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Figura 1 - Penetrómetro 

2.3.5 Pruebas para determinar la ecotoxicidad, la persistencia y la bioacumulación de materias en el 
medio ambiente acuático con vistas a su clasificación en la clase 9 

S

Tolerancias no especificadas de 
+ 0,1 mm. 

Ajusta la masa 
102.5 g + 0.05 g 
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  NOTA: Los métodos de prueba utilizados son los adoptados por la Organización de Cooperación para el 
Desarrollo Económico (OCDE) y la Comisión de las Comunidades Europeas. En caso de utilizarse 
otros métodos, debería tratarse obligatoriamente de métodos internacionalmente reconocidos, 
equivalentes a los de la OCDE y de la Comisión de las Comunidades Europeas y definido en las 
actas de pruebas. 

2.3.5.1  Toxicidad aguda para los peces 

El objetivo de esta prueba es determinar la concentración que provoque una mortandad del 50% en la 
especie sometida a prueba. Se trata del valor CL50, es decir, la concentración de la materia en el agua 
que provoque la muerte del 50% del grupo de peces sometidos a la prueba durante una duración continua 
de al menos 96 horas. Las especies de peces apropiadas son las siguientes: mero rayado (Brachydanio 
rerio), gobio de cabeza gorda (Pimephales promelas) y trucha arco iris (Oncorynchus mykiss). 

Los peces se exponen a la materia sometida a prueba, que se añade al agua en concentraciones 
variables (más un bocal testigo). Los resultados se efectuan al menos cada 24 horas. Al finalizar el 
período de exposición de 96 horas y, si es posible, durante cada toma, se calcula la concentración que 
provoca la muerte del 50% de los peces. Se determina asimismo el índice de concentración sin efecto 
(NOEC) observado durante 96 horas. 

2.3.5.2  Toxicidad aguda para las pulgas acuáticas (dafnias) 

El objetivo de esta prueba es determinar la concentración efectiva de materia en el agua que impida nadar 
al 50% de las pulgas acuáticas (dafnias) (CE50). Los organismos de prueba apropiados son la daphnia 
magna y la daphnia pulex. Se exponen las pulgas acuáticas (dafnias) durante cuarenta y ocho horas a la 
materia sometida a prueba, que se añade al agua en concentraciones variables. Se determina también el 
índice de concentración sin efecto observado (NOEC) durante 48 horas. 

2.3.5.3  Inhibición del crecimiento de las algas 

El objetivo de esta prueba es determinar el efecto de un producto químico sobre el crecimiento de las 
algas en condiciones normalizadas. Durante 72 horas se compara la modificación de la biomasa y el 
índice de crecimiento de las algas en las mismas condiciones, pero sin la presencia del producto químico 
sometido a prueba. Se obtiene así la concentración efectiva que reduce en un 50% el índice de 
crecimiento de las algas (CI50r) y también la formación de la biomasa (CI50b). 

2.3.5.4  Pruebas de biodegradabilidad fácil 

El objetivo de estas pruebas es determinar el grado de biodegradación en condiciones aerobias 
normalizadas. Se añade la materia sometida a prueba en pequeñas concentraciones a un caldo de cultivo 
que contenga bacterias aerobias. Se observa la evolución de la degradación durante 28 días, 
determinando el parámetro especificado en el método de prueba. Existen varios métodos de prueba 
equivalentes. Los parámetros incluyen la disminución de carbono orgánico disuelto (COD), el 
desprendimiento de dióxido de carbono (CO2) y la pérdida de oxígeno (O2). 

Se considera que una materia es fácilmente biodegradable si en un máximo de 28 días se satisfacen los 
criterios que figuran a continuación, menos de 10 días después de que el índice de degradación haya 
alcanzado el 10% por primera vez: 

Disminución del COD : 70 % 

Desprendimiento de CO2 : 60 % de la producción teórica de CO2 

Desprendimiento de O2: 60 % de la demanda teórica de O2. 

Si no se satisfacen los criterios anteriores, se puede prolongar la prueba más allá de los 28 días, pero 
entonces el resultado representará la biodegradabilidad de la materia sometida a prueba. A fines de 
clasificación, se requiere normalmente el resultado de la degradabilidad "fácil".

Cuando sólo se conocen la DQO y la DBO5, se considerará la materia sometida a prueba fácilmente 
biodegradable si la relación

0,5
DQO

DBO5 ≥

La DBO (demanda bioquímica de oxígeno) se define como la masa de oxígeno disuelto necesaria para el 
proceso de oxidación bioquímica de un volumen específico de solución de la materia en condiciones 
prescritas. El resultado se expresa en gramos de DBO por gramo de materia sometida a prueba. La 
prueba, que normalmente dura 5 días (DBO5), se efectúa según el procedimiento de prueba nacional 
normalizado.



188 Viernes 9 marzo 2007 Suplemento del BOE núm. 59

La DQO (demanda química de oxígeno) sirve para medir la oxidabilidad de una materia expresada como 
cantidad equivalente de oxígeno de un reactivo oxidante consumido por la materia en condiciones de 
laboratorio determinadas. Los resultados se expresan en gramos de DQO por gramo de materia. Se 
puede utilizar un procedimiento de prueba nacional normalizado. 

2.3.5.5  Pruebas para la capacidad de bioacumulación 

2.3.5.5.1 El objetivo de estas pruebas es determinar la capacidad de bioacumulación mediante la relación de 
equilibrio entre la concentración (c) de la materia en un disolvente y la concentración de la materia en el 
agua, o bien del factor de bioconcentración (BCF). 

2.3.5.5.2 La relación de equilibrio entre la concentración (c) de una materia en un disolvente y en el agua se expresa 
normalmente en log10. El disolvente deberá tener una miscibilidad despreciable y la materia no deberá 
ionizarse en el agua. El disolvente normalmente utilizado es n-octanol. 

  En el caso del n-octanol y del agua, el resultado es el siguiente: 

    log Pow = log10 [co / cw] 

en donde Pow es el coeficiente de distribución obtenido al dividir la concentración de la materia en el n-
octanol (co) por la concentración de la materia en el agua (cw). Si log Pow  3,0 la materia tiene una 
capacidad de bioacumulación. 

2.3.5.5.3 El factor de bioconcentración (BCF) se define como la relación entre la concentración de materia sometida 
a prueba en los peces sometidos a prueba (cf) y la concentración en el agua sometida a la prueba (cw) en 
estado estable:

BCF = (cf) / (cw). 

El principio de la prueba consiste en exponer los peces a la materia sometida a prueba, en solución o en 
dispersión en el agua a concentraciones conocidas. Las pruebas podrán efectuarse en flujo contínuo o 
según el procedimiento estático o semiestático, según sea el procedimiento elegido, en función de las 
propiedades de la materia sometida a prueba. Se exponen los peces a la materia sometida a prueba 
durante un período determinado, seguido de un período sin otra exposición. Durante el segundo período 
se mide el aumento de la materia sometida a prueba en el agua, es decir, el índice de excreción o de 
depuración.

(Los diferentes procedimientos de prueba detallados y el método de cálculo del factor de bioconcentración 
se explican en las Líneas Directrices de la OCDE para los ensayos de productos químicos, métodos 305A 
al 305E, 12 de mayo 1981.) 

2.3.3.5.4 Una materia puede tener un log Pow superior a 3 y un factor de bioconcentración inferior a 100. Esto 
indicaría una capacidad de bioacumulación baja, incluso nula. En caso de duda, el factor de 
bioconcentración predomina sobre el log Pow, como se indica en el gráfico reproducido en el apartado 
2.3.5.7.

2.3.5.6  Criterios 

Se puede considerar que una materia contamina el medio ambiente acuático si se cumplen uno de los 
siguientes criterios: 

el valor más pequeño de la CL50 durante 96 horas para los peces, de la CE50 durante 48 horas para las 
pulgas acuáticas (dafnias) o de la CI50 durante 72 horas para las algas

- sea inferior o igual a 1 mg/l; 

- sea superior a 1 mg/l, pero inferior o igual a 10 mg/l, y la materia no es biodegradable; 

- sea superior a 1 mg/l, pero inferior o igual a 10 mg/l, y el log Pow es superior o igual a 3,0 (salvo si el 
factor de bioconcentración determinado experimentalmente es inferior o igual a 100). 
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2.3.5.7  Procedimiento que deberá seguirse 

Determinacion de la toxicidad aguda para los peces, las pulgas acuáticas (daphnias) o las algas 

2.3.6 Clasificación de las  materias organometálicas en las clases 4.2 y 4.3 

En función de sus propiedades, tal como se determinana en los ensayos N.1 a N.5 del Manual de 
Pruebas y Criterios, Parte II, sección 33, las materias organometálicas pueden clasificarse en las clases 
4.2 o 4.3, según el caso, conforme al diagrama de decisión de la figura 2.3.6. 

NOTA 1. las materias organometálicas pueden asignarse a otras clases, según sea el caso, en función 
de sus otras propiedades y de la tabla de orden de preponderancia de peligros (véase 
2.1.3.10).

2 las soluciones inflambles con compuestos organometálicos en concentraciones tales que, en 
contacto con el agua, no emitan gases inflamables en cantidades peligrosas y no se inflamen 
espontáneamente, son materias de la clase 3. 

* El valor menos elevado de la CL50 durante 96 horas, de la CE50 durante 48 horas o de la CI50 durante 72 
horas, según sea el caso. 

BCF  =  factor de bioconcentración. 

CL50* ≤ 1 mg/l 
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Figura 2.3.6:  Diagrama de decisión para la clasificación de las materias organometálicas en las clases 4.2 y 4.3 F

b

                                                          
b Lós métodos de ensayo N.1 a N.5 se describen en el Manual de Pruebas y Criterios, terecra parte, sección 33. 
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