principio teniendo en cuenta: 

(4 estudios toxicocinéticos que indiquen la probabilidad de que la sustancia esté presente en niveles 
potencialmente tóxicos en la leche materna, ylo 

@) resultados de estudios con una o dos generaciones de animales que indiquen la presencia de efectos 
negativos sobre la descendencia debido al paso del producto a la leche, y/o 

(c) datos obtenidos con seres humanos que indiquen un riesgo para los niños durante el pertodo de lactancia. 
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4.2.4. 

5. 

5.1. 

5.1.1. 

5.1.2. 

5.1.3. 

5.2. 

5.2.1. 

Las sustancias que se acumulen en el organismo y que puedan pasar posteriormente a la leche durante la lactancia 
podti etiquetarse con R33 y R64. 

Procedimiento para clasificar los preparados con respecto a los efectos específicos sobre la salud 

Si el preparado contiene una o más sustancias clasificadas con respecto a los criterios aqui establecidos, se 
clasificard conforme a los criterios a que se refieren las partes A.7. - 9 del anexo II y la parte B.6. del Reglamento 
de preparados (los límites de concentración figuran en el anexo 1 del presente Reglamento o en la parte B.6. del 
anexo II del Reglamento de preparados, cuando las sustancias de que se trate no estén incluidas en el anexo I o 
figuren sin indicar los límites de concentración). 

CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE 

Introducción 

La clasificación de las sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente tiene como objetivo principal 
alertar al usuario sobre los riesgos que tales sustancias y preparados representan para los ecosistemas. Los 
criterios que se ofkecen a continuacidn se refieren principalmente a los ecosistemas acu&icos, aunque, hay que 
reconocer que determinadas sustancias y preparados pueden afectar - simultánea o alternativamente - a otros 
ecosistemas, cuyos componentes varían desde la microflora y microfauna del suelo hasta los primates. 

Los criterios expuestos a continuación son una consecuencia directa de los métodos de ensayo establecidos en el 
anexo V, siempre y cuando estén mencionados en este. Los mktodos de ensayo necesarios para los « datos básicos 
)> a que se refiere el anexo VII son limitados, y la información obtenida a partir de ellos puede resultar insuficiente 
para efectuar una clasificación adecuada. La clasificación puede requerir datos adicionales derivados del nivel 1 
(anexo VIII) o de otros estudios equivalentes. Adem&s, las sustancias ya clasificadas pueden verse sometidas a 
una revisitm en función de que se disponga de nuevos datos. 

A efectos de clasificación y etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, las sustancias y 
preparados se dividen en dos grupos, según sus efectos agudos ylo a largo plazo sobre los sistemas acutiticos o no 
acuáticos. 

La clasiíicaci6n de las sustancias suele basarse en datos experimentales sobre toxicidad acu&ica aguda, 
degradación y el logaritmo del coeficiente de reparto (o FBC sí se dispone de él). 

En general, los preparados se clasifican aplicando un método convencional establecido en el artículo 7 y en las 
partes A y B del anexo III del Reglamento de preparados. En este caso, la clasificación se basa& en los límites de 
concentración individual extraídos de: 

- el anexo I del presente reglamento 

- o la parte B del anexo III del Reglamento de preparados cuando la sustancia o sustancias no figuren en el 
anexo 1 de la presente Directiva o cuando figuren sin indicar los límites de concentración. 

Los preparados se clasifican generalmente aplicando un método convencional. No obstante, en el caso de la 
toxicidad acuática aguda, puede haber casos para los que resulte apropiado realizar experimentos con el 
preparado. El resultado de dichos experimentos con el preparado puede modificar solamente la clasificación 
respecto a la toxicidad aguda acuática que se habría obtenido aplicando un mktodo convencional. Si los 
experimentos fuesen elegidos por la persona responsable de la comercialización, debed garantizarse el 
cumplimiento de los criterios de calidad de los mktodos de ensayo de la parte C del anexo V del presente 
Reglamento. Por otra parte, los experimentos deberkn realizarse en los tres grupos de especies de acuerdo con los 
criterios del presente anexo (algas, daphnia y peces), a menos que el preparado se haya clasificado con el riesgo 
m&s elevado en funcián de la toxicidad awitica aguda tras los experimentos con una de las especies o que se 
disponga de resultados de experimentos antes de la entrada en vigor del Reglamento de preparados. 

Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo 

Los criterios de clasificaci6n de las sustancias del punto 5.2.1 ~610 son aplicables a los preparados en los casos en 
que se han ensayado de acuerdo con el punto 51.3. 

Medio acuático 

5.2.1.1. Las sustancias se clasifica& como peligrosas para el medio ambiente y se les asignarán el símbolo (< N )) y la 
correspondiente indicación de peligro, así como las frases de riesgo en función de los criterios siguientes: 
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R50 Muy tóxico para los organismos acuáticos 

Y 
R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático 

Toxicidad aguda: 96 h Cbo @ara peces) 5 Imd 
o 48 h CEsc (para Daplmia) 5 lmp/l 
0 72 h CIS0 (para algas) 5 lmg/l 

Y 
- la sustancia no es fácilmente degradable 

0 

- el logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua 2 3,0 (a menos que el FBC determinado 
experimentalmente sea 5 100). 

R50 Muy dxico para los organismos acuáticos 

Toxicidad aguda: 96 h CL50 (para peces), 5 lmd 
0 48 h CE50 (para Daphnia) 5 1 mg/l 
0 72 h CIS0 (para algas) 5 lmd 

R!? 1 Tõxico para los organismos acukicos 

Y 

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acu&ico 

Toxicidad aguda: 96 h CLSO (para peces) 1 mg/l< CL505 10 mg/l 
0 48 h CE50 (para Daphnia) 1 mgA< CE505 10 mg/1 
0 72 h CIr (para algas) 1 mgA< CL505 10 mg/l 

Y 

- la sustancia no es fkilmente degradable 

- ey logaritmo del coeficiente de reparto 2 3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente 5 100). 

5.2.1.2. Las sustancias se clasiticartín como peligrosas para el medio ambiente de acuerdo con los criterios establecidos a 
continuación. Las frases indicadoras de riesgos específicos tambìen se asignaran en función de los criterios 
siguientes: 

FU2 Nocivo para los organismos acuatices 

Y 
R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático 

Toxicidad aguda: 96 h CL50 (para peces) 10 mg/l< CL505 1 OO mg/1 
0 48 h CEso (para Daphnia) lOrng/l<CE50~ lOOmg/ 
0 72 h CISO (para algas) 10mg/l<CI~~~lOOmg/l 

Y 

la sustancia no es fäcilmente degradable. 

Este criterio se aplicarh si no hay pruebas cientBica.s adicionales de degradación ylo toxicidad suficientes para 
garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradación constituiran un peligro retardado o 
a largo plazo para el medio ambiente acu&tico. Estas pruebas científicas adicionales se basaran por regla general 
en los estudios que se requieren en el nivel 1 (anexo VIII) o equivalentes, e incluir&n: 

(i) potencial demostrado de rápida degradación en el medio acuático 

,.. !I.) ausencia de efectos de toxicidad cronica en una concentración de 1,O mg4, por ejemplo, una concentración 
sin efectos observables superior a 1,O mgA, determinada en un estudio prolongado de toxicidad con peces o 
Daphuia. 

K.52 Nocivo para los organismos acukticos 

Sustancias que no cumplan los criterios indicados en este capítulo pero que, sin embargo, pueden presentar un 
peligro para la estructura o el funcionamiento de los ecosistemas acuáticos, según las pruebas de que se disponga 
sobre su toxicidad. 
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Sustancias que no cumplan los critcrk- J indicadcs cn este capítu!o pero que puedan presentar un peligro, rctardsdo 
o a largo plazo, para la estructura o funcionamiento de los ecosistemas acuatices, según las pruebas de que se 
disponga sobre su persistencia, potencial de acumulación y sobre su destino y comportamiento - previstos u 
observados - en el medio ambiente. 

Por ejemplo, las sustancias poco solubles en agua, es decir, con una solubilidad inferior a 1 mg/l, se incluirán en 
este criterio siempre que: 

(a) no sean fácilmente degradables y 
(b) el logaritmo del coeficiente de reparto 1.3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente 5 100). 

Este criterio se aplicara a las sustancias si no hay pruebas científicas adicionales de degradación ylo toxicidad 
suficientes para garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradación constituirán un 
peligro retardado o a largo plazo para el medio ambiente acuatice. 

Estas pruebas científicas adicionales se basaran por regla general en los estudios que se requieren en el nivel 1 
(anexo VIII) 0 equivalentes, e incluirkn: 

(i) potencial demostrado de rápida degradacibn en el medio acuático 

(ii) ausencia de efectos de toxicidad crónica en el límite de solubilidad, por ejemplo, una concentración siu 
efectos observables superior al límite de solubilidad determinado en un estudio prolongado de toxicidad con 
peces o Daphnia. 

5.2.1.3. Observaciones sobre la determinacih de la C!SO para algas y la degradabilidad 

- En caso de que se pueda demostrar que con las sustancias de intensa coloración el crecimiento de algas 
solamente resulta inhibido a consecuencia de la reducción de la intensidad lumínica, no se deber& utilizar el 
valor de Cl50 72h (para algas) como base de la clasificación. 

- Se considerará que las sustancias son fácilmente degradables si se cumplen los criterios siguientes: 

(a) si se alcanzan los siguientes niveles de degradaci6n en los estudios de biodegradación de 28 días: 

- en ensayos basados en carbono orgAnico disuelto: 70 %, 
- en ensayos basados en reducción de oxigeno o en producción de dióxido de carbono: 60 %‘de los 

niveles m&ximos teóricos. 

Estos niveles de biodegradación deben alcanzarse en un plazo de diez días a partir del comienzo de la 
degradación, que se determina en el momento en que se ha degradado el 10 % de la sustancia. 

0 

(b) si, en aquellos casos en que solo se dispone de datos sobre la DQO y DB05, el cociente DBOS/DQO es 
igual 0 superior a 0,5 

0 

(c) si se dispone de otras pruebas científicas convincentes que demuestren que la sustancia se puede degradar 
(biótica yfo abibticamente) en el medio acuático hasta un nivel de > 701% en un período de 28 días. 

5.2.2. Medio ambiente no acuático 

5.2.2.1. Las sustancias y preparados se clasificaran como peligrosas para el medio ambiente y se les asignaran el símbolo 
(I N )) y la correspondiente indicacion de peligro, así como las frases de riesgo en función de los criterios 
siguientes: 

R54 Tóxico para la flora 

R55 T6xico para la fauna 

R56 T6xico para los organismos del suelo 

R57 Tóxico para las abejas 

R58 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente 

Sustancias y preparados que, según las pruebas sobre su toxicidad, persistencia, potencial de acumulación y su 
destino y comportamiento en el medio ambiente -previstos u observados- puedan suponer un peligro, inmediato, 
retardado o a largo plazo para la estructura ylo funcionamiento de otros ecosistemas naturales aparte de los 
expuestos en el punto 5.2.1. Se elaborarán posteriormente criterios detallados. 
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5.2.2.3. Las srstancias y prepa-sdcs se clasificarán como peligrosas PÜZZ el medio ambiente y se les asignarán el símbolo 
« N » y la correspondiente indicación de peligro, así como las frases de riesgo en hción de los criterios 
siguientes: 

R59 Peligroso para la capa de ozono. 

Sustancias que, según las pruebas sobre sus propiedades y su destino y comportamiento en el medio 
ambiente (previstos u observados), pueden suponer un peligro para la estructura y/o funcionamiento de la 
capa de ozono estratosférico. Aquí se incluyen las sustancias citadas en el anexo 1 del Reglamento (CE) no 
2037/2000 del Consejo, relativo a las sustancias que agotan la capa de ozono (DO no L 244 de 29. 9. 2000, 
p. 1) y sus modificaciones posteriores. 

Los preparados se clasificaré aplicando un mktodo convencional establecido en el articulo 7 y en las partes 
A y B del anexo III del Reglamento de preparados. 

6. ELECCIdN DE LAS FRASES DE CONSEJOS DE PRUDENCIA 

6.1. Introducci6n 

Las frases de prudencia (frases S) se asignarán a las sustancias y preparados peligrosos de acuerdo con los 
criterios generales siguientes. Ademb, en el anexo V del presente Reglamento se incluye una lista de 
precauciones obligatorias para ciertos preparados. 

Siempre que el fabricante es mencionado en el capítulo 6, se refiere a la persona responsable de comercializar la 
sustancia o preparado. 

6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados 

SI Consérvese bajo llave 

Aplicacih 

Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos. 

Criterios de utilización: 

Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados que se vendan a los 
consumidores en general. 

s2 Manténgasejüera del alcance de los niños 

Aplicación 

Todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

Obligatoria para todas las sustancias y preparados peligrosos que se vendan a los 
consumidores eu general, a excepción de aquellos solamente clasificados como 
peligrosos para el medio ambiehe. 

s3 Consérvese en lugar pesco 

Aplicación 

Petixidos orghicos 

I Otras sustancias y preparados peligrosos cuyo punto de ebullición sea inferior o igual a 
40 “C. 

Criterios de utilización: 

Obligatoria para los perhidos orghicos, salvo si se utiliza la frase 547 

Recomendada para las otras sustancias o preparados peligrosos cuyo punto de ebullición 
sea inferior 0 igual a 40 “C. 

s4 Manténgase lejos de locales habitados 
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- Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a las sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos, cuando sea 
conveniente reforzar la frase S13; por ejemplo, cuando haya riesgo de inhalación y dichas 
sustancias o preparados deban almacenarse lejos de locales habitados. La advertencia no 
tiene la finalidad de impedir una utilización apropiada de tales sustancias o preparados en 
locales habitados. 

S5 Consérvese en . . . (l@ido apropiado a especijicar por el fabricante) 

Aplicación 

Sustancias y preparados sólidos inflamables de forma espontánea 

- Criterios de utilizaci6n: 

Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, el sodio, el potasio o el fósforo 
blanco. 

S6 Consérvese en .__ (gas inerte apropiado a especijicarpor elfabricante) 

- Aplicación 

- Sustancias y preparados peligrosos que deban conservarse en atmósfera inerte. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, determinados compuestos 
organometálicos. 

s7 Manténgase el recipiente bien cerrado 

Aplicación 

Per6xidos orgGcos 

Sustancias y preparados que puedan desprender gases muy t6xicos, tóxicos, nocivos o 
extremadamente inflamables 

Sustancias y preparados que en contacto con la humedad desprendan gases 
extremadamente inflamables 

Sblidos fácilmente inflamables 

- Criterios de utilización: 

- Obligatoria para los per6xidos orgánicos 

Recomendada para los demk casos arriba citados. 

SS Manthgase el recipiente en lugar seco 

Aplicación 

Sustancias y preparados que puedan reaccionar violentamente con el agua 

- Sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberan gases extremadamente 
inflamables 

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberan gases muy t6xicos o tóxicos 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a los casos arriba citados, cuando sea necesario reforzar las 
advertencias de las frases R14, R15 en particular, y R29. 
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s9 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado 

Aplicación 

- Sustancias y preparados volátiles que puedan desprender vapores muy tóxicos, tóxicos o 
nocivos 

Líquidos extremadamente inflamable o fácilmente inflamables y gases extremadamente 
inflamables 

Criterios de utilización: 

Recomendada para las sustancias y preparados volátiles que pueden desprender vapores 
muy tóxicos, tbxicos o nocivos. 

Recomendada para líquidos extremadamente inflamables o fácilmente inflamables o 
gases extremadamente inflamables. 

512 No cerrar el recipiente herméticamente 

Aplicación 

Sustancias y preparados que puedan hacer estallar su recipiente por desprendimiento de 
gases o de vapores. 

Criterios de utilizaci6n: 

Limitada normalmente a los casos especiales arriba citados. 

s13 

SI4 

Manttkgase lejos de alimentos, bebidas y piensos 

Aplicación 

Sustancias y preparados muy tóxicos, t6xicos y nocivos. 

Criterios de utilización: 

w Recomendada cuando dichas sustancias o preparados puedan ser utilizados por el público 
en general. 

Consérvese lejos de . (materiales incompatibles a especificar por elfabricante) 

Aplicación 

Per6xidos orgánicos 

Criterios de utilizaci6n: 

Obligatoria para los peróxidos orgarricos y limitada, normalmente, a los mismos. No 
obstante puede ser útil en ciertos casos excepcionales, cuando la incompatibilidad pudiera 
provocar un riesgo específico. 

s15 Conservar alejado del calor 

Aplicación 

* Sustancias y preparados que puedan descomponerse o reaccionar espontaneamente bajo 
el efecto del calor. 

Criterios de utilizaci6n: 

- Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, los mon6meros; no 
obstante, dicha fase no sera obligatoria si ya se les han asignado las frases R2, R3 y/o R5. 

S16 Conservar alejado de toda llama ofuente de chispas- Nofumar 

Aplicación 

Líquidos extremadamente inflamable o fácilmente inflamables y gases extremadamente 
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inf!amab!r;s 

Criterios de utilizaci6n: 

* Recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados, salvo si ya se les han 
asignado las fiases R2, R3 y/o R5. 

SI7 

S18 

Mante’ngase lejos de materias combustibles 

Aplicación 

Sustancias y preparados que puedan formar mezclas explosivas o espontieamente 
inflamables con materias combustibles. 

Criterios de utilización: 

Utilizar en casos especiales (por ejemplo, para reforzar la fiase R8 y R9). 

Maniprilese y ábrase el recipiente con prudencia 

Aplicación 

Sustancias y preparados que puedan producir una sobrepresi6n en el recipiente 

- Sustancias y preparados que puedan ocasionar la formación de peróxidos explosivos 

- Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a los casos an-iba citados cuando haya un riesgo de lesiones 
oculares ylo cuando dichas sustancias y preparados puedan ser utilizados por el público 
en general. 

S20 No comer ni beber durante su utiiizacih 

Aplicación 

Sustancias y preparados muy t6xicos, tóxicos y corrosivos. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, a&nico y compuestos de 
arsénico, fiuoroacetatos) en particular cuando dichos productos puedan ser utilizados por 
el público en general. 

s21 Nojümar durante su utilización 

Aplicaci6n 

- Sustancias y preparados cuya combustión produzca compuestos tóxicos. 

Criterios de utilizacibn: 

Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, compuestos halogenados. 

s22 No respirar el polvo 

Aplicación 

Todas las sustancias y preparados sólidos peligrosos para la salud, 

Criterios de uti!ización: 

Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne R42. 

Recomendada para las sustancias y preparados antes mencionados que se suministran en 
forma de polvo inhalable y de los que no se conocen tos riesgos para la salud que pueda 
provocar su inhalación. 

S23 No respirar los gaseshumos/vapores/aerosoles (denominacih(es) adecuada(s) a especificar por el 
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Aplicación 

Todas las sustancias y preparados peligrosos, líquidos o gaseosos peligrosos para la 
salud. 

- Criterios de utilizacibn: 

Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne R42. 

Obligatoria para las sustancias y preparados destinados a utilizarse en forma de 
aerosoles. Se les deberti asignar adem&s la frase S38 o la SS 1. 

Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por 
inhalación no mencionados en las frases de riesgo asignadas a dichas sustancias o 
preparados. 

S24 

s25 

Evitese el contacto con la piel 

- Aplicación 

Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud. 

Criterios de utilización: 

- Obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado R43, salvo que 
también se les haya asignado S36. 

Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por 
contacto con la piel no mencionados en las frases de riesgo (p. ej., parestesia) asignadas a 
dichas sustancias. No obstante, esta fkse podrá utilizarse para reforzar tales frases de 
riesgo. 

Evítese el contacto con los ojos 

Aplicacibn 

Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud. 

- Criterios de utilizaci6n: 

Recomendada cuando sea necesario llamar la atenci6n del usuario sobre los riesgos del 
contacto con los ojos no mencionados en las frases de riesgo asignadas a dichas 
sustancias. No obstante, esta fiase podrá utilizarse para reforzar tales frases de riesgo. 

Recomendada para las sustancias a las que les hayan sido asignadas las frases R?d, X35, 
R36 o R41 que puedan ser utilizados por el público en general. 

S26 En caso de contacto con los ojos, lávense inmediata y abundantemente con ugua y anidase a un 
médico 

- Aplicacibn 

Sustancias y preparados corrosivos o irritantes. 

Criterios de utilización: 

- Obligatoria para las sustancias y preparados corrosivos, así como para las sustancias y 
preparados que deban llevar la fiase R4 1. 

Recomendada para las sustancias y preparados irritantes que deban llevar la frase R36. 

S27 Quitese inmediatamente la ropa manchada o salpicada 

Aplicación 

Sustancias y preparados muy t6xicos, tbxicos y corrosivos. 

Criterios de utilización: 
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- Obligaturiu ptia laj sustaGas y preparados muy tóxicos a los que se haya asignado F~27 
y que puedan ser utilizados por el público en general. 

Recomendada para las sustancias y preparados muy t6xicos a los que se haya asignado 
R27 y que se utilicen en la industria. Sin embargo, esta frase de prudencia no se deberá 
utilizar cuando se haya asignado S36. 

Recomendada para sustancias y preparados tóxicos a los que se haya asignado R24 y para 
sustancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por el público en general. 

S28 En caso de contacto con la piel lávese inmediata y abundantemente con . . (productos a especiJìcar por el 
fabricante). 

Aplicación 

Sustancias y preparados muy tóxicos, t6xicos y corrosivos. 

- Criterios de utilización: 

- Obligatoria para sustancias y preparados muy t6xicos. 

Recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados, especialmente cuando 
el agua no es el liquido rn& apropiado para el lavado. 

Recomendada para sustancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por ‘el 
público en general. 

S29 No tirar los residuos por el desagüe 

Aplicaci6n 

Líquidos extremada o fácilmente inflamables inmiscibles con el agua. 

Sustancias y preparados muy t6xicos y tóxicos. 

Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente. 

Criterios de utilización: 

v Obligatoria para las sustancias y los preparados peligrosos para el medio ambiente a los 
que se haya asignado el símbolo « N » y que puedan ser utilizados por el público en 
general, a menos que est&n destinados a este uso. 

Recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados que puedan ser 
utilizados por el público en general, a menos que est&.n destinados a este uso. 

530 No echar jamás agua a este producto 

Aplicación 

Sustancias y preparados que reaccionan violentamente con el agua. 

Criterios de utilizacidn: 

Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, el ácido sulfiírico. También 
podr& utilizarse para aclarar una informaci&, para reforzar R14 o, incluso, como 
alternativa a R14. 

s33 Evítese la acumulación de cargas electroestáticas 

Aplicación 

- Sustancias y preparados extremada o fácilmente inflamables. 

Criterios de utilización: 

Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria que no absorben 
la humedad. No se utiliza prkticamente nunca para las sustancias y preparados 
comercializados para su uso por el público en general. 
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s35 Elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles 

- Aplicación 

Todas las sustancias y preparados peligrosos. 

Criterios de utilizaci6n: 

- Recomendada para las sustancias y preparados cuya eliminación adecuada exija 
instrucciones especiales. 

S36 Úsese indumentaria protectora adecuada 

Aplicación 

- Peróxidos orgánicos 

Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos o nocivos 

- Sustancias y preparados corrosivos. 

Criterios de utilizaci6n: 

- Obligatoria para sustancias y preparados muy t6xicos y corrosivos 

- Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R21 o R24 

- Obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la 
reproduccibn de la categoría 3, salvo cuando los efectos se produzcan ~610 por inhalaci6n 
de la sustancia o el preparado 

Obligatoria para los petixidos org&nicos 

Recomendada para las sustancias y preparados tóxicos si no se conoce el valor Dbo por 
vía cuk%nea y es probable que la sustancia o preparado resulten tóxicos en contacto con la 
piel 

Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria cuando puedan 
causar daño a la salud tras una exposicibn prolongada. 

s37 hese guantes adecuados 

- Aplicación: 

Sustancias y preparados muy tbxicos, tóxicos, nocivos o corrosivos. 

Peróxidos org&nicos 

- sustancias y preparados ititantes para la piel o sensibilizantes en contacto con la piel. 

Criterios de utilización: 

Obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos y corrosivos 

Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la fiase R21, R24 o 
R43 

Obligatoria para las sustancias carcinogtnicas, mutag&k.as y tixicas para la 
reproducción de la categoría 3, salvo cuando los efectos se produzcan ~610 por inhalación 
dc la sustancia 0 el preparado 

Obligatoria para los per6xidos orgtiicos 

Recomendada para las sustancias y preparados t6xicos si no se conoce el valor DLso por 
vía cutánea y es probable que la sustancia o preparado resulten nocivos en contacto con la 
piel 
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Recomendada para las sustancias y preparados irritantes para la piel. 
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S38 En caso de ventilación insuJiciente, úsese un equipo respirc:orio .x!xxdc 

Aplicaci6n 

Sustancias y preparados muy tóxicos o tóxicos. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a los casos especiales en que se utilizan sustancias y preparados 
muy tóxicos o tóxicos en la industria o en la agricultura. 

s39 hese protección para los ojos/10 cara 

Aplicación: 

- Per6xidos org6nicos 

Sustancias y preparados corrosivos, incluidos los irritantes, que puedan provocar lesiones 
oculares graves 

Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos. 

Criterios de utilizaci6n: 

Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R34, R35 6 
R41 

Obligatoria para los peróxidos organices 

* Recomendada cuando sea necesario llamar la atencibn del usuario sobre los riesgos por 
contacto con los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias 

Limitada normalmente a casos excepcionales en que haya riesgo de salpicaduras al 
utilizar sustancias y preparados muy t6xicos y tóxicos, y éstos sean fácilmente 
absorbibles por la piel. 

s40 Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, úsese ._. (a especificar por el 
fabricante) 

Aphcacibn: 

Todas las sustancias y preparados peligrosos. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a tas sustancias y preparados peligrosos para los que el agua no es 
el agente de limpieza más idóneo (por ejemplo, cuando deban absorberse wn un material 
pulverulento o disolverse con un disolvente) y en caso de que sea importante, por razones 
de salud ylo seguridad, mostrar esta advertencia en la etiqueta. 

541 En caso de incendio y/o de explosión no respirar los humos 

- Aplicación: 

Sustancias y preparados peligrosos en cuya ccmbusti6n se desprendan gases muy táxicos 
0 tóxicos. 

Criterios de utilización: 

- Limitada normalmente a casos especiales. 

S42 Durante las ~migaciones/pliveri.zaciones hese equipo respiratorio adecuado (denominación 
adecuada(s) a especifìcar por el fabricante) 

Aplicación: 

- Sustancias y preparados destinados a tal uso, pero que puedan poner en peligro la salud y 
la seguridad del usuario si no se toman las medidas de prudencia adecuadas. 

Criterios de utilizaci6n: 
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t.imitaia norma!mente a casos especiales. 

s43 En caso de incendio, utilizar . (los medios de extinción los debe especificar el fabricante). (Si el 
agua aumenta el riesgo, se deberá añadir: ‘No usar nunca agua’3 

Aplicación: 

Sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente inflamables e 
inflamables. 

Criterios de utilización: 

Obligatoria para las sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire 
húmedo, desprendan gases extremadamente inflamables 

Recomendada para las sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente 
inflamables e inflamables, especialmente cuando no sean miscibles con el agua. 

s45 En caso de accidente o malestar, acúdase inmediatamente al médico (si es posible, muestrele la etiqueta) 

Aplicación: 

Sustancias y preparados muy tóxicos 

Sustancias y preparados dxicos y corrosivos. 

Sustancias y preparados sensibilizantes por inhalaci6n. 

Criterios de utilización: 

- Obligatoria para las sustancias y preparados mencionados anteriormente. 

546 En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase 

Aplicación: 

Todas las sustancias y preparados peligrosos excepto los muy tóxicos, tóxicos, corrosivos 
o peligrosos para el medio ambiente. 

- Criterios de utilización: 

Obligatoria para todas sustancias y preparados peligrosos arriba citados utilizados por el 
público en general, salvo si su ingestibn puede considerarse inofensiva, especialmente 
para los niftos. 

s47 Consérvese a una temperatura no superior a _.. “C (a especificar por el fabricante) 

Aplicación: 

Sustancias y preparados que se vuelvan inestables a cierta temperatura. 

Criterios de utilización: 

Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, determinados peróxidos 
orgánicos). 

S48 Consérvese htimedo con ._, (medio apropiado, a especificar por el fabricante) 

Aplicación: 

Sustancias y preparados que, si se desecan, pueden ser muy sensibles a las chispas, al 
frotamiento o al choque. 

Criterios de utilizacion: 

Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo las nitrocelulosas. 

s49 Consérvese únicamente en el recipiente de origen 
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” Aplicación: 

Sustancias y preparados sensibles a la descomposición catalítica. 

Criterios de utilización: 

Sustancias y preparados sensibles a la descomposicibn catalítica como, por ejemplo, 
algunos peróxidos orgánicos. 

s50 

SS1 Úsese únicamente en lugares bien ventilados 

No mezclar con . (a especificar por elfabricante) 

Aplicación: 

Sustancias y preparados que puedan reaccionar con el producto especificado y desprender 
gases muy tóxicos 0 tóxicos 

- Perbxidos orgánicos 

Criterios de utilización: 

Recomendada para Las sustancias y preparados antes citados utilizados por el público en 
general, cuando esta frase sea preferible a la frase R3 1 o R32 

Obligatoria para determinados perbxidos que puedan producir reacciones violentas con 
catalizadores o iniciadores. 

Aplicación: 

Sustancias y preparados destinados a producir vapores, polvo, aerosoles, humos, nieblas, 
etc., o que puedan desprenderlos, que supongan riesgo por inhalación o peligro de 
incendio o explosión. 

- Criterios de utilizaci6n: 

Recomendada cuando no convenga utilizar la frase S38. Por consiguiente, el empleo de 
esta frase es importante cuando tales sustancias y preparados sean utilizados por el 
público en general. 

s52 No usar sobre grandes superficies en locales habitados 

Aplicación: 

Sustancias volatiles muy tóxicas, tóxicas y nocivas y preparados que las contengan. 

- Criterios de utilización: 

Recomendada cuando la exposición prolongada a dichas sustancias y preparados puede 
afectar a la salud a causa de su volatilización en grandes superficies situadas en el interior 
de viviendas o locales cerrados donde se congregan personas. 

s53 Evítese la exposición - Recábense instrucciones especiales antes del uso 

Aplicación: 

Sustancias y preparados carcinogénicos, mutagenicos y/o dxicos para la reproducci6n. 

Criterios de utthzaci6n: 

Obligatoria para las sustancias y preparados antes mencionados a los que se han asignado 
las frases R45, R46, R49, R60 o R61. 

S56 Eliminense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de residuos especiales o peligrosos 

- Aplicacibn: 
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Todas las sustancias y preparados peligrxos. 

Criterios de utilización: 
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- Recomendada para todas las sustancias y preparados utilizados por el público en general 
y que precisen una eliminaci6n especial. 

s57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminación del medio ambiente 

Aplicación: 

Sustancias y preparados a las que se haya asignado el símbolo (( N ». 

Criterios de utilización: 

Limitada en general a las sustancias y preparados que no son utilizados por el público en 
general. 

s59 Remitirse al fabricante o proveedor para obtener información sobre su recuperaciónheciclado 

Aplicaci6n: 

Todas las sustancias y preparados peligrosos. 

Criterios de utilizaci6n: 

Obligatoria para las sustancias y preparados peligrosos para la capa de ozono 

Recomendada para otras sustancias y preparados cuya recuperacibn o reciclado se 
recomiende. 

S60 Elimínense el producto y su recipiente como residuos peligrosos 

- Aplicación: 

Todas las sustancias y preparados peligrosos. 

Criterios de utilización: 

Recomendada para las sustancias y preparados que no sean utilizados por el público en general cuando no 
se haya asignado la fiase S35. 

S61 Evítese su liberación al medio ambiente. Rechbense instrucciones específìcas de la fìcha de datos de 
seguridad 

* Aplicaci6n: 

Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente. 

Criterios de utilizacibn: 

Utilizada normalmente en sustancias y preparados a los que se haya asignado el símbolo 
“N”. 

Recomendada para todas las sustancias y preparados clasificados como peligrosos para el 
medio ambiente que no estkn incluidos en la descripcibn anterior. 

S62 En caso de ingestión no provoque el vómito: aclidase inmediatamente al médico y mu&:re!; ia etiqueta o el 
envase 

Aplicación: 

Sustancias y preparados clasificados como nocivos a los que se haya asignado la frase 
R65 según los criterios del punto 3.2.3. 

- No aplicable a sustancias y preparados que se comercialicen en envases para aerosoles (o 
en envases con un dispositivo nebulizador sellado); veanse las secciones 8 y 9. 
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Criterios de &!izzrIbn: 

Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados, de venta o utilizados por el 
público en general, excepto en los casos en que sean obligatorias las íi-ases S45 o S46. 

Recomendada para las sustancias y preparados antes citados cuando se empleen en la 
industria, excepto en los casos en que sean obligatorias las frases S45 o S46. 

S63 En caso de accidente por inhalación, alejar a la victima de Ia zona contaminada y mantenerla en reposo 

Aplicacidn: 

Sustancias y preparados muy toxicos y tóxicos (gases, vapores, partículas, liquidos 
volatiles) 
Sustancias y preparados que produzcan sensibilizacion respiratoria. 

Criterios de utilizacion: 

Obligatoria para las sustancias y preparados a los que se han asignado las 6ases R26, 
R23 o R42 y que pueden ser utilizados por el público en general de manera que se 
produzca inhalacidn. 

S64 

7. 

7.1. 

En caso de ingestión, enjuáguese la boca con agua (solamente si la persona está consciente) 

Aplicación: 

- Sustancias y preparados corrosivos o irritantes. 

Criterios de utilizaci6n: 

Recomendada para las sustancias y preparados citados utilizados por el público en 
general, en caso de que el tratamiento descrito sea el indicado. 

ETIQUETADO 

Una vez clasificada la sustancia o preparado, la etiqueta correspondiente se determinará con arreglo a lo 
establecido en el artículo 19 del presente Reglamentoy el artículo 9 del Reglamento de preparados, relativas a las 
sustancias y los preparados respectivamente. La presente seccion explica la forma de determinar la etiqueta y, 
sobre todo, sirve de guía para elegir las fiases de riesgo y prudencia adecuadas. 

La etiqueta contendr8 la infonnaci6n siguiente: 

(a) para los preparados, nombre comercial o designación; 

(b) para las sustancias, el nombre de la sustancia, y para los preparados, los nombres de las sustancias que 
contienen de acuerdo con las normas estab1ecida.s en el punto 2.3 del articulo 9 del Reglamento de 
preparados; 

(c) el nombre, direcci6n y número de teléfono de la persona responsable de la comercialización de la sustancia o 
preparado, ya sea el fabricante, el importador o el distribuidor; 

(d) el símbolo o símbolos y la indicación o indicaciones de peligro; 

(e) las frases que indiquen los riesgos específicos (frases R); 

(f) las frases que indiquen los consejos de prudencia (fiases S); 

(g) para las sustancias, el número CE y, además, cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo 1, la 
mención “etiqueta CE”; 

(h) para los preparados ofrecidos o vendidos al público en general, la cantidad nominal de contenido a menos 
que ésta se indique en otro punto del envase. 

Nota: 

Determinados preparados están sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2 del 
artículo 9 y el anexo V del Reglamento de preparados y en el artículo 20 de la Directiva 98/8/CE. 

7.1.1. Elección fmal de las frases de riesgo y de prudencia 
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7.1.2. Sin perjuicio de lo establecido en el Real Decreto 216311994 y en la Directiva 98/8/CE, las indicaciones tales 
como ctno tóxico», «no nocivo», cmo contaminante», c<ecol6gico» o cualquier otra indicación de que la sustancia o 
preparado no es peligroso o que pueda llevar a infravalorar los riesgos de la sustancia o el preparado en cuestión 
no podrán inscribirse en la etiqueta o el envase de las sustancias o preparados incluidos en el ámbito del presente 
Reglamento y del Reglamento de preparados peligrosos. 

7.2. 

7.2.1. 

Nombre(s) químico(s) que deben figurar en la etiqueta: 

Cuando las sustancias estkn incluidas en el anexo 1, la etiqueta llevara el nombre de las sustancias designadas con 
alguno de los tkminos que figuran en el anexo 1. 

7.2.2. 

Cuando las sustancias no esten incluidas en el anexo 1, el nombre se establece& con arreglo a una nomenclatura 
química reconocida intemacionalmente, según se indica en el punto 1.4. 

Cuando se trate de preparados, la elecci6n de los nombres que deben figurar en la etiqueta se ajustará a lo 
dispuesto en el punto 4.~) del artículo 9 del Reglamento de preparados. 

Nota: 

Teniendo en cuenta el apartado B.9 del anexo V del Reglamento de preparados, 

* el nombre de la sustancia sensibilizante se establecerá de acuerdo con el punto 7.2.1 del presente anexo 

- si se trata de preparados concentrados destinados a la industria del perfume: 

- la persona responsable de su comerciakacibn podra identificar simplemente la sustancia sensibilizante 
que, a su juicio, sea la principal causante del riesgo de sensibilización; 

- si se trata dc ..&ancias naturales, el nombre químico podra ser del tipo «aceite esencial de» o «extracto 
de», en lugar del nombre de los componentes de dicho aceite o extracto. 

7.3. Elección de los símbolos de peligro 

7.3.1. 

El disefio de los símbolos de peligro y la redacción de las indicaciones de peligro debertin coincidir con los 
establecidos en el anexo II. Los símbolos deberarr ir impresos en negro sobre fondo amarillo anaranjado. 

Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo 1, los símbolos e indicaciones de peligro ser¿n los que figuran 
en este anexo. 

7.3.2. Cuando se trate de sustancias peligrosas no incluidas aún en el anexo 1 y cuando se trate de preparados, los 
símbolos e indicaciones de peligro se ajustaran a lo dispuesto en el presente anexo. 

Cuando una sustancia deba llevar más de un símbolo: 

A pesar d,: que la elección final de las frases R y S se rija, en primer lugar, por la necesidad de prop,,rcioíiar toda 
la informaci6n indispensable, conviene asimismo tener presente la claridad y el impacto de la etiqueta. Para mayor 
claridad, la información necesaria deber& expresarse en un número mínimo de frases. 

Respecto a las sustancias irritantes, fácilmente inflamables, inflamables o comburentes, no ser& necesario indicar 
las frases R y las frases S cuando el contenido del envase no exceda de los 125 ml. Esta norma se aplicar6 también 
a las sustancias nocivas de igual contenido, cuando no se vendan al público en general. 

Respecto a los preparados en envases que no excedan de los 125 ml: 

- si se han clasificado como fácilmente inflamables, comburentes o irritantes, salvo aquellos a los que se les 
haya asignado la frase R41, o peligrosos para el medio ambiente y se les haya asignado el símbolo «N», no 
será necesario indicar las frases R o S; 

- si se han clasificado como inflamables o peligrosos para el medio ambiente y no se les ha asignado el 
símbolo {( N )), será necesario indicar las fiases R, pero no sera necesario indicar las frases S. 

- la obligación de poner el símbolo E convierte en facultativos los símbolos F+, F y 0; 

- la obligación de poner el símbolo T+ o T convierte en facultativos los símbolos Xn, Xi y C; 

* la obligación de poner el símbolo C convierte en facultativos los símbolos Xn y Xi; 

- si se asigna el simbolo Xn, el símbolo Xi sera opcional. 
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Eiecsión de las frases de riesgo 

La redacción de las frases R se ajustar& a lo establecido en el anexo IlI. 

Las combinaciones de fiases R del anexo III se aplicarAn cuando corresponda. 

7.4.1. Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo 1, las fiases R serán las indicadas en el anexo. 

7.4.2. Cuando se trate de sustancias no incluidas en el anexo 1, las frases R se seleccionarán con arreglo a los criterios y 
prioridades siguientes: 

(a) peligros que originen efectos sobre la salud: 

(i) las fiases R que correspondan a la categoría del peligro caracterizada por un símbolo debe& figurar en 
la etiqueta; 

(ii) las frases R que correspondan a otras categorías de peligro que no están caractetizadas por un símbolo, 
conforme al artículo 23; 

(b) peligros derivados de las propiedades fisicoquimicas: 

- las frases R que correspondan a la categoría del peligro caracterizada por un símbolo deberiin figurar en 
la etiqueta; 

(c) peligros para el medio ambiente: 

- las fiases R correspondientes a la clasificación « peligrosa para el medio ambiente N debe* figurar en 
la etiqueta. 

7.4.3. En el caso de los preparados, las frases R se seleccionarán en fimcibn de los crkrios y prioridades siguientes: 

(a) peligros que originen efectos sobre la salud: 

(i) las frases R que correspondan a la categoría de peligro ilustrada por un símbolo. En determinados 
casos, las 6ases R deber& adoptarse según los cuadros de la parte B del anexo II del Reglamento de 
preparados. Más en concreto, debertín figurar en la etiqueta las frases R del componente o componentes 
que dan lugar a que se asigne al preparado la categoría de peligroso. 

(ii) las frases R que correspondan a otras categorías de peligro que se hayan asignado a los componentes, 
pero que no estén ilustradas por un símbolo, conforme al punto 4.~) del artículo 9 del Reglamento de 
preparados. 

(b) peligros derivados de las propiedades fisicoquímicas: 

- se aplicarán los criterios descritos en la letra a) del capítulo 7.43: no seió neczsari; indirar la íi-ase WG 
riesgo « extremadamente inflamable )) o (( fkilmente inflamable » cuando supongan una repetición de 
la indicaci6n de peligro ilustrada con un símbolo. 

(c) peligros para el medio ambiente: 

(i) las fiases R correspondientes a la clasificación « peligrosa para el medio ambiente » debeti figurar en 
la etiqueta; 

(ii) cuando se asignen la 6ase R50 y la combinacibn de kases R51/53 6 R52/53 6 la frase R53, se utilizará 
la combinación de fiases R50/53. 

Como norma general, en el caso de los preparados, basti un mAximo de seis fiases R para describir el riesgo; a 
tal efecto, las combinaciones de fiases del anexo III se considera& como frases simples No obstante, si el 
preparado entrara en mAs de una categoria de peligro, las fiases tipo deberán abarcar todos los riesgos principales 
asociados al preparado, por lo que en algunos casos podr6n ser necesarias más de seis fiases R. 

1.5. Frases de prudencia 

La redacci6n de las frases S se ajustan% a lo establecido en el anexo IV. 

Las combinaciones de fiases S del anexo IV se aplica& cuando corresponda. 

7.5.1. Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo 1, las frases S serAn las indicadas en el anexo. Cuando no se 
indique ninguna frase S, el fabricante o importador podrá incluir cualquier frase o frases S que resulte apropiada. 
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Cuando se trztz de suotancias no Incluidas en el anexo i y para los preparados, el fabricante deber6 incluir las 
frases S de acuerdo con los criterios fijados en el capitulo 6 del presente anexo. 
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7.5.2. Elección de las frases de prudencia 

La elección final de las frases S deberA hacerse teniendo en cuenta las frases R indicadas en la etiqueta y el uso 
previsto para la sustancia o el preparado: 

por regla general, bastara con un máximo de seis frases S para formular de modo adecuado la medida de 
precaución; a tal efecto, las combinaciones de frases del anexo IV se considerantn como frases simples; 

- en el caso de las kases S sobre eliminacibn, se utilizaré una de ellas, a menos que estk claro que la 
eliminación del material y de su envase no supone peligro para la salud humana o el medio ambiente. En 
particular, es importante aconsejar sobre la eliminacibn con todas las precauciones posibles en el caso de las 
sustancias y preparados de venta al público en general; 

si se seleccionan cuidadosamente las frases S, algunas tiases R resultaran superfluas, y viceversa; algunas 
frases S que corresponden claramente a frases de riesgo ~610 figuraran en la etiqueta cuando se quiera 
destacar una advertencia concreta; 

en la eleccion de frases S, se prestara atencion muy especial a las condiciones de uso previstas para 
determinadas sustancias y preparados como, por ejemplo, la pulverización u otros efectos de los aerosoles. 
Se elegid las frases teniendo en cuenta la utilización prevista; 

las frases de prudencia SI, S2 y S45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy tóxicos, 
tóxicos y corrosivos de venta al público en general; 

las frases de prudencia S2 y S46 son obligatorias para todas las dem& sustancias (excepto las clasificadas 
sólo como peligrosas para el medio ambiente) y los preparados peligrosos de venta al público en general. 

Se podrhn eliminar algunas de las frases seleccionadas según los criterios estrictos del punto 6.2 cuando den lugar 
a redundancias o ambigüedades, o resulten claramente irmecesa& para el producto o envase concretos. 

1.6. Número CE 

Si una sustancia citada en la etiqueta figura en el Inventario europeo de sustancias químicas comerciales existentes 
(Einecs) o en la Lista europea de sustancias químicas notificadas (Elincs), se indicara también en la etiqueta el 
número Einecs o Elincs de la sustancia. Este requisito no se aplica a los preparados. 

7.7. Dimensiones de la etiqueta de los preparados 

Las dimensiones de la etiqueta seran las siguientes: 

Capacidad del envase Dimensiones (en iA%wtros) 

hasta 3 litros: si es posible, al menos 52 x 74 

superiora 3 litros 
sin los 50 superar litros: al menos 74 x 105 

- superior a 50 litros 
sin superar los 500 litros: al menos 105 x 148 

- superior a 500 litros: al menos 148 x 210 

Cada símbolo deberá cubrir al menos una decima parte de la superficie de la etiqueta y en ningún caso sera menor 
de 1 cm’. La etiqueta se fijara firmemente a una o mas superfkies del envase inmediatamente después de la 
introducción del preparado en el mismo. 

La información que la etiqueta debe contener deberá destacar claramente del contorno y deberá tener un tamaño y 
espacio que faciliten su lectura. 

8. CASOS ESPECIALES: SUSTANCIAS 

8.1. Botellas porthtiles de gas 
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Parra las bombonas portátiies de gas, los requisitos del eticï;etadc sc Gasidc;arti satisfechos cuardo 
se cumpla lo dispuesto en el artículo 19 6 en la letra b) del apartado 5 del artículo 20. 

Sin embargo, como excepción a lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del artículo 20, puede utilizarse 
una de las siguientes alternativas para cilindros de gas con una capacidad de agua inferior o igual a 
150 litros: 

- el formato y las dimensiones de la etiqueta pueden ajustarse a las prescripciones de la norma 
ISO/DP 7225 (ediciOn de 1994), relativa a “Botellas de gas-Etiquetas de precauciones”. 

- la información especificada en el apartado 1 del artículo 19 puede aparecer sobre un disco o una 
etiqueta duradera de informaci6n que se mantendrk unida a la botella. 

8.2. Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP) 

Estas sustancias están clasificadas en el anexo 1. Pese a estar clasificadas de conformidad con el 
articulo 2, no suponen riesgo para la salud humana si son comercializadas en botellas rellenables 
cerradas o en cartuchos no rellenables a los que se aplica la norma EN 417 en cuanto gases 
combustibles que ~610 se liberan para la combustibn (EN 417, edición de septiembre de 1992, relativa 
a “Cartuchos metilicos para gases licuados de petnYeo, no recargables, con o sin válvula, destinados a 
alimentar aparatos portátiles; construcción, inspección, ensayos y marcado”). 

Dichas botellas o cartuchos deben estar etiquetados con el símbolo apropiado y las frases R y S sobre 
su inflamabilidad. No se exige en la etiqueta información sobre los efectos para la salud humana. Sin 
embargo, la información sobre dichos efectos que debería figurar en la etiqueta la envi& al usuario 
profesional la persona responsable de la comercializacibn de esa sustancia con arreglo al modelo 
previsto en el artículo 23 de este Reglamento. Debeti transmitirse suficiente informaci6n al 
consumidor para que éste pueda tomar todas las precauciones necesarias para la salud y la seguridad, 
según se dispone en el apartado 2 del artículo 23 de este Reglamento. 

8.3. Metales en forma maciza 

Estas sustancias esti clasificadas en el anexo 1 o bien se clasifica& con arreglo al artículo 6. No obstante, 
algunas de ellas, aunque clasificadas conforme al artículo 2, no suponen peligro para la salud humana en caso de 
inhalación, ingestión o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acu&ico, en la forma en que se 
comercializan. Tales sustancias no precisan una etiqueta conforme al artículo 19. Sin embargo, el responsable de 
su comercialización comunicarA aI usuario toda la informacibn que deberia haber figurado en la etiqueta, según el 
modelo establecido en el articulo 23. 

8.4. Sustancias clasificadas con la frase R65 

Las sustancias clasificadas como nocivas por riesgo de aspirac& no tendrán que ser etiquetadas como nocivas 
con la frase R65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador 
sellado. 

CASOS ESPECIALES: PREPARADOS 

9.1. Preparados gaseosos (mezclas de gases) 

En lo referente a los preparados gaseosos, será preciso tener en cuenta: 

- la evaluación de las propiedades fisicoquímicas, 

- la evaluaci6n de los peligros para la salud. 

- la evaluación de los peligros para el medio ambiente. 

9.1.1. Evaluación de las propiedades fisicoquímicas 

9. í 1.1. Inflamabilidad 

Las propiedades inflamables de estos preparados se determinarán de acuerdo con el articulo 5 del Reglamento de 
preparados, según los métodos especificados en la parte A del anexo V del presente Reglamento. 

Los preparados se clasikarán de acuerdo con los rw.dtados obtenidos en los ensayos y con respecto a los 
criterios del anexo V y la guia para el etiquetado. 
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No obstante, en casos excepcionales, cuandc los pieparados se fabriquen por pediks en pequefias cantidades, la 
inflamabilidad de dichas mezclas de gases se podrA evaluar siguiendo el siguiente método de ckkulo: 
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La expresi6n de la mezcla de gases 

A,F, + . . . + A;Fi + . . .A.F. + BJ, + . . .+ Bili + . . . BJp 

donde: Ai y Bi son las fracciones molares, 
Fi el gas inflamable, 
Ij el gas inerte, 
n el número de gases inflamables, 
p el número de gases inertes, 

se puede transformar en una fórmula en la que todos los gases inertes (Ii) se expresen en un equivalente de 
nitrógeno, utilizando un coeficiente Ki, y en la que el contenido equivalente de gas inflamable Ai se expresa del 
modo siguiente: 

A’i = Ai x ( 1 OO / (Ai+KiBi) ) 

Si se utiliza el valor del contenido máximo de gas inflamable que, en una mezcla con nitrógeno, produzca una 
composici6n no inflamable en el aire (Tci), se obtendrá la expresibn siguiente: 

La mezcla de gases será inflamable si el valor de la citada expresi6n es mayor que 1, entonces el preparado se 
clasificar& como extremadamente inflamable y se le asignarA la frase R12. 

Coeficientes de equivalencia (Ki) 

LOs valores de los coeficientes de equivalencia Ki entre los gases inertes y el nitigeno, y los de contenido 
máwimo de gas inflamable (Tci) se bas& en las tablas 1 y 2 de la norma ISO: ISO 10156, edición de 
15.12.1990, (nueva edición de í996), relativa a “Gases y mezclas de gases - Determinación del potencial de 
inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las v&ulas de salida de las botellas”. 

Contenido mkimo de gas inflamable (Tci) 

El valor del contenido máximo de gas inflamable (Tci) se basarA en la tabla 2 de la norma ISO: ISO 10156, 
edición de 15.12.1990, (nueva edición de 1996), relativa a “Gases y mezclas de gases- Determinacón del potencial 
de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las valvulas de salida de las botellas”. 

Si hay algún valor del Tci de gas inflamable que no figure en dicha norma, se empleará el límite inferior de 
explosividad (LIE) que corresponda. Si no existe valor LIE, el valor del Tci quedarzi fijado en el 1 % del volumen. 

Observaciones 

La fórmula anterior se puede emplear para conseguir un correcto etiquetado de los preparados gaseosos, pero 
no debe tomarse como un meto& smtitutivo de los experiuwtos que se llevan a cabo para determinar los 
parAmetros tknicos de seguridad. 
Ademks, esta fórmula no proporciona nin@n dato sobre si las mezclas que contienen gases comburentes 
pueden prepararse con seguridad. Para calcular la inflamabilidad no se toman en consideración los gases 
comburentes. 
Dicha expresión proporcionará resultados fiables ~610 en los casos en que los gases inflamables no tengan 
influencia unos en otros en lo que respecta a la inflamabilidad. Esto ha de tenerse en cuenta, por ejemplo, en 
el caso de los hidrocarburos halogenados. 

9.1.1.2. Propiedades comburentes 

Habida cuenta de que el anexo V del presente Reglamento no contiene un mdtodo para determinar las propiedades 
comburentes de las mezclas de gases, estas propiedades dekAn evaluarse según el siguiente metodo de cálculo: 

El principio del mttodo consiste en comparar el potencial comburente de los gases que integran una mezcla con el 
potencial comburente del oxígeno en el aire. La concentración. de gases en la mezcla se expresa en porcentaje de 
volumen. 

Se considera que la mezcla gaseosa es tan comburente o más que el aire si se cumple la condición siguiente: 

donde: xi es la concentración de gas i en porcentaje de volumen, 
Ci es el coeficiente de equivalencia de oxígeno. 
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9.1.2. Etiquetado 

Para las bombonas port&iles de gas, los requisitos del etiquetado se consideraran satisfechos cuando se cumpla lo 
dispuesto en la letra b) del apartado S del artículo 10 del Reglamento de preparados. 
Sin embargo, no obstante lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del artículo 10, en el caso de las bombonas de gas 
con una capacidad de agua inferior o equivalente a 150 litros, el formato y las dimensiones de la etiqueta podhn 
seguir las prescripciones de la norma ISO 7225 (edición de 1994), relativa a “Botellas de gas - Etiquetas de 
precauciones”. En este caso, la etiqueta podra llevar la denominación genérica o el nombre comercial o industrial 
del preparado, siempre que las sustancias peligrosas que compongan el preparado figuren en el cuerpo de la 
bombona de gas de forma clara e indeleble. 
La informacibn especificada en el artículo 9 podrid incluirse en un disco o etiqueta informativos duraderos sujetos 
a la bombona. 

9.2. Bombonas de gas para preparados que contengan propano, butano o gas licuado de pettileo (GLP) fhtido 

El propano, el butano y el gas licuado de petr6leo están clasificados en el anexo I. Aunque los preparados que 
contienen esas sustancias están clasificados con arreglo a los artículos 5,6 y 7 del Reglamento de preparados, no 
representan un riesgo para la salud humana cuando son comercializados en bombonas rellenables cerradas o en 
cartuchos no rellenables pertenecientes al campo de aplicación de EN 417 como gases combustibles que ~610 son 
liberados para la combustibn (EN 417, edici6n de septiembre de 1992, relativa a “Cartuchos meMicos para gases 
licuados de petr6leo, no recargabies, con o sin v&nla, destinados a alimentar aparatos portátiles; construccicm, 
inspección, ensayos y marcado”). 

Dichas botellas y cartuchos deben estar etiquetados con el símbolo apropiado y las frases R y S sobre su 
inflamabilidad. No se exige en la etiqueta informaci6n sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la 
información sobre dichos efectos que debería figurar en la etiqueta la enviara al usuario profesional la persona 
responsable de la comercialización de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el articulo 13 del 
Reglamento de preparados. Deherii transmitirse suficiente información al consumidor para que éste pueda tomar 
todw las precauciones necesarias para la salud y la seguridad, según se dispone en el apartado S del artículo 13 
del Reglamento de preparados. 

9.3. 

9.4. 

9.5. 

Aleaciones, preparados que contengan polímeros, preparados que contengan elastómeros 

Estos preparados se clasificaran de acuerdo con los artículos 5, 6 y 7 y se etiquetaran de acuerdo con lo 
establecido en el artículo 9 del Reglamento de preparados. 

No obstante, algunos de ellos, aunque clasificados conforme a los artículos 6 y 7, no suponen peligro para la salud 
humana en caso de inhalaci6n, ingestibn o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acuatieo, en la 
forma en que se comercializan. No es obligatorio que estos preparados vayan etiquetados como se indica en el 
articulo 9 o el punto B.9 del anexo V. De todas formas, se comunicara al usuario profesional toda la informacibn 
que debería figurar en ia etiqueta, mediante un sistema de información, en el formato establecido en el articulo 13 
del Regiamenlo~mencionado. 

Preparados clasificados con R65 

Los preparados clasificados como nocivos por riesgo de aspiración no tendrán que ser etiquetados como nocivos 
con la frase R6S cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador 
sellado. 

Peróxidos orghnicos 

En tal caso, el preparado se clasificará como « comburente» y se le asignará la frase R8. 

Coeficientes de equivalencia entre los gases comburentes y el oxígeno 

Los coeficientes utilizados para calcular la capacidad comburente de ciertos gases integrantes de una mezcla con 
respecto a la capacidad comburente del oxígeno en el aire, que se enumeran en el punto 5.2 de la norma ISO: ISO 
10156, edición de 15.12.1990, (nueva edición de 1996), relativa a “Gases y mezclas de gases - Determinación del 
potencial de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las válvulas de salida de las 
botellas”, son los siguientes: 

02 1 
NzO 0,6 

Cuando no exista un valor del coeficiente Ci para un gas en la norma citada, se atribuira a este coeficiente un 
valor de 40. 
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Los petixidos org6nicos combinan las propiedades de un comburzntr J de un cor;;Sustiblc en una sola molécula: 
cuando se descompone un peróxido orgánico, la parte comburente de la mokula reacciona exotérmicamente con 
la parte combustible. Respecto a las propiedades comburentes, los mttodos actuales del anexo V no pueden 
aplicarse a los peróxidos orgánicos. 

Deber6 utilizarse el siguiente mktodo de c&zulo, basado en la presencia de oxígeno activo. 

El contenido en oxígeno disponible (%) de un preparado de peróxido orghico viene dado por la fórmula: 

16 x C (ni x ci/m,) 

donde: 

ni = número de grupos peróxido por molécula del peróxido orgánico i, 
ci = concentracih (peso %) del perhido orgánico i, 
mi = peso molecular del pehxido orgánico i. 

9.6. Requisitos de etiquetado adicional para determinados preparados 

Determinados preparados esthn sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2 del 
artículo 9 y el anexo V del Reglamento de preparados. y en el artículo 20 de la Directiva 98/8/CE. 
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mL!y, ?,4 - , 

A ias substancias intermedias de exposición hitada le-s serán aplicables las disposiciones del A r t í c u 1 o único, punto5 



Suplemento del BOE núm. 229 Martes 24 septiembre 2002 

ANEXO 7E 
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7. Conjunto de cI1sãyos sh@ifiCado para mstanch intermedias en cantidades a 1 ton&daja00 

1. Definiciones 

Sin perjuicio de otra legislación comunitaria, se aphcarkn las siguientes defini&meJ: 

- l sustancia intermedias: sustancia química que es únicamente fabricada, consumida y utilizada en procesos quí- 
micos con el fin de ser transformada en otra(s) sustancia(s) química(s), 

- 4misi6n*: liberación de una sustancia & un sistema cuando, por ejemplo, éste pierde la eatanqueidad. La 
garantización del nivel mktimo de protección de los trabajadores y el medio ambiente exige, como objetivo 
primario, la minimización de las emisiones mediante una contención rigurosa del proceso, 

- .exposiciónx se refiere a lo que ocurre con una sustancia después de ser emitida, tanto si esto ocurre en el 
entorno en general como si la sustancia puede ser inhalada o entrar en contacto con la piel de UU miembro del 
personal. En caso de que se prevean emisiones, deber& aplicarse rigurosas medidas de control de la exposición 
mediante técnicas adecuadas, teniendo bien preaente la necesidad de adoptar el principio de autela según el 
cual las propiedades fisicoqufmkas. toxkologicas y ecotoxicológicas que no han sido ensaya&s se considerarin 
peligrosas, 

- &tema integrado de ventilación por extracciónx sistema de extracción cerrado que se utiliza en combinación 
con esclusas, recintos de protección. contenedores, etc. para restingir los agentes químicos al interior de la uni- 
dad funcional cerrada Las aberturas asociadas al proceso deben ser del menor tarnaaio posible. t.a fuerza de 
extracción y el sistema de ventilación deben dise&arse de forma que dentro de la unidad de extracción se dé 
una depresi$n que asegure la captación y extracción de todos los gases, vapores y polvos que se produzcan. 
Deberá evitarse el reflujo a la zona de trabajo de las sustancias peligrosas extraidas. Esto significa que las sus- 
tancias peligrosas no deben poder propagarse desde la unidad funcional cerrada a la zona de trabajo, 

- *sistema de ventilación por extracción de alta eficaciax sistema de ventilación abierto y aemiabierto, d¡seíUo 
de forma que sus diensiones impidan a los agentes químicos salir de la zona de captación. Esto significa que 
la presencia de agentes químicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser pnícticamente excludir. 

- *sistema eficaz de ventilaci6n por extrxcicin D: sistema de ventilación por extracción aborto y semiabierto, 
dise5ado de forma que sus dimensiones impidan a los agentes químicos salir de la zona de aptacibn. es decir, 
que la presencia de agentes qufmicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser excluida en gran parte. o 
que se ha demostrado que cumple los valores límite. 

- *otro sistema de ventilación por extracción~: sistema de ventilación por extracción abierto y umiabierto. 
dise@0 de forma que sus dimensiones no permitan excluir la presencia de agentes químicos en el ambiente 
del lugar de trabajo, 

- 4os de emisiones reducklas~ son. por ejemplo: 

- los envases fungibles, es decir, la sustancia peligrosa esta contenida en envases adecuados y se introduce en 
un sistema de reacción junto con el envase sin abrir, 

- los cambios de consistencia, es decir, la sustancia se utiliza, por ejemplo, en forma de paa o gránulos en 
vez de pulverizada, 

- la matriz de seguridad, una matriz plástica que enman la sustancia peligrosa y evita el contacto directo 
con la misma. La matriz plástica, en sí, no es una sustancia peligrosa. No obstante, es posible que se pro- 
duzca su abrasión y, por tanto, la de la sustancia peligrosa, 

- l WS sin emisionesm: son, por ejemplo, las matrices de seguridad sin abrasión, es decir, las que son tan re& 
temes a la abrasión que no pueden liberarse sustancias peligrosas, 
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- &cnicamentc estanco’: cualidad apiicable a una &unided cuando no se percibe ningún sape durante los 
ensayos, la supervisibn o la comprobación de su estanqueidad utilizando, por ejemplo, agente spumosar o 
equipos de detección e indicación de escapes utilizados en una aplicación concreta. Los sistemas, subsistemas y 
elementos funcionales son técnicamente estancos, si el índice de escape es < 0.00001 mbar’lV. 

2. Solicitud de un conjunto de ensayos simplificado (CES) 

En el caso de las sustancias intermedias, eI notificante podrA solicitar que la autoridad competente permita aplicar 
un conjunto de ~5ayos simplificado (CES). Este conjunto de ensayos supondrá un conjunto mínimo de datos que 
sirva para producir una primera evaluación del riesgo con carher preliinar para la comercializaci6n de una sus- 
tancia intermedia BasAndose en el resultado de la evaluación del riesgo y de conformidad con el apartado 1 del 
artículo 16, pcdráo requerirse resultados de ensayos adicionales. 

3. Condiciones para la aplicación del conjunto de ensayos simplificado 

El notificante debed demostrar de forma satisfactoria para la autoedad competente del país donde se notifica la 
sustancia que se cumplen las siguientes condiciones: 

4 

b) 

4 

4 

eI 

L?) 

h) 

i) 

i) 

k) 

la sustancia se produce para procesos químicos, y se consume y utiliza únicamente en ellos. Los monómeros 
están excluid6s. Cuando por el proceso la sustancia se transforma eo modulas químicamente distintas que no 
sean polímeros; 

la sustancia está restringida, como mkximo, a 2 puntos de utilizacih, es decir, puede ser producida por una 
empresa y transportarse posteriormente a 1 6 2 diitintas para realizar el proceso. Conviene observar que si en 
principio la sustancia debe suministrarse a más de 2 puntos de utilización, no se cumplen las condiciones para 
un conjunto de ensayos simplificado, por lo que el expediente debe pasar al nivel apropiado; 

el suministro a la empresa que utiliza la sustancia intermedia en procesos posteriores debe ser realizado diicta- 
mente por el notificante y no a travé.s de un proveedor intermedio; 

la sustancia debe estar rigurosamente contenida por medios técnicos durante la totalidad de su cido de vida. 
Éste incluye la producción, el transporte, la puritkación, la limpieza y el mantenimiento, el muestreo, el a&- 
sis, la carga y descarga de equipos o recipientes, y la eliminaci6n o purificación de los residuos y su ahacena- 
miento. En general, un proceso adecuado debe incluir todos los elementos funcionales de una planta de proce- 
sado como orificios de llenado, dispositivos de vaciado, etc., tanto si se trata de una estructura cerrada en la 
que la estanqueidad está garantizada o una estructura cerrada provista de un sistema integrado de ventilación 
por extracción: 

en los casos en que exista riesgo de exposición, deberán utilizarse las técnicas reglamentañas para reducir al 
mínimo las emisiones y la exposici6n resultante; 

cuando se realicen labores de limpieza y mantenimiento deberán aplicarse procedimientos especiaks como la 
purgación y el lavado antes de abrir el sistema o ingresar en 8: 

las operaciones de tmnsporte se realizarán de acuerdo con los requisitos del traspote de mercancias peligrosas. 

puede produtirse exposici6n ambiental en caso de accidente y cuando se gene- residuos debido a la aplica- 
ción de procedimientos de purificación, limpieza y mantenimieirro. En ambos casos, debe& utilizarse las téc- 
nicas reglamentarias para minimizar las emisiones y ia ~ñci6n resultante; 

debe contarse con un sistema de gestión que establezca las funciones de cada persona en la empresa; 

el envase de la sustancia se etiquetará de acuerdo con el anexo VI del Reglamento de sustancias, añadiendo la 
frase: &ecaución: sustancia en fase de ensayom. 

el notificante debe aplicar un sistema de gestión del producto y debe supervisar a los usuarios (dos como 
máximo) para garantizar el cumplimiento de las condiciones mencionadas anteriormente. 
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4. Expediente iéctko qae debe presentarse al soMar un conjunto de ensayos simplificado 

El notificante que solicite la aplicación de un conjunto de ensayos simplificado a una sustancia deberá presentar el 
siguiente expediente técnico ante la autoridad competente en todos los centros de producción y uso: 

a) declaración de que el notificante y cada usuario aceptan las condiciones enumeradas en el punto 3; 

b) una descripción de las medidas técnicas que permiten garantizar el aislamiento de la sustancia (t). como son 
los procedimientos de carga, toma de muestras, transferencia y limpieza. No será necesario proporcionar deta- 
lles de la totalidad de cada junta o de la eficiencia del sistema integrado de ventilaci6n por extracción. Sin 
embargo, independientemente de cuáles sean los medios utilizados para lograr el aislamiento total del proceso, 
es importante que, en caso necesario, pueda disponerse de información para comprobar la veraci&d de las 
&rmaciones hechas; 

c) en caso de incumplimiento de los criterios para la evaluación de sistemas cenados durante la manipulach de 
los agentes qufmicos detallados en el punto 5, el notificante deberá presentar datos de exposici6n basados en 
datos representativos de la supervisión yjo modelos de cálculo fiables, que permitan a la autoridad competente 
decidir si acepta o no la solicitud; 

d) una descripción detallada de los procesos que tienen hrgar en todos los centms relacionados con la producción 
y el uso. En especial, debe indicarse si los residuos de la producción y/o el tratamiento se vierten en aguas rui- 
duales. si se incineran 10s residuos líquidos y s6lidos. y cómo se realizan la limpieza y el mantenimiento & los 
equipos. 

e) una evaluación detallada de las posibles emisiones y de la posible exposición de personas y medio ambiente 
durante todo el ciclo de vida, incluyendo detalles de las diversas reacciones químicas implicadas en el proceso 
y & la forma en que se tratan los residuos. En los casos en que las emisiones puedan producir exposición, 
deben describirse con suficiente detalle los medios para controlarlas, a fm de pemGtir a la autoridad compe- 
tente decidii si acepta la declaración o si calcula un índice de emisiones de acuerdo con el documento de orien- 
tación ubica de la Unión Europea; 

f) los cambios que pudieran afectar a la exposici6n de personas o del medio ambiente como, por ejemplo. los 
cambios de los elementos funcionales la planta de procesado, nuevos usuarios o nuevos centros, deben notifi- 
carse por adelantado; 

g) ti información prescrita para el conjunto de ensayos simplificado es la siguiente: 

AIXXO VKEI más los siguientes ensayos del presente anexo: 

- presión del vapor de agua (3.4), 

- propiedades explosivas (3.11), 

- temperatura de ignición espontbnea (3.12). 

- propiedades comburentes (3.13), 

- gramdometría (3.1 S), 

- toxicidad aguda para Daphnia (5.1.2). 

Por otra parte, el notificante deberå incluir otros datos pertinentes que permitan que la autoridad competente 
adopte una decisión bien fundamentada y que el usuario aplique los controles adecuados en el centro de proce- 
sado intermedio. Así, por ejemplo, si se dispone de información fkicoquímica ylo toxicológica y/o información 
sobre el comportamiento medioambiental suplementaria. estos datos también deben presentarse. Ademas. el 
notificante debe revisar los datos sobre toxicidad y ecotoxicidad disponibles acerca de las sustancias que tengan 
una relación estructural próxima a la sustancia notificada. Si se dispone de datos pertinentes, especiahente 
sobre toxicidad y carcinogenicidad crónicas y para la reproducckh, debe proporcionarse un resumen de estos 
datos: 

h) datos personal= del notificante, el productor y el o los usuario(s). 

(1) El tipo de cn ‘ón y LS cspacifKh0MS tbk3.3 @or ejanplo, la c5tanqucidad) ti elemento iimcional Curado es lundamental 
pan Ia eficacia del aislamiento. Para permitir a la autohdad competente tomar uua decisih en cuanto a si el aislamiento compkto 
e.ui asegurado o no, resulta esencial que el notikantc inchya dezalla sobre estos aspeaos. LS medidas tkniusdcbm aiwtanc a 
las ,mmlicion~ de los &ituios pan la eva!uaci&n de sistemas cerrados durante la maniprlaci6n de agentes químicos~. que se inchr~e 
como ttdérencia en elpunto 7.5 y el cuadro 1 del presente anexo. Esto dabe ser indiido Por el notifiite, aunque no seri necesario 
que ~1 la descripcián prqmrcionada de las tnedidas técnicas se trate cada tipo de ekmento funcional cerrado. Toda davirti de las 
condicionea espdiwda~ en loS Critehs dhrá SQ debidamente desuits y justificada 
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5. ~rintcti~w para la evaluación de sistemas cerrados durante h manipulación de agentes qufmicos 

5.1. UtilizMdn 

ea planta de procesado se evahía mediante un índìce de evaluación según el que se clasifican la manipulación de la 
sustancia y el potencial de exposici6n resultante del procesada El notifkante examinar6 la planta de procesado o la 
unidad correspondiente pata determinar el índice de evaluación. Los elementos funcionales deben evaluarse uno a 
uno. 

LOS sistemas se consideran cerrados si la evaluación de todos los elementos funcionales disponibles corresponde al 
índice de evaluación 0,5 y si s610 estan implicados elementos funcionales que son de tipo cerrado y estanqueidad 
comprobada y/o equipados de ventilaci6n integrada por extracción Además, el contacto directo d e piel debe estar 
excluido. 

En la lista de ejemplos, los elementos funcionales pertinentes van acompaitados del indicador 0,s en negrita 

Los elementos fundorde~ del tipo parcialmente abierto con sistema de ventilacián por extracción de alta eficacia 
(también acompañados del indicador 0,5 pero no en negrita) no se consideran cerrados de acuerdo con los criterios 
fijados. 

En el jaso & los elementos funcionales a los que se asigne el índice de evaluación 1, no se garantiza el respeto del 
valor lfmite ni en todos los casos ni de forma permanente. Estos elementos fúncionales sorc 

1 - tipo cerrado, estanqueidad no asegurada 

l- tipo parcialmente abierto con ventilación por extraccibn efectiva. 

En el caso de los elementos funcionales a los que se asignen los índices de evaluacickt 2 y 4, no se garantiza el res- 
peto del valor límite en todos los casos. Estos elementos funcionales son: 

2 - de tipo parcialmente abierto, diseñado para funcionar con un sistema de ventilaci6n por extracci6n simple 

2 - abierto con sistema de ventiiaci&n por extracción simple 

4 - tipo abierto o tipo parcialmente abierto 

4 - ventilación natural. 

La lista de ejemplos del cuadro I facilita la clasificación de los elementos funcionales. Los elementos funcionales no 
incluidas en la lista de ejemplos pueden clasificarse por analogia. A continuacibn puede clasificarse La planta o la 
unidad, utilizando el indice del elemento funcional que ha recibido el índice de evaluación mas alto. 

5.2. Compmbacidn 

El uso de este criterio requiere el respeto de los parámetros fijados pata el procesado así como el correcto funciona- 
miento & los controles citados en La lista de ejemplos (por ejemplo, la inspecci6n y el mantenimiento). 

6. Apbcacibn de un conjunto & ensayos simplificado 

Si la autoridad competente acepta la solicitud del notifKante para aplicar un CES, debedn suministrame datos de 
los ensayos y/o estudios indicados en el punto 7.4 paa el expediente tknico mencionado en el artículo 7. Con- 
viene observar que a las cantidades inferiores a 1 tonelada/año les son aplicables los requisitos de ensayo habituales, 
recogidos en el anexo vIIB/VllC. 
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ANEXO 8A 

Cuando, de acuerdo con las disposiciones del anexo WA relativo a las sustancias intermedias, la autoridad competente 
haya autorizado la aplicación de un conjunto de ensayos ~implifmdo a una sustancia química, los requisitos de la PR 
sente secci6n se reducirán como sigue: 

- si la cantidad de sustancias comercializadas alcanza las 10 toneladas anuales por fabricante o si la cantidad total 
comercializada alcanul las 50 toneladas por fabricante, la autoridad competente exigirá la realización de todas los 
ensaya9 y estudios contemplados en los puntos 3 a 6 del anexo WA (a excepci6n de los ya llevados a cabo}; ade- 
más, la autoridad competente podrá exigir la realización de ensayos y estudios del nivel 1 relativos a los organis- 
mos acuáticos, 

- si la cantidad de sustancias comercializadas alcanza las 100 toneladas anuales por fabricante o si la cantidad de sus- 
tancias comercializadas alcanza las 500 toneladas por fabricante, la autoridad competente exigir& la r4ización de 
los ensayos y estudios del nivel 1 relativas a la toxicidad para la reproducción. La autoridad competente po& deci- 
dir que la clasificaci6r1 de la sustancia como sustancia intermedia, lo que permite aplicar un conjunto de ensayos 
simplificado, constituye una buena razón para estimar que no son apropiados una o más de los ensaya y estudios, 
con excepcióx~ de los que se kwn a cabo en materia de toxicidad para la reproducción. 

ANEXO SB 

Cuando la Cantidad de sustancia comercializada alcance 1 000 toneladas por aiio y fabricante o cuando la cantidad total 
de sustancia comercializada alcance la cifra de S 000 toneladas por fabricante; no se exigir611 normahneate los estudios 
adicionales mencionados en el nivel 1 o 2. La autoridad Competente deber5 considerar caso por caso los ensayos adício- 
nales y podr6 exigirlos incluye& los establecidos eu el nivel 1 y 2 de este anexo. 
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