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BIODEGRADABILIDAD DE INGREDIENTES TENSIOACTIVOS DE DETERGENTES Y DE OTROS PRODUCTOS DE
LIMPIEZA. ESPECIFICACIONES

0. INTRODUCCION

Los agentes tensioactivos son ingredientes importantes de los detergentes y de otros productos de limpieza, que pueden llegar al
medioambiente acuatico en pequefias cantidades después del tratamiento de aguas residuales por tanto deben cumplir con
especificaciones definidas con el fin de garantizar una elevada proteccion medioambiental, especialmente del medio ambiente
acuatico y para evitar o reducir al minimo los riesgos durante su uso. Los agentes tensioactivos, también llamados agentes de
superficie, estan presentes en los detergentes y otros productos de limpieza para reducir la tension superficial de los liquidos y
favorecer asi la humectacion de las superficies a fin de facilitar la limpieza. Por tanto, es importante para la proteccion del medio
ambiente, establecer los niveles cuantificables reales de concentracién de sustancias y la determinacién de sus escalas de
biodegradabilidad y demostrar biodegradabilidad de los productos que se expendan en el pais mediante la descripcion clara y
precisa de esta informacion a través de este documento.

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

1.1 Esta END de norma establece los requisitos de biodegradabilidad de los ingredientes tensioactivos de los detergentes y
demas productos de limpieza y su evaluacién de la conformidad, con el fin de reforzar la proteccion del medio ambiente
acudtico contra los efectos nocivos de éstas sustancias y proteger a los consumidores al mejorar la informacion
proporcionada sobre la biodegradabilidad del agente tensioactivo usado en dichos productos.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Los siguientes documentos referenciados son indispensables para la aplicacion de esta norma. Para referencias fechadas, se
aplica Unicamente la edicion citada. Para referencias no fechadas, se aplica la Ultima edicion del documento referenciado
(incluida cualquier correccion).

NTC 545, Jabones y detergentes. Definiciones generales.

NTC 4229, Método de ensayo para la biodegradabilidad del alquilbenceno sulfonato (ASTM D2662, Standard Test Method for
Biodegradability of Alkylbenzene Sulfonates).

NTC 4256, Gestion ambiental. Calidad de agua. Evaluacion de la eliminacién y biodegradabilidad de compuestos organicos en un
medio acuoso. Ensayo de simulacion de lodos activados (ISO 11733, Water Quality. Evaluation of the Elimination And The
Biodegradability Of Organic Compounds In An Aqueous Medium. Activated Sludge Simulation Test).

NTC 4449 Calidad del agua. Evaluacion de la biodegradabilidad aerébica "Gltima" de compuestos organicos en un medio acuoso.
Metodo de andlisis del dioxido de carbono liberado (ISO 9439, Water Quality. Evaluation of Ultimate Aerobic Biodegradability of
Organic Compounds in Aqueous Medium — Carbon Dioxide Evolution Test).

ISO 7827:2010, Water quality - Evaluation of the "ready", "ultimate" aerobic biodegradability of organic compounds in an
aqueous medium -- Method by analysis of dissolved organic carbon (DOC).

ISO 9408, Water quality — Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic compounds in aqueous medium by
determinationof oxygen demand in a closed respirometer.

ISO 9887, Water quality — Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic compounds in aqueous medium — Semi-
continuous activated sludge method (SCAS).

ISO 9888, Water quality — Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic compounds in aqueous medium — Static
test (Zahn-Wellens method).

ISO 10707, Water quality — Evaluation in an aqueous medium of the ‘ultimate” biodegradability of organic compounds — Method
by analysis of biochemical oxygen demand (closed bottle test).
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ISO 10708, Water quality -- Evaluation in an aqueous medium of the ultimate aerobic biodegradability of organic compounds -
Determination of biochemical oxygen demand in a two-phase closed bottle test.

ISO 14593, Water quality -- Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic compounds in aqueous medium -- Method
by analysis of inorganic carbon in sealed vessels (CO2 headspace test).

NF T73-260 Juin 1981, Agents de surface - Détergents - Agents de surface anioniques - Détermination de la biodégradabilité

OECD, Guidelines for the Testing of Chemicals: Test No. 310: Ready Biodegradability - CO2 in sealed vessels (Headspace Test)
2006.

OECD, Guidelines for the Testing of Chemicals: Test No. 301: Ready Biodegradability. 1992.

OECD Test Guidelines No. 301 A-F: DOC Die-Away Test (TG 301 A), CO2 Evolution Test (TG 301 B), Modified MITI Test (1) (TG
301 C), Closed Bottle Test (TG 301 D), Modified OECD Screening Test (TG 301 E) and Manometric Respirometry Test (TG 301
F).

3. DEFINICIONES

Para los propositos de esta END de norma se aplican las definiciones de la NTC 545 y de la ASTM D459, ademas de las
siguientes:

3.1 Agente tensioactivo (surface active agent; surfactant). Toda sustancia organica o preparado utilizado en los detergentes,
que tiene propiedades tensioactivas y que consta de uno o varios grupos hidréfilos y de uno o varios grupos hidréfobos cuyas
caracteristicas y tamafio permiten la disminucion de la tension superficial del agua, la formacion de monocapas de esparcimiento
o de adsorcion en la interfase agua/aire, la formacion de emulsiones, microemulsiones o micelas y la adsorcion en la interfase
agua/sélido.

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

3.2 Agente tensioactivo aniénico (anionic surfactant; anionic surface active agent). Compuesto quimico que en solucion
produce iones activos de superficie cargados negativamente.

[ASTM D459, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [14])]

3.3 Biodegradabilidad (biodegradability). Susceptibilidad que tiene un compuesto o una sustancia quimica de ser
descompuesta por microorganismos. Un factor importante de la biodegradabilidad es la velocidad con que las bacterias, los
factores naturales del medio ambiente 0 ambos, pueden descomponer quimicamente dichos compuestos o sustancias quimicas.

[ecoetiquetado Europa — NTC 5131]

3.4 Biodegradabilidad aerobia final (ultimate aerobic biodegradability). Nivel de biodegradacién alcanzado cuando el
tensioactivo es totalmente descompuesto, en presencia de oxigeno, por microorganismos para dar didxido de carbono, agua y
sales minerales de cualquier otro elemento presente (mineralizacion), de acuerdo con las mediciones a través de los métodos de
ensayo reconocidos internacionalmente, y nuevos constituyentes celulares microbianos (biomasa).

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

3.5 Biodegradabilidad facil; biodegradabilidad inmediata (ready biodegradable). Clasificacién arbitraria de los productos
quimicos que han pasado algunas de las pruebas de seleccion especificadas de biodegradabilidad Ultima; estas pruebas son tan
rigurosas que se supone que estos compuestos son biodegradables de forma rapida y completamente en el medio acuatico en
condiciones aerobias.

[Basada en la definicion de la Referencia [9])] del Anexo C (Informativo), Bibliografia]
3.6 Biodegradabilidad intrinseca, biodegradabilidad inherente (inherent biodegradability). Clasificacién de sustancias
quimicas para las cuales existe evidencia inequivoca de biodegradacién (primaria o Ultima) en cualquiera de los ensayos de

biodegradabilidad reconocido.

3.7 Biodegradacion primaria (primary biodegradation). Cambio estructural (transformacién) de un tensioactivo por la accion
de microorganismos, con resultado de la pérdida de sus propiedades tensioactivas por degradacion de la sustancia madre y la
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consiguiente pérdida de su capacidad tensioactiva de acuerdo con las mediciones a través de los métodos de ensayo
reconocidos.

[Adaptado de: REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004
sobre detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2] y de la GTC 164 Referencia [21])].

3.8 Biodegradacion primaria (primary biodegradation). Nivel de degradacion obtenido cuando la sustancia de ensayo sufre
cualquier cambio estructural, que no sea mineralizacion, como resultado de la accién microbiana.

[1S0 7827:2010]

3.9 Biodegradacion facil (“ready” biodegradation). Nivel de degradacion bajo condiciones definidas, que indica que el
compuesto de ensayo se considera que probablemente se degrada répido y por completo bajo condiciones aerébicas del medio
ambiente acuético.

[ISO 7827:2010]

3.10 Biodegradacion ultima; biodegradacion final (ultimate biodegradation). Nivel de degradacién obtenido cuando la
sustancia de ensayo es totalmente utilizada por microorganismos dando lugar a la produccién de diéxido de carbono, agua, sales
minerales y nuevos constituyentes celulares microbianos (biomasa).

[ISO 7827:2010]

3.11 Detergente (detergent). Toda sustancia o preparado que contenga agentes tensioactivos u otros agentes tensioactivos,
que se utilice en procesos de lavado y limpieza. Los detergentes podran adoptar cualquier forma (liquido, polvos, pasta, barra,
pastilla, formas moldeadas, etc.) y ser comercializados para uso doméstico, institucional o industrial. También se consideraran
incluidos en esta definicion los siguientes productos:

3.11.1 Preparado auxiliar para el lavado (auxiliary washing preparation). Detergente destinado al prelavado, aclarado o
blanqueo de ropa, ropa de casa, etc.

3.11.2 Preparado de limpieza (cleaning preparation). Detergente destinado a limpiadores domésticos generales o a la limpieza
de otras superficies (materiales, productos, maquinaria, artefactos mecanicos, medios de transporte y equipo relacionado,
instrumentos, aparatos, etc.).

3.11.3 Otros preparados de limpieza y lavado (other cleaning and washing preparations). Detergentes destinados a
cualquier otro proceso de lavado o limpieza;

3.11.4 Suavizante para ropa (laundry fabric -softener). Detergente destinado a modificar el tacto de los tejidos en procesos
complementarios a su lavado.

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

3.12 Evaluacion de la conformidad (conformity assessment). Actividad que provee la demostracion de que se cumplen los
requisitos especificados relativos a un producto, proceso, sistema, persona u organismo.

NOTA1  La evaluacién de la conformidad cubre actividades tales como, el ensayo/prueba, la inspeccidn, la certificaciéon asi como la
acreditacion de organismo de evaluacion de la conformidad.

NOTA2  La expresion “objeto de evaluacion de la conformidad” u “objeto” se utiliza para abarcar el material, producto, instalacién, proceso,
sistema, persona u organismo particular al que se aplican los requisitos especificados en cualquier instancia. Un servicio esta cubierto por la
definicién de producto.

[NTC-ISO/IEC 17000]

NOTA 3. Para el propdsito de este documento la evaluacion de la conformidad es el conjunto de actividades necesarias (véase la Nota 1), a
las que debe someterse el agente tensioactivo para verificar el cumplimiento de los requisitos establecidos en esta END.

3.13 Lavado (washing). Limpieza de ropa, tejidos, vajilla y otras superficies duras.

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

3.14 Limpieza (cleaning). Proceso que remueve la materia indeseable.
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[ASTM D459 (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [14])]
3.15 Preparado (preparation). Mezcla o solucion compuesta por dos 0 mas sustancias.

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

3.16 Porcentaje de biodegradacion (percentage biodegradation). Cantidad porcentual de agente tensioactivo biodegradado.
[MERCOSUR, véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [10]]

3.17 Sustancia (substance). Elementos quimicos y sus compuestos en estado natural u obtenidos mediante cualquier proceso
productivo, incluidos los aditivos necesarios para mantener la estabilidad de los productos y las impurezas derivadas del proceso
empleado, pero excluidos los disolventes que se puedan separar sin influir en la estabilidad de la sustancia ni cambiar su
composicion.

[REGLAMENTO (CE) No 648/2004 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 31 de marzo de 2004 sobre
detergentes, (véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [2])]

4. REQUISITOS DE BIODEGRADABILIDAD

4.1 Todos los agentes tensioactivos utilizados en los detergentes y demas productos de limpieza que se comercialicen en el
pais deben ser facilmente biodegradables o deben cumplir el ensayo de biodegradabilidad aerobia primaria

4.1.1 Los productos facilmente biodegradables deben cumplir con lo establecido en el numeral 5.1 0 en la Tabla 1.

4.1.2 La biodegradabilidad aerobia primaria de los agentes tensioactivos se considera satisfactoria en un nivel minimo del 80 %,
medida de conformidad con los métodos de ensayo indicados en el numeral 5.3.

4.1.3 Para evaluar el grado de biodegradabilidad de los alquilbenceno sulfonatos se evalla la reduccion del agente tensioactivo en el
ensayo presuntivo de la NTC 4229 (ASTM D2667) y si es igual al 90 % 6 mayor, se considera que el material es biodegradable sin
ensayo adicional. Si la reduccion del agente tensioactivo en el ensayo presuntivo esté entre el 80 % y el 90 %, el material debe
someterse a un ensayo confirmativo. Si la reduccién del agente tensioactivo en el ensayo presuntivo es menor que el 80 %, se
considera que el material no es biodegradable. Si es necesario efectuar el ensayo de confirmacion, la reduccion del agente
tensioactivo en este ensayo debe ser al menos del 90 % para que el material se considere adecuadamente biodegradable.

5. EVALUACION DE LA CONFORMIDAD Y VERIFICACION

5.1 Demostrar la biodegradabilidad facil o inmediata mediante la revision de la lista DID (Detergent Ingredient Database Final
Report (DID-list), de Europa, version 2007,véase el Anexo C (Informativo), Bibliografia, Referencia [7]), en la que el ingrediente
tensioactivo debe tener la indicacion «R» en la columna sobre biodegradabilidad aerobia correspondiente a la identificacion de un
producto facilmente biodegradable en condiciones aerobias o no. Si procede, se podran utilizar revisiones posteriores de esta
base de datos de los ingredientes de detergentes a medida que estén disponibles.

5.2 Para los agentes tensioactivos que no figuren en la Parte A de la lista DID, se debe facilitar la informacion pertinente
procedente de documentacion cientifica u otras fuentes o los resultados de pruebas adecuadas que demuestren que dichos
agentes tienen biodegradabilidad primaria o facil (véanse las Referencias de la [25] a la [28]). Las empresas elaboradoras de
productos que utilicen agentes tensioactivos cuya biodegradabilidad sea conocida deben disponer de la informacion técnica del
proveedor como respaldo de su biodegradabilidad.

5.3 La biodegradabilidad primaria se mide calculando el nivel de agentes tensioactivos originales restante en los licores
biodegradados, de conformidad con los métodos de ensayo de laboratorio siguientes:

5.3.1 El dictamen del laboratorio en lo referente a la biodegradabilidad primaria de los agentes tensioactivos debe basarse en el
método de referencia (prueba de confirmacién) descrito en el Anexo A (Normativo), basado en el de la OCDE, publicado en el
informe técnico de la OCDE del 11 de junio de 1976, [REGLAMENTO (CE) No 648/2004, Seccién 1 del Anexo VIII (Véase el
Anexo C (Informativo) [2], [3]).

5.3.1.1 Se permiten cambios en el procedimiento de ensayo de confirmacidn, siempre que se ajusten a la NTC 4256 (I1SO 11733).

5.3.2 Se pueden utilizar los siguientes métodos de biodegradabilidad primaria:
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5.3.21 NF T73-260 Juin 1981, Agents de surface - Détergents - Agents de surface anioniques - Détermination de la
biodégradabilité

5.3.2.2 Método en vigor en Alemania, establecido por Verordnung (ber die Abbaubarkeit anionischer und nichtionischer
grenzflachenaktiver Stoffe in Wasch— und Reinigungsmitteln, de 30 de enero de 1977, publicado en el Bundesgesetzblatt de
1977, Parte |, pagina 244, tal como se describe en el Reglamento por el que se modifica dicho Reglamento, de 4 de junio de
1986, publicado en el Bundesgesetzblatt de 1986, parte |, pagina 851.

5.3.2.2 Método del Reino Unido denominado ‘Porous Pot Test', descrito en el documento, Technical Report No 70 (1978) del
Water Research Centre.

5.3.3 Métodos analiticos para los agentes tensioactivos anionicos. La determinacion de los agentes tensioactivos anidnicos
en los ensayos de biodegradabilidad se deben realizar con base en el andlisis de la sustancia activa al azul de metileno (MBAS)
de acuerdo con los criterios establecidos en el Anexo A (Normativo) literal A.2. En el caso de los agentes tensioactivos anidnicos
que no reaccionen al método MBAS antes citado, o si resulta mas apropiado por cuestiones de eficacia o precision, se deben
aplicar analisis instrumentales especificos apropiados, como la cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR) o la
cromatografia de gases (CG). El fabricante del agente tensioactivo aniénico debe proporcionar a las autoridades nacionales
competentes, a peticion de las mismas, muestras del agente tensioactivo puro en cuestion.

5.34 Métodos analiticos para los agentes tensioactivos no idnicos. La determinacion de los agentes tensioactivos no
i6nicos en los ensayos se realizara con el método de la sustancia activa al bismuto (BiAS) de acuerdo con el procedimiento
analitico establecido en la NTC 4256 (ISO 11733) o en la seccion 3 del Anexo VIII del Reglamento (CE) No. 648/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 31 de marzo de 2004, sobre detergentes (Texto pertinente a efectos del EEE) (Véase el
anexo | (Informativo) [6], [8]).

En el caso de los agentes tensioactivos no iénicos que no reaccionen al método BiAS antes citado, o si resulta mas apropiado
por cuestiones de eficacia o precision, se aplicaran analisis instrumentales especificos apropiados, como la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) o la cromatografia de gases (CG). El fabricante proporcionara a las autoridades competentes,
a peticion de las mismas, muestras del agente tensioactivo puro en cuestion.

NOTA. Se puede utilizar cualquier otro método de analisis reconocido o validado.

5.3.5 Métodos analiticos para los agentes tensioactivos cationicos. La determinacion de los agentes tensioactivos
catidnicos en los ensayos se realizara con el andlisis de la sustancia activa al azul de disulfina (DBAS) de acuerdo con los
siguientes procedimientos DBAS: El método usado en la Republica Federal de Alemania (1989) DIN 38 409-Ausgabe: 1989-07.

En el caso de los agentes tensioactivos cationicos que no reaccionen al método de ensayo antes citado, o si resulta mas
apropiado por cuestiones de eficacia o precision (que deben justificarse), se aplicaran andlisis instrumentales especificos
apropiados, como la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) o la cromatografia de gases (CG). El fabricante
proporcionara a las autoridades nacionales competentes, a peticion de las mismas, muestras del agente tensioactivo puro en
cuestion. (8.4.2004 L 104/11 Diario Oficial de la Union Europea ES).

5.3.6 Métodos analiticos para los agentes tensioactivos anfotéricos. La determinacion de tensioactivos anfotéricos en
los ensayos se hara mediante andlisis utilizando los procedimientos siguientes:

1) Si no hay agentes tensioactivos catiénicos: método usado en la Republica Federal de Alemania (1989) DIN 38 409-
Teil 20.
2) En los demas casos: método Orange Il (Boiteux, 1984).

En el caso de los agentes tensioactivos anfotéricos que no reaccionen a los ensayos antes citados, o si resulta mas apropiado
por cuestiones de eficacia o precision (que deben justificarse), se aplicaran andlisis instrumentales especificos apropiados, como
CLAR o CG. El fabricante proporcionara a las autoridades competentes, a peticion de las mismas, muestras del agente
tensioactivo puro en cuestion.

NOTA. Se puede utilizar cualquier otro método de analisis reconocido o validado.
5.3.7 Los ensayos especificados sobre la biodegradabilidad de los agentes tensioactivos se deben realizar en laboratorios que se
ajusten a una norma internacional reconocida, en concreto la norma NTC/ISO/IEC/17025 o a los principios de las practicas

correctas de laboratorio.

5.3.8 El grado de biodegradabilidad de los alquilbenceno sulfonatos se evaluara con base en el método que sirve como un indice
de la aptitud del sulfonato para el uso general como agente tensioactivo de la norma NTC 4229 (ASTM D2667).

5.3.9 Los métodos de biodegradabilidad facil o inmediata se encuentran relacionados en la Tabla 1.
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Tabla 1.Requisitos y métodos de biodegradabilidad facil o inmediata

Tipo de método 2,"&2";’&3% 13 | Método ISOINTC | Directiva Europea
Biodegradabilidad facil o inmediata, (aerobia)
Minimo 60 % en 28 d
Ensayo de espacio de cabeza CO2 o 310 ISO 14593 Método de
ensayo de COz en recipientes cerrados. referencia.
Alternativo al 301 B
Ensayo Sturm modificado (Ensayo de 301B NTC 4449 o ISO | Directiva 67/548/CEE
evolucion de COo) 9439 anexo V.C.4-C
Ensayo de la botella cerrada 301D ISO 10707 Directiva 67/548/CEE
(respirometria manométrica) anexo V.C.4-E)
Ensayo MITI (I) modificado 301C - Directiva 67/548/CEE
anexo V.C.4-F)
Ensayo de respirometria manométrica 301F ISO 9408 Directiva 67/548/CEE
anexo V.C.4-D
Demanda bioquimica de oxigeno en una ISO 10708
botella cerrada, en dos fases de
biodegradacién.
Biodegradabilidad facil o inmediata (aerobia), minimo 70 % en 28 d
Desaparicion de carbono organico disuelto 301A ISO 7827:2010 Directiva 67/548/CEE
COoD anexo V.C.4-A)
Deteccion modificada (desaparicion del 301E ISO 7827:2010 Directiva 67/548/CEE
carbono organico disuelto COD) anexo V.C.4-B)
* Los métodos de ensayo incluidos en el Anexo V de la Directiva no. 67/548/CEE se incorporaron al Reglamento (CE)
no. 440/2008, (véase la Referencia [31] en el Anexo B (Informativo)).

NOTA Los ensayos de biodegradabilidad facil o inmediata, sirven como prueba inicial, son relativamente simples, econémicos, y se
aproximan a las condiciones microbianas cominmente encontradas en aguas superficiales. Son muy poco probables los resultados falsos
positivos, pero son bastante comunes los resultados falsos negativos. Los ensayos de biodegradabilidad facil o inmediata mas conocidos son la
Prueba de Sturm y el MITI-I (Karsa y Porter, 1995). Los ensayos de biodegradabilidad inherente o predictivos, se realizan con niveles més altos
de biomasa y nutrientes que la pruebas de biodegradacion facil o inmediata, y por tanto tienen una mayor probabilidad de predecir el potencial
que tiene una sustancia de ser biodegradada en ambientes con biomasas microbianas altas, como por ejemplo en lodos activados. Un resultado
positivo indica que la sustancia es removida, bien sea por absorcion o biodegradacion, de ambientes aclimatados con biomasas microbianas
altas, y la posibilidad de resultados falsos negativos es muy baja. Los ensayos de biodegradabilidad inherente méas conocidos son el SCAS, MITI-
Il, y Zahn-Wallens (Karsa y Porter, 1995) (véase la Referencia [23] en el Anexo B (Informativo) Bibliografia).

5.3.10 Cuando sea necesario, las autoridades competentes podran exigir documentacion acreditativa y efectuar verificaciones
independientes. En caso de que se deban presentar declaraciones, documentacién, informes de ensayos u otros justificantes que
demuestren el cumplimento de los criterios, se entendera que dichos documentos podran ser presentados por el fabricante o, en
su caso, su proveedor o proveedores.

NOTA Para la seleccién de ensayos de biodegradabilidad se puede consultar la GTC 164 (véase la referencia [21] en el Anexo B
(Informativo (Bibliografia)).
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ANEXO A (Normativo)
DETERMINACION DE LA BIODEGRADABILIDAD PRIMARIA DE LOS AGENTES TENSIOACTIVOS
A.1 METODO DE REFERENCIA (PRUEBA DE CONFIRMACION)
A.1.1. Definicion

Este método describe un modelo de laboratorio con lodos activados y decantador secundario disefiado para simular una planta
municipal de tratamiento de aguas residuales. Se podran aplicar a este método condiciones de funcionamiento mejoradas de
acuerdo con el estado de la técnica, tal como describe la NTC 4256 (ISO 11733).

A.1.2 Equipo necesario

A.1.2.1 El método de medida se basara en el empleo de una pequefia planta de lodos activados, cuyo esquema basico se
representa en la Figura A.1y, de forma méas detallada, en la Figura A.2.

Convenciones:

A. Recipiente de almacenamiento inicial

B. Bomba dosificadora

C. Cuba de aireacion (capacidad de 3 I)

D. Decantador

E. Bomba de aire comprimido

F. Colector

G. Dispositivo de aireacion de vidrio fritado
H. Caudalimetro

. Aire
Figura A.1. Planta de lodos activados: generalidades
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(dimensiones en milimetros)

Convenciones

A. Nivel del liquido
B. PVC duro
C. Vidrio o materia pléastica resistente al agua (PVC duro)

Figura A.2. Planta de lodos activados: detalle

A1.2.2 El equipo estard compuesto por un recipiente A para almacenar las aguas residuales sintéticas, una bomba
dosificadora B, una cuba de aireacion C, un decantador D, una bomba de aire comprimido E para reciclar el lodo activado y un
recipiente F para recoger el efluente tratado.

A.1.2.3 Los recipientes A y F deben ser de vidrio o de un material plastico apropiado y de una capacidad de 24 L, como
minimo. La bomba B debe asegurar un flujo constante de agua residual sintética hacia la cuba de aireacion que, durante una
operacion normal, debe contener unos 3 L de mezcla. En el vértice del cono interior de la cuba C se suspendera un difusor de
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vidrio fritado G para la aireacién. La cantidad de aire inyectado a través del dispositivo de aireacidén se controlara con un
caudalimetro H.

A.1.3 Agua residual sintética

Para efectuar el presente ensayo, se debe utilizar agua residual sintética. Disuelva en agua del grifo las siguientes sustancias.
Por cada litro de agua:

- 160 mg de peptona,

- 110 mg de extracto de carne,

- 30 mg de urea CO (NH2)2,

- 7 mg de cloruro de sodio (NaCl),

- 4 mg de cloruro de calcio (CaClz - 2H20),

- 2 mg de sulfato de magnesio (MgSOs - 7H20),

- 28 mg de monohidrogenofosfato de potasio (K2HPO),

- 10 mg + 1 mg del agente tensioactivo.

El agua residual sintética debe prepararse de nuevo cada dia.
A.1.4 Preparacion de las muestras
A.1.4.1 Los agentes tensioactivos que no formen parte de un preparado podran examinarse en su estado original.

A.1.4.2 Para preparar el agua residual sintética se debe determinar previamente el contenido activo del agente tensioactivo
(véase el literal A.1.3).

A.1.5 Funcionamiento de la instalacion

A.1.5.1 En primer lugar, se llenara la cuba de aireacion C y el decantador D con agua residual sintética. El decantador D debe
fijarse a la altura precisa para que el volumen contenido en la cuba de aireacion C sea de 3 L.

A.1.5.2 La inoculacion se debe efectuar introduciendo 3 ml de un efluente secundario de buena calidad, recién extraido de una
planta de tratamiento que trabaje principalmente con aguas residuales domésticas. El efluente debe mantenerse bajo
condiciones aerobias durante el periodo de tiempo comprendido entre el muestreo y su aplicacion. Seguidamente se pondran
en funcionamiento el dispositivo de aireacion G, la bomba de aire comprimido E y la bomba dosificadora B. El agua residual
sintética pasa a través de la cuba de aireacion C a razon de 1 L/h, lo cual equivale a un tiempo medio de retencion de 3 horas.

A.1.5.3 Se debe regular el ritmo de aireacion de manera que el contenido de la cuba C se mantenga constantemente en
suspension y que el contenido en oxigeno disuelto sea, de 2 mg/l como minimo. Se debe impedir la formacion de espuma por
medios apropiados. No obstante, no se utilizaran antiespumantes que tengan una accion inhibidora sobre el lodo activado o
que contengan MBAS. La bomba E se regulard de manera que en la cuba de aireacién C el reciclaje del lodo activado
procedente del decantador sea continuo y regular. El lodo que se hubiere acumulado en la parte superior de la cuba de
aireacion C, en el fondo del decantador D, o en el circuito de circulacién, debe ponerse de nuevo en circulacién, al menos una
vez al dia, mediante un escobillén o cualquier otro medio apropiado. Cuando el lodo deje de sedimentar, se podra favorecer la
decantacién mediante la aportacion, repetida si fuera necesario, de dosis de 2 ml de una solucién al 5 % de cloruro férrico.

A.1.5.4 El efluente del decantador D recogido en el colector F permanecera en el mismo durante 24 h, transcurridas las cuales,
y previa homogeneizacion de la mezcla, se tomard una muestra. Una vez efectuadas estas operaciones se limpiara
cuidadosamente el colector F.

A.1.6 Control del dispositivo de medida
A.1.6.1 Inmediatamente antes de usar el agua residual sintética, determine su contenido de agente tensioactivo (en mg/l).

A.1.6.2 El contenido de agente tensioactivo (en mg/l) del efluente retenido durante 24 h en el colector F se determinara,
inmediatamente después de la toma, utilizando el mismo método de analisis, si no se hace esto, las muestras deben
preservarse, preferentemente por congelacion. Determine la concentracion se con una aproximacion de 0,1 mg/L de agente
tensioactivo.
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A.1.6.3 Para comprobar la eficiencia del proceso, determine, al menos dos veces por semana, la demanda quimica de oxigeno
(DQO) o el carbono organico disuelto (COD) del afluente acumulado en el colector F, filtrado a través de fibra de vidrio, y del
agua residual sintética filtrada almacenada en la cuba A, también después de filtrado.

A.1.6.4 La disminucion en la DQO o en el COD se estabilizara cuando la biodegradacién diaria de la MBAS sea mas 0 menos
regular, es decir, al final del periodo inicial indicado en la Figura A.3.

Convenciones

. Periodo inicial

. Periodo usado para el célculo (21 dias)
. Tensioactivo faciimente biodegradable
. Tensioactivo dificilmente biodegradable
. Porcentaje de biodegradacion ( %)

. Tiempo (dias)

o0Ow>

mm

Figura A.3. Calculo de la biodegradabilidad. Ensayo de confirmacion

A.1.6.5 Determine el contenido en materias secas minerales del lodo activado de la cuba de aireacion dos veces por semana
(en gll). Si sobrepasa 2,5 g/l, elimine el exceso de lodo activado.

A.1.6.6 Efectlie el ensayo de biodegradacion a la temperatura ambiente; dicha temperatura debe ser regular y mantenerse
entre 19 °C - 24 °C.
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A.1.7 Célculo de la biodegradabilidad

A.1.7.1 El porcentaje de biodegradacion del agente tensioactivo se debe calcular diariamente a partir del contenido de agente
tensioactivo (expresado en mg/l) del agua residual sintética y del efluente correspondiente recogido en el colector F.

A.1.7.2 Los valores obtenidos se deben representar graficamente, segun se indica en la Figura A.3.

A.1.7.3 La biodegradabilidad del agente tensioactivo se debe calcular tomando la media aritmética de los valores obtenidos en
el curso de los 21 dias siguientes al periodo inicial, durante los cuales la biodegradacion debe haber sido regular y la planta
debe haber funcionado sin ninguna perturbacion. La duracion del periodo inicial de adaptacion no debe ser, en ningun caso,
superior a seis semanas.

A.1.7.4 Los valores de biodegradacion diarios se deben calcular con una precision de 0,1 %, pero el resultado final se
redondeara a nimeros enteros.

A.1.7.5 En algunos casos, se podra reducir la frecuencia del muestreo pero, para calcular la media, se deben utilizar, como
minimo, los resultados de 14 tomas distribuidas a lo largo del periodo de 21 dias que sigue al periodo inicial de adaptacion.

A.2 DETERMINACION DE LOS AGENTES TENSIOACTIVOS ANIONICOS EN LOS ENSAYOS DE BIODEGRADABILIDAD
A.2.1. Principio

El método se basa en la propiedad del azul de metileno, colorante cationico, de formar con los agentes tensioactivos anidnicos
sales azules MBAS que pueden extraerse con cloroformo. A fin de evitar las interferencias, la extraccion se efectuara, primero, a
partir de una solucién alcalina procediéndose a continuacién a agitar el extracto con una solucion acida de azul de metileno. La
absorbencia de la fase organica separada se medira por fotometria a la longitud de onda de absorcion maxima de 650 nm

A.2.2 Reactivos y equipo

A.2.2.1 Solucion reguladora de pH 10. Disuelva 24 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs) grado analitico y 27 g de carbonato de
sodio anhidro (Na2COs) grado analitico, en agua desionizada y diluya hasta 1 000 ml.

A.2.2.2 Solucién neutra de azul de metileno. Disuelva 0,35 g de azul de metileno grado analitico en agua desionizada y diluir
hasta 1 000 ml. Preparar la solucion, al menos, 24 h antes de su uso. La absorbencia de la fase cloroformo del ensayo en
blanco, comparada con la del cloroformo puro, no debe sobrepasar 0,015 por 1 cm de espesor de la capa a 650 nm.

A.2.2.3 Solucién acida de azul de metileno. Disuelva 0,35 g de azul de metileno grado analitico en 500 ml de agua desionizada
y mezcle con 6,5 ml de H2SO4 (d = 1,84 g/ml). Diluya en 1 000 ml de agua desionizada. Prepare la solucion, al menos, 24
horas antes de su uso. La absorbencia de la fase de cloroformo del ensayo en blanco, comparada con la del cloroformo puro,
no debe sobrepasar 0,015 por 1 cm de espesor de la capa a 650 nm.

A.2.2.4 Cloroformo (triclorometano) CHCl3 grado analitico, recientemente destilado.
A.2.2.5 Metiléster del &cido dodecilbencenosulfénico.

A.2.2.6 Solucion de hidroxido de potasio en etanol, KOH 0,1 M.

A.2.2.7 Etanol puro (C2HsOH).

A.2.2.8 Acido sulfirico (H2S804 0,5 M).

A.2.2.9 Solucion de fenolftaleina. Disuellva 1 g de fenolftaleina en 50 ml de etanol y afiadir 50 ml de agua desionizada agitando
continuamente. Elimine por filtracién cualquier precipitado obtenido.

A.2.2.10 Acido clorhidrico y metanol: 250 ml de &cido clorhidrico concentrado grado analitico y 750 ml de metanol.

A.2.2.11 Embudo de decantacion de 250 ml.
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A.2.2.12 Matraces aforados de 50 ml, 500 mly de 1 000 ml.

A.2.2.13 Matraz de fondo redondo con esmerilado conico, condensador de reflujo de 250 ml; granulados para facilitar la
ebullicion.

A.2.2.14 Medidor de pH.

A.2.2.15 Fotémetro para medidas a 650 nm, con celdas de 1 cma 5 cm.

A.2.2.16 Papel de filtro cualitativo.

A.2.3 Método

A.2.3.1 Las muestras para analizar no deben tomarse a través de una capa de espuma.

A.2.3.2 Después de haber sido cuidadosamente limpiado con agua, el equipo utilizado para el andlisis, enjudguelo
completamente con una solucion de acido clorhidrico y de metanol (A.2.2.10), y con agua desionizada inmediatamente antes
de utilizarlo.

A.2.3.3 Filtrae los afluentes y efluentes de la planta de lodos activados por examinar inmediatamente después de efectuado el
muestreo. Deseche los primeros 100 ml de los filtrados.

A.2.3.4 Poga un volumen medido de la muestra, neutralizado en caso necesario, en un embudo de decantacion de 250 ml
(A.2.2.1). El volumen de la muestra debe contener entre 20 pg y 150 pug de MBAS. Si el contenido en MBAS fuere menor, se
podran utilizar hasta 100 ml de la muestra. En caso de utilizar menos de 100 ml, diluya la muestra en agua desionizada hasta
obtener 100 ml. Afiada a la muestra 10 ml de la solucién reguladora de pH (A.2.2.1), 5 ml de la solucion neutra de azul de
metileno (A.2.2.2) y 15 ml de cloroformo (A.2.2.4). Agite la mezcla uniformemente y sin demasiada energia durante un minuto.
Después de la separacion de fases, pase la capa de cloroformo a un segundo embudo de decantacién que contenga 110 ml de
agua desionizada y 5 ml de solucion acida de azul de metileno (A.2.2.3). Agite la mezcla durante un minuto. Haga pasar la
capa de cloroformo a través de un filtro de algodén hidréfilo, previamente lavado con alcohol y empapado de cloroformo, a un
matraz aforado (A.2.2.12).

A.2.3.5 Extraiga, por tres veces, las soluciones alcalinas y acidas, realizando la segunda y la tercera extraccion mediante 10 ml
de cloroformo. Filtre los extractos combinados de cloroformo a través del mismo filtro de algodon hidréfilo y diluya, hasta la
marca de 50 ml del matraz (A.2.2.12), con el cloroformo utilizado en el segundo lavado del algodon hidréfilo. Mida la
absorbencia de la solucion de cloroformo con un fotémetro de 650 nm en células de 1 a 5 cm comparandola con la del
cloroformo puro. Haga un ensayo de determinacion en blanco utilizando el proceso.

A.2.4 Curva de calibracion

A.2.4.1 Prepare una solucién de calibracién a partir de la sustancia patron de metiléster del acido dodecilbenceno sulfénico
(tetrapropileno tio PM 340) después de saponificacion en la sal de potasio. La MBAS se expresara en dodecilbenceno sulfonato
de sodio (PM 348).

A.2.4.2 Pese con una pipeta pesadora de 400 mg a 450 mg de metilester del acido dodecilbenceno sulfénico (A.2.2.5) con una
aproximacion de 0,1 mg en un matraz de fondo redondo y afiada 50 ml de solucién de hidroxido de potasio y de etanol
(A.2.2.6) y algunos granulados para facilitar la ebullicion. Después de montar el condensador de reflujo, haga hervir durante
una hora. Una vez enfriado, lave el condensador y la junta esmerilada de vidrio con unos 30 ml de etanol y afiada dichos
lavados al contenido del matraz. Valore la solucion de acido sulfurico hasta la decoloracion de la fenolftaleina. Transfiera dicha
solucién a un matraz aforado de 1 000 ml (A.2.2.14), enrase con agua desionizada y mezcle.

A.2.4.3 A continuacion vuelva a diluir una parte de esta solucion madre del agente tensioactivo. Transfiera una alicuota de 25
ml a un matraz aforado de 500 ml (A.2.2.12), enrase con agua desionizada y mezcle.

A.2.4.4 Dicha solucién patrén contiene:

E x 1,023 mg MBAS por ml
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en donde

E es el peso de la muestra en mg.

A.2.4.5 Para establecer la curva de calibracion, extraiga respectivamente 1 ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml y 8 ml de la solucién patron y
diluya cada una de dichas tomas hasta 100 ml con agua desionizada. A continuacién, proceda como se indica en el punto A.3
(incluyendo un ensayo de determinacion en blanco).

A.2.5 Calculo de los resultados

A.2.5.1 La curva de calibracion (A.4) indica la cantidad de agentes tensioactivos aniénicos (MBAS) de la muestra. El contenido
en MBAS de la muestra se obtendra mediante la formula siguiente:

mg MBAS x1 000 = MBAS mg/L
\%

en donde
Vv es el volumen en ml de la muestra utilizada.

Los resultados se expresaran como dodecilbencenosulfonato de sodio (PM 348).
A.2.6. Expresion de los resultados

Los resultados deben expresarse en mg/L de MBAS con una aproximacion de 0,1.

A.3. DETERMINACION DE LOS AGENTES TENSIOACTIVOS NO IONICOS EN LOS ENSAYOS DE BIODEGRADABILIDAD
A.3.1. Principio

Los agentes tensioactivos pueden ser concentrados y aislados mediante el paso de una corriente de gas. En la muestra utilizada,
la cantidad de tensioactivo no i6nico debe ser del orden de 250 yg — 800 pg. Durante el arrastre, el agente tensioactivo se
disolvera en acetato de etilo. Después de la separacién de las fases y evaporacion del disolvente, el agente tensioactivo no idnico
se precipitara en solucién acuosa con el reactivo de Dragendorff modificado (KBil4 + BaCl2 + acido acético glacial). A
continuacién se procede a filtrar el precipitado, lavarlo con acido acético glacial y disolverlo en una solucién de tartrato de
amonio. El bismuto presente en la solucion se valora potenciométricamente con una solucién de pirrolidinaditiocarbamato a pH
4-5, utilizando un electrodo indicador de platino pulimentado y un electrodo de referencia de calomelano o de plata/cloruro de
plata. El método sera aplicable a los agentes tensioactivos no iénicos que contengan entre 6 y 30 unidades de éxido de alqueno.

El resultado de la valoracién se multiplicara por el factor empirico de 54 para convertirlo en el producto de referencia: nonilfenol
condensado con 10 mol de dxido de etileno (NP 10).

A.3.2. Reactivos y equipo

Los reactivos deben prepararse en agua desionizada.
A.3.2.1. Acetato de etilo puro, recién destilado.
A.3.2.2. Bicarbonato sédico NaHCO3, grado analitico.

A.3.2.3. Acido clorhidrico (HCI) diluido (20 ml de &cido clorhidrico concentrado, grado analitico, diluidos con agua hasta obtener 1
000 ml).

A.3.2.4. Metanol, grado analitico, recién destilado, conservado en una botella de vidrio.
A.3.2.5. Parpura de bromocresol (0,1 g en 100 ml de metanol).

A.3.2.6. Agente de precipitacion formado por una mezcla de 2 volumenes de la solucion A y de 1 volumen de la solucion B. La
mezcla se conservara en una botella de color topacio y podra utilizarse hasta una semana después de su preparacion.

A.3.2.6.1. Solucion A
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Disuelva 1,7 g de nitrato basico de bismuto grado analitico (BiONO3.H20) en 20 ml de &cido acético glacial y complete con agua
hasta 100 ml. A continuacion, disuelva 65 g de yoduro potasico grado analitico en 200 ml de agua. Mezcle estas dos soluciones
en un matraz aforado de 1 000 ml, afiadir 200 ml de &cido acético glacial (A.3.2.7) y complete el volumen con agua.

A.3.2.6.2. Solucién B

Disuelva 290 g de cloruro de bario grado analitico (BaCl2.2H20) en 1 000 ml de agua.

A.3.2.7. Acido acético glacial de 99 % a100 % (no usar concentraciones inferiores).

A.3.2.8. Solucion de tartrato amonico: mezcle 12,4 g de &cido tartarico grado analitico y 12,4 ml de amoniaco grado analitico (d =
0,910 g/ml) y complete hasta 1 000 ml con agua (o disolver directamente la cantidad equivalente de tartrato aménico grado

analitico).

A.3.2.9. Solucion de amoniaco diluido: 40 ml de amoniaco grado analitico (d = 0,910 g/ml) diluidos con agua hasta obtener 1 000
ml.

A.3.2.10. Patrén de acetato regulador de pH: disuelva 40 g de hidroxido de sodio sélido grado analitico, en 500 ml de agua en un
vaso y deje enfriar. Aiada 120 ml de &cido acético glacial (véase el literal A.3.2.7). Mezcle bien, deje enfriar y transfiera a un
matraz aforado de 1 000 ml. Enrase con agua.

A.3.2.11. Solucion de pirrolidinaditiocarbamato (en lo sucesivo denominada «solucién de carbato»): disueva 103 mg de
pirrolidina—ditiocarbamato sédico (C5HsNNaS2.2H20) en unos 500 ml de agua, afiada 10 ml de alcohol n—amilico grado analitico
y 0,5 g de NaHCO3 grado analitico y complete con agua hasta 1 000 ml.

A.3.2.12. Solucion de sulfato de cobre (para normalizacion de lo establecido en el literal A.3.2.11).

SOLUCION MADRE

Disuelva 1,249 g de sulfato de cobre grado analitico (CuSO4.5H20) con 50 ml de &cido sulfrico 0,5 M y enrase con agua hasta
completar 1 000 ml.

SOLUCION PATRON
Mezcle 50 ml de solucién madre con 10 ml de H2SO4 0,5 M y enrase con agua hasta 1 000 ml.

A.3.2.13. Cloruro sédico grado analitico.

A.3.2.14. Equipo para extraccion por arrastre con gas (véase la Figura A.5).
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Figura A.5. Equipo para extraccion por arrastre con gas
El didmetro de la placa porosa debe ser igual al didmetro interno del cilindro.
A.3.2.15 Embudo de decantacion de 250 ml.
A.3.2.16 Agitador magnético con barra magnética de 25-30 mm.
A.3.2.17 Crisol de Gooch, diametro de la base perforada = 25 mm, tipo G4.

A.3.2.18 Papeles de filtro circulares de fibra de vidrio de 27 mm de didmetro; diametro de las fibras: 0,3 um -1,5 ym.
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A.3.2.19 Dos matraces para filtrado con adaptadores y juntas de caucho, de 500 ml y 250 ml, respectivamente.

A.3.2.20 Potencidmetro grafico equipado de un electrodo indicador de platino pulimentado y de un electrodo de referencia de
calomelano o de plata/cloruro de plata, con un intervalo de 250 mV, y con bureta automatica de 20 ml — 25 ml de capacidad, o un
equipo manual equivalente.

A.3.3 Método
A.3.3.1 Concentracion y separacion del agente tensioactivo

Filtre la muestra acuosa a través de un filtro de papel cualitativo. Elimine los 100 primeros ml del filtrado. Coloque en el equipo de
extraccion por arrastre con gas, previamente enjuagado con acetato de etilo, una cantidad medida de muestra, de forma que
contenga entre 250 ug y 800 pg de tensioactivo no idnico.

Para mejorar la separacion, afiada 10 g de cloruro sodico y 5 g de bicarbonato sodico. Si el volumen de la muestra sobrepasa los
500 ml, dichas sales incorpore en forma sélida al aparato de extraccién, burbujeando nitrégeno o aire a través del mismo para
disolverlas. En el caso de utilizar una muestra mas pequefia, disuelva las sales en 400 ml de agua antes de incorporarlas al
aparato de extraccion.

Afiada agua hasta el nivel de la llave superior. Cuidadosamente afiada 100 ml de acetato de etilo encima del agua.

Llene el frasco lavador en el tubo del gas (nitrégeno o aire) hasta sus dos tercios con acetato de etilo. A continuacién, haga pasar
a través del equipo una corriente de gas de 30 I/h a 60 I/h; es recomendable la utilizacion de un caudalimetro. Al principio,
aumente gradualmente la corriente de gas. El paso del gas debe ajustarse de forma que las fases permanezcan claramente
separadas, para reducir al minimo la mezcla de las fases y de la solucién de acetato de etilo con el agua. Corte el paso del gas al
cabo de 5 minutos. Si hay una reduccion del volumen de la fase orgéanica de mas del 20 % por solucidn en el agua, debe
repetirse la operacién vigilando cuidadosamente la velocidad del flujo gaseoso, reduciéndola si fuese necesario.

Separe la fase organica y trasvase completamente a un embudo de decantacion. Vierta de nuevo el agua de la fase acuosa que
haya pasado al embudo de decantacion (Unicamente deberian ser unos pocos ml), en el equipo de extraccion por arrastre con
gas. Filtre la fase de acetato de etilo a través de papel de filtro cualitativo seco en un vaso de 250 ml.

Vierta otros 100 ml de acetato de etilo en el aparato de extraccién por arrastre con gas y pasar de nuevo aire o nitrégeno durante
5 minutos. Trasvase la fase organica al embudo de decantacion usado en la primera separacion, rechazando la fase acuosa y
filtrando la fase organica con el filtro utilizado para la primera dosis de acetato de etilo. Tanto el embudo de decantacién como el
filtro se enjuagaran con unos 20 ml de acetato de etilo.

El extracto de acetato de etilo se evaporara a sequedad al bafio maria (en una vitrina). Una suave corriente de aire dirigida sobre
la superficie de la solucién durante la evaporacion acelerara la misma.

A.3.3.2. Precipitacion y filtracion

Disuelva el residuo seco (véase el literal A.3.3.1) en 5 ml de metanol, afiadir 40 ml de agua y 0,5 ml de HCI diluido (véase el
literal A.3.2.3) y remueva la mezcla con un agitador magnético.

Afada a esta solucién 30 ml de agente de precipitacion (véase el literal A.3.2.6) medidos con una probeta. Después de una
agitacion repetida se formara el precipitado. Al cabo de 10 minutos de agitacion, deje reposar la mezcla durante al menos 5
minutos.

Filtre la mezcla en un crisol de Gooch, cuya base se habra recubierto con un papel de filtro de fibra de vidrio. A continuacion, lave
el filtro, bajo succion, con unos 2 ml de acido acético glacial. Después, lave bien el vaso, la barra imantada y el crisol con &cido
acético glacial, del que se necesitaran alrededor de 40 mi-50 ml. No sera necesario transferir cuantitativamente al filtro el
precipitado que quede adherido a las paredes del vaso ya que la solucion del precipitado se debe verter de nuevo en el mismo
vaso para su valoracion, disolviéndose entonces el precipitado que haya podido quedar en él.

A.3.3.3 Disolucion del precipitado
Disuelva el precipitado en el crisol filtrante mediante adicidn de una solucion caliente (alrededor de 80 °C) de tartrato amdnico
(véase el literal A.3.2.8) en tres dosis de 10 ml cada una. Deje reposar cada dosis durante algunos minutos en el crisol antes de

filtrarla en el matraz.

Vierta el contenido del matraz de filtracién en el vaso. Enjuague las paredes del vaso con 20 ml de solucién de tartrato para
disolver el resto del precipitado.
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En seguida, lave cuidadosamente el crisol, el adaptador y el matraz de filtracion con 150 ml — 200 ml de agua, vertiendo el agua
de enjuague en el vaso utilizado para la precipitacion.

A.3.3.4 Valoracion

Agite la solucion con un agitador magnético (A.3.2.16) y afiada algunas gotas de pUrpura de bromocresol (véase el literal A.3.2.5)
y la solucion de amoniaco diluido (véase el literal A..3.2.9) hasta que vire a violeta (inicialmente, la solucion sera ligeramente
acida debido al residuo de &cido acético utilizado para el enjuague).

Después, afiada 10 ml de regulador de acetato (véase el literal A.3.2.10) y, sumerja los electrodos en la solucion, proceda a
valorar potenciométricamente con la solucion patron de «carbato» (véase el literal A.3.2.11), estando la punta de la pipeta
inmersa en la solucion. La velocidad de valoracion no debe sobrepasar los 2 ml/min. El punto final sera la interseccion de las
tangentes a las dos ramas de la curva de potenciales. A veces se observa que la inflexién de la curva es muy plana; esto podra
corregirse limpiando cuidadosamente el electrodo de platino (puliéndolo con un papel abrasivo).

A.3.3.5 Determinacion en blanco
Al mismo tiempo, proceda a una determinacién en blanco siguiendo todo el proceso con 5 ml de metanol y 40 ml de agua, de
conformidad con las instrucciones definidas en el véase el literal A.3.3.2. El valor correspondiente al blanco debe permanecer por
debajo de 1 ml; de lo contrario, habria que sospechar de la pureza de los reactivos (véanse los literales A.3.2.3, A.3.2.7, A.3.2.8,
A.3.29y A3.2.10), especialmente de su contenido en metales pesados, que deberian ser reemplazados. El valor del blanco se
debe tener en cuenta para el célculo del resultado final.
A.3.3.6 Control del factor de la «solucion de carbato»
El factor de la solucion de carbato debe determinarse diariamente antes de utilizarla. A tal fin, se valoraran 10 ml de la solucién
de sulfato de cobre (A.3.2.12) con la solucion de carbato después de la adicion de 100 ml de agua y 10 ml del regulador de
acetato (A.3.2.10). Si el consumo en ml fuere igual a «a», el factor «f» se obtendra de la siguiente manera:

f=(10/a),
y todos los resultados de las valoraciones se multiplicaran por este factor.
A.3.4 Calculo de los resultados
Cada tensioactivo no i6nico tendra su propio factor en funcion de su composicion, en particular, de la longitud de la cadena de
dxido de alqueno. Las concentraciones de agentes tensioactivos no ionicos se expresaran en relacion a una sustancia patron —un
nonilfenol de 10 unidades de 6xido de etileno (NP 10)- para la cual se ha determinado un factor de conversién de 0,054.

La cantidad de tensioactivo presente en la muestra se calculara de la siguiente manera:

(b —rc) x fx 0,054 = mg de tensioactivo no idnico, expresado como mg de NP 10

en donde:

b es el volumen de «solucién de carbatoy utilizado para la muestra (ml),

c es el volumen de «solucion de carbato» utilizado para la determinacion en blanco (ml),
f es el factor de la «solucion de carbatoy.

A.3.5 Expresion de los resultados

Los resultados deben expresarse en mg/l, como NP 10, con una aproximacion de 0,1.
A.4 Tratamiento preliminar de los agentes tensioactivos anionicos para el ensayo
A.4.1 Notas preliminares

A.4.1.1 Tratamiento de las muestras

El tratamiento de los agentes tensioactivos anionicos y de los detergentes, previo a la determinacion de la biodegradabilidad
primaria por el ensayo de confirmacion, sera el siguiente:

Productos Tratamiento
Tensioactivos anionicos Sin tratamiento
Detergentes Extraccion alcohélica seguida de separacion de los agentes tensioactivos
aniénicos mediante intercambio idnico
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El objetivo de la extraccion alcohdlica sera eliminar de los productos comerciales los compuestos insolubles e inorganicos que,
en algunas circunstancias, podrian interferir en el ensayo de biodegradabilidad.

A.4.1.2 Procedimiento de intercambio idnico

Para que los resultados de los ensayos de biodegradabilidad sean correctos, se procederd a aislar y separar los agentes
tensioactivos aniénicos del jabon y los agentes tensioactivos no iénicos y catiénicos. Para ello se aplicard una técnica de
intercambio idnico que utilice una resina intercambiadora macroporosa y los agentes de elucién apropiados que permitan la

elucion fraccionada. El jabén y los agentes tensioactivos anidnicos y no idnicos podran, asi, aislarse mediante una Unica
operacion.

A.4.1.3 Control analitico

Después de la homogeneizacion, determine el contenido de agente tensioactivos aniénicos del detergente sintético segun el
método de analisis de MBAS. El contenido en jabdn se determinara segun un método apropiado. Este analisis del producto es
necesario para calcular las cantidades que se requeriran para la preparacion de las dosis destinadas a los ensayos de
biodegradabilidad.

No seré imprescindible una extraccion cuantitativa; no obstante, se extraera, al menos, un 80 % de los agentes tensioactivos
anionicos. Normalmente, se obtendra un 90 % o mas.

A.4.2 Principio

A partir de una muestra homogénea (polvos, pastas y liquidos desecados), y mediante una extraccion con etanol, se obtendra un
extracto que contendra los agentes tensioactivos, el jabon y otros componentes solubles en alcohol de la muestra del detergente.

El extracto obtenido con el etanol se evaporara a sequedad y disolvera en una mezcla de isopropanol/agua; a continuacion, se
hara pasar la solucion resultante a través de un dispositivo mixto de intercambio catiénico fuertemente acido/intercambio aniénico
macroporoso, llevandose hasta una temperatura de 50 °C. Esta temperatura sera necesaria para impedir la precipitacion de los
acidos grasos en un medio &cido. Los agentes tensioactivos no idnicos se quedaran en el efluente. Los cidos grasos del jabén
se separaran mediante una extraccion con etanol que contenga dioxido de carbono. Los agentes tensioactivos anionicos en
forma de sales de amonio se obtendran mediante elucion con una solucidn de bicarbonato de amonio en una mezcla de
isopropanol/agua. Dichas sales de amonio se utilizaran para el ensayo de biodegradabilidad. Los agentes tensioactivos
cationicos susceptibles de perturbar el ensayo de biodegradabilidad y el procedimiento analitico se eliminardn mediante el
intercambiador catiénico, colocado por encima del intercambiador aniénico.

A.4.3 Reactivos y materiales o equipos

A.4.3.1 Agua desionizada

A.4.3.2 Etanol, 95 % fraccion en volumen C2H50H (desnaturalizadores permitidos: metiletilcetona o metanol)

A.4.3.3 Mezcla de isopropanol/agua (50/50 fraccion en volumen):

— 50 partes en volumen de isopranol, CH3CHOH.CH3

— 50 partes en volumen de agua (A.4.3.1)

A.4.3.4 Solucién de didxido de carbono en etanol (aproximadamente 0,1 % CO2): mediante un tubo de transferencia provisto de
un disco de vidrio fritado incorporado, hacer burbujear el diéxido de carbono (CO2) a través del etanol (A.4.3.2) durante 10
minutos. La solucion se preparara inmediatamente antes de su utilizacion.

A.4.3.5. Solucion de bicarbonato de amonio (60/40 fraccion en volumen): 0,3 mol de NH4HCO3 en 1 000 ml de una mezcla de
isopropanol/agua constituida por 60 partes en volumen de isopropanol y 40 partes en volumen de agua (A.4.3.1).

A.4.3.6. Intercambiador cationico (KAT), fuertemente acido, resistente al alcohol (malla 50-100)

A.4.3.7. Intercambiador aniénico (AAT), macroporoso, Merck Lewatit MP 7080 (malla 70-150) o equivalente
A.4.3.8. Acido clorhidrico, 10 % HClI fraccion en peso

A.4.3.9. Matraz esférico de fondo redondo de 2 000 ml con esmerilado cdnico y condensador de reflujo.
A.4.3.10. Filtro de succién de 90 mm de diametro (que se pueda calentar) para filtros de papel

A.4.3.11. Matraz de filtracién al vacio de 2 000 ml
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A.4.3.12. Columnas de intercambio con manta calefactora y grifo: tubo interior de 60 mm de didmetro y de 450 mm de altura
(Figura A.4).
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Figura 4. Columna de intercambio calefactora

A.4.4.4 Procedimiento de intercambio iénico

Conecte las columnas intercambiadoras colocandolas de forma que la columna de intercambio cationico se encuentre por encima
de la columna de intercambio anidnico. Lleve las columnas a la temperatura de 50 °C mediante un termostato. Caliente 5 000 ml
del filtrado obtenido en el literal A.4.4.2 hasta 60 °C y hagalo pasar a través de ambas columnas a una velocidad de flujo de 20
ml/min. Lave las columnas con 1 000 ml de una mezcla caliente de isopropanol/agua (véase el literal A.4.3.3).
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Para obtener los agentes tensioactivos aniénicos (MBAS), desconecte la columna KAT. Proceda, entonces, a la elucién de los
acidos grasos del jabon de la columna KAT mediante 5 000 ml de una solucién de etanol/CO2 a 50 °C (A.4.3.4). El eluyente debe
ser desechado.

A continuacion, proceda con la elucién de las MBAS de la columna AAT mediante 5 000 ml de solucién de bicarbonato de
amonio (A.4.3.5). Evapore el eluyente hasta desecacion con un bafio de vapor o en un rotavapor.

Los residuos contienen las MBAS (en forma de sal de amonio) y, en algun caso, productos anionicos no tensioactivos que no
perjudican el ensayo de biodegradabilidad. Afiada agua desionizada hasta obtener un volumen preciso y determinar el contenido
en MBAS en una fraccion alicuota. La solucién se utilizara como solucién patrén de los detergentes aniénicos para el ensayo de
biodegradabilidad. La solucién debe mantenerse a una temperatura inferior a 5 °C.

A.4.4.5 Regeneracion de las resinas de intercambio i6nico

El intercambiador de cationes se debe desechar después de su uso. La resina de intercambio anidnico se regenera haciendo
pasar a través de la columna una cantidad suplementaria de una solucion de bicarbonato de amonio (A.4.3.5) a una velocidad de
flujo de unos 10 mi/min hasta que el efluente quede exento de tensioactivos anidnicos (ensayo al azul de metileno). Lave, a
continuacion, el intercambiador de aniones con 2 000 ml de una mezcla de isopropanol/agua (véase el literal A.4.3.3). El
intercambiador de aniones podra utilizarse de nuevo.

A.5. Tratamiento preliminar de los agentes tensioactivos no iénicos para el ensayo

A.5.1 Notas preliminares

A.5.1.1 Tratamiento de las muestras

El tratamiento de los agentes tensioactivos no iénicos y de los detergentes, previo a la determinacion de la biodegradabilidad
primaria por el ensayo de confirmacion, sera el siguiente:

Productos Tratamiento
Tensioactivos no i6nicos Sin tratamiento
Detergentes Extraccion alcohélica seguida de separacion de los
tensioactivos no idnicos mediante intercambio ionico

El objetivo de la extraccion alcohdlica sera eliminar de los productos comerciales los compuestos insolubles e inorganicos que,
en algunas circunstancias, podrian interferir en el ensayo de biodegradabilidad.

A.5.1.2. Procedimiento de intercambio idnico

Para que los resultados de los ensayos de biodegradabilidad sean correctos, se procedera a aislar y separar los agentes
tensioactivos no ionicos del jabon y los agentes tensioactivos aniénicos y catiénicos. Para ello se aplicara una técnica de
intercambio idnico que utilice una resina intercambiadora de aniones macroporosa y los agentes de elucion apropiados que
permitan la elucion fraccionada. El jabon y los agentes tensioactivos anidnicos y no idnicos podran, asi, aislarse mediante una
Unica operacion.

A.5.1.3. Control analitico

Después de la homogeneizacion, se determinara el contenido de agentes tensioactivos aniénicos y no iénicos del detergente
segun el método de analisis de MBAS y de BiAS. El contenido en jabon se determinara segin un método apropiado. Este
analisis del producto sera necesario para calcular las cantidades que se requeriran para la preparacion de las dosis destinadas a
los ensayos de biodegradabilidad. No sera imprescindible una extraccién cuantitativa; no obstante, se extraera, al menos, un 80
% de los agentes tensioactivos no iénicos. Normalmente, se obtendra un 90 % o mas.

A.5.2. Principio

A partir de una muestra homogénea (polvos, pastas y liquidos desecados), y mediante una extraccién con etanol, se obtendra un
extracto que contendra los agentes tensioactivos, el jabon y otros componentes solubles en alcohol de la muestra del detergente.

El extracto obtenido con el etanol se evaporara a sequedad y se disolvera en una mezcla de isopropanol/agua; a continuacion, se
hara pasar la solucion resultante a través de un dispositivo mixto de intercambio catiénico fuertemente acido/intercambio anidnico
macroporoso, llevandose hasta una temperatura de 50 °C. Esta temperatura sera necesaria para impedir la precipitacion de los
acidos grasos en un medio &cido. Los agentes tensioactivos no ionicos se extraeran del efluente por evaporacion.

Los agentes tensioactivos catiénicos susceptibles de perturbar el ensayo de biodegradabilidad y el procedimiento analitico se
eliminaran mediante el intercambiador catidnico, colocado por encima del intercambiador aniénico.
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A.5.3 Productos quimicos y equipo

A.5.3.1 Agua desionizada

A.5.3.2 Etanol, 95 % fraccion en volumen C2HsOH (desnaturalizadores permitidos: metiletilcetona o metanol)
A.5.3.3 Mezcla de isopropanol/agua (50/50 fraccion en volumen):

— 50 partes en volumen de isopropanol, CH3CHOH.CHs
— 50 partes en volumen de agua (véase el literal A.5.3.1)

A.5.3.4 Solucién de bicarbonato de amonio (60/40 fraccion en volumen):

0,3 mol de NH4HCOs en 1 000 ml de una mezcla de isopropanol/agua constituida por 60 partes en volumen de isopropanol y 40
partes en volumen de agua (véase el literal A.5.3.1).

A.5.3.5 Intercambiador catiénico (KAT), fuertemente &cido, resistente al alcohol (malla 50-100)

A.5.3.6 Intercambiador anidnico (AAT), macroporoso, Merck Lewatit MP 7080 (malla 70-150) o equivalente

A5.3.7 Acido clorhidrico, 10 % HCI fraccién en peso

A.5.3.8 Matraz esférico de fondo redondo de 2 000 ml con esmerilado cénico y condensador de reflujo

A.5.3.9 Filtro de succién de 90 mm de didmetro (que se pueda calentar) para filtros de papel

A.5.3.10 Matraz de filtracion al vacio de 2 000 ml

A.5.3.11 Columnas de intercambio con manta calefactora y grifo: tubo interior de 60 mm de diametro y de 450 mm de altura
(Figura A.4).

A.5.3.12 Bafio de Maria

A.5.3.13 Estufa de secado al vacio

A.5.3.14 Termostato

A.5.3.15 Rotavapor

A.5.4. Extraccion y separacion de los agentes tensioactivos no iénicos

A.5.4.1. Preparacion del extracto

La cantidad de tensioactivos necesaria para el ensayo de degradacion sera de aproximadamente 25 g de BIAS. En la
preparacion de los extractos para los ensayos de biodegradabilidad, la cantidad de producto por utilizar no debe sobrepasar
2000 g. Por lo tanto, podria ser necesario realizar la operacion varias veces con el fin de obtener una cantidad suficiente para
dichos ensayos. La experiencia ha demostrado que es preferible una serie de extracciones limitadas a la extraccién de una gran
cantidad de producto de una sola vez.

A.5.4.2. Aislamiento de los componentes solubles en alcohol

Afada 250 g del detergente sintético a analizar a 1 250 ml de etanol y lleve la mezcla a ebullicion, sometiéndola, después, a
reflujo durante una hora, sin dejar de agitar. Vierta la solucion alcohdlica caliente en un filtro de succidn de poros anchos, lleve a
una temperatura de 50 °C y filtre por succién. Lave el matraz y el filtro de succion con unos 200 ml de etanol caliente. Recoja el

filtrado y el liquido de lavado en un matraz de filtracion al vacio.

Cuando los productos por analizar sean pastas o liquidos, asegurese de que la muestra no contenga mas de 25 g
de tensioactivos anionicos y 35 g de jabon. Una vez pesada la muestra, evapore hasta desecacion completa.

Disuelva el residuo en 500 ml de etanol y proceda de nuevo segun lo indicado mas arriba. En el caso de polvos de escasa
densidad aparente (< 300 g/l), es recomendable aumentar la proporcidn de etanol en relacion
20:1.

Evapore el filtrado de etanol hasta la desecacion completa, preferentemente mediante un rotavapor. Repita la operacion si se
necesita una mayor cantidad de extracto. Disuelva el residuo en 5 000 ml de una mezcla de isopropanol/agua.
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A.5.4.3 Preparacion de las columnas de intercambio iénico
A.5.4.3.1 Columna de intercambio cationico

Cologue 600 ml de resina intercambiadora de cationes (véase el literal A.5.3.5) en un vaso de 3 000 ml y cubra afiadiendo 2 000
ml de 4cido clorhidrico (véase el literal A.5.3.7). Deje reposar durante un minimo de dos horas agitando de vez en cuando.
Decante el &cido y transfiera la resina a la columna (véase el literal A.5.3.11) mediante agua desionizada. Ponga en la columna
un tapon de lana de vidrio desionizada. Lave la columna con agua desionizada a una velocidad de flujo de 10 mi/min a 30 mi/min
hasta que el efluente esté exento de cloruros. Desplace el agua con 2 000 ml de una mezcla isopropanol/agua (véase el literal
A.5.3.3) a una velocidad de flujo de 10 ml/min a 30 ml/min. Una vez finalizados estos preparativos, la columna de intercambio
estara lista para la operacion.

A.5.4.3.2 Columna de intercambio aniénico

Cologue 600 ml de resina intercambiadora de aniones (véase el literal A.5.3.6) en un vaso y cubrala afiadiendo 2 000 ml de agua
desionizada. Deje en espera la resina durante, al menos 2 horas, para que se hinche. Transfiera la resina a la columna mediante
agua desionizada. En la columna, coloque un tapon de lana de vidrio desionizada. Lave la columna con una solucion 0,3 M de
bicarbonato de amonio (véase el literal A.5.3.4) hasta que quede libre de cloruros, para lo cual se requeriran unos 5 000 ml de
solucion. Lave a continuacion con 2 000 ml de agua desionizada.

Desplace el agua con 2 000 ml de una mezcla isopropanol/agua (véase el literal A.5.3.3) a una velocidad de flujo de 10 ml/min —
30 ml/min. Una vez finalizados estos preparativos, la columna de intercambio debe estar en forma OH y lista para la operacion.

A.5.4.4. Procedimiento de intercambio idnico

Conecte las columnas intercambiadoras colocandolas de forma que la columna de intercambio cationico se encuentre por encima
de la columna de intercambio anidnico. Lleve las columnas a la temperatura de 50 °C mediante un termostato. Caliente 5 000 ml
del filtrado obtenido en el numeral A.5.4.2 hasta 60 °C y hagalo pasar a través de ambas columnas a una velocidad de flujo de 20
ml/min. Lave las columnas con 1 000 ml de una mezcla caliente de isopropanol/agua (véase el literal A.5.3.3).

Para obtener los agentes tensioactivos no idnicos, recoja el eluyente y el liquido de lavado del filtro y evaporelos hasta
desecacién completa, preferentemente mediante un rotavapor. El residuo contiene el BiAS. Afiada agua desionizada hasta
obtener un volumen preciso y determine el contenido en BiAS en una fraccion alicuota. La solucién se utilizara como solucion
patron de los agentes tensioactivos no idnicos para el ensayo de biodegradabilidad. La solucién debe mantenerse a una
temperatura inferiora 5 °C.

A.5.4.5. Regeneracion de las resinas de intercambio iénico
Deseche el intercambiador de cationes después de su uso.

La resina de intercambio aniénico se regenera haciendo pasar a través de la columna aproximadamente de 5 000 ml a 6 000 ml
de una solucién de bicarbonato de amonio (véase el literal A.5.3.4) a una velocidad de flujo de unos 10 ml/min hasta que el
efluente quede exento de tensioactivos anionicos (ensayo al azul de metileno). Lave, a continuacion, el intercambiador de
aniones con 2 000 ml de una mezcla de isopropanol/agua (véase el literal A.5.3.3). El intercambiador de aniones podra utilizarse
de nuevo.
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