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II

(Actos no legislativos)

REGLAMENTOS

REGLAMENTO (UE) 2016/266 DE LA COMISION
de 7 de diciembre de 2015

que modifica, con vistas a su adaptacién al progreso técnico, el Reglamento (CE) n.c 440/2008, por

el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el Reglamento (CE) n.c 1907/2006 del

Parlamento Europeo y del Consejo, relativo al registro, la evaluacién, la autorizacién y la
restriccion de las sustancias y mezclas quimicas (REACH)

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Uni6én Europea,

Visto el Reglamento (CE) n.> 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre de 2006, relativo al
registro, la evaluacion, la autorizacién y la restriccion de las sustancias y mezclas quimicas (REACH), por el que se crea
la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas, se modifica la Directiva 1999/45/CE y se derogan el Reglamento
(CEE) n.° 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) n.c 1488/94 de la Comisi6n, asi como la Directiva 76/769/CEE del
Consejo y las Directivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE de la Comision ('), y, en particular, su
articulo 13, apartado 2,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CE) n.c 440/2008 de la Comisién (?) incluye los métodos de ensayo para la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas de las sustancias, que deben aplicarse a efectos del
Reglamento (CE) n.> 1907/2006.

(2)  Es necesario actualizar el Reglamento (CE) n. 440/2008 a fin de incluir métodos de ensayo nuevos y
actualizados que han sido adoptados recientemente por la OCDE con el fin de tener en cuenta el progreso
técnico, y de garantizar la reduccién del nimero de animales utilizados en los experimentos, de acuerdo con la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo (}). Se ha consultado a los interesados sobre el
presente proyecto.

(3)  La adaptacion contiene veinte métodos de ensayo: un nuevo método para la determinacién de una de las
propiedades fisicoquimicas, once métodos de ensayo nuevos y tres métodos de ensayo actualizados para la
evaluacién de la ecotoxicidad, y cinco métodos de ensayo nuevos para evaluar el destino y el comportamiento en
el medio ambiente.

(4) Por tanto, procede modificar el Reglamento (CE) n.c 440/2008 en consecuencia.

(5)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité establecido en virtud del
articulo 133 del Reglamento (CE) n.c 1907/2006.

() DOL 396 de 30.12.2006, p. 1.

(*) Reglamento (CE) n.> 440/2008 de la Comisién, de 30 de mayo de 2008, por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el
Reglamento (CE) n.° 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluacion, la autorizacion y la restriccion
de las sustancias y mezclas quimicas (REACH) (DO L 142 de 31.5.2008, p. 1).

(*) Directiva 2010/63|UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010 relativa a la proteccién de los animales
utilizados para fines cientificos (DO L 276 de 20.10.2010, p. 33).
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HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

El anexo del Reglamento (CE) n.c 440/2008 queda modificado de conformidad con el anexo del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el tercer dia siguiente al de su publicacién en el Diario Oficial de la Unidn
Europea.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en
cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 7 de diciembre de 2015.

Por la Comisién
El Presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ANEXO

El anexo del Reglamento (CE) n.c 440/2008 queda modificado como sigue:

1) Se afiade una nota al principio del anexo, antes de la parte A:

«Nota:

Antes de utilizar cualquiera de los siguientes métodos de ensayo con una sustancia de componentes mdltiples (MCS),
con una sustancia de composicion desconocida o variable, producto complejo de reacciéon o material biolégico
(UVCB), o con una mezcla, y en caso de que en el respectivo método de ensayo no se indique la aplicabilidad del
mismo para estas MCS, UVCB o mezclas, deberd sopesarse si el método es adecuado para alcanzar el objetivo
reglamentario previsto.

Si el método se utiliza para ensayar una MCS, UVCB o una mezcla, debe disponerse de informacién suficiente sobre
su composicién, en la medida de lo posible, como, por ejemplo, mediante la identidad quimica de sus componentes,
las cantidades en que estdn presentes, y las propiedades pertinentes de los componentes.».

2) Se afiade el capitulo A.24 siguiente:

«A. 24. COEFICIENTE DE REPARTO (N-OCTANOL/AGUA), M]:ZTODO DE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

INTRODUCCION

El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 117 (2004).

1. El coeficiente de reparto (P) se define como la relacién de las concentraciones en equilibrio de una sustancia
disuelta en un sistema bifdsico consistente en dos disolventes considerablemente inmiscibles. En el caso del
n-octanol y del agua:

C, - octanol
POW =

C agua

Como el coeficiente de reparto es el cociente de dos concentraciones, carece de dimensiones y se indica
generalmente en forma de su logaritmo decimal.

2. El P, es un pardmetro clave en los estudios sobre el destino en el medio ambiente de las sustancias. Se ha
comprobado que existe una relacién muy significativa entre el P de la forma no ionizada de las sustancias y su
bioacumulacién en los peces. También se ha demostrado que el P, es un pardmetro til en la prediccion de la
adsorcion al suelo y a los sedimentos, y para establecer relaciones cuantitativas estructura/actividad en una
amplia gama de efectos bioldgicos.

3. La propuesta original del presente método de ensayo se basaba en un articulo de C.V. Eadsforth y P. Moser (1).
El desarrollo del método de ensayo y un ensayo de comparacién interlaboratorios de la OCDE fueron
coordinados por el Umweltbundesamt de la Reptblica Federal de Alemania en 1986 (2).

CONSIDERACIONES INICIALES

4.  Pueden determinarse empiricamente valores de log P en el intervalo de — 2 a 4 (a veces, hasta 5 y mds) (') por
el método de frasco de agitacion (capitulo A.8 del presente anexo, TG 107 de la OCDE). El método de HPLC
cubre el log P en el intervalo de 0 a 6 (1)(2)(3)(4)(5). Este método puede exigir una estimacién del P para
asignar las sustancias de referencia adecuadas y apoyar las eventuales conclusiones a las que se llegue a partir de
los datos generados en el ensayo. Los métodos de cdlculo se tratan brevemente en el apéndice del presente
método de ensayo. El modo de funcionamiento de la HPLC es isocratico.

5. Los valores de P, dependen de las condiciones ambientales, como la temperatura, el pH, la fuerza iénica, etc., y
estas deben estar definidas en el experimento para que los datos de P, se puedan interpretar correctamente.
Cuando se trate de sustancias ionizables, puede disponerse de otro método [por ejemplo, el proyecto de
directrices de la OCDE sobre un método pH-métrico para sustancias ionizadas (6)], que podria utilizarse como
método alternativo. Aunque dicho proyecto de directrices de la OCDE puede ser adecuado para determinar el
P . de esas sustancias ionizables, en algunos casos es mds conveniente utilizar el método de HPLC a un pH
pertinente para el medio ambiente (véase el punto 9).

(") Se da un limite superior por la necesidad de lograr una fase de separacion completa después de ajustar el equilibrio del reparto y antes de
tomar muestras para las determinaciones analiticas. Si se presta la atencién apropiada, el limite superior puede ampliarse a valores
superiores de P, .
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PRINCIPIO DEL METODO

6. La HPLC de fase inversa se realiza en columnas analiticas rellenas de una fase s6lida comercial con cadenas
hidrocarbonadas largas (C8, C18, por ejemplo) unidas por enlaces quimicos a la silice.

7. Las sustancias inyectadas en una de estas columnas se reparten entre la fase de disolvente mévil y la fase
estacionaria de hidrocarburos, y son transportadas a lo largo de la columna por la fase mévil. Las sustancias se
retienen en funcién de su coeficiente de reparto hidrocarburo-agua, de manera que en primer lugar eluyen las
sustancias hidréfilas y en dltimo lugar las sustancias lip6filas. El tiempo de retencién se describe mediante el
factor de capacidad k, dado por la expresion:

R~
to

k:

donde t; es el tiempo de retencion de la sustancia problema, y t, es el tiempo muerto, es decir, el tiempo medio
que tarda en atravesar la columna una molécula de disolvente. No es necesario utilizar métodos analiticos
cuantitativos, sino solo determinar los tiempos de retencion.

8.  El coeficiente de reparto octanolfagua de una sustancia problema puede calcularse mediante la determinacién
experimental de su factor de capacidad k, que se introduce a continuacién en la ecuacién siguiente:

logP,, =a+Db x logk
donde
a,b = coeficientes de regresion lineal.

La ecuacién anterior puede obtenerse por regresion lineal del logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua
de sustancias de referencia frente al logaritmo de los factores de capacidad de las sustancias de referencia.

9.  El método de HPLC de fase inversa permite la estimacion de coeficientes de reparto en el intervalo de log P,
entre 0 y 6, pero en casos excepcionales puede ampliarse para cubrir el intervalo de log P, entre 6 y 10. Esto
puede requerir que se modifique la fase mévil (3). El método no es aplicable a los dcidos y bases fuertes, a los
complejos metdlicos, a las sustancias que reaccionen con el eluyente, ni a los agentes tensioactivos. Con las
sustancias ionizables pueden realizarse mediciones en su forma no ionizada (icido libre o base libre) solo
utilizando un amortiguador adecuado con un pH por debajo del pK, en caso de un acido libre, o por encima
del pK, si se trata de una base libre. Si se llegara a disponer del método pH-métrico para el ensayo de sustancias
ionizables (6), se podria utilizar como método alternativo. Si se determina el valor de log P, para utilizarlo en
la clasificacion de los peligros para el medio ambiente o en la evaluacién del riesgo para el medio ambiente, el
ensayo debe realizarse en el intervalo de pH pertinente para el medio natural, es decir, en el intervalo de pH de
50a09.

10. Las impurezas pueden hacer en algunos casos que la interpretacion de los resultados sea dificil debido a la
incertidumbre en la asignacién de los picos. En el caso de mezclas que den lugar a una banda sin resolver,
deben indicarse los limites superior e inferior de log P, y el porcentaje del drea de cada pico de log P . En el
caso de mezclas que sean un grupo de homologos, deberd indicarse asimismo la media ponderada de
log P, (7), calculada sobre la base de los valores de los distintos P y los valores correspondientes de
porcentaje del drea (8). En el cdlculo deben tomarse en consideracién todos los picos a los que corresponda un
drea superior o igual al 5 % del drea total de los picos (9):

>, (log Pyy:) (% drea) > _(log Puy) (%:drea)
% drea total de los picos >, % drea

Media ponderada de log P,, =

La media ponderada de log P__ solo es valida en caso de sustancias o mezclas (por ejemplo, tall oils) compuestas
por homélogos (como, por ejemplo, una serie de alcanos). Las mezclas pueden medirse con resultados signifi-
cativos, a condicion de que el detector analitico utilizado tenga la misma sensibilidad respecto a todas las
sustancias de la mezcla y la resolucion sea adecuada.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

11. Antes de utilizar el método, deben conocerse la constante de disociacién, la férmula estructural y la solubilidad
en la fase movil. Ademds, serfa til disponer de informacién sobre la hidrolisis.
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12.

13.

14.

15.

CRITERIOS DE CALIDAD

Para aumentar la confianza de la medida, deben hacerse las determinaciones por duplicado.

— Repetibilidad: Los valores de log P, derivados de las mediciones repetidas efectuadas en condiciones
idénticas y utilizando el mismo conjunto de sustancias de referencia debe estar dentro de un intervalo de
t 0,1 unidades logaritmicas.

— Reproducibilidad: Si se repiten las mediciones con un conjunto diferente de sustancias de referencia, los
resultados pueden ser diferentes. Tipicamente, el coeficiente de correlaciéon R correspondiente a la relacién
entre log k y log P de un conjunto de sustancias problema es de alrededor de 0,9, correspondiente a unos
coeficientes de reparto octanolfagua de log P, + 0,5 unidades logaritmicas.

El ensayo comparativo interlaboratorios ha mostrado que con el método de HPLC pueden obtenerse valores de
log P, en el margen de * 0,5 unidades de los valores obtenidos con el método de frasco de agitacion (2).
Pueden encontrarse otras comparaciones en la bibliografia (4) (5) (10) (11) (12). Las gréficas de correlacién
basadas en sustancias de referencia relacionadas estructuralmente dan los resultados mds exactos (13).

SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Con el fin de correlacionar el factor de capacidad k medido de una sustancia con su P_, tiene que establecerse
una curva de calibracién utilizando al menos seis puntos (véase el punto 24). La selecciéon de las sustancias de
referencia adecuadas depende del criterio del analista. Las sustancias de referencia deben tener normalmente
valores de log P, que rodeen al log P de la sustancia problema, es decir, al menos una sustancia de referencia
debe tener un P, superior al de la sustancia problema y otra un P, inferior al de la sustancia problema. La
extrapolacién debe utilizarse solo en casos excepcionales. Es preferible que estas sustancias de referencia estén
relacionadas estructuralmente con la sustancia problema. Los valores de log P_ de las sustancias de referencia
utilizados para la calibracién deben basarse en datos experimentales fiables. No obstante, en el caso de
sustancias con log P elevado (normalmente mds de 4) podrdn utilizarse valores calculados, a menos que se
disponga de datos experimentales fiables. Si se utilizan valores extrapolados, se citard un valor limite.

Se dispone de amplias listas de valores de log P de muchos grupos de sustancias (14) (15). Si no se tienen
datos sobre los coeficientes de reparto de sustancias relacionadas estructuralmente, puede utilizarse una
calibracién mds general, establecida con otras sustancias de referencia. En el cuadro 1 se recogen sustancias de
referencia recomendadas y sus valores de P_. En el caso de las sustancias ionizables, se dan los valores corres-
pondientes a la forma no ionizada. En el ensayo comparativo interlaboratorios se comprobaron la verosimilitud
y la calidad de los valores.

Cuadro 1.

Sustancias de referencias recomendadas

Namero CAS Sustancia de referencia log P, pKa
1 78-93-3 2-Butanona 0,3
(metiletilcetona)
2 1122-54-9 4-Acetilpiridina 0,5
3 62-53-3 Anilina 0,9
4 103-84-4 Acetanilida 1,0
5 100-51-6 Alcohol bencilico 1,1
6 150-76-5 4-Metoxifenol 1,3 pKa =10,26
7 122-59-8 Acido fenoxiacético 1,4 pKa = 3,12
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Ntimero CAS Sustancia de referencia log P, pKa
8 108-95-2 Fenol 1,5 pKa =9,92
9 51-28-5 2,4-Dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96
10 100-47-0 Benzonitrilo 1,6
11 140-29-4 Fenilacetonitrilo 1,6
12 589-18-4 Alcohol 4-metilbencilico 1,6
13 98-86-2 Acetofenona 1,7
14 88-75-5 2-Nitrofenol 1,8 pKa=7,17
15 121-92-6 Acido 3-nitrobenzoico 1,8 pKa = 3,47
16 106-47-8 4-Cloroanilina 1,8 pKa = 4,15
17 98-95-3 Nitrobenceno 1,9
18 104-54-1 Alcohol cinamilico 1,9
(alcohol cindmico)

19 65-85-0 Acido benzoico 1,9 pKa = 4,19
20 106-44-5 p-Cresol 1,9 pKa =10,17
21 140-10-3 Acido cindmico 2,1 pKa = 3,89 (cis)

(trans) 4,44 (trans)
22 100-66-3 Anisol 2,1
23 93-58-3 Benzoato de metilo 2,1
24 71-43-2 Benceno 2,1
25 99-04-7 Acido 3-metilbenzoico 2,4 pKa = 4,27
26 106-48-9 4-Clorofenol 2,4 pKa=9,1
27 79-01-6 Tricloroetileno 2,4
28 1912-24-9 Atrazina 2,6
29 93-89-0 Benzoato de etilo 2,6
30 1194-65-6 2,6-Diclorobenzonitrilo 2,6
31 535-80-8 Acido 3-clorobenzoico 2,7 pKa = 3,82
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Ntimero CAS Sustancia de referencia log P, pKa
32 108-88-3 Tolueno 2,7
33 90-15-3 1-Naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-Dicloroanilina 2,8
35 108-90-7 Clorobenceno 2,8
36 1746-13-0 Eter de alilo y fenilo 2,9
37 108-86-1 Bromobenceno 3,0
38 100-41-4 Etilbenceno 3,2
39 119-61-9 Benzofenona 3,2
40 92-69-3 4-Fenilfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 Timol 3,3
42 106-46-7 1,4-Diclorobenceno 3,4
43 122-39-4 Difenilamina 3,4 pKa = 0,79
44 91-20-3 Naftaleno 3,6
45 93-99-2 Benzoato de fenilo 3,6
46 98-82-8 Isopropilbenceno 3,7
47 88-06-2 2,4,6-Triclorofenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 Bifenilo 4,0
49 120-51-4 Benzoato de bencilo 4,0
50 88-85-7 2,4-Dinitro-6-sec-butilfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-Triclorobenceno 42
52 143-07-7 Acido dodecanoico 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 Eter difenilico 4,2
54 85-01-8 Fenantreno 4,5
55 104-51-8 n-Butilbenceno 4,6
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Numero CAS Sustancia de referencia log P, pKa
56 103-29-7 Dibencilo 4,8
57 3558-69-8 2,6-Difenilpiridina 4,9
58 206-44-0 Fluoranteno 51
59 603-34-9 Trifenilamina 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

DESCRIPCION DEL METODO
Estimacion previa del coeficiente de reparto

16. Si es necesario, puede estimarse el coeficiente de reparto de la sustancia problema, preferentemente mediante un
método de célculo (véase el apéndice), o bien, cuando sea adecuado, utilizando la relacién de las solubilidades
de la sustancia problema en los disolventes puros.

Equipo

17. Se debe disponer de un cromatégrafo de liquidos provisto de una bomba de baja pulsacién y un sistema
adecuado de deteccién. Un detector de UV, con una longitud de onda de 210 nm, o un detector de indice de
refraccion, es aplicable a una amplia variedad de grupos quimicos. La presencia de grupos polares en la fase
estacionaria puede afectar gravemente al funcionamiento de la columna de HPLC; por tanto, las fases estacio-
narias deben presentar la minima proporcién posible de grupos polares (16). Pueden utilizarse rellenos de fase
inversa con microparticulas o columnas ya rellenas, disponibles comercialmente. Puede ponerse una
precolumna entre el sistema de inyeccion y la columna de andlisis.

Fase movil

18. Para preparar el disolvente de elucién, se utilizan metanol de grado HPLC y agua destilada o desionizada; el
disolvente se desgasifica antes de utilizarse. Se debe utilizar una elucién isocrdtica. Deben utilizarse mezclas de
metanol/agua con un contenido minimo de agua del 25 %. La mezcla tipica de metanol-agua en la proporcién
de 3:1 (v/v) es satisfactoria para eluir sustancias de log P igual a 6 en el plazo de una hora, con un caudal de
1 ml/min. En el caso de sustancias de log P mayor de 6, puede ser necesario abreviar su tiempo de elucién (y el
de las sustancias de referencia) disminuyendo la polaridad de la fase mévil o la longitud de la columna.

19. La sustancia problema y las sustancias de referencia deben ser solubles en la fase mévil en concentracién
suficiente para permitir su deteccién. Se podran utilizar aditivos con la mezcla metanol-agua solo en casos
excepcionales, ya que cambian las propiedades de la columna. En estos casos, debe comprobarse que los
tiempos de retencion de las sustancias problema y de referencia no se ven afectados. Si la mezcla metanol-agua
no es adecuada, pueden utilizarse mezclas de agua con otros disolventes orgdnicos, como etanol, acetonitrilo, o
2-propanol (alcohol isopropilico).

20. El pH del eluyente es fundamental para las sustancias ionizables. Debe situarse en el intervalo de pH de funcio-
namiento de la columna, que suele estar entre 2 y 8. Se recomienda el uso de soluciones amortiguadoras. Hay
que evitar la precipitacion de sales y el deterioro de la columna que se producen con algunas mezclas de fase
orgdnica con soluciones amortiguadoras. Las medidas de HPLC con fases estacionarias a base de silice con pH
superior a 8 no suelen ser recomendables porque el uso de una fase mévil alcalina puede provocar una rapida
alteracion de las caracteristicas de la columna.

Solutos

21. Las sustancias problema y de referencia deben ser suficientemente puras a fin de asignar los picos de los
cromatogramas a las sustancias respectivas. Si es posible, las sustancias que se vayan a utilizar en el ensayo o en
la calibracion se disolverdn en la fase mévil. Si se utiliza un disolvente distinto de la fase mévil para disolver las
sustancias problema y de referencia, la fase mévil debe utilizarse para la dilucién final antes de la inyeccion.
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Condiciones de ensayo

22. La temperatura durante las medidas no debe variar mds de + 1 °C.

Determinacién del tiempo muerto t,

23. El tiempo muerto t, puede medirse utilizando sustancias orgdnicas que no se retienen (p. ej., tiourea o
formamida). Puede obtenerse el tiempo muerto con mds precision a partir de los tiempos de retencién medidos
del conjunto de unos siete miembros de una serie homdloga (por ejemplo, n-alquil-metil-cetonas) (17). Se
representan los tiempos de retencién t (n.+ 1) frente a t; (ny), donde n. es el nimero de dtomos de carbono.
Se obtiene una linea recta, t, (n. + 1) = A t, (n) + (1 — A)t,, donde A, que representa a k(n. + 1)/k(n.), es una
constante. El tiempo muerto t, se obtiene a partir de la ordenada en el origen (1 — A)t, y de la pendiente A.

Ecuacién de regresién

24. El siguiente paso es representar la correlacién entre log k y log P de sustancias de referencia adecuadas, con
valores de log P cercanos al valor previsto de la sustancia problema. En la practica, se inyectan simultineamente
de 6 a 10 sustancias de referencia. Se determinan los tiempos de retencién, de preferencia con un integrador-
registrador unido al sistema de deteccién. Se representan en funcién de log P los correspondientes logaritmos
de los factores de capacidad, log k. La ecuacion de regresion se realiza a intervalos regulares, al menos una vez
al dfa, de forma que puedan tenerse en cuenta los posibles cambios de las caracteristicas de la columna.

DETERMINACION DEL Pow DE LA SUSTANCIA PROBLEMA

25. Se inyectan las cantidades mds pequefias detectables de la sustancia problema. Se determina por duplicado el
tiempo de retencion. El coeficiente de reparto de la sustancia problema se obtiene por interpolacién del factor
de capacidad calculado en la curva de calibracién. En caso de coeficientes de reparto muy bajos y muy altos, es
necesario hacer una extrapolacién. Especialmente en estos casos debe prestarse atencién a los limites de
confianza de la linea de regresion. Si el tiempo de retencién de la muestra se sita fuera de la gama de tiempos
de retencion obtenidos con los patrones, tiene que darse un valor limite.

DATOS E INFORME
Informe del ensayo

26. Los siguientes elementos deberdn incluirse en el informe:

— si se ha efectuado una estimacién previa del coeficiente de reparto, los valores estimados y el método
utilizado; y, si se ha utilizado un método de cdlculo, su descripcién completa, incluida la identificacién de la
base de datos e informacién detallada sobre la seleccién de los fragmentos;

— sustancias problema y de referencia: pureza, formula estructural y nimero CAS;

— descripcion del equipo y de las condiciones de funcionamiento: columna de andlisis, precolumna;

— fase movil, medio de deteccion, intervalo de temperatura, pH;

— pertiles de elucién (cromatogramas);

— tiempo muerto y método para medirlo;

— datos de la retencién y valores de log P de la bibliografia correspondientes a las sustancias de referencia
utilizadas en la calibracion;

— datos de la recta de regresion ajustada (log k frente a log P ) y coeficiente de correlacion de la recta,
incluidos los intervalos de confianza;

— datos de retencién media y valor interpolado de log P de la sustancia problema;

— en el caso de una mezcla: cromatograma del perfil de elucién con indicacién de los valores de corte;



L 54/10 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

— valores de log P, en relacién con el porcentaje del drea del pico de log P,

ow’

— célculo utilizando una recta de regresion;

— media ponderada calculada de los valores de log P, cuando corresponda.

BIBLIOGRAFIA

(1) C.V. Eadsforth and P. Moser. (1983). Assessment of Reverse Phase Chromatographic Methods for Determining
Partition Coefficients. Chemosphere. 12, 1459.

(2)  W. Klein, W. Kordel, M. Weiss and H.J. Poremski. (1988). Updating of the OECD Test Guideline 107 Partition
Coefficient n-Octanol-Water, OECD Laboratory Intercomparison Test on the HPLC Method. Chemosphere. 17,
361.

(3) C.V. Eadsforth. (1986). Application of Reverse H.P.L.C. for the Determination of Partition Coefficient. Pesticide
Science. 17, 311.

(4) H. Ellgehausen, C. D’'Hondt and R. Fuerer (1981). Reversed-phase chromatography as a general method for
determining octan-1-ol/water partition coefficients. Pesticide. Science. 12, 219.

(5) B. McDuffie (1981). Estimation of Octanol Water Partition Coefficients for Organic Pollutants Using Reverse
Phase High Pressure Liquid Chromatography. Chemosphere. 10, 73.

(6) OCDE (2000). Guideline for Testing of Chemicals — Partition Coefficient (n-octanol/water): pH-metric Method
for Tonisable Substances. Draft Guideline, Noviembre de 2000.

(7) OSPAR (1995). “Harmonised Offshore Chemicals Notification Format (HOCFN) 1995”, Oslo and Paris
Conventions for the Prevention of Marine Pollution Programmes and Measures Committee (PRAM), Annex 10,
Oviedo, 20-24 de febrero de 1995.

(8) M. Thatcher, M. Robinson, L. R. Henriquez and C. C. Karman. (1999). An User Guide for the Evaluation of
Chemicals Used and Discharged Offshore, A CIN Revised CHARM III Report 1999. Version 1.0, 3 de agosto.

(9) E. A.Vik, S. Bakke and K. Bansal. (1998). Partitioning of Chemicals. Important Factors in Exposure Assessment
of Offshore Discharges. Environmental Modelling & Software Vol. 13, pp. 529-537.

(10) L.O. Renberg, S.G. Sundstroem and K. Sundh-Nygard. (1980). Partition coefficients of organic chemicals derived
from reversed-phase thin-layer chromatography. Evaluation of methods and application on phosphate esters,
polychlorinated paraffins and some PCB-substitutes. Chemosphere. 9, 683.

(11) W.E. Hammers, G.J. Meurs and C.L. De-Ligny. (1982). Correlations between liquid chromatographic capacity
ratio data on Lichrosorb RP-18 and partition coefficients in the octanol-water system. J. Chromatography 247,
1.

(12) J.E. Haky and A.M. Young. (1984). Evaluation of a simple HPLC correlation method for the estimation of the
octanol-water partition coefficients of organic compounds. J. Liq. Chromatography. 7, 675.

(13) S. Fujisawa and E. Masuhara. (1981). Determination of Partition Coefficients of Acrylates Methacrylates and
Vinyl Monomers Using High Performance Liquid Chromatography. Journal of Biomedical Materials Research.
15, 787.

(14) C. Hansch and A. J. Leo. (1979). Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology.
Wiley, Nueva York.



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/11

(15) C. Hansch, chairman; AJ. Leo, dir. (1982). Log P and Parameter Database: A tool for the quantitative prediction
of bioactivity — Available from Pomona College Medical Chemistry Project, Pomona College, Claremont,
California 91711.

(16) R. F. Rekker, H. M. de Kort. (1979). The hydrophobic fragmental constant: An extension to a 1 000 data point
set. Eur. J. Med. Chem. — Chim. Ther. 14, 479.

(17) G.E. Berendsen, PJ. Schoenmakers, L. de Galan, G. Vigh, Z. Varga-Puchony and J. Inczédy. (1980). On determi-
nation of hold-up time in reversed-phase liquid chromatography. J. Liq. Chromato. 3, 1669.



L 54/12 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

Apéndice

Métodos de cilculo del P,

INTRODUCCION

1. El presente apéndice proporciona una breve introduccién al cdlculo del P_. Para mds informacion, se remite al
lector a los libros de texto (1) (2).

2. Los valores calculados de P, se utilizan para:

— decidir qué método experimental se debe utilizar: método de frasco de agitacién para log P, entre — 2 y 4,
y método de HPLC para log P, entre 0 y 6;

— seleccionar las condiciones que deben utilizarse en la HPLC (sustancias de referencia, proporcién metanol/
agua);

— controlar la verosimilitud de los valores obtenidos mediante métodos experimentales;

— proporcionar una estimacién cuando no puedan aplicarse los métodos experimentales.

Principio de los métodos de cilculo

3. Los métodos de célculo aqui sugeridos se basan en la fragmentacion tedrica de la molécula en subestructuras
adecuadas de las que se conocen incrementos fiables de log P, . El log P_ se obtiene sumando los valores de los
fragmentos y los términos de correccién por las interacciones intramoleculares. Existen listas de constantes de
fragmentos y términos de correccion (1) (2) (3) (4) (5) (6). Algunas se actualizan periédicamente (3).

Fiabilidad de los valores calculados

4. En general, la fiabilidad de los métodos de célculo disminuye segiin aumenta la complejidad de la sustancia
estudiada. En el caso de las moléculas simples de bajo peso molecular y uno o dos grupos funcionales, puede
esperarse una desviacion de 0,1 a 0,3 unidades de log P_ entre los resultados de los diferentes métodos de
fragmentacién y los valores medidos. El margen de error dependerd de la fiabilidad de las constantes de
fragmentos utilizadas, de la capacidad de reconocer interacciones intramoleculares (p. ej., enlaces de hidrégeno)
y del uso adecuado de los términos de correccién. En el caso de sustancias que se ionizan, han de tenerse en
cuenta la carga y el grado de ionizacién (10).

Método de m de Fujita-Hansch

5. La constante de hidrofobicidad del sustituyente, m, introducida originalmente por Fujita et al. (7) se define de la
manera siguiente:

"X =log P, (PhX) —log P, (PhH)

donde PhX es un derivado aromadtico y PhH es la sustancia original,

p.¢., Cl =logP,  (CH,Cl)-logP,  (CH,)
=284-213
=0,71

El método de m es interesante sobre todo para sustancias aromdticas. Se dispone de los valores de m de un gran
ntimero de sustituyentes (4) (5).

Método de Rekker

6.  Con el método de Rekker (8), el valor de log P, se calcula de la forma siguiente:

i

LogP,, = Z afi + Z (términos de interaccion)
j
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donde a, es el niimero de veces que un fragmento dado aparece en la molécula y f; es el incremento de log P,
del fragmento. Los términos de interaccién pueden expresarse como integral maltiple de una sola constante C,
(lamada “constante mdgica”). Las constantes de fragmento f, y C_ se han obtenido a partir de una lista de
1 054 valores experimentales de P, de 825 sustancias mediante andlisis de regresion mdltiple (6) (8). La
determinaci6n de los términos de interaccion se lleva a cabo seglin normas establecidas (6) (8) (9).

Método de Hansch-Leo

7. Con el método de Hansch y Leo (4), el valor de log P, se calcula de la forma siguiente:

Log P,, = Z af + Z b;F;
1 J

donde f; es una constante de fragmento, F, es un término de correccion (factor), y a, y b; son la frecuencia corres-

pondiente de presencia. Las listas de valores de fragmentos (de dtomos y de grupos) y de términos de

correccién F, se obtuvieron por tanteo a partir de valores experimentales de P,,. Los términos de correccién se

han dividido en varias clases diferentes (1) (4). Se han desarrollado paquetes de programas informadticos para

tener en cuenta todas las normas y términos de correccion (3).

METODO COMBINADO

8. El cdlculo de log P, de moléculas complejas puede mejorarse considerablemente si se divide la molécula en
grandes subestructuras de las que se conozcan valores fiables de log P, bien a partir de listas (3) (4) o bien por

ow

mediciones previas. Estos fragmentos (p. €j., heterociclos, antraquinona, azobenceno) pueden combinarse con
los valores m de Hansch o con las constantes de fragmento de Rekker o Leo.

Observaciones

i) Los métodos de cdlculo son aplicables a las sustancias parcial o completamente ionizadas solo cuando se tienen
en cuenta los necesarios factores de correccion.

ii) Si puede suponerse la presencia de enlaces de hidrgeno intramoleculares, hay que afadir los correspondientes
términos de correccién (aproximadamente, de + 0,6 a + 1,0 unidades de log P ) (1). Pueden obtenerse
indicaciones sobre la presencia de tales enlaces a partir de modelos estéricos o datos espectroscdpicos.

iii) Si son posibles varias formas tautoméricas, debe usarse como base para el cdlculo la forma mads probable.

iv) Hay que seguir cuidadosamente las revisiones de las listas de constantes de fragmento.
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3) El capitulo C.3 se sustituye por el texto siguiente:

«C. 3. PRUEBA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ALGAS Y CIANOBACTERIAS DE AGUA DULCE
INTRODUCCION

El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 201 (2006, anexo
corregido en 2011). Se ha sefialado la necesidad de ampliar el método de ensayo para incluir més especies y
actualizarlo para cumplir los requisitos de evaluacién del peligro y clasificacién de sustancias. Esta revision se ha
efectuado basdndose en la amplia experiencia préctica, en los avances cientificos en el campo de los estudios
toxicoldgicos de las algas y en la amplia aplicacion con fines reglamentarios que ha tenido lugar desde la
adopcidn inicial.

En el apéndice 1 se dan las definiciones utilizadas.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El objeto de este ensayo es determinar los efectos de una sustancia sobre el crecimiento de microalgas o
cianobacterias de agua dulce. Los organismos del ensayo, en fase de crecimiento exponencial, se exponen a la
sustancia problema en cultivos discontinuos, normalmente durante un plazo de 72 horas. A pesar de la relati-
vamente reducida duracién del ensayo, es posible evaluar los efectos sobre varias generaciones.

La respuesta del sistema es la reduccién del crecimiento en una serie de cultivos de algas (unidades de ensayo)
expuestos a distintas concentraciones de una sustancia problema. La respuesta se evalia como funcién de la
concentraciéon de exposicién compardndola con el crecimiento medio en cultivos de control (sin exposicion)
replicados. Para que se exprese plenamente la respuesta del sistema a los efectos téxicos (sensibilidad 6ptima), se
permite que los cultivos crezcan exponencialmente sin ninguna restriccion, con la presencia de suficientes
nutrientes y luz continua durante un tiempo suficiente para medir la reducciéon de la tasa de crecimiento
especifico.

El crecimiento y su inhibicién se cuantifican midiendo la biomasa de las algas en funcién del tiempo. La
biomasa de las algas se define como el peso seco por volumen, por ejemplo mg de algas/litro de solucién
problema. Sin embargo, es dificil medir el peso seco, por lo que se utilizan pardmetros indicadores. De estos
indicadores los mds utilizados son los recuentos celulares. Otros pardmetros indicadores son el volumen celular,
la fluorescencia, la densidad Optica, etc. Debe disponerse de un factor de conversion entre el pardmetro
indicador y la biomasa.

El efecto estudiado es la inhibicién del crecimiento, expresado como aumento logaritmico de la biomasa (tasa
media de crecimiento especifico) durante el tiempo de exposicion. A partir de las tasas medias de crecimiento
especifico registradas en una serie de soluciones de ensayo, se determina la concentracién que produce una
inhibicién especificada del x % de la tasa de crecimiento (por ejemplo, del 50 %) y se expresa como E.C, (por
ejemplo, E C;).

Otra variable de respuesta utilizada en este método de ensayo es el rendimiento, lo que puede ser necesario en
algunos paises para cumplir obligaciones especificas derivadas de la normativa. Se define como la biomasa al
final del tiempo de exposicién menos la biomasa al inicio de este tiempo. A partir del rendimiento registrado en
una serie de soluciones de ensayo, se calcula la concentracién que produce una inhibicién especificada del x %
del rendimiento (por ejemplo, del 50 %) y se expresa como E,C, (por ejemplo, E,Cs).
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8.  Ademds, pueden determinarse estadisticamente la concentracién minima con efecto observado (LOEC) y la
concentracion sin efecto observado (NOEC).

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

9. Entre la informacién sobre la sustancia problema que puede ser til para establecer las condiciones del ensayo
figuran su férmula estructural, pureza, estabilidad ante la luz, estabilidad en las condiciones del ensayo,
propiedades de absorcién de la luz, pKa y resultados de estudios de transformacién, incluida la biodegrada-
bilidad en el agua.

10. Deben conocerse la hidrosolubilidad, el coeficiente de reparto octanol/agua (P,,) y la presiéon de vapor de la
sustancia problema, y debe disponerse de un método validado para cuantificar la sustancia en las soluciones
problema con una eficiencia de recuperacién y un limite de deteccién establecidos.

VALIDEZ DEL ENSAYO

11. Para que un ensayo sea valido, su realizacion debe cumplir los siguientes criterios:

— La biomasa de los cultivos de control debe haber aumentado exponencialmente con un factor de al menos
16 en el plazo de las 72 horas del ensayo. Esto corresponde a una tasa de crecimiento especifico de 0,92
dias~1. Con las especies mds utilizadas, la tasa de crecimiento suele ser mucho mayor (véase el apéndice 2).
Este criterio puede no cumplirse si se utilizan especies de crecimiento mds lento que las indicadas en el
apéndice 2. En tal caso, debe prolongarse el plazo de ensayo hasta obtener un crecimiento por un factor de
al menos 16 en los cultivos de control, siendo exponencial el crecimiento durante todo este tiempo. El
plazo de ensayo puede reducirse hasta un minimo de 48 horas para mantener el crecimiento exponencial
sin limites durante el ensayo, siempre que se cumpla el requisito de un factor de multiplicacién minimo de
16.

— El coeficiente promedio de variacién de las tasas de crecimiento especifico de cada seccién (dfas 0-1, 1-2
y 2-3, en caso de ensayo de 72 horas) en los cultivos de control (véase “Coeficiente de variacién” en el
apéndice 1) no debe pasar del 35 %. Para el cdlculo de la tasa de crecimiento especifico de cada seccidn,
véase el punto 49. Este criterio se aplica al valor promedio de los coeficientes de variacién calculados de los
cultivos de control replicados.

— El coeficiente de variacion de las tasas medias de crecimiento especifico durante toda la duracién del ensayo
en los cultivos de control replicados no debe superar el 7 % en ensayos con Pseudokirchneriella subcapitata y
Desmodesmus subspicatus. Con otras especies menos utilizadas, el valor no debe superar el 10 %.

SUSTANCIA DE REFERENCIA

12. Para comprobar el procedimiento del ensayo pueden someterse a ensayo una o varias sustancias de referencia,
como el 3,5-diclorofenol utilizado en el ensayo interlaboratorios internacional (1). También puede utilizarse el
dicromato de potasio como sustancia de referencia con algas verdes. Es aconsejable someter a ensayo una
sustancia de referencia al menos dos veces al afio.

APLICABILIDAD DEL ENSAYO

13. Este método de ensayo se aplica mds facilmente a las sustancias hidrosolubles que, en las condiciones del
ensayo, tienen probabilidad de permanecer en el agua. Para el ensayo de sustancias voldtiles, que se adsorben
fuertemente, coloreadas, poco hidrosolubles o que pueden afectar a la disponibilidad de nutrientes o minerales
en el medio de ensayo, puede ser necesario modificar el procedimiento descrito (por ejemplo, sistema cerrado,
acondicionamiento de los recipientes de ensayo). En las referencias (2), (3) y (4) se dan orientaciones sobre
algunas modificaciones pertinentes.

DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
Equipo

14. Los recipientes de ensayo y demds instrumentos que hayan de entrar en contacto con las soluciones de ensayo
serdn integramente de vidrio o de otro material quimicamente inerte. Todos los articulos se lavardn cuidado-
samente para que no tengan contaminantes orgdnicos ni inorgdnicos que puedan interferir con el crecimiento
de las algas o con la composicion de las soluciones problema.
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15. Los recipientes de ensayo serdn en principio matraces de vidrio de dimensiones que permitan acoger un
volumen suficiente de cultivo para la realizacién de mediciones durante el ensayo y la entrada de una masa
suficiente de CO, desde la atmdsfera (véase el punto 30). Téngase en cuenta que el volumen de liquido debe ser
suficiente para que se efectiien las determinaciones analiticas (véase el punto 37).

16. Ademds, puede hacer falta el siguiente equipo, en todo o en parte:

— Dispositivo de cultivo: se recomienda una cdmara o recinto en que se pueda mantener la temperatura
elegida de incubacion con una precision de £ 2 °C.

— Instrumentos de medicién de la luz: es importante tener en cuenta que el método de medicién de la
intensidad luminosa y, en particular, el tipo de receptor (colector) pueden afectar al valor medido. Las
mediciones deben hacerse preferentemente utilizando un receptor esférico (4 m) (que responda a la luz
directa y reflejada desde todos los dngulos por encima y por debajo del plano de medicién) o un receptor
2 m (que responda a la luz desde todos los dngulos por encima del plano de medicién).

— Dispositivo para determinar la biomasa de las algas. El recuento celular, que es el pardmetro indicador mds
utilizado para determinar la biomasa de las algas, puede efectuarse con un contador electrénico de
particulas, un microscopio con cdmara de recuento, o un citometro de flujo. Es posible medir otros
pardmetros indicadores con un citémetro de flujo, un fluorimetro, un espectrofotémetro o un colorimetro.
Es atil calcular un factor de conversién que relacione el recuento celular con el peso seco. Para obtener
mediciones dtiles con bajas concentraciones de biomasa cuando se utilice un espectrofotometro, puede ser
necesario utilizar cubetas con un paso de luz de 4 cm como minimo.

Organismos de ensayo

17. Pueden utilizarse diversas especies de microalgas y cianobacterias sueltas. Se ha visto que las cepas citadas en el
apéndice 2 son adecuadas para el procedimiento especificado en este método de ensayo.

18. Si se utilizan otras especies, debe mencionarse en el informe el nombre o el origen de las cepas. Ha de
confirmarse que el crecimiento exponencial de las algas seleccionadas puede mantenerse durante toda la
duracién del ensayo en las condiciones reinantes.

Medio de cultivo

19. Se recomiendan dos medios de cultivo: el medio de la OCDE y el medio AAP. Sus composiciones se muestran
en el apéndice 3. Téngase en cuenta que el valor inicial de pH y la capacidad de amortiguacion (regulacion del
aumento del pH) son diferentes en los dos medios. Por tanto, los resultados de los ensayos pueden ser diferentes
segin el medio utilizado, en particular cuando se estudien sustancias que se ionizan.

20. Puede ser necesario modificar los medios de cultivo en ciertos casos, por ejemplo para estudiar metales y
agentes quelantes o para efectuar el ensayo a diferentes valores de pH. Si se modifica un medio, es necesario
describir con detalle y justificar la modificacion (3) (4).

Concentracion inicial de biomasa

21. La biomasa inicial de los cultivos de ensayo debe ser la misma en todos ellos y lo bastante baja para que pueda
darse crecimiento exponencial a lo largo de todo el periodo de incubacién sin peligro de que se agoten los
nutrientes. La biomasa inicial no debe superar los 0,5 mg/l en peso seco. Se recomiendan las siguientes concen-
traciones celulares al inicio:

Pseudokirchneriella subcapitata: 5 x 10% — 10* células/ml

Desmodesmus subspicatus: 2-5 x 103 células/ml
Navicula pelliculosa: 10 células/ml
Anabaena flos-aquae: 104 células/ml

Synechococcus leopoliensis: 5 x 10* - 10° células/ml
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Concentraciones de la sustancia problema

22. Se pueden efectuar pruebas preliminares para determinar el intervalo de concentraciones en el que es previsible
que ocurran los efectos. Para el ensayo definitivo deben seleccionarse al menos cinco concentraciones dispuestas
en una progresion geométrica de razén no superior a 3,2. En caso de sustancias problema que presenten una
curva concentracién-respuesta plana, puede justificarse una razoén mads elevada. La serie de concentraciones debe
abarcar preferentemente el intervalo que provoca una inhibicién del 5 a 75 % de la tasa de crecimiento de las
algas.

Réplicas y controles

23. Cada concentracion de ensayo contard con tres réplicas. Si no es necesario determinar la NOEC, el disefio de la
prueba puede modificarse para aumentar el nimero de concentraciones y reducir el nimero de réplicas por
concentracion. El niimero de réplicas de control debe ser como minimo de tres, aunque se recomienda que sea
el doble del niimero de réplicas utilizadas con cada concentracién de ensayo.

24. Puede prepararse una serie aparte de soluciones problema para efectuar las determinaciones analiticas de las
concentraciones de la sustancia problema (véanse los puntos 36 y 38).

25. Cuando se utiliza un disolvente para solubilizar la sustancia problema, el disefio del ensayo debe incluir
controles adicionales con el disolvente a la misma concentracién utilizada en los cultivos de ensayo.

Preparacién del cultivo de inéculo

26. Para adaptar las algas a las condiciones del ensayo y garantizar que se encuentran en fase de crecimiento
exponencial cuando se utilicen para inocular las soluciones problema, debe prepararse un cultivo de indculo en
el medio de ensayo de 2 a 4 dias antes del inicio del ensayo. La biomasa de las algas debe ajustarse para que se
dé crecimiento exponencial en el cultivo de indculo hasta que empiece el ensayo. El cultivo de indculo se incuba
en las mismas condiciones que los cultivos de ensayo. Ha de medirse el aumento de la biomasa en el cultivo de
inéculo para asegurarse de que el crecimiento estd en el intervalo normal de la cepa utilizada en las condiciones
de cultivo aplicadas. En el apéndice 4 se describe un ejemplo de procedimiento de cultivo de algas. Para evitar
divisiones celulares sincrénicas durante el ensayo, puede ser necesario efectuar una segunda fase de propagacion
del cultivo de indculo.

Preparacién de las soluciones problema

27. Todas las soluciones problema deben contener las mismas concentraciones de medio de cultivo y la misma
biomasa inicial de algas. Las soluciones problema de las concentraciones elegidas se preparan normalmente
mezclando una solucién madre de la sustancia problema con medio de cultivo y con cultivo de indculo. En
principio, estas soluciones madre se preparan disolviendo la sustancia en medio de ensayo.

28. Pueden utilizarse disolventes (por ejemplo, acetona, alcohol t-butilico y dimetil-formamida) como vehiculo para
afiadir al medio de ensayo sustancias poco hidrosolubles (2) (3). La concentraciéon del disolvente no debe
superar los 100 pl/l, y debe ser igual en todos los cultivos (incluidos los controles) de la serie de ensayo.

Incubacién

29. Los recipientes de ensayo deben taparse con tapones permeables al aire. Se agitan los recipientes y se colocan
en el dispositivo de cultivo. Durante el ensayo es necesario mantener las algas en suspension y facilitar el paso
del CO,, por lo que debe efectuarse una agitaciéon constante. Los cultivos deben mantenerse a una temperatura
entre los 21 y los 24 °C, con variaciones mdximas de * 2 °C. En caso de especies distintas de las indicadas en el
apéndice 2 como, por ejemplo, especies tropicales, puede ser apropiada una temperatura superior, siempre que
se puedan cumplir los criterios de validez. Se recomienda distribuir aleatoriamente los matraces en la
incubadora y cambiarlos de posicion cada dia.

30. El pH del medio de control no debe subir mds de 1,5 unidades durante el ensayo. En caso de metales y
sustancias que se ionicen parcialmente a un pH préximo al del ensayo, puede ser necesario limitar la variacién
de pH para obtener unos resultados reproducibles y bien definidos. Técnicamente puede conseguirse una
variaciéon < 0,5 unidades de pH procurando una entrada suficiente de CO, a la solucién problema desde la
atmoésfera ambiente, por ejemplo aumentando la intensidad de la agitacién. Otra posibilidad es contener la
demanda de CO, reduciendo la biomasa inicial o la duracién del ensayo.
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31. La superficie en que se incuban los cultivos debe recibir una iluminacién fluorescente uniforme y continua, por
ejemplo del tipo “blanca fria” o “diurna”. Las necesidades de luz de las algas y cianobacterias varfan con la cepa.
Debe seleccionarse la intensidad luminosa que sea mds adecuada para el organismo utilizado en el ensayo. Si se
utilizan las especies recomendadas de algas verdes, la intensidad luminosa al nivel de las soluciones problema
debe estar en el intervalo de 60 a 120 pE - m~2 - s! cuando se mide en la banda de longitudes de onda corres-
pondiente a la fotosintesis (400 - 700 nm) utilizando un receptor adecuado. Algunas especies, en particular
Anabaena flos-aquae, crecen bien con intensidades luminosas mds bajas y pueden sufrir dafios con intensidades
superiores. Para tales especies debe elegirse una intensidad luminosa media en el intervalo de 40
a 60 pE - m~ 2 s~ . (Con instrumentos de medicién de la luz calibrados en luxes, una gama equivalente de
4 440 a 8 880 lux con luz blanca fria corresponde aproximadamente a la intensidad luminosa recomendada de
60
a 120 pE - m~2 - s ) En toda la superficie de incubacién debe mantenerse la intensidad luminosa dentro de un
margen de + 15 % respecto a la intensidad luminosa media.

Duracién del ensayo

32. La duracién del ensayo es en principio de 72 horas. Sin embargo, pueden elegirse duraciones mds largas o mds
breves, siempre que se puedan cumplir todos los criterios de validez del punto 11.

Mediciones y determinaciones analiticas

33. La biomasa de las algas de cada matraz se determina al menos una vez al dia mientras dure el ensayo. Si se
toman con pipeta pequefios volimenes de la solucioén problema para efectuar mediciones, dichos volimenes no
deben reponerse.

34. La medicién de la biomasa se efectia por recuento manual de células con microscopio o bien con un contador
electrénico de particulas (por recuento de células o biovolumen). Pueden utilizarse otras técnicas como, por
ejemplo, la citometria de flujo, la fluorescencia clorofilica in vitro o in vivo (5) (6), o la densidad 6ptica, siempre
que se pueda demostrar una correlacion satisfactoria con la biomasa en todo el intervalo de biomasas corres-
pondiente al ensayo.

35. El pH de las soluciones debe medirse tanto al principio como al final del ensayo.

36. Siempre que se disponga de un método analitico para la determinacién de la sustancia problema en el intervalo
de concentraciones utilizadas, debe procederse a analizar las soluciones problema para verificar las concentra-
ciones iniciales y el mantenimiento de las concentraciones de exposicién durante el ensayo.

37. Puede ser suficiente analizar la concentracién de la sustancia problema al inicio y al final del ensayo a una
concentracién de ensayo baja y a otra alta, asi como a una concentracién proxima a la EC;, prevista, si es
probable que las concentraciones de exposicién varien durante el ensayo en menos del 20 % respecto a sus
valores nominales. Se recomienda el andlisis a todas las concentraciones de ensayo al inicio y al final del ensayo
si es poco probable que las concentraciones permanezcan en la banda del 80 al 120 % de su valor nominal. En
caso de sustancias problema que sean voldtiles, inestables o se adsorban fuertemente, se recomienda tomar
muestras adicionales para analizarlas a intervalos de 24 horas durante el periodo de exposicion, a fin de definir
mejor las pérdidas de sustancia problema. Para estas sustancias es posible que se necesiten mds réplicas. En
todos los casos, la determinacién de las concentraciones de la sustancia problema solo tendrd que efectuarse en
uno de los recipientes replicados de cada concentracién de ensayo (o en los contenidos de los recipientes
reunidos por replicado).

38. Los medios de ensayo preparados especificamente para el andlisis de las concentraciones de exposicion durante
el ensayo se tratardn de la misma forma que los empleados para el ensayo, es decir, se inoculardn con algas y se
incubardn en condiciones idénticas. Si hace falta analizar la concentraciéon de la sustancia problema disuelta,
puede ser necesario separar las algas del medio. Se recomienda hacer la separacién por centrifugacién con una
fuerza g baja, suficiente para sedimentar las algas.

39. Si estd demostrado que la concentracion de la sustancia problema se ha mantenido satisfactoriamente a lo largo
de todo el ensayo dentro de un intervalo de + 20 % de la concentracién nominal o de la medida inicialmente, el
andlisis de los resultados puede basarse en los valores nominales o medidos inicialmente. Si la desviacién
respecto a la concentracién nominal o medida inicialmente no estd dentro del intervalo de + 20 %, el andlisis de
los resultados debe basarse en la media geométrica de la concentracién durante la exposicién o en modelos que
describan el descenso de la concentracién de la sustancia problema (3) (7).

40. El ensayo de inhibicién del crecimiento de las algas es un sistema de ensayo mds dindmico que la mayorfa de
los otros ensayos de toxicidad acudtica a corto plazo. En consecuencia, puede ser dificil definir las
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concentraciones reales de exposicion, especialmente cuando se estudian a baja concentracién sustancias que se
adsorben. En tales casos, la desaparicion de la sustancia problema de la solucién por su adsorcién a la biomasa
de las algas en aumento no significa que se haya separado del sistema de ensayo. Cuando se analice el resultado
del ensayo, debe comprobarse si un descenso en la concentracién de la sustancia problema a lo largo del ensayo
va acompafiado por un descenso de la inhibicién del crecimiento. En caso afirmativo, puede estudiarse la
aplicacion de un modelo adecuado que describa el descenso de la concentracién de la sustancia problema (7).
En caso negativo, puede ser adecuado basar el andlisis de los resultados en las concentraciones iniciales
(nominales o medidas).

Otras observaciones

41. Debe procederse a una observaciéon microscopica para verificar que el aspecto del cultivo de inéculo es normal
y sano y detectar un eventual aspecto anormal de las algas (que podria ser debido a la exposicion a la sustancia
problema) al final del ensayo.

Ensayo limite

42. Bajo ciertas circunstancias, por ejemplo cuando un ensayo preliminar indica que la sustancia problema no tiene
efectos toxicos a concentraciones de hasta 100 mg/l, o hasta su limite de solubilidad en el medio de ensayo si
este valor es mds bajo, puede efectuarse un ensayo limite comparando las respuestas de un grupo de control y
de un unico grupo de tratamiento (100 mg/l o una concentracién igual al limite de solubilidad). Se recomienda
vivamente que esto se apoye en un andlisis de la concentracién de exposicién. Todas las condiciones de ensayo
y criterios de validez antes descritos son aplicables al ensayo limite, con la excepcion de que el nimero de
réplicas de tratamiento ha de ser como minimo de seis. Las variables de respuesta en el grupo de control y en el
de tratamiento pueden analizarse mediante un estudio estadistico para comparar las medias, por ejemplo una
prueba t de Student. Si las varianzas de los dos grupos son desiguales, debe procederse a una prueba t ajustada
para varianzas desiguales.

DATOS E INFORME
Trazado de las curvas de crecimiento

43. La biomasa de los recipientes de ensayo puede expresarse en unidades del pardmetro indicador utilizado para la
medicién (por ejemplo, nimero de células, fluorescencia).

44. Ha de ponerse en un cuadro la concentracién estimada de biomasa en los cultivos de ensayo y en los controles,
junto con las concentraciones de la sustancia problema y los tiempos de las mediciones, registrados con una
resolucién minima de horas completas, para trazar las curvas de crecimiento. En esta primera fase pueden ser
utiles tanto las escalas logaritmicas como las lineales, pero las logaritmicas son obligatorias y en general
presentan mejor las variaciones del ritmo de crecimiento durante el periodo de ensayo. Téngase en cuenta que
el crecimiento exponencial da una linea recta cuando se representa en escala logaritmica, y que la inclinacién de
la linea (pendiente) indica la tasa de crecimiento especifico.

45. Utilizando las gréficas, ha de comprobarse si los cultivos de control crecen durante todo el ensayo exponen-
cialmente y a la tasa prevista. Deben examinarse criticamente todos los puntos de datos y el aspecto de las
graficas, y ha de comprobarse que no hay errores en los datos en bruto ni en los procedimientos. Se deben
comprobar en particular los puntos que parezcan desviarse por un error sistemdtico. Si estd claro que pueden
sefialarse errores de procedimiento (o considerarse muy probable que los haya habido), el punto de datos
concreto se marcard como andmalo y no se incluird en el posterior andlisis estadistico. (Una concentracién de
algas igual a cero en uno de dos o tres recipientes replicados puede indicar que el recipiente no se habia
inoculado correctamente, o que se habia limpiado mal.) En el informe del ensayo deben constar claramente los
motivos para rechazar un punto de datos por ser anémalo. Los motivos aceptados son solo los errores de
procedimiento (raros), y no simplemente una mala precisién. Los métodos estadisticos para la deteccién de
puntos anémalos tienen una utilidad limitada con este tipo de problema y no pueden sustituir al juicio de un
experto. Es preferible mantener los puntos anémalos (sefialados como tales) entre los puntos recogidos en
cualquier presentacion posterior de los datos en forma de grafica o de cuadro.

Variables de respuesta

46. El objetivo del ensayo es determinar los efectos de la sustancia problema sobre el crecimiento de las algas. El
presente método de ensayo describe dos variables de respuesta, ya que las distintas jurisdicciones tienen
distintas preferencias y necesidades reglamentarias. Para que los resultados del ensayo sean aceptables en todas
las jurisdicciones, los efectos deben evaluarse utilizando las dos variables de respuesta a) y b) que se describen a
continuacién:

a) Tasa media de crecimiento especifico: esta variable de respuesta se calcula basindose en el aumento
logaritmico de la biomasa durante el periodo de ensayo, expresado por dia.

b) Rendimiento: esta variable de respuesta es la biomasa al final del ensayo menos la biomasa al inicio.
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47. Ha de sefialarse que los valores de toxicidad calculados a partir de estas dos variables de respuesta no son
comparables y es necesario tener en cuenta esta diferencia cuando se utilicen los resultados del ensayo. Los
valores de EC_basados en la tasa media de crecimiento especifico (E.C,) son normalmente més elevados que los
basados en el rendimiento (EC) si se respetan las condiciones del presente método de ensayo, debido al
fundamento matematico de los planteamientos respectivos. Esto no debe interpretarse como una diferencia en
la sensibilidad de las dos variables de respuesta, sino como una diferencia puramente matemdtica entre los
valores. El concepto de tasa media de crecimiento especifico se basa en el modelo general de crecimiento
exponencial de las algas en cultivos no limitados, en el que la toxicidad se estima en funcién de los efectos
sobre la tasa de crecimiento, sin depender del nivel absoluto de la tasa de crecimiento especifico del control, de
la pendiente de la curva concentracidén-respuesta ni de la duraciéon del ensayo. Por el contrario, los resultados
basados en la variable de respuesta “rendimiento” dependen de todas estas otras variables. La E C, depende de la
tasa de crecimiento especifico de la especie de algas utilizada en cada ensayo y de la tasa mdxima de crecimiento
especifico, que puede variar de una especie a otra e incluso de una cepa a otra. Esta variable de respuesta no
debe utilizarse para comparar la sensibilidad de distintas especies o incluso distintas cepas ante un agente
toxico. Aunque cientificamente se prefiere el uso de la tasa media de crecimiento especifico para estimar la
toxicidad, en el presente método de ensayo se incluye también la estimacién a partir del rendimiento para
cumplir los requisitos reglamentarios vigentes en ciertos paises.

Tasa media de crecimiento

48. La tasa media de crecimiento especifico durante un periodo determinado se calcula como el incremento
logaritmico de la biomasa en cada uno de los recipientes de control y de tratamiento, mediante la siguiente
ecuacion [1]:

InX, -InX;
pig=—————(dia"") [1],
t) t i
donde:
f_; esla tasa media de crecimiento especifico entre el tiempo i y el j;
X es la biomasa en el tiempo i;
X, es la biomasa en el tiempo j.

Respecto a cada grupo de tratamiento y de control ha de calcularse un valor medio de la tasa de crecimiento y
una estimacion de la varianza.

49. La tasa media de crecimiento especifico a lo largo de toda la duracién del ensayo (en principio, dias 0-3) se
calcula utilizando como valor inicial la biomasa tedrica inoculada en vez de un valor inicial medido, ya que de
esta manera puede obtenerse normalmente una precision mayor. Si el equipo utilizado para la medicién de la
biomasa permite una determinacion suficientemente precisa de la baja biomasa del inéculo (p. ej., citdmetro de
flujo), entonces puede utilizarse la concentraciéon de biomasa inicial medida. También se determinard la tasa de
crecimiento de cada seccién, calculada como las tasas de crecimiento especifico de cada dia durante la
realizacion del ensayo (dfas 0-1, 1-2 y 2-3) y se examinard si la tasa de crecimiento de los controles permanece
constante (véanse los criterios de validez, punto 11). Una tasa especifica de crecimiento del dia 1 significati-
vamente menor que la tasa media de crecimiento especifico total puede indicar que hay una fase de latencia.
Aunque es posible minimizar y eliminar practicamente la fase de latencia en los cultivos de control mediante la
propagacion adecuada de un precultivo, una fase de latencia en los cultivos de tratamiento puede indicar que se
produce una recuperacion tras la agresion toxica inicial o una reducciéon de la exposicién por pérdida de
sustancia problema (incluida la sorcién en la biomasa de las algas) tras la exposicién inicial. Por tanto, puede
considerarse la tasa de crecimiento de cada seccion para evaluar el efecto de la sustancia problema presente
durante el periodo de exposicién. Una diferencia importante entre la tasa de crecimiento de cada seccién y la
tasa media de crecimiento indica una desviacién respecto al crecimiento exponencial constante e impone el
examen en detalle de las curvas de crecimiento.

50. El porcentaje de inhibicién de la tasa de crecimiento de cada réplica de tratamiento se calcula con la siguiente
ecuacion [2]:

%1, =E<"PT 100 121,

K
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donde:

% 1, es el porcentaje de inhibicién de la tasa media de crecimiento especifico;
pe es el valor promedio de la tasa media de crecimiento especifico () en el grupo de control;

pr  es la tasa media de crecimiento especifico en la réplica de tratamiento.

51. Si se utilizan disolventes en la preparaciéon de las soluciones problema, para el cilculo del porcentaje de
inhibicién deben emplearse controles con disolvente en vez de controles sin disolvente.

Rendimiento

52. El rendimiento se calcula restando a la biomasa presente al final del ensayo la biomasa presente al inicio en
cada recipiente de los controles y de los tratamientos. Respecto a cada concentracién de ensayo y control ha de
calcularse un valor promedio del rendimiento con una estimacién de la varianza. El porcentaje de inhibicién del
rendimiento ( % 1) puede calcularse de la manera siguiente con cada réplica de tratamiento:

%I, = Lf; Y1)

c

x 100 (3],

donde:

%1, es el porcentaje de inhibicién del rendimiento;
Y. es el valor promedio del rendimiento en el grupo de control;

Y, es el valor del rendimiento en la réplica de tratamiento.

Trazado de la curva concentracién-respuesta

53. Se representa el porcentaje de inhibicidn frente al logaritmo de la concentracién de sustancia problema y se
examina la grafica obtenida, desechando los puntos de datos que se hayan marcado como anémalos en la
primera fase. Se ajusta una linea regular a los puntos de datos, visualmente o mediante interpolacién con
ordenador, para obtener una primera impresion de la relacion concentracién-respuesta; después se aplica un
método mds detallado, de preferencia uno estadistico informatizado. En funcién del uso previsto de los datos,
de la calidad (precisién) y cantidad de los mismos, asi como de la disponibilidad de herramientas de andlisis de
los datos, puede decidirse (y a veces justificarse plenamente) terminar en esta fase el andlisis de los datos para
leer simplemente las cifras clave EC;, y EC,, (0 EC,,) a partir de la curva ajustada visualmente (véase también el
punto siguiente sobre los efectos de estimulacion). Pueden considerarse vélidas las siguientes razones para no
utilizar un método estadistico:

— Los datos no son adecuados para producir, con métodos informatizados, resultados mds fiables que los
obtenidos por el juicio de un experto; en tales situaciones, es posible incluso que algunos programas
informdticos no puedan proporcionar una solucion fiable (las iteraciones pueden no converger, etc.).

— Las respuestas de estimulacién del crecimiento no pueden tratarse adecuadamente con los programas
informdticos disponibles (véase mds abajo).

Procedimientos estadisticos

54. El objetivo es obtener una relacién concentracién-respuesta cuantitativa mediante andlisis de regresion. Es
posible utilizar una regresién lineal ponderada después de haber efectuado una transformacion linealizante de
los datos de respuesta como, por ejemplo, en probit o logit o unidades Weibull (8), pero son preferibles los
procedimientos de regresién no lineal porque con ellos se tratan mejor las inevitables irregularidades de los
datos y las desviaciones respecto a distribuciones regulares. Si la inhibicién estd proxima al 0 o al 100 %, la
transformacion puede magnificar tales irregularidades, interfiriendo asi con el andlisis (8). Debe sefialarse que
los métodos normales de andlisis que utilizan las transformaciones en probit, logit o de Weibull estdn previstos
para aplicarse a datos cudnticos (por ejemplo, mortalidad o supervivencia), y que es necesario modificarlos para
aplicarlos a datos de crecimiento o biomasa. En las referencias (9), (10) y (11) pueden encontrarse métodos
especificos de determinacion de los valores de EC, a partir de datos continuos. En el apéndice 5 se da mds
informaci6n sobre el uso del andlisis de regresion no lineal.
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55. Respecto a cada variable de respuesta que haya de analizarse, se utilizard la relacién concentracion-respuesta
para calcular estimaciones puntuales de los valores de EC,. Cuando sea posible, se determinardn los limites de
confianza del 95 % de cada estimacién. La bondad del ajuste de los datos de respuesta al modelo de regresién
se evaluard de forma gréfica o estadistica. El andlisis de regresion se efectuara utilizando las respuestas de las
distintas réplicas y no los promedios de los grupos de tratamiento. Si, no obstante, es dificil o imposible el
ajuste de una curva no lineal, debido a una dispersién demasiado grande de los datos, el problema puede
evitarse efectuando la regresién con promedios de grupos como forma préctica de reducir la influencia de los
puntos andmalos sospechados. El recurso a esta opcién debe indicarse en el informe del ensayo como
desviacién del procedimiento normal porque el ajuste de la curva con los valores de las distintas réplicas no
llevaba a un buen resultado.

56. Las estimaciones de la EC;, y los limites de confianza pueden obtenerse también utilizando la interpolacién
lineal con remuestreo (bootstrapping) (13) si los métodos o modelos de regresion disponibles no son adecuados
para los datos.

57. Para la estimacién de los valores de LOEC y, por tanto, de NOEC, en relacién con los efectos de la sustancia
problema sobre la tasa de crecimiento, es necesario comparar los promedios de tratamiento utilizando técnicas
de andlisis de la varianza (ANOVA). A continuacién se ha de comparar el promedio obtenido a cada concen-
tracion con el del control, aplicando un método apropiado de comparacién miiltiple o de prueba de tendencia.
Pueden ser ttiles las pruebas de Dunnett o Williams (12) (14) (15) (16) (17). Hay que comprobar si se sostiene
la hipétesis del ANOVA de homogeneidad de la varianza. Esta comprobacién puede realizarse graficamente o
mediante una prueba en regla (17). Son adecuadas las pruebas de Levene o Bartlett. El incumplimiento de la
hipétesis de homogeneidad de las varianzas puede corregirse a veces mediante la transformacién logaritmica de
los datos. Si la heterogeneidad de la varianza es extrema y no puede corregirse mediante transformacion, ha de
considerarse la posibilidad de efectuar un andlisis por métodos como las pruebas de tendencia de Jonkheere de
ajuste secuencial. En (11) puede encontrarse mds informacion sobre la determinacién de la NOEC.

58. Los recientes avances cientificos han llevado a recomendar el abandono del concepto de NOEC para sustituirlo
por el de estimaciones puntuales de EC, basadas en la regresién. Atn no se ha determinado un valor adecuado
de x para esta prueba con algas. Parece que es apropiado el intervalo del 10 al 20 % (segin la variable de
respuesta elegida) y lo mejor es indicar tanto la EC,, como la EC,,,.

Estimulacién del crecimiento

59. A veces se observa una estimulacién del crecimiento (inhibicion negativa) a bajas concentraciones. Esto puede
deberse a la hormesis (“estimulacion téxica”) o a la adicién de factores estimulantes del crecimiento al poner el
material problema en el medio minimo utilizado. Téngase en cuenta que la adicién de nutrientes inorgdnicos no
deberia tener ninguin efecto directo porque el medio de ensayo ha de presentar un exceso de nutrientes a lo
largo de todo ensayo. Normalmente, la estimulacién a dosis bajas puede ignorarse al calcular la ECy,, salvo en
casos extremos. Sin embargo, cuando sea extrema o deba calcularse un valor de EC_ para una x baja, puede ser
necesario aplicar algiin procedimiento especial. Siempre que sea posible debe evitarse la eliminacién de las
respuestas de estimulacién del andlisis de datos, y, si los programas informéticos disponibles para el ajuste de
las curvas no son capaces de aceptar una estimulacion poco importante, puede utilizarse la interpolacion lineal
con remuestreo (bootstrapping). Si la estimulacion es extrema, puede considerarse la aplicaciéon de un modelo de
hormesis (18).

Inhibicién del crecimiento de origen no téxico

60. Los materiales problema que absorben la luz pueden producir una reduccion de la tasa de crecimiento porque
el sombreado que provocan reduce la cantidad disponible de luz. Tales efectos de tipo fisico deben distinguirse
de los efectos toxicos mediante la modificacion de las condiciones del ensayo y deben figurar aparte en los
informes. Puede encontrarse informacion al respecto en las referencias (2) y (3).

INFORME DEL ENSAYO

61. El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:
Sustancia problema:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes, incluido el limite de hidrosolubilidad,
— datos de identificacién de la sustancia (por ejemplo, niimero CAS), incluida la pureza (impurezas).
Especie de ensayo:

— cepa, proveedor u origen y condiciones de cultivo aplicadas.
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Condiciones de ensayo:
— fecha de inicio y duracién del ensayo;

— descripcién del disefio del ensayo: recipientes de ensayo, volimenes de cultivo, densidad de biomasa al
inicio del ensayo,

— composicién del medio,

— concentraciones de ensayo y réplicas (por ejemplo, niimero de réplicas en paralelo, niimero de concentra-
ciones de ensayo y progresién geométrica utilizada),

— descripcién de la preparacion de las soluciones de ensayo, incluido el uso de disolventes, etc.,
— dispositivo de cultivo,

— intensidad y calidad de la luz (fuente, homogeneidad),

— temperatura,

— concentraciones estudiadas: concentraciones nominales de ensayo y eventuales resultados de andlisis para
determinar la concentracién de la sustancia problema en los recipientes de ensayo; deben comunicarse la
eficiencia de recuperacion del método y el limite de cuantificacion de la matriz de ensayo,

— todas las desviaciones respecto al presente método de ensayo,

— método de determinacién de la biomasa y pruebas de la correlacién entre el pardmetro medido y el peso
$€Co.

Resultados:

— valores de pH al inicio y al final del ensayo en todos los recipientes de tratamiento,

— biomasa de cada matraz en cada punto de medida y método de medicién de la biomasa,
— curvas de crecimiento (gréfica de la biomasa frente al tiempo),

— variables de respuesta calculadas de cada réplica de tratamiento, con valores medios y coeficiente de
variacion de las réplicas;

— representacion grafica de la relacién concentracién-efecto,

— estimaciones de la toxicidad correspondientes a las variables de respuesta como, p. ej., ECy,, EC,,, EC,, €
intervalos de confianza asociados; en caso de que se calculen la LOEC y la NOEC, se indicardn sus valores y
los métodos estadisticos utilizados en su determinacién,

— si se ha utilizado el ANOVA, el tamario del efecto que puede observarse (por ejemplo, la diferencia signifi-
cativa minima),

— la eventual estimulacion del crecimiento que se haya observado en cualquier recipiente de tratamiento;
— cualquier otro efecto observado como, por ejemplo, cambios morfoldgicos de las algas,

— discusi6n de los resultados, incluida la eventual influencia que tengan sobre ellos las desviaciones respecto al
presente método de ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones

En relacién con el presente método de ensayo se aplicardn las siguientes definiciones y abreviaturas:

Biomasa: peso seco de materia viva presente en una poblacién y expresado en términos de un volumen dado como,
por ejemplo, mg de algas por litro de solucién problema. Generalmente, la “biomasa” se define como masa, pero en
este ensayo la palabra se refiere a masa por volumen. También en este ensayo, lo que se mide normalmente son
indicadores de la biomasa, como recuentos celulares, fluorescencia, etc., por lo que el término de “biomasa” se refiere
también a estos indicadores.

Sustancia: sustancia o mezcla.

Coeficiente de variacion: medida adimensional de la variabilidad de un pardmetro, definida como el cociente entre
la desviacion tipica y la media. Puede expresarse también como valor porcentual. El valor promedio del coeficiente de
variacién de una tasa media de crecimiento especifico en cultivos de control replicados (en paralelo) debe calcularse
de la manera siguiente:

1. Se calcula el coeficiente de variacién porcentual de la tasa media de crecimiento especifico a partir de las tasas de
crecimiento diarias (de cada seccidn) en las réplicas respectivas.

2. Se calcula el valor medio de todos los valores calculados segtin el guion anterior para obtener el coeficiente medio
de variacion de la tasa de crecimiento especifico diaria (de cada seccidn) en las réplicas de los cultivos de control.

EC,: concentracion de la sustancia problema disuelta en el medio de ensayo que produce una reduccién del x % (por
ejemplo, del 50 %) en el crecimiento del organismo de ensayo dentro de un plazo de exposicién definido (que debe
indicarse explicitamente si es distinto de la duracién completa o normal del ensayo). Para expresar de forma
inequivoca el valor de EC obtenido a partir de la tasa de crecimiento o del rendimiento, se usan respectivamente los
simbolos “EC" y “E,C".

Medio de cultivo: medio de cultivo sintético y completo en que crecen las algas del ensayo cuando se exponen a la
sustancia problema. Esta se disuelve en principio en el medio de ensayo.

Tasa de crecimiento (tasa media de crecimiento especifico): aumento logaritmico de la biomasa durante el periodo
de exposicion.

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracién estudiada minima a la que se observa que la
sustancia ejerce un efecto estadisticamente significativo de reduccion del crecimiento (con p < 0,05) cuando se
compara con el control, dentro de un tiempo de exposicién dado. Sin embargo, es necesario también que todas las
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC ejerzan un efecto nocivo superior o igual al que se observa con
dicha concentracién. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicacién completa sobre como se
ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC).

Concentracién sin efecto observado (NOEC): concentracién estudiada que se encuentra inmediatamente por
debajo de la LOEC.

Variable de respuesta: variable para la estimacion de la toxicidad derivada de cualquier pardmetro medido que
describa la biomasa por distintos métodos de cdlculo. A efectos del presente método, las tasas de crecimiento y el
rendimiento son variables de respuesta obtenidas midiendo la biomasa directamente o bien mediante alguno de los
pardmetros indicadores mencionados.

Tasa de crecimiento especifico: variable de respuesta definida como el cociente de la diferencia de los logaritmos
neperianos de un pardmetro de observacién (en el presente método de ensayo, la biomasa) y el respectivo plazo de
tiempo.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

Rendimiento: valor de una variable de medicién al final del periodo de exposicion menos el valor de la variable de
medicién al inicio del periodo de exposicion; indica el aumento de biomasa durante el ensayo.
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Apéndice 2

Cepas conocidas por ser adecuadas para el ensayo

Algas verdes

Pseudokirchneriella subcapitata (antes conocida como Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81
SAG

Desmodesmus subspicatus (antes conocida como Scenedesmus subspicatus) 86.81 SAG

Diatomeas

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Cianobacterias

Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Origenes de las cepas

Las cepas recomendadas pueden conseguirse en forma de cultivos procedentes de una sola célula de alga en las
siguientes colecciones (por orden alfabético):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

Estados Unidos

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

Reino Unido

SAG: Collection of Algal Cultures
Inst. Plant Physiology

Universitat Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gotinga

ALEMANIA

UTEX Culture Collection of Algae

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

The University of Texas at Austin

Austin, Tejas 78712

EE.UU.
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Aspecto y caracteristicas de las especies recomendadas

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Células .
Células ovales,
Aspect curva@as Y n su mayoria | Barra arilla Cadenas de Barras o varilla
pecto en su may s o varillas p s s
retorcidas, il células ovales
aisladas aisladas
Tamafio (longitud x anchura) | 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x3,7 4,5 x 3 6 x1
pm
Volumen celular (pm?/célula) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 2,5 ()
Peso seco celular (mg/célula) 2-3 x 108 3-4 x 108 3-4 x 108 1-2 x 10-8 2-3x10°°
Tasa de crecimiento (3) (dia~1) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Medido con un contador electrénico de particulas.

(3 Calculado a partir del tamafio.

(}) Tasa de crecimiento observada con mayor frecuencia en el medio de la OCDE con una intensidad luminosa aproximada de
70 pE - m=2s 1y 21 °C.

Recomendaciones especificas de cultivo y manipulacién de las especies de ensayo recomendadas
Pseudokirchneriella subcapitata y Desmodesmus subspicatus

Generalmente es facil mantener estas algas verdes en diversos medios de cultivo. Las colecciones de cultivos proveen
de informacion sobre los medios adecuados. Las células estdin normalmente aisladas, y las mediciones de la densidad
celular pueden efectuarse ficilmente con un contador electrénico de particulas o un microscopio.

Anabaena flos-aquae

Pueden utilizarse diversos medios de cultivo para mantener un cultivo madre. Es especialmente importante evitar que
el cultivo discontinuo pase de la fase logaritmica de crecimiento al renovarse, ya que la recuperacion es dificil
después.

Anabaena flos-aquae forma agregados de cadenas encajadas de células. El tamafio de estos agregados puede cambiar
segun las condiciones de cultivo. Puede ser necesario romper estos agregados si, para determinar la biomasa, se hace
un recuento con microscopio o se utiliza un contador electrénico de particulas.

Es posible someter submuestras a un bafio de ultrasonidos para romper las cadenas, a fin de reducir la variabilidad
del recuento. Si el bafio dura mds tiempo del necesario para romper las cadenas en segmentos mds cortos, puede que
se destruyan las células. La intensidad y la duracién del bafio de ultrasonidos deben ser las mismas con todos los
recipientes de tratamiento.

Debe contarse un ntimero suficiente de campos en el hemocitémetro (al menos 400 células) para compensar la
variabilidad. Asi mejora la fiabilidad de las determinaciones de densidad efectuadas con el microscopio.

Para la determinacién del volumen celular total de Anabaena puede utilizarse un contador electrénico de particulas
tras romper las cadenas de células mediante un bafio de ultrasonidos aplicado cuidadosamente. Es necesario ajustar la
energia de los ultrasonidos para evitar destruir las células.

Utilicese un agitador vértex o un método similar adecuado a fin de que la suspension de algas utilizada para inocular
los recipientes de ensayo esté bien mezclada y sea homogénea.

Los recipientes de ensayo deben colocarse en un agitador orbital o reciproco, a unas 150 revoluciones por minuto.
Otra posibilidad es utilizar una agitacién intermitente para reducir la tendencia de Anabaena a agregarse. Si se
produce la agregacidn, hay que tener cuidado para tomar muestras representativas con el fin de medir la biomasa.
Para romper los agregados de algas puede ser necesario agitar vigorosamente antes de tomar la muestra.
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Synechococcus leopoliensis

Pueden utilizarse diversos medios de cultivo para mantener un cultivo madre. Las colecciones de cultivos proveen de
informacién sobre los medios adecuados.

Synechococcus leopoliensis crece en forma de células aisladas de forma cilindrica. Las células son muy pequeiias, lo que
hace dificil utilizar el recuento con microscopio para medir la biomasa. Son dtiles los contadores electrénicos de
particulas equipados para contar particulas de hasta un tamafio aproximado de 1 pm. También puede aplicarse la
técnica de medicién fluorométrica in vitro.

Navicula pelliculosa

Pueden utilizarse diversos medios de cultivo para mantener un cultivo madre. Las colecciones de cultivos proveen de
informacién sobre los medios adecuados. Obsérvese el requisito de que el medio tenga silicato.

Navicula pelliculosa puede formar agregados en ciertas condiciones de crecimiento. Debido a la produccién de lipidos,
las células de las algas tienden a veces a acumularse en la pelicula superficial. En tales circunstancias, hay que adoptar
medidas especiales cuando se toman submuestras para la determinacién de la biomasa a fin de que las muestras sean
representativas. Puede ser necesario agitar enérgicamente, por ejemplo utilizando un mezclador vértex.
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Apéndice 3

Medios de cultivo

Puede utilizarse uno de los dos medios de cultivo siguientes:

— Medio de la OCDE: medio original de las directrices de ensayo de la OCDE TG 201, también de acuerdo con la
norma ISO 8692

— Medio AAP de la EPA de Estados Unidos, también de acuerdo con la ASTM.

Para preparar estos medios deben utilizarse sustancias de grado analitico o reactivo y agua desionizada.

Composicion del medio AAP (EPA de Estados Unidos) y del medio OCDE TG 201

Componente AAP OCDE
mg/l mM mg|l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
Mg(l, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO, - 7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl, - 6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA - 2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MndCl, - 4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(l, - 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO, - 2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cudl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1
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La proporcién molar del EDTA respecto al hierro sobrepasa ligeramente la unidad. Asi se evita la precipitacién del
hierro y, a la vez, se reduce al minimo la quelacién de iones de metales pesados.

En el ensayo con la diatomea Navicula pelliculosa, ambos medios deben recibir un suplemento de Na,SiO, - 9H,0 para
obtener una concentraciéon de 1,4 mg Si/l.

El pH del medio se mide cuando se ha alcanzado el equilibrio entre el carbonato del medio y la presioén parcial de
CO, del aire atmosférico. He aqui la relacién aproximada entre el pH a 25 °C y la concentracién molar de
bicarbonato:

pH,, = 11,30 + log [HCO]

Con 15 mg NaHCO,/], pH
de la OCDE).

7,5 (medio de la EPA de Estados Unidos) y con 50 mg NaHCO,/l, pH,, = 8,1 (medio

eq: eq:

Composicion en elementos de los medios de ensayo

Elemento AAP OCDE
mgl mg|l

C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115

Preparacién del medio de la OCDE

Nutriente Concentracion en la solucién madre
Solucién madre 1:
macronutrientes
NH,Cl 1,5 g/l
MgCl, - 6H,0 1,2 g/l
CaCl, - 2H,0 1,8 g/l
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
Solucién madre 2:
hierro
FeCl, - 6H,0 64 mg|l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg/l
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Nutriente Concentracion en la solucién madre
Solucién madre 3:
oligoelementos
H,BO, 185 mg/l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mgl
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Solucién madre 4:
bicarbonato
NaHCO, 50 g/l
Na,Si0, - 9H,0

Las soluciones madre se esterilizan mediante filtracién por membrana (didmetro medio de poro 0,2 pm) o en
autoclave (120 °C, 15 min). Las soluciones se guardan en la oscuridad a 4 °C.

Las soluciones madre 2 y 4 no deben esterilizarse en autoclave, sino mediante filtracién por membrana.
El medio de cultivo se prepara afiadiendo a agua un volumen adecuado de las soluciones madre 1 a 4:
A 500 ml de agua esterilizada se afladen:

10 ml de solucién madre 1,

1 ml de solucién madre 2,

1 ml de solucién madre 3,

1 ml de solucién madre 4,

Se enrasa a 1 000 ml con agua esterilizada.

Hay que dejar un tiempo suficiente para que el medio llegue al equilibrio con el CO, de la atmdsfera, en caso
necesario burbujeando durante varias horas aire esterilizado por filtracion.

Preparaciéon del medio de la EPA de Estados Unidos

1. Se aflade 1 ml de cada solucién madre de 2.1-2.7 a unos 900 ml de agua destilada o desionizada y después se
diluye hasta 1 litro.

2. Se preparan soluciones madre de macronutrientes disolviendo las siguientes sustancias en 500 ml de agua
destilada o desionizada. Los reactivos 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4 pueden combinarse en una tnica solucién madre.

2.1. NaNoO, 12,750 g
2.2. MgCl, - 6H,0 6,082 g
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2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

CaCl, - 2H,0 2,205 ¢

Solucién madre de micronutrientes (véase 3).

MgSO, - 7H,0 7,350
K,HPO, 0,522 g
NaHCO, 7,500 g
Na,SiO, - 9H,0 Véase la nota 1.

Nota 1: Utilicese solo para el ensayo con especies de diatomeas. Puede afadirse directamente (202,4 mg) o en
forma de solucién madre para dar una concentracién final de Si en el medio de 20 mg/L.

La solucién madre de micronutrientes se prepara disolviendo las siguientes sustancias en 500 ml de agua
destilada o desionizada:

H,BO, 92,760 mg

MnCl, - 4H,0 207,690 mg

Zn(l, 1,635 mg

FeCl, - 6H,0 79,880 mg

Co(Cl2 - 6H20 0,714 mg

CaCl, - 2H,0 3,630 mg

CuCl, - 2H,0 0,006 mg

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg [(etilendinitrilo)tetraacetato de disodio].
Na,SeO, - 5H,0 0,005 mg. Véase la nota 2.

Nota 2: Utilicese solo en el medio para los cultivos madre de especies de diatomeas.
Se ajusta el pH a 7,5 £ 0,1 con NaOH o HC1 0,1 No 1,0 N.

Se pasan los medios a un recipiente estéril a través de un filtro de membrana de 0,22 pm si se va a utilizar un
contador de particulas o de un filtro de 0,45 pm en caso contrario.

Los medios se guardan en la oscuridad a unos 4 °C hasta que se vayan a utilizar.
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Apéndice 4

Ejemplo de procedimiento para el cultivo de algas

Observaciones generales

El objetivo del cultivo mediante el siguiente procedimiento es el de obtener cultivos de algas para ensayos de
toxicidad.

Utilicense métodos apropiados que garanticen que los cultivos de algas no estdn infectados con bacterias. Puede ser
conveniente utilizar cultivos axénicos, pero se deben obtener y utilizar cultivos procedentes de una sola célula de
alga.

Todas las operaciones deben llevarse a cabo en condiciones estériles, con el fin de evitar la contaminaciéon con
bacterias u otras algas.

Equipo y material
Véase el epigrafe “Equipo” del método de ensayo.

Procedimiento para la obtencién de algas
Preparacion de soluciones nutritivas (medios)

Todas las sales nutrientes del medio se preparan como soluciones madre concentradas y se mantienen en lugar fresco
y oscuro. Estas soluciones se esterilizan por filtracién o en autoclave.

El medio se prepara afiadiendo a agua destilada estéril la cantidad correcta de solucién madre, teniendo cuidado de
que no se produzca ninguna contaminacién. Para conseguir un medio sélido se afiade un 0,8 % de agar.

Cultivos madre

Los cultivos madre son pequefios cultivos de algas que se trasfieren peridédicamente a un medio fresco para hacer de
material inicial del ensayo. Si los cultivos no se utilizan regularmente, se extienden en tubos de agar inclinado. Estos
cultivos se transfieren a medio fresco al menos cada dos meses.

Los cultivos madre se cultivan en matraces Erlenmeyer que contienen un volumen de unos 100 ml de medio
apropiado. Cuando las algas se incuban a 20 °C con iluminacién continua, serd necesario hacer una transferencia
semanal.

En este pase se transfiere una cantidad del cultivo “viejo” con pipetas estériles a un matraz de medio fresco, de forma
que la concentracién inicial en caso de una especie de rdpido crecimiento sea unas 100 veces menor que en el
cultivo viejo.

La tasa de crecimiento de una especie puede determinarse a partir de la curva de crecimiento. Si se conoce, serd
posible calcular la densidad a la cual debera transferirse el cultivo al medio nuevo. Esto debera realizarse antes de que
el cultivo alcance su fase letal.

Precultivo

El objetivo del precultivo es obtener una cantidad apropiada de algas para la inoculacion de los cultivos de ensayo.
Dicho precultivo debe incubarse en las condiciones del ensayo y utilizarse cuando esté atin en fase de crecimiento
exponencial, normalmente después de un periodo de incubacién de 2 a 4 dias. Si los cultivos de algas contienen
células deformadas o anormales, deberdn eliminarse.
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Apéndice 5

Andlisis de datos por regresion no lineal
Consideraciones generales

La respuesta en los ensayos con algas y otros ensayos de crecimiento microbiano (incremento de biomasa) es por su
naturaleza una variable continua o métrica: la tasa de un proceso si se utiliza la tasa de crecimiento, o su integral a lo
largo del tiempo si se elige la biomasa. Ambas tienen como referencia la respuesta promedio correspondiente de
unos controles no expuestos, en réplicas paralelas, que muestran una respuesta maxima en las condiciones aplicadas,
siendo la luz y la temperatura los principales factores que influyen en el ensayo de las algas. El sistema es distribuido
u homogéneo y la biomasa puede considerarse como un continuo sin tener en cuenta las células en si. La
distribucién de la varianza del tipo de respuesta de un sistema de estas caracteristicas depende solo de los factores
experimentales (lo que se describe tipicamente con una distribuciéon de errores normal o logaritmico-normal). Esto
contrasta con las respuestas tipicas de bioensayos con datos cudnticos, respecto a los cuales se supone con frecuencia
que el componente dominante de la varianza es la tolerancia (con una distribucién tipicamente binomial) de cada
uno de los organismos. Las respuestas del control en este caso son nulas o estdn a nivel de fondo.

En la situacién sin complicacion, la respuesta normalizada o relativa, r, disminuye de forma monétona desde 1
(inhibicién nula) hasta 0 (inhibicion del 100 %). Obsérvese que todas las respuestas tienen un error asociado, y que
es posible calcular inhibiciones negativas aparentes solo como resultado de errores aleatorios.

Andlisis de regresion
Modelos:

El objeto de un andlisis de regresion es describir cuantitativamente la curva concentracion-respuesta en forma de una
funcién de regresiéon matemadtica Y = f (C) o, mds frecuentemente, F (Z), donde Z = log C. De forma inversa C = {!
(Y) permite calcular valores de EC,, como las ECs,, EC,, y EC,, vy sus limites de confianza del 95 %. Se ha visto que
algunas funciones matemadticas simples describen bien las relaciones concentracién-respuesta obtenidas en los
ensayos de inhibicién del crecimiento de las algas. Entre estas funciones figuran, por ejemplo, la ecuacion logistica, la
ecuacion asimétrica de Weibull y la funciéon de distribucién logaritmico-normal, todas las cuales son curvas
sigmoideas que se aproximan asintticamente a cero cuando C — 0, y a uno cuando C — infinito.

Recientemente se ha propuesto el uso de modelos de funcién de umbral continua (por ejemplo, el modelo de
Kooijman “de inhibicién del crecimiento de la poblacién”, Kooijman et al., 1996) como alternativa a los modelos
asintéticos Este modelo supone que no hay efectos a concentraciones por debajo de cierto umbral, EC;+, que se
estima mediante extrapolacion de la relacién concentracidon-respuesta hasta su intersecciéon con el eje de las concen-
traciones utilizando una funcién continua simple que no es diferenciable en el punto inicial.

Obsérvese que el andlisis puede ser una simple minimizacion de las sumas de los cuadrados residuales (suponiendo
una varianza constante) o cuadrados ponderados si se compensa la heterogeneidad de la varianza.

Procedimiento

El procedimiento puede describirse de la manera siguiente. Se selecciona una ecuacién funcional apropiada, Y = f (C),
y se ajusta a los datos mediante regresién no lineal. Es mejor utilizar las mediciones de cada matraz en lugar de los
promedios de las réplicas, a fin de obtener de los datos el mdximo de informacién posible. Por otra parte, si la
varianza es alta, la experiencia practica sugiere que los valores promedios de las réplicas pueden dar una estimaci6n
matematica mds sélida, menos influida por los errores sistemdticos de los datos, que si se atiende a cada uno de los
puntos de datos.

Se representan la curva ajustada y los datos medidos, y se examina si es adecuado el ajuste de la curva. El andlisis de
los valores residuales puede ser una herramienta muy dtil a este respecto. Si la relacién funcional elegida para ajustar
la relacion concentracion-respuesta no describe bien toda la curva o alguna parte fundamental de ella, como la
respuesta a concentraciones bajas, debe elegirse otra opcién de ajuste de la curva como, por ejemplo, una curva
asimétrica del tipo de la funcién de Weibull, en lugar de una simétrica. Las inhibiciones negativas pueden ser un
problema, por ejemplo con la funcién de distribucién logaritmico-normal, y también en este caso ha de aplicarse
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otra funcién de regresion. No se recomienda asignar un valor cero ni uno positivo pequefio a tales valores negativos
porque asi se distorsiona la distribucién del error. Puede ser adecuado hacer ajustes distintos en partes de la curva
tales como la de inhibicion baja para calcular EC, con bajos valores de x. A partir de la ecuacién ajustada se calculan
[por “estimaci6n inversa”, C = f!(Y)] unas estimaciones de varias EC_en puntos caracteristicos y se comunican como
minimo las estimaciones de EC,, y de una o dos EC, con x bajo. La experiencia en la prictica demuestra que la
precision del ensayo de las algas suele permitir una estimacion razonablemente exacta del nivel de inhibicién del
10 % si hay suficientes puntos de datos, salvo que haya estimulacién a bajas concentraciones, lo que serfa un factor
de confusion. La precisiéon de una estimaciéon de EC,, suele ser bastante mejor que la de una EC,,, porque la EC,,
suele corresponder a la parte aproximadamente lineal del centro de la curva concentracién-respuesta. A veces es
dificil interpretar la EC,, debido a una estimulacién del crecimiento. Asi pues, aunque la EC,, se puede obtener
normalmente con suficiente exactitud, se recomienda asimismo indicar siempre la EC,,.

Factores de ponderacion

La varianza experimental no es constante en general e incluye tipicamente un componente proporcional, por lo que
es mejor efectuar sistemdticamente una regresion ponderada. Se acepta normalmente que los factores de ponderacién
de un andlisis de este tipo son inversamente proporcionales a la varianza:

W, = 1/Var(r)

Muchos programas de regresién permiten la opcion de hacer un andlisis de regresion ponderada con los factores de
ponderacién incluidos en un cuadro. Es conveniente normalizar los factores de ponderaciéon multiplicindolos por
n/E w, (n es el nimero de puntos de datos) de forma que su suma sea igual a uno.

Respuestas de normalizacion

La normalizacién por la respuesta promedio de control plantea varios problemas de principio y ocasiona una
estructura de varianza bastante compleja. Al dividir las respuestas por la respuesta promedio del control para obtener
el porcentaje de inhibicion, se introduce un error mds debido al error del promedio del control. Salvo que este error
sea despreciable, es necesario corregir los factores de ponderacion de la regresién y los limites de confianza para
tener en cuenta la covarianza con el control (Draper y Smith, 1981). Obsérvese que es importante una elevada
precision del promedio estimado de la respuesta del control a fin de minimizar la varianza general de la respuesta
relativa. La varianza se indica a continuacion:

(el subindice i se refiere al nivel de concentracién iy el subindice 0 a los controles)

Yi = Respuesta relativa = r;r, = 1 - I = {(C)

con una varianza Var(Y ) = Var(r,/ry) = (OYi [ O 1)? - Var(r) + (O Y,/ O r,)? - Var(r,)

ycomo (QY,/[Or) =1,y (OY ] 0 1) = r,[ry?

con una distribucién normal de los datos y las réplicas m, y my;: Var(r; ) = ¢2/m,

i

la varianza total de la respuesta relativa, Y, se convierte entonces en:

Var(Y) = 0?/(r,? - m) + 1.2 - 6[ry* - m,

El error en el promedio del control es inversamente proporcional a la raiz cuadrada del nimero de réplicas del
control contabilizadas para la media, y a veces se puede justificar la inclusion de datos de antecedentes y, asi, reducir
mucho el error. Otra posibilidad consiste en no normalizar los datos y ajustar las respuestas absolutas, con inclusién
de los datos de la respuesta del control, pero introduciendo el valor de la respuesta del control como pardmetro
adicional que debe ajustarse con regresién no lineal. Con una ecuacién usual de regresion de 2 pardmetros, este
método necesita el ajuste de 3 pardmetros, por lo que exige mds puntos de datos que la regresién no lineal de datos
que se normalizan mediante una respuesta del control preestablecida.
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Intervalos de confianza inversos

El cdlculo de intervalos de confianza de regresién no lineal por estimacién inversa es bastante complejo y no es una
opcién frecuentemente disponible en los paquetes normales de programas informadticos de estadistica. Pueden
obtenerse unos limites de confianza aproximados con programas normales de regresion no lineal con reparametri-
zacién (Bruce y Versteeg, 1992), lo que implica reescribir la ecuaciéon matematica con las estimaciones de los puntos
deseados, por ejemplo, la EC,, y la ECy, como pardmetros que deben estimarse. [Sea la funcién I = f (o, p, concen-
tracién) y utilicense las relaciones de la definicién f (a, B, EC,)) = 0,1 y f (o, f, ECy,) = 0,5 para sustituir f (a, B,
concentracién) por una funcién equivalente g (EC,,, EC;,, concentracion.]

Se realiza un cdlculo mds directo (Andersen et al., 1998) manteniendo la ecuacién original y utilizando un desarrollo
de Taylor en torno a los promedios de r, y .

Ultimamente se han popularizado los “métodos de remuestreo” (bootstrap). Tales métodos utilizan los datos medidos
y un remuestreo frecuente dirigido por un generador de nimeros aleatorios para calcular una distribucién empirica
de la varianza.
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4) El capitulo C.11 se sustituye por el texto siguiente:

«C. 11. LODO ACTIVADO: PRUEBA DE INHIBICION DE LA RESPIRACION (OXIDACION DE CARBONO
Y DE AMONIO)

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 209 (2010). El presente
método de ensayo describe un método para determinar los efectos de una sustancia sobre los microorganismos
del lodo activado (en gran medida, bacterias) midiendo su tasa de respiracién (oxidacion de carbono o de
amonio) en unas condiciones determinadas y en presencia de concentraciones diferentes de la sustancia
problema. El método se basa en el ensayo de la ETAD (asociacion ecoldgica y toxicoldgica de fabricantes de
colorantes) (1) (2), en la versién anterior de las directrices de ensayo de la OCDE TG 209 (3) y en la norma ISO
8192 revisada (4). El objetivo de este ensayo consiste en establecer un método de cribado rdpido para evaluar
los efectos de las sustancias sobre los microorganismos del lodo activado de la fase biologica (acrobia) de las
plantas de tratamiento de aguas residuales. Los resultados de este ensayo podran servir también como indicador
de las concentraciones no inhibitorias apropiadas de las sustancias problema que hayan de utilizarse en las
pruebas de biodegradabilidad (por ejemplo, los capitulos C.4 A-F, C.9, C.10, C.12 y C. 29 del presente anexo,
OCDE TG 302C). En este caso, el ensayo puede realizarse como ensayo de cribado, similar a un ensayo de
determinaci6n del intervalo o un ensayo limite (véase el punto 39), teniendo en cuenta solamente el conjunto
de la respiracién. Sin embargo, esta informacién debe tomarse con precaucién en relacién con los ensayos de la
biodegradabilidad ficil (capitulos C.4 A-F y C.29 del presente anexo) en los que la concentracién de inéculo es
significativamente inferior a la utilizada en el presente método de ensayo. En efecto, la ausencia de inhibicién en
esta prueba de respiracién no conduce automdticamente a unas condiciones no inhibitorias en el ensayo de
biodegradabilidad facil de los capitulos C.4 A-F o C.29 del presente anexo.
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2. En general, parece que el ensayo de inhibicién de la respiracion se ha aplicado con éxito desde su primera
publicacién, pero en algunas ocasiones se han notificado resultados engafiosos, como, por ejemplo, en las
referencias (2), (4) o (5). Las curvas de respiracion en funciéon de la concentracién son a veces bifdsicas, las
graficas dosis-respuesta se distorsionan y los valores de EC;, son inesperadamente bajos (5). Las investigaciones
han puesto de manifiesto que estos resultados se obtienen cuando el lodo activado utilizado en el ensayo es
fuertemente nitrificante y la sustancia problema tiene un impacto mayor en la oxidacién del amonio que en la
oxidacion heterotrofica en general. Por lo tanto, estos resultados engafiosos pueden superarse mediante la
realizacion de ensayos adicionales con un inhibidor especifico de la nitrificacion. Por medicion de las tasas de
absorcion de oxigeno en presencia y en ausencia de un inhibidor de este tipo como, por ejemplo, la N-
aliltiourea (ATU), es posible calcular las distintas tasas de absorcién de oxigeno total, heterotréfica y de nitrifi-
cacién (4) (7) (8). Asi pues, se pueden calcular los efectos inhibidores de una sustancia problema en los dos
procesos y se pueden calcular de la forma habitual los valores de la ECy,, en relacién tanto con la oxidacién
(heterotrofica) del carbono orgdnico como con la oxidacién del amonio (nitrificacién). Debe sefialarse que, en
algunos raros casos, el efecto inhibitorio de la N-aliltiourea puede ser parcial o totalmente anulado como
consecuencia de la complejaciéon con sustancias problema o suplementos del medio como, por ejemplo, iones
Cu** (6). Los iones Cu** son esenciales para Nitrosomonas, pero son t6xicos a concentracion superior.

3. Se ha hecho urgente, sobre todo en los paises europeos, la necesidad de la nitrificacién en el tratamiento
aerébico de las aguas residuales, como paso necesario en el proceso de eliminacién de los compuestos
nitrogenados de las aguas residuales por desnitrificacién para formar productos gaseosos; ahora, la UE ha fijado
limites mds bajos para la concentracién de nitrégeno en los efluentes tratados vertidos a las aguas receptoras (!).

4. Para la mayoria de los fines, es adecuado utilizar el método para evaluar el efecto solo sobre los procesos de
oxidacién de carbono orgdnico. No obstante, para la interpretacion de los resultados y la comprensién de los
efectos es necesario en algunos casos un examen del efecto solo sobre la nitrificacién o sobre tanto la nitrifi-
cacion como la oxidacién del carbono orgdnico por separado.

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

5. Las tasas de respiracion de las muestras de lodo activado alimentado con agua residual sintética se miden en
una celda cerrada que contiene un electrodo de oxigeno después de un tiempo de contacto de 3 horas.
Teniendo en cuenta el escenario realista de exposicién, podrian ser adecuados unos tiempos de contacto mds
prolongados. Si la sustancia problema se degrada rdpidamente mediante hidrélisis abiética, por ejemplo, o es
volatil y la concentracién no puede mantenerse adecuadamente, puede utilizarse ademds un periodo de
exposicién mds corto, por ejemplo de 30 minutos. La sensibilidad de cada lote de lodo activado debe
comprobarse el dia de la exposicién con una sustancia de referencia apropiada. El ensayo se utiliza tipicamente
para determinar la EC_(p. ¢j., la EC,;) de la sustancia problema o la concentracién sin efecto observado (NOEC).

6. La inhibicién de la absorcién de oxigeno por microorganismos que oxidan el carbono orgdnico puede
expresarse aparte de la correspondiente a los microorganismos que oxidan el amonio, a través de mediciones de
las tasas de absorcién de oxigeno en ausencia y en presencia de N-aliltiourea, que es un inhibidor especifico de
la oxidacién del amonio a nitrito por las bacterias nitrificantes de la primera fase. En este caso, el porcentaje de
inhibicién de la tasa de absorcién de oxigeno se calcula mediante comparaciéon de la tasa de absorcién de
oxigeno en presencia de la sustancia problema con la tasa media de absorciéon de oxigeno de los correspon-
dientes controles sin sustancia problema, en ambas ocasiones tanto en presencia como en ausencia del
inhibidor especifico, la N-aliltiourea.

7. La eventual absorcién de oxigeno debida a procesos abidticos puede detectarse mediante la determinacion de la
tasa en mezclas de sustancia problema, medio de agua residual sintética y agua, prescindiendo del lodo activado.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

8.  Para poder interpretar correctamente los resultados, es necesario conocer la identidad (de preferencia, el nimero
CAS), el nombre (IUPAC) y las caracteristicas de pureza, hidrosolubilidad, presién de vapor, volatilidad y
adsorcién de la sustancia problema. Normalmente no es posible hacer el ensayo de manera adecuada con
sustancias voldtiles, salvo que se adopten precauciones especiales (véase el punto 21).

() Directiva 91/271/CEE del Consejo, de 21 de mayo de 1991, sobre el tratamiento de las aguas residuales urbanas (DO L 135 de
30.5.1991, p. 40).
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APLICABILIDAD DEL METODO DE ENSAYO

9.  El método de ensayo puede aplicarse a sustancias hidrosolubles, poco solubles y voldtiles. Sin embargo, puede
que no siempre sea posible obtener valores de EC,, con sustancias de solubilidad limitada, y solo pueden
obtenerse resultados vilidos con sustancias voldtiles si la mayor parte (por ejemplo, > 80 %) de la sustancia
problema permanece en la mezcla de reaccién al final del periodo o periodos de exposicién. Deben presentarse
datos analiticos adicionales de apoyo para afinar la concentracién EC, cuando exista incertidumbre acerca de la
estabilidad de la sustancia problema o de su volatilidad.

SUSTANCIAS DE REFERENCIA

10. Deben someterse al ensayo periddicamente sustancias de referencia, con el fin de garantizar que son fiables el
método de ensayo y las condiciones de ensayo, y para comprobar la sensibilidad de cada lote de lodo activado
utilizado como inéculo microbiano el dia de la exposicion. Se recomienda como sustancia inhibidora de
referencia el 3,5-diclorofenol (3,5-DCP) puesto que es un conocido inhibidor de la respiracién y se utiliza en
numerosos tipos de ensayo de inhibicidn/toxicidad (4). Asimismo, puede utilizarse el sulfato de cobre (II)
pentahidratado como sustancia de referencia para la inhibicién de la respiracion total (9). La N-metilanilina
puede utilizarse como inhibidor especifico de referencia de la nitrificacién (4).

CRITERIOS DE VALIDEZ Y REPRODUCIBILIDAD

11. La tasa de consumo de oxigeno de los controles en blanco (sin la sustancia problema ni la sustancia de
referencia) no debe ser inferior a 20 mg de oxigeno por gramo de lodo activado (peso seco de los sdlidos en
suspension) en una hora. Si la tasa es inferior, debe repetirse el ensayo con lodo activado lavado o con lodo de
otra fuente. El coeficiente de variacion de la tasa de absorcion de oxigeno en las réplicas de los controles no
debe ser superior al 30 % al final del ensayo definitivo.

12. En un ensayo interlaboratorios internacional de 2004, organizado por la ISO (4) con fangos activados
procedentes de aguas residuales domésticas, se observd que la EC,, del 3,5-DCP se halla en el intervalo de
2 mg/l a 25 mg/l para la respiracion total, de 5 mg/l a 40 mg/l para la respiracion heterotréfica y de 0,1 mg/l a
10 mg/l para la respiraciéon de nitrificacion. Si la EC,, del 3,5-DCP no estd en el intervalo esperado, hay que
repetir el ensayo con lodo activado procedente de otra fuente. La EC,, del sulfato de cobre (II) pentahidratado
debe situarse en el intervalo de 53- 155 mg/l para la respiracion total (9).

DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
Recipientes y equipo del ensayo

13. Se utilizard material habitual de laboratorio, ademds de lo siguiente:

a) recipientes de ensayo como, por ejemplo, vasos de 1 000 ml que contengan 500 ml de la mezcla de
reaccion (véase 5 en la figura 1);

b) celda y accesorios para medir la concentracion de oxigeno disuelto, un electrodo de oxigeno adecuado, una
celda cerrada para contener la muestra sin espacio libre y un registrador (por ejemplo, 7, 8, 9 en la figura 1
del apéndice 2); otra posibilidad es utilizar un frasco de DBO con un adaptador de manguito adecuado para
sellar el electrodo de oxigeno con el cuello del frasco (véase la figura 2 del apéndice 3); a fin de evitar la
pérdida de liquido desplazado cuando se inserte el electrodo de oxigeno, es aconsejable introducir primero
un embudo o tubo de vidrio a través del manguito, o utilizar recipientes de bordes ensanchados; en ambos
casos debe utilizarse un agitador magnético u otro método de agitacién como, por ejemplo, una sonda de
agitacion propia;

¢) agitadores magnéticos con sus barritas, revestidas de material inerte, para su uso en la cdmara de medicién o
en los recipientes de ensayo;

d) dispositivo de aireacién: en caso necesario, debe pasarse aire comprimido a través de un filtro adecuado,
para eliminar el polvo y el aceite, y a través de frascos de lavado con agua para humidificarlo; el contenido
de los recipientes debe airearse con pipetas Pasteur, u otros dispositivos de aireacién que no adsorban las
sustancias; puede utilizarse un agitador orbital a una velocidad de entre 150 y 250 rpm con frascos de, por
ejemplo, 2 000 ml de capacidad, para satisfacer la demanda de oxigeno del lodo y superar las dificultades
planteadas por las sustancias que producen espuma excesiva, que son voldtiles y, por lo tanto, se pierden, o
que son dificiles de dispersar cuando se airean por corriente de aire; el sistema de ensayo es, por lo general,
una serie de vasos aireados permanentemente, establecidos de forma secuencial (por ejemplo, a intervalos de
unos 10 o 15 minutos), y analizados después de manera secuencial; también puede utilizarse instrumen-
tacion validada que permita simultdneamente la aireacién y la medicién de la tasa de absorcién de oxigeno
en las mezclas;
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e) pH-metro;

f) centrifugadora general de sobremesa para lodo, capaz de funcionar a 10 000 m/s2.

Reactivos

14. Deben utilizarse siempre reactivos de grado analitico.

Agua

15. Debe utilizarse agua destilada o desionizada, con menos de 1 mg/l de COD, salvo en caso de que se especifique
agua del grifo exenta de cloro.

Agua residual sintética

16. El medio debe prepararse de forma que contenga los siguientes componentes en las cantidades indicadas:

— peptona 16 g
— extracto de carne (o extracto vegetal comparable) 11¢g
— urea 3g
— cloruro de sodio (NaCl) 0,7¢
— cloruro de calcio dihidratado (CaCl, - 2H,0) 04¢
— sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO, - 7H,0) 02g
— monohidrogenofosfato de potasio anhidro (K,HPO,) 28¢g

— agua destilada o desionizada hasta enrasar a 1 litro.

17. El pH de esta solucién debe ser 7,5 £ 0,5. Si el medio asi preparado no va a utilizarse inmediatamente, debe
conservarse en la oscuridad y a una temperatura de 0 a 4 °C, durante una semana como mdiximo, o en
condiciones que no cambien su composicién. Ha de tenerse en cuenta que esta agua residual sintética estd 100
veces mds concentrada que la descrita en el Informe Técnico de la OCDE, “Método propuesto para la determi-
nacién de la biodegradabilidad de los tensioactivos utilizados en los detergentes sintéticos” de 11 de junio
de 1976; ademds se le ha afiadido hidrogenofosfato dipotésico.

18. Otra posibilidad es esterilizar los distintos componentes por separado, antes de su almacenamiento, o afiadir la
peptona y el extracto de carne poco antes de efectuar el ensayo. Antes de su utilizacién, el medio debe homoge-
neizarse bien y el pH ajustarse en caso necesario a un valor de 7,5 + 0,5.

Sustancia problema

19. En el caso de las sustancias problema facilmente hidrosolubles, debe prepararse una solucién madre solo hasta
el limite de solubilidad (no es aceptable la presencia de precipitado). Las sustancias poco hidrosolubles, las
mezclas con componentes de diferentes hidrosolubilidades y las sustancias adsorbentes deben pesarse
directamente en los recipientes de ensayo. En estos casos, el uso de soluciones madre puede ser una alternativa
si se determinan analiticamente en los recipientes de ensayo las concentraciones disueltas de las sustancias
problema (antes de la adicién de lodo activado). Si se preparan fracciones acomodadas en agua (WAF), es
también esencial una determinacion analitica de la concentracion disuelta de las sustancias problema en los
recipientes de ensayo. Debe evitarse recurrir a disolventes orgdnicos, emulgentes o dispersantes para mejorar la
solubilidad. Es posible aplicar ultrasonidos a las soluciones madre y someter las suspensiones a una agitacién
previa, por ejemplo durante la noche, cuando se disponga de informacién adecuada sobre la estabilidad de la
sustancia problema en tales condiciones.

20. La sustancia problema puede afectar negativamente al pH del sistema de ensayo. El pH de las mezclas tratadas
con la sustancia problema debe determinarse antes de la prueba, en un ensayo preliminar, para determinar si es
necesario un ajuste del pH antes de la prueba principal, y de nuevo el dia de la prueba principal. Las soluciones
o suspensiones de la sustancia problema en el agua deben neutralizarse antes de la adicion del inéculo, si fuera
necesario. No obstante, dado que la neutralizacion puede modificar las propiedades quimicas de la sustancia,
pueden efectuarse otros ensayos, en funcién de los objetivos del estudio, para evaluar el efecto de la sustancia
problema sobre el lodo sin ajuste del pH.
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21. Los efectos toxicos de las sustancias volatiles, especialmente en ensayos en los que se burbujea aire a través del
sistema, pueden dar lugar a niveles de efectos variables debido a pérdidas de la sustancia durante el periodo de
exposicién. Hay que tener cuidado con tales sustancias realizando andlisis especificos de ellas en mezclas de
control que las contengan y modificando el régimen de aireacién.

Sustancia de referencia

22. Si se utiliza como sustancia de referencia el 3,5-diclorofenol, debe prepararse una solucién de 1,00 g de 3,5-
diclorofenol en 1 000 ml de agua (15). Para acelerar la disolucién se debe utilizar agua caliente o aplicar
ultrasonidos; se lleva al volumen final una vez se haya enfriado a temperatura ambiente. Sin embargo, debe
garantizarse que la sustancia de referencia no se modifica estructuralmente. El pH de la solucion debe
comprobarse y, en caso necesario, ajustarse con NaOH o H,SO, a un pH de 7 — 8.

23. Si se utiliza como sustancia de referencia el sulfato de cobre (II) pentahidratado, se emplean las concentraciones
de 58 mg/fl, 100 mg/l y 180 mg/l (factor de 1,8). La sustancia se pesa directamente en los recipientes de ensayo
(29 - 50 - 90 mg para 500 ml de volumen total). A continuacién se disuelve con 234 ml de agua del grifo
tratada en autoclave. El sulfato de cobre (Il) pentahidratado es ficilmente soluble. Cuando se inicia el ensayo, se
afiaden 16 ml de agua residual sintética y 250 ml de lodo activado.

Inhibidor especifico de la nitrificacién

24. Debe prepararse una solucién madre de 2,32 g/l de N-aliltiourea (ATU). La adicién de 2,5 ml de esta solucion
madre a una mezcla de incubacién de 500 ml de volumen final da lugar a una concentracién final de 11,6 mg
de ATU/I (10-* mol/l), de la que se sabe (4) que es suficiente para causar una inhibicién del 100 % de la nitrifi-
cacién en un lodo activado nitrificante que contenga 1,5 g/l de sélidos suspendidos.

Control abiético

25. En algunas circunstancias poco frecuentes, una sustancia problema con fuertes propiedades reductoras puede
provocar un consumo abi6tico mensurable de oxigeno. En tales casos, es necesario contar con controles
abidticos para discriminar entre absorcién abidtica de oxigeno por la sustancia problema y respiracién
microbiana. Los controles abi6ticos pueden prepararse omitiendo el inéculo de las mezclas de ensayo. Del
mismo modo, pueden incluirse controles abidticos sin indculo cuando se llevan a cabo mediciones analiticas de
apoyo para determinar la concentracion obtenida durante la fase de exposicién del ensayo, por ejemplo en caso
de utilizacién de soluciones madre de sustancias poco hidrosolubles con componentes con diferente hidrosolu-
bilidad. En casos concretos, puede ser necesario preparar un control abi6tico con indculo esterilizado (por
ejemplo, mediante tratamiento en autoclave o afiadiendo sustancias toxicas esterilizadoras). Algunas sustancias
pueden producir o consumir oxigeno solo si la superficie es lo suficientemente grande para reaccionar, incluso
aunque en general necesiten una presion o temperatura mucho mds elevada para hacerlo. A este respecto debe
prestarse especial atencion a los perdxidos. Un indculo esterilizado ofrece una gran superficie.

Inéculo

26. Para el uso general, debe recogerse lodo activado a la salida del tanque de aireacién, o cerca de la salida del
tanque, de una planta de tratamiento de aguas residuales con funcionamiento adecuado alimentada predominan-
temente con aguas residuales domésticas. En funcién del objetivo del ensayo, pueden ser adecuados también
otros tipos de lodo activado como, por ejemplo, lodo cultivado en el laboratorio, con unas concentraciones
adecuadas de sélidos en suspension (de 2 a 4 gfl). Sin embargo, es probable que los lodos procedentes de
distintas plantas de tratamiento presenten distintas caracteristicas y sensibilidades.

27. El lodo puede utilizarse tal como se recoge, pero deben retirarse las particulas gruesas dejando sedimentar un
poco tiempo, por ejemplo de 5 a 15 minutos, y decantando la capa superior de sélidos més finos, o tamizando
(p. €j., con una luz de malla de 1 mm?). Otra alternativa es homogeneizar el lodo en un mezclador durante al
menos 15 segundos, pero hay que prestar atencién a las fuerzas de cizalla y al cambio de temperatura que
pueden producirse si dura mucho la operaciéon de mezclado.
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28. A menudo es necesario lavar el lodo como, por ejemplo, cuando es baja la tasa de respiracién endbgena. En
primer lugar, el lodo debe centrifugarse durante un tiempo para producir un sobrenadante claro y un
precipitado de sélidos de agua residual, por ejemplo 10 minutos a aproximadamente 10 000 m/s2. El liquido
sobrenadante debe desecharse y el lodo se vuelve a suspender en agua del grifo sin cloro, con agitacién, y esta
agua de lavado se elimina después volviendo a centrifugar y desechdndola de nuevo. El proceso de lavado y
centrifugado debe repetirse en caso necesario. Debe determinarse la masa seca de un volumen conocido de lodo
resuspendido, y el lodo se concentra eliminando liquido o bien se diluye mds en agua del grifo sin cloro, segiin
sea necesario para obtener la concentracién requerida de sélidos en el lodo, de 3 g/l. El lodo activado debe
airearse continuamente (p. €j., 2 1/min) a la temperatura del ensayo y, cuando sea posible, utilizarse el mismo
dia de su recogida. Si esto no es posible, el lodo debe alimentarse diariamente con el agua residual sintética
(50 ml de agua residual sintética por litro de lodo activado) durante dos dias adicionales. El lodo se utiliza a
continuacién para el ensayo y los resultados se aceptan como vilidos, a condiciéon de que no se produzca
ningdn cambio significativo en su actividad, evaluada por su tasa de respiracién enddgena heterotréfica y de
nitrificacién.

29. Pueden surgir dificultades si se forma espuma durante la incubacién hasta el punto de que la espuma y los
sélidos del lodo en ella transportados salen de los recipientes de aireacién. En ocasiones, la formacién de
espuma puede resultar simplemente de la presencia de agua residual sintética, pero debe contarse con esta
formacién de espuma si la sustancia problema es, o contiene, un tensioactivo. La pérdida de sélidos del lodo de
las mezclas de ensayo tendrd como resultado unas tasas de respiracién reducidas artificialmente, que podrian
interpretarse indebidamente como debidas a la inhibiciéon. Ademds, la aireacién de la solucién del tensioactivo
concentra a este en la capa de espuma; la pérdida de espuma del sistema de ensayo conducird a una
disminucién de las concentraciones de exposicién. La formacién de espuma puede controlarse mediante
métodos mecdnicos simples (por ejemplo, agitacion manual esporddica con una varilla de vidrio) o mediante la
adicién de un agente antiespumante en emulsion de silicona exenta de tensioactivos, y/o utilizando el método
de aireacion en frascos de agitacion. Si el problema estd asociado con la presencia del agua residual sintética, la
composicion de esta puede modificarse con la inclusion de un agente antiespumante en la proporcién de, p. €j.,
50 plfl. Si la espuma se debe a la sustancia problema, hay que determinar la cantidad necesaria para su
supresion a la concentracién mdxima de ensayo, y a continuacién hay que tratar todos los distintos recipientes
de aireacién de la misma manera (incluidos también los controles en blanco y los recipientes de referencia en
los que no hay espuma). Si se emplean agentes antiespumantes, no deberfa producirse ninguna interaccién con
el in6culo ni con la sustancia problema.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

30. Puede determinarse la inhibicion de tres absorciones de oxigeno diferentes: la total, la solo heterotréfica y la
debida a la nitrificacién. Normalmente debe ser adecuada la medicién de la inhibicién de la absorcién total de
oxigeno. Es necesario determinar los efectos sobre la absorcion heterotréfica de oxigeno debida a la oxidacién
del carbono orgénico, y sobre la debida a la oxidacién del amonio cuando exista un requisito especifico de estos
dos pardmetros por separado en relacién con una sustancia particular, o (de forma optativa) para explicar las
eventuales curvas dosis-respuesta atipicas obtenidas en el estudio de la inhibicién de la absorcién total de
oxigeno.

Condiciones de ensayo

31. El ensayo debe realizarse a la temperatura de 20 £ 2 °C.

Mezclas de ensayo

32. Deben prepararse mezclas de ensayo (indicadas como F; en el cuadro 1) con agua, agua residual sintética y la
sustancia problema para obtener diferentes concentraciones nominales de la sustancia problema (véanse en el
cuadro 1 ejemplos de volimenes de los componentes). Hay que ajustar el pH a 7,5 + 0,5, si es necesario; las
mezclas deben diluirse con agua y se afiade el inculo para obtener el mismo volumen final en los recipientes y
comenzar la aireacion.

Mezclas de referencia

33. Deben prepararse mezclas (F,) con la sustancia de referencia, por ejemplo, 3,5-diclorofenol, en lugar de la
sustancia problema, de la misma manera que las mezclas de ensayo.
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Controles en blanco

34. Deben prepararse controles en blanco (F;) al comienzo y al final del periodo de exposicion en ensayos en los
que se establecen los vasos del ensayo secuencialmente a intervalos. En los ensayos efectuados con equipo que
permita la medicién simultdnea del consumo de oxigeno, se deben incluir al menos dos controles en blanco en
cada lote de andlisis simultdneo. Los controles en blanco contienen volimenes iguales de lodo activado y de
medio sintético, pero no tienen sustancia problema ni sustancia de referencia. Deben diluirse con agua hasta el
mismo volumen que las mezclas de ensayo y de referencia.

Control abidtico

35. En caso necesario, por ejemplo si se sabe o sospecha que la sustancia problema presenta propiedades reductoras
fuertes, debe prepararse una mezcla F, para medir el consumo abidtico de oxigeno. La mezcla debe tener las
mismas cantidades de sustancia problema y de agua residual sintética, y el mismo volumen que las mezclas de
ensayo, pero sin lodo activado.

Procedimiento general y mediciones

36. Las mezclas de ensayo, las mezclas de referencia y los controles en blanco y abidticos se incuban a la
temperatura de ensayo en condiciones de aireacién forzada (de 0,5 a 1 1/min) para mantener la concentracién
de oxigeno disuelto por encima del 60 — 70 % de la saturacion y mantener en suspensién los flculos de lodo.
También es necesario agitar los cultivos para mantener en suspension los fléculos de lodo. Se considera que la
incubacién empieza con el contacto inicial del inéculo de lodo activado con los demds componentes de la
mezcla final. Al final de la incubacién, después de los periodos de exposicion especificados, que suelen ser de 3
horas, se toman muestras para medir la tasa de disminucién de la concentracion de oxigeno disuelto en la celda
disefiada a tal fin (figura 2 del apéndice 3) o en un frasco de DBO completamente lleno. La manera de empezar
la incubacién también depende de la capacidad del equipo empleado para medir las tasas de consumo del
oxigeno. Por ejemplo, en el caso de que comprenda una tinica sonda de oxigeno, las mediciones se efectuardn
de forma individual. En este caso, deben prepararse las diversas mezclas necesarias para el ensayo con agua
residual sintética pero sin el indculo, y a cada recipiente de la serie se le afladen las cantidades necesarias de
lodo. Las incubaciones deben iniciarse por turnos, a intervalos establecidos de forma conveniente, por ejemplo
de 10 a 15 minutos. Otra posibilidad es que el sistema de medicién cuente con varias sondas que faciliten la
realizacién de miltiples mediciones simultdneas; en este caso, el indculo puede afiadirse al mismo tiempo a los
grupos pertinentes de recipientes.

37. La concentracion de lodo activado en todas las mezclas de ensayo, de referencia y en blanco (pero no en el
control abiético) es nominalmente de 1,5 g/l de sélidos en suspension. El consumo de oxigeno debe medirse
tras 3 horas de exposicion. Deben efectuarse mediciones también tras una exposicion de 30 minutos, cuando
proceda y segiin se describe en el punto 5.

Potencial de nitrificacién del lodo

38. Con el fin de decidir si el lodo es nitrificante y, en caso afirmativo, a qué tasa, deben prepararse mezclas (Fy)
como la del control en blanco y otras mezclas de “control” (F,) que también contengan N-aliltiourea a la
concentraciéon de 11,6 mg/l. Las mezclas deben airearse e incubarse a 20° + 2 °C durante 3 horas. A
continuacién, deben medirse las tasas de absorcién de oxigeno y calcularse la tasa de absorcién de oxigeno
debida a la nitrificacion.

Disefios del ensayo
Ensayo de determinacion del intervalo

39. Se utiliza un ensayo preliminar, cuando sea necesario, para hacer una estimacién del intervalo de concentra-
ciones de la sustancia problema necesario en un ensayo definitivo para determinar la inhibicién del consumo de
oxigeno. De manera alternativa, la inexistencia de inhibicién del consumo de oxigeno por la sustancia problema
en un ensayo preliminar puede demostrar que es innecesario un ensayo definitivo, pero debe estudiarse por
triplicado la concentracién de ensayo mds elevada del ensayo preliminar (normalmente de 1 000 mg/l, aunque
esto depende de los requisitos de datos).
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Cuadro 1.

Ejemplos de mezclas del ensayo preliminar.

Reactivo Concentracion original
Solucién madre de sustancia problema 10 g/l
Solucién madre de medio sintético Véase el punto 16.
Suspensién madre de lodo activado 3 g/l of suspended solids
Dosificacion en los recipientes de ensayo (%)
Componentes de las mezclas

FTI FT2 FT3-5 FB1-2 FA
Solucién madre de sustancia problema (ml) 0,5 5 50 0 50
(puntos 19 a 21)
Solucién madre de agua residual sintética 16 16 16 16 16
(ml)
(punto 16).
Suspensién de lodo activado (ml) 250 250 250 250 0
(puntos 26 a 29)
Agua 233,5 229 184 234 434
(punto 15)
Volumen total de las mezclas (ml) 500 500 500 500 500

Concentrations in the mixture

Suspension de ensayo (mg/l) 10 100 1 000 0 1 000
Lodo activado
(s6lidos en suspension) (mg/l) 1500 1500 1500 1 500 0

(") Debe seguirse el mismo procedimiento con la sustancia de referencia para obtener frasco Fy, ,

40. El ensayo se debe realizar utilizando un minimo de tres concentraciones de la sustancia problema, por ejemplo
de 10 mg/l, 100 mg/l y 1 000 mg/l, con un control en blanco y, en caso necesario, un minimo de tres
controles abidticos con las concentraciones mds elevadas de la sustancia problema (véase, a titulo de ejemplo, el
cuadro 1). Lo ideal es que la concentracién mds baja no tenga ningtin efecto en el consumo de oxigeno. Deben
calcularse las tasas de absorcién de oxigeno y la tasa de nitrificacién, en su caso; después debe calcularse el
porcentaje de inhibicion. Segin el objetivo del ensayo, también es posible determinar simplemente la toxicidad
de una concentracién limite como, p. ¢j., 1 000 mg/l. Si a esta concentracién no se dan efectos toxicos estadisti-
camente significativos, no es necesario efectuar mds ensayos a concentraciones mds altas ni mas bajas. Ha de
sefialarse que las sustancias poco hidrosolubles, las mezclas con componentes de diferentes hidrosolubilidades y
las sustancias adsorbentes deben pesarse directamente en los recipientes de ensayo. En este caso, el volumen
reservado para la solucién madre de sustancia problema debe sustituirse con agua de dilucion.

Ensayo definitivo
Inhibicién de la absorcion de oxigeno total

41. El ensayo debe realizarse con un intervalo de concentraciones deducido del ensayo preliminar. A fin de obtener
tanto una NOEC como una EC, (p. ¢j., EC,;), se recomienda utilizar en la mayoria de los casos seis controles y
cinco concentraciones de tratamiento en progresion geométrica, con cinco réplicas. El control abidtico no tiene
que repetirse si no hay absorcién de oxigeno en el ensayo preliminar, pero si se produce una absorcion signifi-
cativa deben incluirse controles abidticos con cada concentraciéon de sustancia problema. La sensibilidad del
lodo debe comprobarse utilizando la sustancia de referencia 3,5-diclorofenol. La sensibilidad del lodo debe
comprobarse con cada serie de ensayos, ya que se sabe que la sensibilidad fluctiia. En todos los casos, se retiran
muestras de los recipientes de ensayo después de 3 horas, y también después de 30 minutos en caso necesario,
para medir la tasa de absorcion de oxigeno en la celda del electrodo de oxigeno. A partir de los datos obtenidos,
se calculan las tasas de respiracion especificas del control y de las mezclas de ensayo; el porcentaje de inhibicién
se calcula a partir de la ecuacién 7 que figura mds abajo.
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Diferenciacién entre inhibicién de la respiracion heterotréfica y de la nitrificacion

42. La utilizacién del inhibidor especifico de la nitrificacién, la ATU, permite la evaluacion directa de los efectos
inhibidores de la sustancia problema sobre la oxidaciéon heterotréfica y, restando la tasa de absorcién de
oxigeno en presencia de ATU de la tasa de absorcion total (sin presencia de ATU), pueden calcularse los efectos
sobre la tasa de nitrificaciéon. Deben prepararse dos conjuntos de mezclas de reaccién de acuerdo con los
disefios del ensayo respecto a la CE, o la NOEC descritos en el punto 41, pero, ademds, debe afiadirse ATU a
cada mezcla de uno de los conjuntos a una concentracién final de 11,6 mg/l, que se ha demostrado que inhibe
completamente la nitrificacién en lodos con unas concentraciones de sélidos en suspension de hasta
3 000 mg/l (4). Las tasas de absorcién de oxigeno deben medirse tras el periodo de exposicion; estos valores
directos representan solo la respiracién heterotréfica, y las diferencias entre estos y las tasas de respiracion total
correspondientes representan la nitrificacién. A partir de estos datos se calculan los diversos grados de
inhibicion.

Mediciones

43. Tras el perfodo o periodos de exposicion, debe transferirse una muestra del primer recipiente de aireacién a la
celda del electrodo de oxigeno (figura 1 del apéndice 2) y debe medirse inmediatamente la concentracién de
oxigeno disuelto. Si se dispone de un sistema de electrodos multiples, las mediciones podran efectuarse simultd-
neamente. Es esencial agitar (mediante un imdn recubierto) a la misma velocidad que cuando se calibra el
electrodo para garantizar que la sonda responde con un retraso minimo a la evolucién de las concentraciones
de oxigeno, y para permitir mediciones regulares y reproducibles del oxigeno en el recipiente de medicién. Por
lo general, es adecuado el sistema de sonda de agitacién propia que tienen algunos electrodos de oxigeno. La
celda debe lavarse con agua entre medicién y medicién. Como alternativa, puede utilizarse la muestra para
llenar un frasco de DBO (figura 2 del apéndice 3) provisto de un agitador magnético. A continuacién debe
insertarse en el cuello del frasco una sonda de oxigeno con un adaptador de manguito y debe ponerse en
funcionamiento el agitador magnético. En ambos casos, la concentraciéon de oxigeno disuelto debe medirse de
forma continua y registrarse durante un tiempo, generalmente de 5 a 10 minutos, o hasta que la concentracién
de oxigeno descienda por debajo de 2 mgfl. Se debe extraer el electrodo, devolver la mezcla al recipiente de
aireacién y continuar la aireacién y agitacion, si resulta necesario efectuar mediciones tras un tiempo de
exposicién mds prolongado.

Verificaciéon de la concentracién de la sustancia problema

44. En algunos casos puede ser necesario medir la concentracién de la sustancia problema en los recipientes de
ensayo. Hay que sefialar que, si se utilizan soluciones madre de:

— sustancias poco hidrosolubles,
— mezclas con componentes con diferentes hidrosolubilidades, o

— sustancias con buena hidrosolubilidad pero cuya concentracién en la solucién madre estd cercana al
mdximo de hidrosolubilidad,

entonces no se conoce la fraccién disuelta, y tampoco se conoce la concentracion real de la sustancia problema
que se transfiere a los recipientes de ensayo. Con el fin de caracterizar la exposicion, es necesaria una
estimacion analitica de las concentraciones de la sustancia problema en los recipientes de ensayo. Por razones
de simplificacion, la estimacién analitica debe efectuarse antes de la adicién del in6culo. Debido a que a los
recipientes de ensayo solamente se transfieren fracciones disueltas, las concentraciones medidas pueden ser muy
bajas.

45. Para evitar lentos y costosos andlisis, se recomienda pesar simplemente la sustancia problema directamente en
los recipientes de ensayo y referirse a la concentracién nominal inicial pesada para los cdlculos posteriores. No
es necesario diferenciar entre fracciones disueltas, no disueltas o adsorbidas de la sustancia problema, ya que
todas estas fracciones aparecen igualmente en condiciones reales en una planta de tratamiento de aguas
residuales, y estas fracciones pueden variar en funcién de la composicion de las aguas residuales. La finalidad
del método de ensayo es estimar de forma realista una concentracién no inhibidora, y no es adecuado investigar
con mds detalle qué fracciones aportan su contribucién a la inhibicién de los microorganismos del lodo
activado. Por dltimo, conviene pesar directamente en los recipientes de ensayo también las sustancias
adsorbentes, y los recipientes deben silanizarse para reducir al minimo las pérdidas por adsorci6n.
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DATOS E INFORME
Célculo de las tasas de absorcién de oxigeno

46. Las tasas de absorcion de oxigeno se deben calcular a partir de la media de los valores medidos, por ejemplo de
la parte lineal de las graficas de la concentraciéon de oxigeno frente al tiempo, limitindose los calculos a las
concentraciones de oxigeno entre 2,0 mg/l y 7,0 mg/l, ya que unas concentraciones superiores e inferiores
pueden influir en la tasa de consumo. A veces es inevitable y necesario llegar a bandas de concentracién por
debajo o por encima de estos valores, por ejemplo cuando la respiracién se suprime intensamente y, por lo
tanto, es muy lenta, o si un lodo activado particular respira con gran rapidez. Esto es aceptable a condicién de
que las secciones ampliadas de la curva de absorcién sean rectas y sus gradientes no cambien al pasar por los
limites de 2,0 mg/l o 7,0 mg/l de O,. Las eventuales secciones en curva de la grafica indican que el sistema de
medicién se estd estabilizando o que la tasa de absorcién estd cambiando, y no deben utilizarse para el cdlculo
de las tasas de respiracion. La tasa de absorcién de oxigeno se debe expresar en miligramos por litro por hora
(mg/lh) o miligramos por gramo de lodo seco por hora (mg/gh). La tasa de consumo de oxigeno, R, en mg/lh,
puede ser calculada o interpolada a partir de la parte lineal de la curva registrada de disminucién del oxigeno de
acuerdo con la ecuacion 1:

R=(Q - Q)Ax60 (1)
donde:

Q, es la concentracién de oxigeno al inicio de la seccién seleccionada de la fase lineal (mg/l);
Q, es la concentracién de oxigeno al final de la seccion seleccionada de la fase lineal (mg/l);

A

. es el intervalo de tiempo entre estas dos mediciones (min).

47. La tasa de respiracién especifica (R) se expresa como la cantidad de oxigeno consumido por gramo de peso
seco de lodo en una hora (mg/gh) de acuerdo con la ecuacién 2:

donde SS es la concentracién de sélidos en suspension en la mezcla de ensayo (g/l).
48. Los diferentes subindices de R, que pueden combinarse, son:

S tasa especifica

T tasa de respiracion total

N tasa debida a la respiracion de nitrificacién
H tasa debida a la respiracion heterotréfica
A tasa debida a procesos abidticos

B tasa de los ensayos en blanco (media).

Célculo de la tasa de absorciéon de oxigeno debida a la nitrificaciéon

49. La relacién entre la respiracion total (R;), la respiracién de nitrificacion (Ry) y la respiracion heterotréfica (R,)
viene dada por la ecuacién 3:
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donde:

R, es la tasa de absorcién de oxigeno debida a la nitrificacion (mg/lh);
R; es la tasa medida de absorcién de oxigeno por el control en blanco (sin ATU; F,) (mg/lh);

R, es la tasa medida de absorcion de oxigeno por el control en blanco al que se ha afiadido ATU (F,) (mg/lh).

50. Esta relacién es vilida para los valores del blanco Ry Ry Ryp), de los controles abidticos (Ry,, Ry Ry, v de
los ensayos con sustancias problema (Ry, Ry, Ry (mg/gh). Las tasas de respiracion especificas se calculan de la
forma siguiente:

51. Si Ry es insignificante (por ejemplo, < 5 % de R, en los controles en blanco) en un ensayo preliminar, puede
considerarse que la absorcién heterotrofica de oxigeno es igual a la absorcién total y que no se estd
produciendo nitrificacién. Serfa necesario recurrir a una fuente alternativa de lodo activado en caso de que los
ensayos hubieran de considerar los efectos sobre microorganismos heterotréficos y nitrificantes. Se realiza un
ensayo definitivo si hay pruebas de que se reducen las tasas de absorcién de oxigeno con diferentes concentra-
ciones de sustancia problema.

Célculo del porcentaje de inhibiciéon

52. El porcentaje de inhibicion del consumo de oxigeno total, I, a cada concentracién de la sustancia problema se
determina mediante la ecuacién 7:

IT = [1 - (RT - RTA)/RTB] x 100 % (7)

53. Andalogamente, el porcentaje de inhibicién de la absorcién de oxigeno heterotréfica, I, a cada concentracién de
la sustancia problema se determina mediante la ecuacién 8:

L= [1 - (R — Ry)[Ry] x 100 % (8)

54. Finalmente, el porcentaje de inhibicién de la absorcién de oxigeno debida a la nitrificacién, I, a cada concen-
tracion de la sustancia problema se determina mediante la ecuacién 9:

Iy = [1 - R; = R)/(Rpy — Ryg)] x 100 % )

55. El porcentaje de inhibicién de la absorcion de oxigeno se debe representar graficamente frente al logaritmo de la
concentracién de la sustancia problema (curva de inhibicién, véase la figura 3 del apéndice 4). Se representan
las curvas de inhibicién para cada periodo de aireacién de 3 h o con caricter adicional después de 30 minutos.
La concentracién de la sustancia problema que inhibe la absorcién de oxigeno en un 50 % (EC,;) debe
calcularse o interpolarse a partir de la grifica. Si se dispone de datos adecuados, pueden calcularse o
interpolarse los limites de confianza del 95 % de la EC;, la pendiente de la curva y los valores adecuados para
marcar el inicio de la inhibicién (por ejemplo, EC,, o EC,) y el final del intervalo de inhibicién (por ejemplo,
ECq, 0 ECyp).

56. Ha de sefialarse que, en vista de las variaciones observadas con frecuencia en los resultados, en muchos casos
puede ser suficiente expresar los resultados ademds por orden de magnitud, por ejemplo:

EC,, <1mgfl
EC,, 1 mg/la10 mg/l
EC,, 10 mg/l a 100 mg/l

EC,, > 100 mg/l
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57.

58.

59.

Interpretacion de los resultados

EC

X

Los valores de EC, junto con sus correspondientes limites de confianza del 95 % inferior y superior para el
pardmetro se calculan utilizando métodos estadisticos apropiados [por ejemplo, andlisis de probit, funcién
logistica o de Weibull, método de Spearman-Karber recortado o interpolacién simple (11)]. Se obtiene una EC,
insertando en la ecuacién encontrada un valor correspondiente al x % de la media del control. Para calcular la
EC,, o alguna otra EC,, las medias por tratamiento (x) deben someterse a andlisis de regresion.

Estimacién de la NOEC

Cuando se pretende determinar la NOEC mediante andlisis estadistico, es necesario disponer de estadisticas por
recipiente (se considera que cada uno de los recipientes es una réplica). Se deben utilizar métodos estadisticos
apropiados segtin el documento de la OCDE sobre Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data:
a Guidance to Application (11). En general, los efectos adversos de la sustancia problema en comparacién con el
control se investigan utilizando contrastes de hipétesis unilaterales (mds pequefios) a p < 0,05.

Informe del ensayo

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:
Sustancia problema
— nombre comin, nombre quimico, nimero CAS, pureza;

— propiedades fisicoquimicas de la sustancia problema (por ejemplo, log K, hidrosolubilidad, presiéon de
vapor, constante de Henry (H) y posible informacion sobre el destino de la sustancia problema como, por
ejemplo, adsorcion al lodo activado);

Sistema de ensayo

— procedencia, condiciones de funcionamiento de la planta de tratamiento de aguas residuales y afluente que
recibe, concentracién, pretratamiento y mantenimiento del lodo activado;

Condiciones de ensayo

— temperatura de ensayo, pH durante el ensayo y duracion de la fase o fases de exposicion;
Resultados

— consumo especifico de oxigeno en los controles (mg O, (g lodo x h);

— todos los datos medidos, curva o curvas de inhibicién y método para calcular el valor de EC,;

— EC,, y, si es posible, limites de confianza del 95 por ciento, en su caso EC,,, ECy,; eventualmente, la NOEC
y los métodos estadisticos utilizados, si no puede determinarse la EC,;

— resultados de la inhibicidon total y, si procede, heterotréfica y de nitrificacion;
— absorcién abidtica de oxigeno en el control fisicoquimico (si se utiliza);
— nombre de la sustancia de referencia y resultados con la misma;

— todas las observaciones y desviaciones del procedimiento normal que puedan haber influido sobre el
resultado.
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Apéndice 1

Definiciones

En el presente método de ensayo se aplican las siguientes definiciones:

Sustancia: sustancia o mezcla.

EC, (concentracion con efecto al x %): concentracién que provoca el x % de un efecto sobre los organismos de
ensayo dentro de un determinado periodo de exposicién cuando se compara con un control. Por ejemplo, una EC;,
es una concentracién de la que se estima que causa un efecto sobre un pardmetro de un ensayo en el 50 % de una
poblacion expuesta a lo largo de un determinado periodo de exposicion.

NOEC (concentracion sin efecto observado): concentracién de la sustancia problema a la que no se observa
ningln efecto. En este ensayo, la concentracion correspondiente a la NOEC no ejerce ningiin efecto estadisticamente
significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de exposicién en comparacién con el control.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Figura 1. Ejemplos de dispositivo de medicién
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Apéndice 3

Figura 2. Ejemplo de dispositivo de medicién, con utilizacién de frasco de DBO
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Apéndice 4

Figura 3. Ejemplo de curvas de inhibicién
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X  Concentracién de 3,5-diclorofenol (mg/l)
Y Inhibicién ( %)
®m  inhibicién de la respiracidn heterotréfica con un lodo nitrificante

® inhibicidn de la nitrificaciéon con un lodo nitrificante.»
5) El capitulo C.26 se sustituye por el texto siguiente:
«C. 26. PRUEBA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE LEMNA SPP.
INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 221 (2006). Estd
disefiado para evaluar la toxicidad de las sustancias para las plantas de agua dulce del género Lemna (lenteja de
agua). Se basa en métodos anteriores (1)(2)(3)(4)(5)(6), pero incluye modificaciones de tales métodos para tener
en cuenta los resultados de recientes investigaciones y consultas sobre diversos aspectos fundamentales. El
método de ensayo se ha validado mediante un ensayo interlaboratorios internacional (7).
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2. Este método describe el ensayo de toxicidad con Lemna gibba y Lemna minor, dos especies que han sido
estudiadas ampliamente y son objeto de las normas arriba citadas. La taxonomia de Lemna spp. es dificil y se ve
complicada por la existencia de una amplia gama de fenotipos. Aunque puede aparecer variabilidad genética en
la respuesta de Lemna a los agentes toxicos, actualmente no se tienen datos suficientes sobre esta fuente de
variabilidad como para recomendar el uso de un clon determinado en el presente método de ensayo. Ha de
sefialarse que el ensayo no se realiza en condiciones axénicas, pero se toman medidas en distintas fases del
procedimiento del ensayo para reducir al minimo la contaminacién por otros organismos.

3. Se incluyen pormenores de los ensayos con renovacion (semiestdticos y dindmicos) y sin renovacién (estdticos)
de la solucién de ensayo. En funciéon de los objetivos del ensayo y de las imposiciones normativas, se
recomienda considerar la aplicacion de métodos semiestdticos y dindmicos, por ejemplo en caso de sustancias
que desparezcan rapidamente de la solucién por volatilizacion, fotodegradacion, precipitacion o biodegradacion.
En la referencia (8) se dan mds orientaciones.

4. En el apéndice 1 se dan las definiciones utilizadas.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

5. Se cultivan plantas del género Lemna en fase de crecimiento exponencial como monocultivos expuestos a
diferentes concentraciones de la sustancia problema durante un plazo de siete dias. El objetivo del ensayo es
cuantificar los efectos relacionados con la sustancia sobre el crecimiento vegetativo a lo largo de este plazo, a
partir de la evaluaciéon de unas variables de medicion seleccionadas. La variable de medicién primaria es el
nimero de frondas. Se mide también al menos otra variable de medicién (superficie total de las frondas, peso
seco o peso fresco), ya que algunas sustancias pueden afectar a otras variables de mediciéon mucho mds que al
numero de frondas. Para cuantificar los efectos relacionados con la sustancia, se compara el crecimiento en las
soluciones de ensayo con el de los controles y se determina la concentraciéon que ocasiona una inhibicion del
crecimiento de un porcentaje especificado (por ejemplo, 50 %), la cual se expresa como EC, (por ejemplo, EC,).

6. El pardmetro del ensayo es la inhibicion del crecimiento, expresado como incremento logaritmico de la variable
de medici6n (tasa media de crecimiento especifico) durante el tiempo de exposicién. A partir de las tasas medias
de crecimiento especifico registradas en una serie de soluciones de ensayo, se determina la concentracién que
produce una inhibicion especificada del x % de la tasa de crecimiento (por ejemplo, del 50 %) y se expresa
como EC, (por ejemplo, EC,).

7. Otra variable de respuesta utilizada en este método de ensayo es el rendimiento, lo que puede ser necesario en
algunos paises para cumplir obligaciones especificas derivadas de la normativa. Se define como el valor de las
variables de medicion al final del tiempo de exposiciéon menos el valor de las variables de medicién al inicio de
este tiempo. A partir del rendimiento registrado en una serie de soluciones de ensayo, se determina la concen-
tracién que produce una inhibicién especificada del x % del rendimiento (por ejemplo, del 50 %) y se expresa
como EC, (por ejemplo, E Cs,).

8. Ademds, pueden determinarse estadisticamente la concentracién minima con efecto observado (LOEC) y la
concentracion sin efecto observado (NOEC).

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

9. Debe contarse con un método analitico que tenga la sensibilidad adecuada para cuantificar la sustancia en el
medio de ensayo.

10. Entre la informacién sobre la sustancia problema que puede ser ttil para establecer las condiciones del ensayo
estdn los siguientes datos: formula estructural, pureza, hidrosolubilidad, estabilidad en el agua y a la luz, pK,
K, presién de vapor y biodegradabilidad. La hidrosolubilidad y la presién de vapor pueden utilizarse para
calcular la constante de la ley de Henry, que indicard la probabilidad de la pérdida de cantidades significativas de
sustancia problema durante el tiempo del ensayo. Esto contribuird a indicar si deben tomarse medidas
particulares para limitar tal pérdida. Cuando sea dudosa la informacién sobre la solubilidad y estabilidad de la
sustancia problema, se recomienda que se evaliien dichos aspectos en las condiciones del ensayo, es decir, con el
medio de cultivo, la temperatura y el régimen de iluminacién que se vayan a utilizar en el ensayo.
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11. Cuando sea particularmente importante el control del pH del medio de ensayo, por ejemplo cuando se estudien
metales o sustancias hidroliticamente inestables, se recomienda afiadir un amortiguador al medio de cultivo
(véase el punto 21). En la referencia (8) se ofrece mds orientaciéon sobre los ensayos de sustancias con
propiedades fisicoquimicas que dificultan estos ensayos.

VALIDEZ DEL ENSAYO

12. Para que el ensayo sea vélido, el tiempo de duplicacién del nimero de frondas en el control debe ser inferior
a 2,5 dfas (60 h), lo que corresponde a una multiplicacion por siete en el plazo de siete dias y a una tasa media
de crecimiento especifico de 0,275 d- . Con los medios y condiciones de ensayo descritos en el presente
método, este criterio puede cumplirse utilizando un régimen estdtico (5). También se prevé que este criterio se
pueda cumplir en condiciones semiestaticas y dindmicas. En el punto 49 se muestra como calcular el tiempo de
duplicacion.

SUSTANCIA DE REFERENCIA

13. Para comprobar el procedimiento del ensayo pueden someterse a ensayo una o varias sustancias de referencia,
como el 3,5-diclorofenol utilizado en el ensayo interlaboratorios internacional (7). Se recomienda efectuar un
ensayo con una sustancia de referencia al menos dos veces al afio o, si la frecuencia de los ensayos es menor, en
paralelo con la determinacion de la toxicidad de una sustancia problema.

DESCRIPCION DEL METODO
Equipo

14. Todo el equipo que entre en contacto con los medios de ensayo serd de vidrio o de otro material quimicamente
inerte. El material de vidrio utilizado para el cultivo y el ensayo estard limpio de contaminantes quimicos que
puedan pasar al medio de ensayo y ademds serd estéril. Los recipientes de ensayo tendrdn la anchura suficiente
para que las frondas de las diferentes colonias de los recipientes de control puedan crecer sin solaparse al final
del ensayo. No importa si las raices tocan el fondo de los recipientes de ensayo, pero se recomienda una
profundidad minima de 20 mm y un volumen minimo de 100 ml en cada recipiente de ensayo. Siempre que se
respeten estas normas, no es fundamental el tipo de recipiente de ensayo. Se ha visto que son vidlidos tanto los
vasos de precipitados como los cristalizadores o las placas Petri de vidrio de dimensiones adecuadas. Los
recipientes de ensayo estardn cubiertos para minimizar la evaporacion y la contaminacion accidental, pero sin
impedir el necesario intercambio de gases. Los recipientes de ensayo y, en particular, las tapas serdn tales que
eviten la formacién de sombras o la modificacion de las caracteristicas espectrales de la luz.

15. No se tendrdn juntos los cultivos y los recipientes de ensayo, y la mejor forma de conseguirlo es utilizar
cdmaras, incubadoras o salas de cultivo aparte. Debe ser posible regular la iluminacién y la temperatura, y
mantenerlas a nivel constante (véanse los puntos 35-36).

Organismo de ensayo

16. El organismo utilizado para este ensayo es Lemna gibba o Lemna minor. En el apéndice 2 se recogen breves
descripciones de especies de lenteja de agua que se han utilizado en ensayos de toxicidad. El material vegetal
puede obtenerse de una coleccién de cultivos, de otro laboratorio o del campo. Si se recogen del campo, las
plantas deben mantenerse cultivadas en el mismo medio que se vaya a utilizar para el ensayo al menos en las
ocho semanas anteriores a esta utilizacion. Los lugares del campo utilizados para recoger los cultivos iniciales
deben estar libres de fuentes de contaminacion evidentes. Si se obtienen de otro laboratorio o de una coleccion
de cultivos, los cultivos deben mantenerse similarmente durante un minimo de tres semanas. En el informe han
de indicarse siempre el origen, la especie y el clon (si se conoce) del material vegetal utilizado para el ensayo.

17. Deben utilizarse monocultivos que estén claramente exentos de contaminacion con otros organismos, como
algas o protozoos. Las plantas sanas de L. minor consisten en colonias formadas por entre dos y cinco frondas,
mientras que las colonias sanas de L. gibba pueden tener hasta siete frondas.

18. La calidad y la uniformidad de las plantas empleadas en el ensayo tendrdn una influencia significativa sobre el
resultado del mismo, por lo que deben seleccionarse con cuidado. Han de utilizarse plantas jévenes, en fase de
crecimiento rdpido, que no presenten lesiones visibles ni cambios de color (clorosis). La buena calidad de un
cultivo viene indicada por una elevada frecuencia de colonias con un minimo de dos frondas. Un gran niimero
de frondas aisladas indica tensién ambiental como, por ejemplo, limitacién de nutrientes, y el material vegetal
de estos cultivos no debe utilizarse en los ensayos.
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Cultivo

19. Para reducir la frecuencia del mantenimiento del cultivo (por ejemplo, cuando no esté previsto efectuar ensayos
con Lemna durante cierto tiempo), es posible mantener los cultivos en condiciones de iluminacién y
temperatura reducidas (4 a 10 °C). En el apéndice 3 se recoge informacién sobre el mantenimiento de los
cultivos. La presencia de signos evidentes de contaminacion por algas u otros organismos puede hacer necesaria
la esterilizacion superficial de una submuestra de frondas de Lemna, seguida por su transferencia a medio fresco
(véase el apéndice 3). En tal caso, se desechard el resto del cultivo contaminado.

20. Al menos siete dias antes del ensayo, debe transferirse asépticamente a medio estéril fresco un ndmero
suficiente de colonias, que se cultivardn durante 7 a 10 dias en las condiciones del ensayo.

Medio de ensayo

21. Se recomienda el uso de medios diferentes para Lemna minor y Lemna gibba, como se describe mds abajo. Debe
estudiarse cuidadosamente la inclusién de un amortiguador de pH en el medio de ensayo [dcido 4-morfolino-
propano-sulfénico (MOPS), n° CAS 1132-61-2) en medio de L. minor, y NaHCO, en medio de L. gibba] si se
sospecha que puede reaccionar con la sustancia problema e influir en la expresion de su toxicidad. También es
aceptable el medio de Steinberg (9), siempre que se cumplan los criterios de validez.

22. Para el cultivo de L. minor y los ensayos con ella, se recomienda una modificacién del medio de cultivo normal
de Suecia (SIS) para Lemna, cuya composicion figura en el apéndice 4.

23. Para el cultivo de L. gibba y los ensayos con ella, se recomienda el medio de cultivo 20X — AAP, tal como se
describe en el apéndice 4.

24. El medio de Steinberg, como se describe en el apéndice 4, es también adecuado para L. minor, aunque puede
utilizarse asimismo con L. gibba siempre que se cumplan los criterios de validez.

Soluciones de ensayo

25. Las soluciones de ensayo se preparan normalmente diluyendo una solucién madre. En principio, las soluciones
madre de la sustancia problema se preparan disolviendo la sustancia en medio de cultivo.

26. La mayor concentracién estudiada de la sustancia problema no debe superar como norma su hidrosolubilidad
en las condiciones de ensayo. No obstante, ha de sefialarse que Lemna spp. flota en la superficie y puede
exponerse a sustancias que se acumulan en la interfase agua-aire (por ejemplo, sustancias hidrofébicas o poco
hidrosolubles, o sustancias tensioactivas). En tales circunstancias, habrd exposicion debida a material que no estd
disuelto y las concentraciones de ensayo podrdn superar la hidrosolubilidad, segtin las caracteristicas de la
sustancia problema. En caso de sustancias problema de escasa hidrosolubilidad, puede ser necesario preparar
una dispersién o solucién madre concentrada de la sustancia con un dispersante o disolvente orgdnico para
facilitar la adicién de cantidades exactas de la sustancia problema al medio de ensayo y ayudar a su dispersion y
disolucién. No obstante, debe evitarse en la mayor medida posible el empleo de tales materiales. El uso de
disolventes o dispersantes auxiliares no debe provocar fitotoxicidad. Por ejemplo, entre los disolventes utilizados
frecuentemente que no causan fitotoxicidad a concentraciones de hasta 100 pl/l figuran la acetona y la dimetil-
formamida. Si se utiliza un disolvente o dispersante, su concentracién final se indicard en el informe y se
mantendrd a un nivel minimo (< 100 plfl), y todos los recipientes de tratamiento y de control contendrdn la
misma concentracion de disolvente o dispersante. En la referencia (8) se da mds informacién sobre el uso de
dispersantes.

Grupos de ensayo y controles

27. Para seleccionar las concentraciones de ensayo adecuadas es ttil disponer de datos anteriores sobre la toxicidad
de la sustancia problema para Lemna, como, por ejemplo, datos procedentes de un ensayo de determinacion del
intervalo. En el ensayo definitivo de toxicidad deben emplearse al menos cinco concentraciones de ensayo
dispuestas en progresion geométrica. Lo mejor es que la razén entre las concentraciones de ensayo no sea mds
de 3,2, pero puede utilizarse un valor superior si la curva concentracion-respuesta es plana. Si se usan menos
de cinco concentraciones, hay que justificarlo. De cada concentracién de ensayo se utilizardn al menos tres
réplicas en paralelo.



L 54/56 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

28. Al fijar el abanico de concentraciones de ensayo (para el ensayo de determinacion del intervalo o para el ensayo
definitivo de toxicidad), debe tenerse en cuenta lo siguiente:

— Para determinar una EC,, es necesario que las concentraciones de ensayo abarquen el valor de EC, a fin de
asegurar un nivel adecuado de confianza. Por ejemplo, si se estima la EC,, la mayor concentracion de
ensayo debe ser superior al valor de EC,,. Si el valor de EC,, se encuentra fuera del intervalo de las concen-
traciones de ensayo, los intervalos de confianza asociados serdn amplios y quizd no sea posible efectuar una
evaluacion adecuada del ajuste estadistico del modelo.

— Si el objetivo es estimar la LOEC/NOEC, la menor concentracién de ensayo debe ser tan baja que el
crecimiento correspondiente no sea significativamente inferior al del control. Por otra parte, la mayor
concentracién de ensayo debe ser tan alta que el crecimiento correspondiente sea significativamente inferior
al del control. Si no es asi, habrd que repetir el ensayo utilizando un intervalo diferente de concentraciones
(salvo que la mayor concentracion sea el limite de solubilidad o la concentracién limite requerida méxima,
por ejemplo 100 mg/l).

29. Cada ensayo debe incluir controles con un medio nutritivo, nimero de frondas y colonias, condiciones
ambientales y procedimientos iguales que los de los recipientes de ensayo, pero sin la sustancia problema. Si se
utiliza un disolvente o dispersante auxiliar, se incluird un control adicional con el disolvente o dispersante
presente en la misma concentracion que en los recipientes con la sustancia problema. El nimero de réplicas de
los recipientes de control (y recipientes de disolventes, en su caso) serd al menos igual al nimero de recipientes
utilizados con cada concentracién de ensayo, y preferentemente el doble de este niimero.

30. Sino es necesario determinar la NOEC, el disefio del ensayo puede modificarse para aumentar el ndmero de
concentraciones y reducir el nimero de réplicas por concentracion. Sin embargo, el nimero de réplicas de los
controles serd al menos de tres.

Exposicién

31. Se transfieren desde el cultivo de indculo colonias formadas por entre 2 y 4 frondas visibles, repartiéndose
aleatoriamente entre los recipientes de ensayo en condiciones asépticas. Cada recipiente de ensayo debe contar
con un total de 9 a 12 frondas. En cada uno de ellos habrd el mismo ndmero de frondas y colonias. La
experiencia obtenida con este método y los datos del ensayo interlaboratorios indican que el uso de tres réplicas
por tratamiento, contando cada una de ellas inicialmente con entre 9 y 12 frondas, es suficiente para detectar
diferencias en el crecimiento del orden del 4 al 7 % de la inhibicién calculada en tasa de crecimiento (del 10 al
15 % calculada en rendimiento) entre tratamientos (7).

32. Es necesario un disefio aleatorio de la distribucion de los recipientes de ensayo en la incubadora para minimizar
la influencia de las diferencias espaciales de intensidad luminosa o temperatura. También es necesario un disefio
en bloques o una redistribucion aleatoria de los recipientes cuando se hacen observaciones (o una redistribucién
mads frecuente).

33. Si un ensayo preliminar de estabilidad indica que la concentracién de sustancia problema no puede mantenerse
(es decir, que la concentraciéon medida cae por debajo del 80 % de la concentracién medida inicialmente) a lo
largo de la duracion del ensayo (7 dias), se recomienda un régimen de ensayo semiestatico. En tal caso, las
colonias deben exponerse a soluciones de ensayo y control recién preparadas en al menos dos ocasiones
durante el ensayo (por ejemplo, en los dias 3 y 5). La frecuencia de la exposicion al medio fresco dependerd de
la estabilidad de la sustancia problema; puede ser necesaria una frecuencia mayor para mantener concentra-
ciones cuasiconstantes de sustancias muy inestables o volatiles. En ciertas circunstancias puede hacer falta un
procedimiento dindmico (8)(10).

34. La posibilidad de exposicion mediante aplicacién foliar (aerosol) no se contempla en el presente método de
ensayo; véase en cambio la referencia (11).

Condiciones de incubacion

35. Debe utilizarse continuamente una luz fluorescente blanca fria o cilida que dé una intensidad luminosa
seleccionada en el intervalo de 85 a 135 pE - m~ 25! cuando se mide en una radiacién activa para la fotosintesis
(400 a 700 nm) en puntos situados a la misma distancia de la fuente luminosa que las frondas de Lemna
(equivalente a entre 6 500 y 10 000 lux). Las eventuales diferencias respecto a la intensidad luminosa
seleccionada no deben superar el = 15 % en toda la superficie de ensayo. El método de deteccién y medicién de
la luz, en particular el tipo de sensor, influye en el valor medido. La utilizacién de sensores esféricos (que
responden a la luz desde todos los dngulos por encima y por debajo del plano de medicién) y de sensores de
“coseno” (que responden a la luz desde todos los dngulos por encima del plano de medicién) es mejor que la de
sensores unidireccionales, y proporciona lecturas mds elevadas con una fuente luminosa multipuntual del tipo
que se describe aqui.



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/57

36. La temperatura de los recipientes de ensayo debe ser de 24 £ 2 °C. El pH del medio de control no debe subir
mds de 1,5 unidades durante el ensayo. Sin embargo, una desviacién superior a 1,5 unidades no invalida el
ensayo si puede demostrarse que se cumplen los criterios de validez. Es necesario prestar atencién particular a
la deriva del pH en casos especiales, como cuando se estudian metales o sustancias inestables. En la referencia
(8) puede encontrarse mds informacién al respecto.

Duracion

37. El ensayo termina a los siete dias de la transferencia de las plantas a los recipientes de ensayo.

Mediciones y determinaciones analiticas

38. Al inicio del ensayo, se cuenta y registra el nimero de frondas de los recipientes de ensayo, velando por tener
en cuenta las frondas prominentes y claramente visibles. Es necesario determinar el nimero de frondas de
aspecto normal o anormal al inicio del ensayo, al menos una vez cada tres dias durante el plazo de exposicién
(es decir, al menos dos veces durante el periodo de 7 dias) y al final del ensayo. Deben anotarse los cambios
observados en el desarrollo de las plantas como, por ejemplo, en el tamafio, aspecto, indicacién de necrosis,
clorosis o protuberancias, rotura de colonias o pérdida de flotabilidad de las frondas, asi como en la longitud y
aspecto de las raices. Deben registrarse también las caracteristicas significativas del medio de ensayo (por
ejemplo, presencia de material sin disolver o crecimiento de algas en el recipiente de ensayo).

39. Ademads del recuento del nimero de frondas durante el ensayo, hay que evaluar los efectos de la sustancia
problema sobre una o mds de las siguientes variables de medicién:

i) superficie total de las frondas;
ii) peso seco;
iii) peso fresco.

40. La superficie total de las frondas tiene la ventaja de que puede determinarse en cada recipiente de ensayo y de
control al principio y al final del ensayo, asi como durante el mismo. El peso seco o fresco debe determinarse al
principio del ensayo a partir de una muestra de cultivo de indculo representativa del utilizado para empezar el
ensayo, y al final de este con el material vegetal de cada recipiente de ensayo y de control. Si no se mide la
superficie de las frondas, es mejor determinar el peso seco que el peso fresco.

41. La superficie total de las frondas, el peso seco y el peso fresco pueden determinarse de la forma siguiente:

i) Superficie total de las frondas: La superficie total de las frondas de todas las colonias puede determinarse por
andlisis de imdgenes. Puede captarse el contorno del recipiente de ensayo y de las plantas mediante una
cdmara de video (es decir, poniendo el recipiente en una caja de luz), y después se digitaliza la imagen
resultante. A continuacién puede determinarse la superficie total de las frondas de un recipiente de ensayo
calibrando con plantillas de superficie conocida. Debe procurarse evitar las interferencias debidas al borde
del recipiente de ensayo. Otra posibilidad, pero mds laboriosa, consiste en fotografiar los recipientes de
ensayo y las plantas, recortar el contorno obtenido de las colonias y determinar su superficie mediante un
analizador de superficie de hojas o papel milimetrado. También pueden ser adecuadas otras técnicas (por
ejemplo, el cociente entre el peso del papel correspondiente a la superficie del contorno de las colonias y el
de la superficie unitaria).

ii) Peso seco: Se recogen todas las colonias de cada uno de los recipientes de ensayo y se lavan con agua
destilada o desionizada. Se secan con material absorbente para eliminar el exceso de agua y después se
calientan a 60 °C hasta llegar a peso constante. Deben incluirse los eventuales fragmentos de raices. El peso
seco se expresard con una precisién minima de 0,1 mg.

i) Peso fresco: Todas las colonias se transfieren a tubos de poliestireno (u otro material inerte), pesados
previamente, con pequeiios agujeros (de 1 mm) en los fondos redondeados. A continuacion se centrifugan
los tubos a 3 000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se vuelven a pesar los tubos,
que contienen las colonias ahora secadas, y el peso fresco se calcula restando el peso del tubo vacio.

Frecuencia de las mediciones y determinaciones analiticas

42. Si se utiliza un disefio de ensayo estitico, debe medirse el pH de cada tratamiento al inicio y al final del ensayo.
Si el ensayo es semiestdtico, el pH debe medirse en cada lote de solucién de ensayo “fresca” antes de cada
renovacioén y también en las correspondientes soluciones “gastadas”.
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43. Debe medirse la intensidad luminosa en la cdmara, incubadora o sala de cultivo, en puntos situados a la misma
distancia de la fuente luminosa que las frondas de Lemna. Esta medicién debe efectuarse al menos una vez
durante el ensayo. Debe registrarse al menos una vez al dia la temperatura del medio en un recipiente indicador
mantenido en las mismas condiciones en la cdmara, incubadora o sala de cultivo.

44. Las concentraciones de la sustancia problema se determinan durante el ensayo a intervalos adecuados. Con
ensayos estaticos, el requisito minimo es determinar las concentraciones al inicio y al final del ensayo.

45. Con ensayos semiestdticos en que no se prevea que la concentracion de sustancia problema permanezca en el
intervalo del + 20 % de la concentracién nominal, habrd que analizar todas las soluciones de ensayo recién
preparadas y las mismas soluciones en cada renovacién (véase el punto 33). No obstante, en los ensayos en los
que la concentracién inicial medida de la sustancia problema no esté dentro del intervalo del £+ 20 % de la
concentracién nominal, pero en los que puedan aportarse pruebas suficientes de que las concentraciones
iniciales son repetibles y estables (es decir, que estdn dentro del intervalo del 80-120 % de la concentracion
inicial), las determinaciones quimicas podrian limitarse a las concentraciones de ensayo mdxima y minima. En
todos los casos, la determinacion de las concentraciones de la sustancia problema antes de la renovacién solo
tendrd que efectuarse en uno de los recipientes replicados de cada concentracion de ensayo (o en los contenidos
reunidos de los recipientes replicados).

46. Si se utiliza un ensayo dindmico, serd adecuado un régimen de muestreo similar al descrito para los ensayos
semiestaticos, incluido el andlisis al inicio, a la mitad y al final del ensayo, pero en este caso no serd apropiado
efectuar mediciones de las soluciones “gastadas”. En este tipo de ensayo habrd que comprobar diariamente el
caudal de solucién madre de sustancia problema o de diluyente y sustancia problema.

47. Si estd demostrado que la concentracion de la sustancia problema se ha mantenido satisfactoriamente a lo largo
de todo el ensayo dentro de un intervalo de + 20 % de la concentracién nominal o de la medida inicialmente, el
andlisis de los resultados puede basarse en los valores nominales o medidos inicialmente. Si la desviacién
respecto a la concentracién nominal o medida inicialmente es superior al * 20 %, el andlisis de los resultados
deberd basarse en la media geométrica de la concentracion durante la exposicién o en modelos que describan el
descenso de la concentracién de la sustancia problema (8).

Ensayo limite

48. Bajo ciertas circunstancias, por ejemplo cuando un ensayo preliminar indica que la sustancia problema no tiene
efectos toxicos a concentraciones de hasta 100 mg/l, o hasta su limite de solubilidad en el medio de ensayo si
este valor es mds bajo, puede efectuarse un ensayo limite comparando las respuestas de un grupo de control y
de un tnico grupo de tratamiento (100 mg/l o una concentracién igual al limite de solubilidad). Se recomienda
vivamente que esto se apoye en un andlisis de la concentracién de exposicién. Todas las condiciones de ensayo
y criterios de validez antes descritos son aplicables al ensayo limite, con la excepcion de que el niimero de
réplicas de tratamiento ha de duplicarse. El crecimiento en el grupo de control y en el de tratamiento pueden
analizarse mediante un método estadistico para comparar las medias como, por ejemplo, una prueba t de
Student.

DATOS E INFORME

Tiempo de duplicaciéon

49. Para determinar el tiempo de duplicacién (T)) del nimero de frondas y el cumplimiento de este criterio de
validez por el estudio (punto 12), se aplicard la férmula siguiente con datos obtenidos de los recipientes de
control:

T,=1n2/u

donde p es la tasa media de crecimiento especifico determinada como se describe en los puntos 54-55.
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Variables de respuesta

50. El objetivo del ensayo es determinar los efectos de la sustancia problema sobre el crecimiento vegetativo de
Lemna. El presente método de ensayo describe dos variables de respuesta, ya que las distintas jurisdicciones
tienen distintas preferencias y necesidades reglamentarias. Para que los resultados del ensayo sean aceptables en
todas las jurisdicciones, los efectos deben evaluarse utilizando las dos variables de respuesta a) y b) que se
describen a continuacion:

a) Tasa media de crecimiento especifico: Esta variable de respuesta se calcula a partir del cambio del logaritmo del
numero de frondas y, ademads, a partir del cambio del logaritmo de otro pardmetro de medicién (superficie
total de las frondas, peso seco o peso fresco) a lo largo del tiempo (expresado en dias) en los controles y en
cada grupo de tratamiento. A veces se denomina tasa de crecimiento relativa (12).

b) Rendimiento: Esta variable de respuesta se calcula a partir del cambio del nimero de frondas y, ademds, a
partir del cambio de otro pardmetro de medicion (superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco) en
los controles y en cada grupo de tratamiento hasta el final del ensayo.

51. Ha de sefialarse que los valores de toxicidad calculados a partir de estas dos variables de respuesta no son
comparables y es necesario tener en cuenta esta diferencia cuando se utilicen los resultados del ensayo. Los
valores de EC, basados en la tasa media de crecimiento especifico (E,C,) son normalmente mds elevados que los
basados en el rendimiento (EC) si se respetan las condiciones del presente método de ensayo, debido al
fundamento matemdtico de los planteamientos respectivos. Esto no debe interpretarse como una diferencia en
la sensibilidad de las dos variables de respuesta, sino como una diferencia puramente matemadtica entre los
valores. El concepto de tasa media de crecimiento especifico se basa en el modelo general de crecimiento
exponencial de la lenteja de agua en cultivos no limitados, estimdndose la toxicidad en funcién de los efectos
sobre la tasa de crecimiento, sin depender del nivel absoluto de la tasa de crecimiento especifico del control, de
la pendiente de la curva concentracion-respuesta ni de la duracién del ensayo. Por el contrario, los resultados
basados en la variable de respuesta “rendimiento” dependen de todas estas otras variables. La E C, depende de la
tasa de crecimiento especifico de la especie de lenteja de agua utilizada en cada ensayo y de la tasa maxima de
crecimiento especifico, que puede variar de una especie a otra e incluso de un clon a otro. Esta variable de
respuesta no debe utilizarse para comparar la sensibilidad de distintas especies, o incluso distintos clones, de
lenteja de agua ante un agente toxico. Aunque cientificamente se prefiere el uso de la tasa media de crecimiento
especifico para estimar la toxicidad, en el presente método de ensayo se incluye también la estimacion a partir
del rendimiento para cumplir los requisitos reglamentarios vigentes en ciertas jurisdicciones.

52. Las estimaciones de la toxicidad deben basarse en el niimero de frondas y en otra variable de medicién mds
(superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco), porque ciertas sustancias pueden afectar a otras
variables de medicién mucho mds que al nimero de frondas. Este efecto no se detectarfa si solo se calculara el
ntmero de frondas.

53. El ndmero de frondas y las otras variables de medicion registradas (es decir, la superficie total de las frondas, el
peso seco o el peso fresco) se tabulan junto con las concentraciones de la sustancia problema correspondientes
a cada punto de medicion. Todo andlisis posterior de los datos, por ejemplo para estimar la LOEC, NOEC o EC,,
se basard en los valores de las distintas réplicas y no en los promedios calculados de cada grupo de tratamiento.

Tasa media de crecimiento especifico

54. La tasa media de crecimiento especifico correspondiente a un periodo especifico se calcula como el incremento
logaritmico de las variables de crecimiento, es decir, nimero de frondas y otra variable de medicién (drea total
de las frondas, peso seco o peso fresco), aplicando la férmula siguiente a cada réplica de control y de
tratamiento:

_In(N)-In(N)

Bi-j ¢

donde:

— 1, es la tasa media de crecimiento especifico entre el tiempo i y el j

— N, es la variable de medicién del recipiente de ensayo o de control en el tiempo i
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— N, es la variable de medicién del recipiente de ensayo o de control en el tiempo j

— t es el tiempo transcurrido entre i y j.

Respecto a cada grupo de tratamiento y de control ha de calcularse un valor medio de la tasa de crecimiento y
una estimacion de la varianza.

55. Debe calcularse la tasa media de crecimiento especifico correspondiente a toda la duraciéon del ensayo (el
tiempo i en la férmula anterior es el principio del ensayo y el tiempo j es el final del mismo). Respecto a cada
concentraciéon de ensayo y control ha de calcularse un valor promedio de la tasa media de crecimiento
especifico con una estimacién de la varianza. Por otra parte, debe considerarse la tasa de crecimiento de cada
seccion para evaluar el efecto de la sustancia problema presente durante el periodo de exposicion (por ejemplo,
examinando curvas logaritmicas de crecimiento). Una diferencia importante entre la tasa de crecimiento de cada
seccién y la tasa media de crecimiento indica una desviacién respecto al crecimiento exponencial constante e
impone el examen en detalle de las curvas de crecimiento. En este caso, un enfoque conservador serfa comparar
las tasas de crecimiento especifico de cultivos tratados durante el tiempo de inhibicién madxima con las corres-
pondientes a los controles durante el mismo tiempo.

56. Después puede calcularse el porcentaje de inhibicién en tasa de crecimiento (I) correspondiente a cada concen-
tracién de ensayo (grupo de tratamiento) aplicando la férmula siguiente:

T
%1 = HFCFD 100

donde:

— % I:es el porcentaje de inhibicién en tasa media de crecimiento especifico
— B¢t es el valor medio de 1 en el control
C

— pp es el valor medio de p en el grupo de tratamiento

Rendimiento

57. Los efectos sobre el rendimiento se determinan a partir de dos variables de medicién, el nimero de frondas y
otra variable de medicion (superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco) observadas en cada recipiente
de ensayo al inicio y al final del ensayo. En el caso del peso seco o del peso fresco, la biomasa inicial se
determina a partir de una muestra de frondas tomada del mismo lote utilizado para inocular los recipientes de
ensayo (véase el punto 20). Respecto a cada concentracién de ensayo y control ha de calcularse un valor
promedio del rendimiento con una estimacion de la varianza. El porcentaje medio de inhibicién en rendimiento
(% L) puede calcularse de la manera siguiente con cada réplica de tratamiento:

(bc _ bT)

x 100
b,

%I, =
donde:

— %Iy es el porcentaje de reduccién en rendimiento
— b esla biomasa final menos la biomasa inicial correspondiente al grupo de control

— b, esla biomasa final menos la biomasa inicial correspondiente al grupo de tratamiento.

Trazado de las curvas concentracion-respuesta

58. Se deben trazar las curvas concentracién-respuesta que relacionan el porcentaje medio de inhibicién de la
variable de respuesta (I, o I, calculado como se indica en los puntos 56 o 57) con el logaritmo de la concen-
tracion de la sustancia problema.
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Estimaci6én de EC_

59. Las estimaciones de EC, (por ejemplo, EC,)) deben basarse tanto en la tasa media de crecimiento especifico
(E.C)) como en el rendimiento (E C,), cada uno de los cuales debe basarse, a su vez, en el niimero de frondas y
en una variable de medicién mds (superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco). El motivo es que
ciertas sustancias problema influyen de forma diferente en el nimero de frondas y en otras variables de
medicién. Por tanto, los pardmetros buscados de la toxicidad son cuatro valores de EC_ por cada nivel de
inhibicién x calculado: E C, (ntimero de frondas), E.C, (superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco),
E C, (ndmero de frondas), y E,C, (superficie total de las frondas, peso seco o peso fresco).

Procedimientos estadisticos

60. El objetivo es obtener una relacién cuantitativa concentracién-respuesta mediante andlisis de regresién. Es
posible utilizar una regresién lineal ponderada después de haber efectuado una transformacién linealizante de
los datos de respuesta como, por ejemplo, en probit o logit o unidades Weibull (13), pero son preferibles los
procedimientos de regresién no lineal porque con ellos se tratan mejor las inevitables irregularidades de los
datos y las desviaciones respecto a distribuciones regulares. Si la inhibicién estd préxima al 0 o al 100 %, la
transformacion puede magnificar tales irregularidades, interfiriendo asi con el andlisis (13). Debe sefialarse que
los métodos normales de andlisis que utilizan las transformaciones en probit, logit o de Weibull estdn previstos
para aplicarse a datos cudnticos (por ejemplo, mortalidad o supervivencia), y que es necesario modificarlos para
aplicarlos a datos de tasas de crecimiento o rendimiento. En las referencias (14), (15) y (16) pueden encontrarse
métodos especificos de determinacion de los valores de EC, a partir de datos continuos.

61. Respecto a cada variable de respuesta que haya de analizarse, se utilizard la relacién concentracion-respuesta
para calcular estimaciones puntuales de los valores de EC.. Cuando sea posible, se determinardn los limites de
confianza del 95 % de cada estimacién. La bondad del ajuste de los datos de respuesta al modelo de regresién
se evaluard de forma grafica o estadistica. El analisis de regresion se efectuard utilizando las respuestas de las
distintas réplicas y no los promedios de los grupos de tratamiento.

62. Las estimaciones de la ECy, y los limites de confianza pueden obtenerse también utilizando la interpolacién
lineal con remuestreo (bootstrapping) (17) si los métodos o modelos de regresion disponibles no son adecuados
para los datos.

63. Para la estimacion de los valores de LOEC vy, por tanto, de NOEC, es necesario comparar los promedios de
tratamiento utilizando técnicas de andlisis de la varianza (ANOVA). A continuacién se ha de comparar el
promedio obtenido a cada concentracién con el del control, aplicando un método apropiado de comparacioén
multiple o de prueba de tendencia. Las pruebas de Dunnett o Williams pueden ser ttiles (18)(19)(20)(21). Hay
que comprobar si se sostiene la hipétesis del ANOVA de homogeneidad de la varianza. Esta comprobacion
puede realizarse graficamente o mediante una prueba en regla (22). Son adecuadas las pruebas de Levene o
Bartlett. El incumplimiento de la hipétesis de homogeneidad de las varianzas puede corregirse a veces mediante
la transformaci6n logaritmica de los datos. Si la heterogeneidad de la varianza es extrema y no puede corregirse
mediante transformacion, ha de considerarse la posibilidad de efectuar un andlisis por métodos como las
pruebas de tendencia de Jonkheere de ajuste secuencial. En (16) puede encontrarse mds informacién sobre la
determinacion de la NOEC.

64. Los recientes avances cientificos han llevado a recomendar el abandono del concepto de NOEC para sustituirlo
por el de estimaciones puntuales de EC_ basadas en la regresién. Atin no se ha determinado un valor adecuado
de x para esta prueba con Lemna. Sin embargo, parece que es apropiado el intervalo del 10 al 20 % (segin la
variable de respuesta elegida) y lo mejor es indicar tanto la EC,, como la EC,,.

Elaboracién de informes

65. El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:
Sustancia problema:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas, incluido el limite de hidrosolubilidad;

— datos de identificacién de la sustancia (por ejemplo, niimero CAS), incluida la pureza (impurezas).
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Especie de ensayo:

— nombre cientifico, clon (si se conoce) y procedencia.

Condiciones de ensayo:

— procedimiento de ensayo aplicado (esttico, semiesttico o dindmico);
— fecha de inicio y duracion del ensayo;

— medio de ensayo;

— descripcién del disefio experimental: recipientes de ensayo y sus tapas, volimenes de solucién, niimero de
colonias y de frondas por recipiente de ensayo al inicio del ensayo;

— concentraciones de ensayo (nominales y medidas, segiin proceda) y niimero de réplicas por concentracion;

— métodos de preparacion de las soluciones madre y problema, incluido el eventual uso de disolventes o
dispersantes;

— temperatura durante el ensayo;
— fuente, intensidad y homogeneidad de la luz;
— valores de pH de los medios de ensayo y de control;

— concentraciones de la sustancia problema y método de andlisis con datos adecuados de evaluacién de la
calidad (estudios de validacién, desviaciones tipicas o limites de confianza de los andlisis);

— métodos de determinacién del nimero de frondas y otras variables de medicién como, por ejemplo, el peso
seco, el peso fresco o la superficie de las frondas;

— todas las desviaciones respecto al presente método de ensayo.
Resultados:

— datos en bruto: nimero de frondas y otras variables de medicién en cada recipiente de ensayo y de control
en cada observaciéon y momento de andlisis;

— medias y desviaciones tipicas de cada variable de medicion;

— curvas de crecimiento de cada concentracién (se recomienda con transformacion logaritmica de la variable
de medicidn, véase el punto 55);

— tiempo de duplicacién | tasa de crecimiento en el control segtin el niimero de frondas;

— variables de respuesta calculadas para cada réplica de tratamiento, con valores medios y coeficiente de
variacion de las réplicas;

— representacion gréfica de la relacion concentracién-efecto;

— estimaciones de pardmetros de la toxicidad correspondientes a variables de respuesta como, p. €j., ECy,
EC,,, EC,,, e intervalos de confianza asociados; en caso de que se calculen la LOEC o la NOEC, se indicaran
sus valores y los métodos estadisticos utilizados en su determinacion;

— si se ha utilizado el ANOVA, el tamafio del efecto que puede observarse (por ejemplo, la diferencia signifi-
cativa minima);

— la eventual estimulacion del crecimiento que se haya observado en cualquier recipiente de tratamiento;
— los eventuales signos visibles de fitotoxicidad asi como observaciones de las soluciones de ensayo;

— discusion de los resultados del ensayo, incluida la eventual influencia que tengan sobre ellos las desviaciones
respecto al presente método de ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones
En relacién con el presente método de ensayo se aplicardn las siguientes definiciones y abreviaturas:

Biomasa: peso seco de materia viva presente en una poblacion. En este ensayo, lo que se mide normalmente son
indicadores de la biomasa, como el nimero de frondas o la superficie de las frondas, por lo que el término de
“biomasa” se refiere también a estos indicadores.

Sustancia: sustancia o mezcla.
Clorosis: amarilleamiento del tejido de la fronda.

Clon: organismos o células procedentes de un solo individuo por reproduccién asexual. Los individuos del mismo
clon son, por tanto, genéticamente idénticos.

Colonia: conjunto de frondas madre e hijas (generalmente de 2 a 4) unidas entre si. A veces se le da el nombre de
planta.

EC,: concentracion de la sustancia problema disuelta en el medio de ensayo que produce una reduccién del x % (por
ejemplo, del 50 %) en el crecimiento de Lemna dentro de un plazo de exposicién definido (que debe indicarse explici-
tamente si es distinto de la duracién completa o normal del ensayo). Para expresar de forma inequivoca el valor de
EC obtenido a partir de la tasa de crecimiento o del rendimiento, se usan respectivamente los simbolos “E,C” y “E,C”,
seguidos de la variable de medicién que se ha utilizado, por ejemplo E.C (ndmero de frondas).

Ensayo dindmico: ensayo en que las soluciones de ensayo se renuevan continuamente.

Fronda: cada una de las estructuras “folidceas” simples de una planta de lenteja de agua. Es la unidad minima, es
decir, individuo, capaz de reproducirse.

Deformacion: presencia de frondas con protuberancias o aspecto hinchado.

Crecimiento: aumento de la variable de medici6n, por ejemplo el niimero de frondas, el peso seco, el peso hiimedo
o la superficie de las frondas, a lo largo de la duracién del ensayo.

Tasa de crecimiento (tasa media de crecimiento especifico): aumento logaritmico de la biomasa durante el periodo
de exposicién.

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracion estudiada minima a la que se observa que la
sustancia ejerce un efecto estadisticamente significativo de reduccion del crecimiento (con p < 0,05) cuando se
compara con el control, dentro de un tiempo de exposicién dado. Sin embargo, es necesario también que todas las
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC ejerzan un efecto nocivo superior o igual al que se observa con
dicha concentracion. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicacién completa sobre como se
ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC).

Variables de medicion: variables de cualquier tipo que se miden para expresar el pardmetro del ensayo utilizando
una o mds variables de respuesta diferentes. En este método se consideran variables de medicién el nimero de
frondas, la superficie de las frondas, el peso fresco y el peso seco.

Monocultivo: cultivo con una sola especie vegetal.
Necrosis: tejido de la fronda muerto (es decir, blanco o saturado de agua).

Concentracién sin efecto observado (NOEC): concentracién estudiada que se encuentra inmediatamente por
debajo de la LOEC.

Fenotipo: caracteristicas observables de un organismo determinadas por la interaccién de sus genes con su entorno.

Variables de respuesta: variables para la estimacién de la toxicidad derivadas de cualquier variable de medicién que
describa la biomasa por distintos métodos de calculo. A efectos del presente método de ensayo, las tasas de
crecimiento y el rendimiento son variables de respuesta derivadas de variables de medicién como el niimero de
frondas, la superficie de las frondas, el peso fresco o el peso seco.
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Ensayo semiestitico (de renovacion): ensayo en que, a lo largo de su duracion, la solucién de ensayo se sustituye
periédicamente, a intervalos especificos.

Ensayo estdtico: ensayo en que, a lo largo de su duracién, no hay renovacion de la solucién de ensayo.
Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

Pardmetro del ensayo: factor general que, como objetivo del ensayo, es modificado por la sustancia problema
respecto al control. En este método el pardmetro del ensayo es la inhibicién del crecimiento, que se puede expresar
mediante diferentes variables de respuesta, basadas en una o mds variables de medicion.

Medio de ensayo: medio de cultivo sintético y completo en que crecen las plantas del ensayo cuando se exponen a
la sustancia problema. Esta se disuelve en principio en el medio de ensayo.

Rendimiento: valor de una variable de medicién para expresar la biomasa al final del perfodo de exposiciéon menos
el valor de la variable de medicion al inicio del periodo de exposicion.



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/67

Apéndice 2

Descripcion de Lemna spp.

La planta acudtica denominada vulgarmente lenteja de agua, Lemna spp., pertenece a la familia Lemnaceae, que tiene
varias especies de distribucién mundial recogidas en cuatro géneros. Se han descrito exhaustivamente sus diferencias
de aspecto y taxonomia (1)(2). Lemna gibba y Lemna minor son especies representativas de las zonas templadas y se
utilizan frecuentemente en estudios de toxicidad. Ambas especies tienen un tallo discoidal (fronda) flotante o
sumergido y una rafz muy fina que sale del centro de la superficie inferior de cada fronda. Las especies de Lemna no
suelen echar flores, y las plantas se reproducen vegetativamente haciendo nuevas frondas (3). En comparacion con las
plantas viejas, las jovenes tienden a ser mds pdlidas, tener raices mds cortas y consistir en dos o tres frondas de
distintos tamarios. El pequefio tamafio, la sencillez de la estructura, la reproduccién asexual y el breve tiempo de
generacién de Lemna son caracteristicas que convierten a las plantas de este género en idéneas para los ensayos de
laboratorio (4)(5).

Debido a la probabilidad de que haya diferencias de sensibilidad entre las especies, solo son vélidas las comparaciones
de sensibilidad dentro de una misma especie.

Ejemplos de especies de Lemna que se utilizan en los ensayos: referencias bibliograficas de las especies

Lemna_aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoc-
tialis in aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology,
Stockholm University.

Lemna major: Clark, N.A. (1925). The rate of reproduction of Lemna major as a function of intensity and duration of
light. J. Phys. Chem., 29: 935-941.

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA) (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., “Public draft”. EPA 712-C-96-156. 8 pp.

Association Francaise de Normalisation (AFNOR) (1996). XP T 90-337: Détermination de I'inhibition de la croissance
de Lemna minor. 10 pp.

Swedish Standards Institute (SIS) (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13. 15 pp. (en sueco).

Lemna gibba: ASTM International (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test With Lemna gibba G3. E
1415-91 (Reapproved 1998), pp. 733-742.

United States Environmental Protection Agency (US EPA) (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using
Lemna spp., “Public draft”. EPA 712-C-96-156. 8 pp.

Lemna_paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water pollution. I. The
sensitivity of Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 10:1959-1969.

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla).
Ecotoxicol. Environ. Saf., 5:87-96.

Lemna_trisulca: Huebert, D.B., Shay, JM. (1993). Considerations in the assessment of toxicity using duckweeds.
Environ. Toxicol. and Chem., 12:481- 483.

Lemna valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating aquatic weeds.
Verh.-Int. Ver. Limnol., 19:2102-2111.

Fuentes de las especies de Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto, Toronto, Ontario
Canada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fax:+1-416-978-5878

Correo electrénico: jacreman@botany.utoronto.ca
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North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002
Estados Unidos

Teléfono: 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91

Estocolmo

Suecia

Tel: +46 8 674 7240

Fax: +46 8 674 7636

Umweltbundesamt (UBA)
FGIIT 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Alemania

Correo electronico: lemna@uba.de
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Apéndice 3

Mantenimiento de cultivos madre

Los cultivos madre pueden mantenerse a temperaturas bajas (4-10 °C) durante tiempos prolongados sin tener que
volver a reestablecerlos. El medio de cultivo de Lemna puede ser el mismo que se utilice en los ensayos, pero es
posible utilizar otros medios ricos en nutrientes para los cultivos madre.

Periédicamente se pasan varias plantas jovenes, de color verde claro, a nuevos recipientes de cultivo con medio
fresco, aplicando una técnica aséptica. En las condiciones de baja temperatura que se indican, pueden hacerse
subcultivos a intervalos de hasta tres meses.

Para los cultivos deben utilizarse recipientes estériles de vidrio, quimicamente limpios (lavados con écido); su
manipulacién se hard asépticamente. En caso de contaminacién del cultivo madre, por ejemplo con algas u hongos,
se tomardn medidas para eliminar los organismos contaminantes. En relacién con las algas y la mayoria de otros
organismos contaminantes, esto puede efectuarse mediante esterilizaciéon superficial. Se toma una muestra del
material vegetal contaminado y se cortan las raices. A continuacion se agita enérgicamente el material en agua
limpia, y después se sumerge en solucion de hipoclorito sédico al 0,5 % (v/v) durante un tiempo comprendido entre
30 segundos y 5 minutos. Seguidamente se enjuaga el material vegetal con agua estéril y se transfiere, en una serie de
lotes, a recipientes de cultivo con medio de cultivo fresco. Aunque este tratamiento puede ocasionar la muerte de
muchas frondas, especialmente con tiempos largos de exposicion, algunas de las frondas supervivientes estardn
normalmente libres de contaminacién y podran utilizarse para reinocular nuevos cultivos.
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Apéndice 4

Medios

Se recomiendan medios de cultivo distintos para L. minor y L. gibba. Para L. minor se recomienda una modificacién
del medio de cultivo normal de Suecia (SIS), y para L. gibba, el medio 20X AAP. A continuacién se indican las
composiciones de ambos medios. Para preparar estos medios deben utilizarse sustancias de grado analitico o reactivo
y agua desionizada.

Medio de cultivo normal de Suecia (SIS) para Lemna

— Las soluciones madre I — V se esterilizan en autoclave (120 °C, 15 minutos) o mediante filtracién por membrana
(de unos 0,2 um de didmetro de poro).

— Las soluciones madre VI y, en su caso, VII se esterilizan solo mediante filtracién por membrana; no deben tratarse
en autoclave.

— Las soluciones madre estériles deben conservarse en lugar fresco y oscuro. Las soluciones madre I — V pueden
conservarse hasta seis meses, mientras que las soluciones madre VI 'y, en su caso, VII deben desecharse al cabo de

un solo mes.
Solucién Concentracion en Concent.raci()n en
madre Sustancia la solucién madre el mef;zg)repa— Medio preparado
ne @/ (el
Elemento Coniglgt;”le)lcién
[ NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
11 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8, 17,5
v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H;BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,EDTA - 2H,0 0,28 1,4 — —
VII MOPS (amortiguador) 490 490 — —
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Para preparar un litro de medio SIS, se afiaden los voliimenes siguientes a 900 ml de agua desionizada:

— 10 ml de solucién madre 1

— 5 ml de solucién madre II

— 5 ml de solucién madre III

— 5 ml de solucién madre IV

— 1 ml de solucién madre V

— 5 ml de solucién madre VI

— 1 ml de solucién madre VII (facultativo)

Nota: Con ciertas sustancias problema (véase el punto 11) puede ser necesaria ademds la solucién madre VII
(amortiguador de MOPS).

El pH se ajusta a 6,5 0,2 con HCl 0 NaOH 0,1 o 1 M, y el volumen se lleva a un litro con agua desionizada.

Medio de cultivo 20X AAP

Las soluciones madre se preparan con agua destilada o desionizada estéril.

Las soluciones madre estériles deben conservarse en lugar fresco y oscuro. En estas condiciones pueden mantenerse

durante al menos 6 u 8 semanas.

Para obtener este medio 20X AAP se necesitan cinco soluciones madre de nutrientes (A1, A2, A3, By C), preparadas
con sustancias de grado reactivo. A unos 850 ml de agua desionizada se afiaden 20 ml de cada solucién madre de
nutrientes para obtener el medio de cultivo. El pH se ajusta a 7,5 + 0,1 con HCl 0 NaOH 0,1 o0 1 M, y el volumen se
lleva a un litro con agua desionizada. Después se pasa el medio a un recipiente estéril a través de un filtro de
membrana de unos 0,2 pm.

El medio de cultivo destinado a los ensayos debe prepararse uno o dos dias antes de usarlo, a fin de que el pH pueda
estabilizarse. Antes de utilizar el medio de cultivo, se comprobard su pH y, en caso necesario, se ajustard afiadiendo
NaOH o HCI 0,1 o 1 M, como se describe mds arriba.

Concentracion en

Solucion Concentracion en | medi
madre Sustancia la soluciéon madre ¢ mer;(zig)repa— Medio preparado
0 o]) (¥
! o) (mg*) ()
Elemento Co(rrlrf;:;q.tlr)a(c*i)én

Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04

A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22

A3 K,HPO, - 3H,0 1,4 30 K; P 9,4; 3,7
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. . Concentracién en
Solucién Concentracion en | medio prepa-
madre Sustancia la solucién madre ¢ ra d(f p Medio preparado
n° gl ™ (mg/*) (*
Elemento C()(rggeﬁtga@i)én
B H;BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mn(Cl, - 4H,0 0,42 8,3 Mn 23
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA - 2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg|l 66 ng/l Zn 31 pgfl
CoCl, - 6H,0 1,4 mg/l 29 pgfl Co 7,1 pgfl
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg|l 145 pgfl Mo 58 pg/l
Cudl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 pgfl Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

(*) Salvo que se indique otra cosa.

Nota: La concentracion final tedricamente adecuada de bicarbonato (para evitar un ajuste apreciable del pH) es de 15 mg/l, y no de
300 mg/l. Sin embargo, la experiencia con el medio 20X AAP, incluido el ensayo interlaboratorios relativo al presente mé-
todo, se basa en 300 mg/l (L. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey (1999). The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Develop-
ment and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency).

Medio de Steinberg (segiin ISO 20079)

Concentraciones y soluciones madre

El medio modificado de Steinberg se utiliza segin la norma ISO 20079 con Lemna minor solo (ya que en esa norma
solo se contempla esta especie), pero los ensayos muestran que pueden obtenerse buenos resultados también con

Lemna gibba.

Para preparar el medio deben utilizarse sustancias de grado analitico o reactivo y agua desionizada.

El medio nutritivo se prepara a partir de soluciones madre o del medio diez veces mds concentrado, que permite una
concentracién maxima del medio sin precipitacion.

Cuadro 1.

Medio de Steinberg con pH estabilizado (modificado segiin Altenburger)

Componente Medio nutritivo
Macroelementos Peso molecular mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41
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Componente Medio nutritivo

Microelementos Peso molecular g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
Mn(Cl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA disddico dihidratado 372,24 1 500,00 4,03

Cuadro 2.

Soluciones madre (macroelementos)

1. Macroelementos (concentracién 50 veces mayor) g/l
Solucién madre 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 4,5
K,HPO, 0,63
Solucién madre 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Solucién madre 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75
Cuadro 3.
Soluciones madre (microelementos)
2. Microelementos (concentraciéon 1 000 veces mayor) mg|l
Solucién madre 4:
H,BO, 120,0
Solucién madre 5:
ZnS0, - 7H,0 1800
Solucién madre 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Microelementos (concentraciéon 1 000 veces mayor) mg|l

Solucién madre 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Solucién madre 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA disédico dihidratado 1 500,00

— Pueden reunirse las soluciones madre 2 y 3 por un lado y, por otro, de la 4 a la 7 (teniendo en cuenta las concen-
traciones establecidas).

— Para poder conservarlas mds tiempo, hay que tratar las soluciones madre en autoclave a 121 °C durante 20 min o
bien someterlas a esterilizacién por filtracién (0,2 pm). Se recomienda vivamente someter la solucién madre 8 a
esterilizacion por filtracién (0,2 pm).

Preparacién del medio de Steinberg (modificado) a la concentracién final

— Se afiaden 20 ml de las soluciones madre 1, 2 y 3 (véase el cuadro 2) a unos 900 ml de agua desionizada para
evitar la precipitacion.

— Se afiade 1,0 ml de las soluciones madre 4, 5, 6, 7 y 8 (véase el cuadro 3).
— El pH debe ser de 5,5 * 0,2 (se ajusta afiadiendo un volumen minimo de soluciéon de NaOH o HCI).
— Se completa con agua hasta 1 000 ml.

— Si las soluciones madres estdn esterilizadas y se utiliza agua adecuada, no es necesario proceder a otra esterili-
zacién. Si se efectda la esterilizacion del medio final, la solucién madre 8 se afiadird después del pase por
autoclave (a 121 °C durante 20 min).

Preparacion del medio de Steinberg (modificado) a concentracién 10 veces mayor para su conservacion intermedia

— Se afladen 20 ml de las soluciones madre 1, 2 y 3 (véase el cuadro 2) a unos 30 ml de agua para evitar la precipi-
tacion.

— Se aflade 1,0 ml de las soluciones madre 4, 5, 6, 7 y 8 (véase el cuadro 3). Se completa con agua hasta 100 ml.

— Si las soluciones madres estdn esterilizadas y se utiliza agua adecuada, no es necesario proceder a otra esterili-
zacién. Si se efecttia la esterilizacion del medio final, la solucién madre 8 se afiadird después del pase por
autoclave (a 121 °C durante 20 min).

— El pH del medio (concentracién final) debe ser de 5,5 + 0,2.»

6) Se afiaden los siguientes capitulos C.31 a C.46:

«C.31. ENSAYO CON PLANTAS TERRESTRES: ENSAYO DE EMERGENCIA Y CRECIMIENTO DE
PLANTULAS

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 208 (2006). Los
métodos de ensayo se revisan periddicamente en funcién de los avances cientificos y de su aplicabilidad con
fines reglamentarios. La presente actualizacién del método de ensayo estd disefiada para evaluar los efectos
potenciales de las sustancias sobre la emergencia y el crecimiento de pldntulas. Sin embargo, no cubre los
efectos cronicos ni los efectos sobre la funcién reproductora (es decir, semillas, formacién de las flores,
maduracion de los frutos). Deben considerarse las condiciones de exposicién y las propiedades de la sustancia
problema, a fin de garantizar que se utilizan los métodos de ensayo apropiados (por ejemplo, cuando se
estudian metales o compuestos metdlicos, deben considerarse los efectos del pH y los contra-iones asociados)
(1). Este método de ensayo no se ocupa de las plantas expuestas a vapores de las sustancias. El método de
ensayo es aplicable a los ensayos de sustancias y mezclas en general, biocidas y productos fitosanitarios
(también conocidos como plaguicidas o pesticidas). Se ha desarrollado sobre la base de métodos existentes (2)
(3) (4) (5) (6) (7). También se han tenido en cuenta otras referencias pertinentes para los ensayos con plantas (8)
(9) (10). En el apéndice 1 se dan las definiciones utilizadas.
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PRINCIPIO DEL ENSAYO

2. El ensayo evalta los efectos sobre la emergencia y el crecimiento inicial de las plantulas de vegetales superiores
tras su exposicion a la sustancia problema en el suelo (u otra matriz de suelo adecuada). Las semillas se ponen
en contacto con suelo que se ha tratado con la sustancia problema y se evaltan los efectos que presenten
después de, generalmente, entre 14 y 21 dias tras la emergencia del 50 % de las pldntulas del grupo de control.
Los pardmetros medidos son la evaluacion visual de la emergencia de plantulas, el peso seco de los brotes (o el
peso fresco de los brotes) y, en algunos casos, la altura de los brotes, asi como una evaluaciéon de los efectos
nocivos sobre diferentes partes de la planta. Estas mediciones y observaciones se comparan con las de las
plantas de control sin tratar.

3. En funcion de la via de exposicion prevista, la sustancia problema se incorpora al suelo (o bien a una matriz de
suelo artificial) o se aplica a la superficie del suelo, de forma que se represente adecuadamente la posible via de
exposicion a la sustancia. La incorporacién al suelo se realiza por tratamiento de suelo bruto. Después de la
aplicacion, el suelo se transfiere a macetas y, a continuacion, se siembran en el suelo semillas de la especie
vegetal seleccionada. Las aplicaciones en superficie se hacen con suelo en macetas en el que ya se han sembrado
las semillas. Las unidades de ensayo (controles y suelos tratados mds semillas) se colocan entonces en
condiciones adecuadas que permitan la germinacién o el crecimiento de las plantas.

4. El ensayo puede efectuarse con el fin de determinar la curva dosis-respuesta, o a una sola concentracién/tasa
como ensayo limite, en funcién del objetivo del estudio. Si los resultados del ensayo a concentracién/tasa inica
superan un determinado nivel de toxicidad (por ejemplo, si se observan efectos superiores a un x %), se lleva a
cabo un ensayo de determinacién del intervalo para establecer los limites inferior y superior de toxicidad,
seguido de un ensayo a concentracidn/tasa mltiple para generar una curva dosis-respuesta. Se efectda un
andlisis estadistico apropiado para obtener una concentracion con efecto x EC_ o una tasa de aplicacién con
efecto x ER_ (p. ¢j., EC,,, ER,,, EC;,, ER,() en relacién con el pardmetro o pardmetros de interés mds sensibles.
Asimismo, en esta prueba pueden calcularse la concentracién sin efecto observado (NOEC) y la concentracién
minima con efecto observado (LOEC).

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

5. La siguiente informacion es util para la identificacién de la via prevista de exposicién a la sustancia y para el
diseflo del ensayo: formula estructural, pureza, hidrosolubilidad, solubilidad en disolventes organicos, coeficiente
de reparto 1-octanol/agua, comportamiento de sorcion del suelo, presién de vapor, estabilidad de la sustancia
en el agua y a la luz, y biodegradabilidad.

VALIDEZ DEL ENSAYO

6. Para que el ensayo se considere vdlido, los controles deben cumplir los criterios de comportamiento siguientes:
— la emergencia de las plantulas es de al menos un 70 %;

— las plantulas no presentan efectos fitotoxicos visibles (p. ej., clorosis, necrosis, marchitamiento, deforma-
ciones de las hojas y tallos) y las plantas presentan solo variaciones en el crecimiento y morfologia que son
normales para la especie concreta de que se trate;

— la supervivencia media de las pldntulas de control emergidas es de al menos el 90 % a lo largo de todo el
estudio;

— las condiciones ambientales de una determinada especie son idénticas y los medios de cultivo contienen la
misma cantidad de matriz de suelo, medio de apoyo, o sustrato de la misma fuente.

SUSTANCIA DE REFERENCIA

7. Puede someterse a ensayo una sustancia de referencia a intervalos regulares, con el fin de comprobar que el
comportamiento del ensayo y la respuesta de las plantas concretas del ensayo, asi como las condiciones de
ensayo no han cambiado de forma significativa a lo largo del tiempo. Los datos anteriores de biomasa o de
crecimiento de los controles pueden utilizarse también para evaluar el comportamiento del sistema de ensayo
en laboratorios concretos, y pueden constituir una medida de control de la calidad intralaboratorio.



L 54/76 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

DESCRIPCION DEL METODO

Suelo natural — sustrato artificial

8.  Se pueden cultivar las plantas en macetas con suelo de limo arenoso, de arena limosa, o de limo arenoso y
arcilloso, que contenga hasta un 1,5 % de carbono orgdnico (alrededor del 3 % de materia orgdnica). También
puede utilizarse tierra comercial para macetas o mezcla de suelo sintético que contenga hasta un 1,5 % de
carbono orgdnico. No deben utilizarse suelos arcillosos si se sabe que la sustancia problema tiene elevada
afinidad por la arcilla. El suelo de campo debe pasarse por un tamiz de 2 mm de luz para homogeneizarlo y
eliminar las particulas gruesas. Deben indicarse el tipo y la textura, el porcentaje de carbono orgdnico, el pH y
el contenido de sal, asi como la conductividad electronica del suelo preparado final. El suelo debe clasificarse
con arreglo a un sistema de clasificacién normal (11). El suelo puede pasteurizarse o someterse a tratamiento
térmico para reducir el efecto de los patdgenos del suelo.

9.  El suelo natural puede complicar la interpretacién de los resultados y aumentar la variabilidad debido a su
diversidad de propiedades fisicas y quimicas y de poblaciones microbianas. Estas variables, a su vez, alteran la
capacidad de retencion de humedad, la capacidad de formar enlaces quimicos, la aireacién y el contenido de
nutrientes y de oligoelementos. Ademds de las variaciones de estos factores fisicos, también habrd variaciones
en sus propiedades quimicas, tales como el pH y el potencial redox, lo que puede afectar a la biodisponibilidad
de la sustancia problema (12) (13) (14).

10. Los sustratos artificiales no se emplean normalmente para los ensayos de productos fitosanitarios, pero pueden
ser de utilidad para los ensayos de sustancias o mezclas en general o cuando se desee reducir al minimo la
variabilidad de los suelos naturales y aumentar la comparabilidad de los resultados de los ensayos. Los sustratos
utilizados deben estar compuestos de materiales inertes que minimicen la interaccién con la sustancia problema,
con el vehiculo disolvente, o con ambos. Se ha visto que la arena de cuarzo lavada con 4cido, la lana mineral y
las perlas de vidrio (por ejemplo, de 0,35 a 0,85 mm de didmetro) son materiales inertes adecuados que
absorben minimamente la sustancia problema (15), garantizando asi un médximo de disponibilidad de la
sustancia para las plantulas a través de la absorcion radicular. Entre los sustratos inadecuados figuran la
vermiculita, la perlita y otros materiales muy absorbentes. Deben facilitarse nutrientes para el crecimiento
vegetal, a fin de asegurarse de que las plantas no sufren deficiencias nutricionales, y, siempre que sea posible,
este aspecto debe evaluarse mediante andlisis quimico o por examen visual de las plantas de control.

Criterios de seleccion de las especies de ensayo

11. Las especies seleccionadas deben ser suficientemente amplias, p. ej., teniendo en cuenta su diversidad
taxonomica en el reino vegetal, su distribucién, abundancia, las caracteristicas del ciclo de vida especifico de la
especie y la region de presencia natural, a fin de desarrollar una gama de respuestas (8) (10) (16) (17) (18) (19)
(20). Para la seleccién deben tenerse en cuenta las siguientes caracteristicas de las posibles especies de ensayo:

— las especies tienen semillas uniformes que estdn ficilmente disponibles a partir de fuentes normales fiables y
que presentan una germinacion regular, fiable y homogénea, y las pldntulas tienen un crecimiento uniforme;

— las plantas son aptas para el ensayo en laboratorio, y pueden dar resultados fiables y reproducibles, tanto
dentro de una misma instalacién como en una serie de instalaciones;

— la sensibilidad de las especies sometidas a ensayo debe ser coherente con las respuestas de las plantas
observadas en el medio ambiente expuestas a la sustancia;

— se han utilizado en cierta medida en ensayos anteriores de toxicidad y su utilizacién en, por ejemplo,
bioensayos de herbicidas, deteccién de metales pesados, pruebas de resistencia a la salinidad o a los
minerales, o estudios de alelopatia indica sensibilidad a una gran variedad de factores de estrés;

— son compatibles con las condiciones de cultivo del método de ensayo;
— cumplen los criterios de validez del ensayo.

Algunas de las especies de ensayo mds utilizadas a lo largo del tiempo se recogen en el apéndice 2, y el
apéndice 3 muestra posibles especies no cultivadas.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

El niimero de especies que se ha de someter a ensayo depende de los requisitos normativos correspondientes,
por lo que no se especifica en el presente método de ensayo.

Aplicacion de la sustancia problema

La sustancia debe aplicarse en un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua, acetona, etanol, polietilenglicol, goma
ardbiga, arena). También pueden someterse a ensayo las mezclas (productos formulados o formulaciones) que
contienen principios activos y varios coadyuvantes.

Incorporacidn al suelo o al sustrato artificial

Las sustancias que son hidrosolubles o se suspenden en agua pueden afladirse al agua y, a continuacion, la
solucién se mezcla con el suelo, mediante un dispositivo de mezcla. Este tipo de ensayo puede ser adecuado si
la exposicion a la sustancia se hace a través del suelo o del agua intersticial del suelo y cuando hay riesgo de
absorcién radicular. La adicién de la sustancia problema no debe superar la capacidad de retencién de humedad
del suelo. El volumen de agua afiadida debe ser el mismo para cada concentracién de ensayo, pero debe
limitarse para evitar que el suelo se aglutine en agregados.

Las sustancias con poca hidrosolubilidad han de disolverse en un disolvente volatil adecuado (p. ej., acetona,
etanol), y mezclarse con arena. El disolvente puede eliminarse de la arena a continuacién con una corriente de
aire al tiempo que se remueve continuamente la arena. La arena tratada se mezcla con el suelo experimental. Se
establece un segundo control que solo recibe arena y disolvente. Se afiaden a todos los niveles de tratamiento y
al segundo control las mismas cantidades de arena, con disolvente mezclado y eliminado. En el caso de
sustancias problema sélidas insolubles, se mezclan la sustancia y el suelo seco en un mezclador adecuado. A
continuacién se afiade el suelo a las macetas y se siembran las semillas de forma inmediata.

Cuando se utiliza un sustrato artificial en lugar de suelo, las sustancias hidrosolubles pueden disolverse en la
solucién de nutrientes justo antes del inicio del ensayo. Las sustancias que no son hidrosolubles, pero que
pueden suspenderse en agua utilizando un vehiculo disolvente, deben afadirse con el vehiculo a la solucién de
nutrientes. Las sustancias que no son hidrosolubles y para las que no se dispone de ningiin vehiculo
hidrosoluble no téxico han de disolverse en un disolvente volatil adecuado. La solucién se mezcla con arena o
perlas de vidrio, se coloca en un aparato rotativo de vacio y se somete a evaporacion, para que quede en la
arena o en las perlas una capa uniforme de la sustancia. Una porcién pesada de perlas debe someterse a
extraccién con el mismo disolvente orgdnico y se determina en ella la sustancia problema, antes de llenar las
macetas.

Aplicacién en superficie

En el caso de los productos fitosanitarios, para la aplicacion de la sustancia problema se suele rociar la
superficie del suelo con la solucién de ensayo. Todos los equipos utilizados para realizar los ensayos, incluidos
los equipos utilizados para preparar y administrar la sustancia problema, deben ser tales en cuanto a su disefio
y capacidad que los ensayos correspondientes puedan realizarse de una manera exacta y que se obtenga una
cobertura reproducible. La cobertura debe ser uniforme en todas las superficies del suelo. Se debe tener cuidado
para evitar la posibilidad de que las sustancias se adsorban o reaccionen con el equipo (por ejemplo, tubos de
pléstico y sustancias lipofilicas, o piezas y elementos de acero). Se rocia la sustancia problema en la superficie
del suelo simulando las aplicaciones de un tanque de pulverizacion normal. Generalmente, los volimenes
rociados deben encontrarse en la banda de la practica agricola y volimenes normales (cantidad de agua, etc.). El
tipo de boquilla debe seleccionarse para proporcionar una cobertura uniforme de la superficie del suelo. En
caso de que se apliquen disolventes y vehiculos, debe establecerse un segundo grupo de plantas de control que
reciban solo el disolvente o vehiculo. Ello no es necesario en el caso de los productos fitosanitarios ensayados
como formulaciones.

Verificacion de la concentracién/tasa de la sustancia problema

Las concentraciones o tasas de aplicacién deben confirmarse mediante una verificacion analitica adecuada. En el
caso de las sustancias solubles, la verificacion de todas las concentraciones/tasas de ensayo puede confirmarse
mediante el andlisis de la concentracién maxima de la solucién de ensayo utilizada para el ensayo con documen-
tacion sobre la posterior dilucién y la utilizacion de equipo de aplicacién calibrado (por ejemplo, material
analitico de vidrio, calibracién del equipo rociador). En el caso de las sustancias insolubles, la verificacién del
material compuesto debe aportarse con los pesos de la sustancia problema afiadidos al suelo. Si se requiere la
demostracién de la homogeneidad, puede ser necesario analizar el suelo.
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PROCEDIMIENTO
Diseifio del ensayo

19. Se plantan en macetas semillas de la misma especie. El nimero de semillas plantadas por maceta dependerd de
la especie, del tamafio de la maceta y de la duraciéon del ensayo. El niimero de plantas por maceta debe
proporcionar unas condiciones de crecimiento adecuadas y evitar la superpoblacién durante todo el ensayo. La
densidad de plantacion maxima es de unas 3-10 semillas por 100 cm?, en funcién del tamaifio de las semillas.
Como ejemplo, se recomienda de una a dos plantas de maiz, soja, tomate, pepino o remolacha azucarera por
recipiente de 15 cm; tres plantas de colza o guisantes por recipiente de 15 cm; y de cinco a diez plantas de
cebolla, trigo, u otras semillas pequefias por recipiente de 15 cm. El nimero de semillas y el de macetas
replicadas (la réplica se define como una maceta, por lo que las plantas de una misma maceta no constituyen
réplicas) deben ser adecuados para optimizar el andlisis estadistico (21). Debe tenerse en cuenta que la
variabilidad serd mayor cuando se trate de especies de ensayo con un nimero menor de semillas grandes por
maceta (réplica), en comparacién con las especies de ensayo que permitan utilizar un mayor nimero de
pequeiias semillas por maceta. Plantando un nimero igual de semillas en cada maceta esta variabilidad puede
reducirse al minimo.

20. Se utilizan grupos de control para garantizar que los efectos observados estdn asociados con la exposicion a la
sustancia problema o se atribuyen solo a esta. El grupo de control adecuado debe ser idéntico al grupo de
ensayo en todos los aspectos, salvo en la exposicion a la sustancia problema. Todas las plantas de un mismo
ensayo, incluidas las de los controles, deben proceder de la misma fuente. Para evitar que haya sesgo, es
necesario que sea aleatoria la asignacion de las macetas de ensayo y de control.

21. Deben evitarse las semillas revestidas de insecticida o fungicida (es decir, las semillas tratadas). Sin embargo,
algunas autoridades reguladoras permiten la utilizacién de determinados fungicidas de contacto no sistémicos
(por ejemplo, captano, tiram) (22). Si se teme la presencia de patdgenos transmitidos con las semillas, estas
pueden bafiarse brevemente en una solucién de hipoclorito al 5 %, lavarse a continuacién abundantemente con
agua corriente y secarse. No se autoriza ninglin tratamiento curativo con otro producto fitosanitario.

Condiciones del ensayo

22. Las condiciones del ensayo deben aproximarse a las condiciones necesarias para el crecimiento normal de las
especies y variedades utilizadas (en el apéndice 4 figuran algunos ejemplos de condiciones de ensayo). Las
plantas emergentes deben mantenerse con buenas practicas horticolas en cdmaras de ambiente controlado,
invernaderos o fitotrones. Cuando se utilizan instalaciones de cultivo, estas practicas suelen incluir el control y
el registro con una frecuencia adecuada (como, p. ¢j., cada dia) de la temperatura, la humedad, la concentracién
de diéxido de carbono, la luz (intensidad, longitud de onda, radiacién activa para la fotosintesis) y el
fotoperiodo, los medios de riego, etc., para garantizar un buen crecimiento de las plantas, juzgado por el
crecimiento de las plantas control de las especies seleccionadas. Conviene controlar la temperatura de los
invernaderos mediante sistemas de ventilacion, calefaccién o refrigeracién. Se recomiendan en general las
siguientes condiciones para los ensayos en invernaderos:

— temperatura: 22 °C £ 10 °G;
— humedad: 70 % = 25 %;
— fotoperiodo: minimo de 16 horas de luz;

— intensidad luminosa: 350 + 50 pE[m?[s. Puede ser necesario aportar una iluminacién adicional si la
intensidad desciende por debajo de 200 pE/m?s, longitud de onda de 400 - 700 nm, excepto en caso de
determinadas especies cuyas necesidades de luz sean inferiores.

Las condiciones ambientales deben ser objeto de seguimiento y notificacién a lo largo de toda la duracién del
estudio. Las plantas deben cultivarse en macetas no porosas, de plastico o esmaltadas, con una bandeja o
platillo debajo de la maceta. Es posible cambiar de posicion las macetas periédicamente para minimizar la
variabilidad en el crecimiento de las plantas (debida a las diferencias en las condiciones de ensayo en las instala-
ciones de cultivo). Las macetas deben ser bastante grandes para permitir un crecimiento normal.

23. Pueden afiadirse suplementos de nutrientes del suelo segin sea necesario para mantener el vigor de las plantas.
La necesidad y el calendario de la adicién de nutrientes pueden evaluarse mediante la observacion de las plantas
de control. Se recomienda regar los recipientes de ensayo por el fondo (p. ¢j., mediante la utilizacién de mechas
de fibra de vidrio). Sin embargo, puede utilizarse el riego superior al principio para estimular la germinacién de
las semillas y, en caso de aplicacién de la sustancia en la superficie del suelo, para facilitar la introduccién de la
sustancia en el suelo.
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24. Las condiciones especificas de cultivo han de ser adecuadas para las especies ensayadas y la sustancia problema
estudiada. Las plantas de control y las tratadas deben mantenerse en las mismas condiciones ambientales; no
obstante, han de adoptarse medidas adecuadas para impedir la exposicion cruzada (p. ej., de sustancias volatiles)
entre los distintos grupos de tratamiento, asi como la exposicién de los controles a la sustancia problema.

Ensayo a concentracion/tasa tinica

25. A la hora de determinar la concentracion/tasa adecuada de una sustancia para la realizaciéon de un ensayo a una
concentracién/tasa Gnica (ensayo de tolerancia o limite), debe tenerse en cuenta una serie de factores. En
relacién con las sustancias en general, entre estos factores figuran las propiedades fisicoquimicas de la sustancia.
En el caso de los productos fitosanitarios, hay que considerar las propiedades fisicoquimicas y el régimen de
utilizacion de la sustancia problema, su concentracién o tasa de aplicaciéon médxima, el nimero de aplicaciones
por temporada y/o la persistencia de la sustancia problema. Para determinar si una sustancia en general posee
propiedades fitotoxicas, puede ser adecuado realizar un ensayo al nivel méximo de 1 000 mg/kg de suelo seco.

Ensayo de determinacion del intervalo

26. En caso necesario, puede realizarse un ensayo de determinacién del intervalo para obtener informacién sobre
las concentraciones o tasas que hayan de someterse a ensayo en el estudio definitivo de la relacién dosis-
respuesta. Para el ensayo de determinacién del intervalo, las concentraciones o tasas de ensayo deben estar muy
separadas entre si (p. ¢j., 0,1, 1,0, 10, 100 y 1 000 mg/kg de suelo seco). En el caso de los productos fitosani-
tarios, las concentraciones o tasas podrian basarse en la concentracién o tasa de aplicaciéon recomendada o
méxima; p, ¢j., 1/100, 1/10, 1/1 de ese valor.

Ensayo a concentracion/tasa miiltiple

27. El objetivo del ensayo a concentracion/tasa mltiple consiste en establecer la relacion dosis-respuesta y
determinar un valor de EC_ o ER, relacionada con la emergencia, la biomasa y/o los efectos visibles frente a los
controles sin exposicion, segtin exijan las autoridades reguladoras.

28. El nimero y el espaciado de las concentraciones o tasas deben ser suficientes para generar una relacién dosis-
respuesta y una ecuacion de regresion fiables, y dar una estimacién de los valores de EC, o ER,. Las concentra-
ciones|tasas seleccionadas deben englobar los valores de EC, o ER, que haya que determinar. Por ejemplo, si se
requiere un valor de EC,, seria aconsejable realizar el ensayo a tasas que produzcan un efecto de entre el 20 y el
80 %. El niimero recomendado de concentraciones/tasas de ensayo para conseguirlo es como minimo de cinco
en una serie geométrica mds un control sin tratar, y espaciadas por un factor que no exceda de tres. Respecto a
cada grupo de tratamiento y de control el niimero de réplicas debe ser como minimo de cuatro y el nimero
total de semillas, al menos de veinte. Puede ser necesario recurrir a mds réplicas de determinadas plantas con un
indice de germinacién bajo o con hébitos de crecimiento variables, para aumentar la potencia estadistica del
ensayo. Si se utiliza un nimero mayor de concentraciones/tasas de ensayo, podrd reducirse el nimero de
réplicas. Si ha de estimarse la NOEC, puede ser necesario utilizar mds réplicas para obtener la potencia
estadistica deseada (23).

Observaciones

29. Durante el periodo de observacion, es decir, de 14 a 21 dias desde el momento en que haya emergido el 50 %
de las plantas de control (también del control de disolvente, en su caso), las plantas se examinan con frecuencia
(al menos una vez por semana y, en la medida de lo posible, diariamente) para observar la emergencia, as
como la fitotoxicidad visible y la mortalidad. Al final del ensayo, deben registrarse la medida del porcentaje de
emergencia y la biomasa de las plantas supervivientes, asi como los efectos nocivos visibles en diferentes partes
de las plantas. Entre estos se incluyen las anomalias del aspecto de las plantulas emergidas, retraso en el
crecimiento, clorosis, decoloracion, mortalidad y efectos en el desarrollo de las plantas. La biomasa final puede
medirse con la media del peso seco final de los brotes de las plantas supervivientes, obtenido recogiendo los
brotes desde la superficie del suelo y secdndolos, hasta llegar a peso constante, a 60 °C. Otra posibilidad es
medir la biomasa final utilizando el peso fresco de los brotes. La altura de los brotes puede ser otro pardmetro,
si asi lo requieren las autoridades reguladoras. Para evaluar las respuestas toxicas observables, debe utilizarse un
sistema uniforme de puntuacién de las lesiones visibles. En las referencias (23) y (24) se dan ejemplos para la
realizacion de las evaluaciones visuales cualitativas y cuantitativas.
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DATOS E INFORME
Andlisis estadistico
Ensayo a concentracion/tasa tinica

30. Los datos correspondientes a cada especie vegetal deben analizarse mediante un método estadistico adecuado
(21). Debe registrarse el nivel del efecto a la concentracion/tasa de ensayo, o bien la incapacidad de alcanzar un
determinado efecto a la concentracién/tasa de ensayo (por ejemplo, < x % de efecto observado a la concen-
tracion o tasa y).

Ensayo a concentracion/tasa multiple

31. Se ha establecido una relaciéon dosis-respuesta en términos de una ecuaciéon de regresion. Pueden utilizarse
modelos diferentes: por ejemplo, para estimar la EC, o ER_ (p. ¢j., EC,,, ER,;, EC,, ER) y sus limites de
confianza en cuanto a la emergencia, pueden ser apropiados los métodos de datos cudnticos, de logit, de probit,
de Weibull, de Spearman-Karber, de Spearman-Karber recortado, etc. En cuanto al crecimiento de las plantulas
(peso y altura) como pardmetros continuos, pueden estimarse los valores de EC, o ER_ 'y sus limites de
confianza utilizando un andlisis de regresién adecuado [p. €j., el andlisis de regresién no lineal de Bruce-Versteeg
(25)]. Siempre que sea posible, el valor de R? debe ser superior o igual a 0,7 para las especies mds sensibles, y
las concentraciones/tasas de ensayo utilizadas deben englobar los efectos del 20 % al 80 %. Si ha de estimarse la
NOEC, debe preferirse la aplicacion de ensayos estadisticos potentes y estos deben seleccionarse sobre la base de
la distribucién de los datos (21) (26).

Informe del ensayo

32. El informe del ensayo debe presentar los resultados de los estudios, asi como una descripcion detallada de las
condiciones de ensayo, una discusion exhaustiva de los resultados, el andlisis de los datos y las conclusiones
extraidas del andlisis. Deben presentarse un cuadro sindptico y un resumen de los resultados. El informe deberd
incluir lo siguiente:

Sustancia problema:

— datos de identificacion de la sustancia, propiedades pertinentes de la sustancia estudiada (p. ej., log P,
hidrosolubilidad, presién de vapor e informacion sobre el destino y el comportamiento en el medio
ambiente, si se conocen);

— datos sobre la preparacion de la solucién de ensayo y verificacién de las concentraciones de ensayo segin se
especifica en el punto 18.

Especies de ensayo:

— datos sobre el organismo de ensayo: especie/variedad, familia botdnica, nombres cientifico y comun, fuente
y antecedentes de la semilla lo mds detallados posible (es decir, nombre del proveedor, porcentaje de
germinacion, clase de tamafio de la semilla, niimero de lote, afio o estacién de recogida de la semilla, fecha
de la determinacion del indice de germinacion, etc.);

— namero de especies de mono y dicotiledéneas utilizadas;

— justificacion de la seleccion de las especies;

— descripcion del almacenamiento, tratamiento y conservacién de las semillas.

Condiciones de ensayo:

— instalaciones de ensayo (por ejemplo, cdmara de cultivo, fitotrén e invernadero);

— descripcion del sistema de ensayo (por ejemplo, dimensiones y material de las macetas, y cantidades de
suelo);

— caracteristicas del suelo (o el tipo de textura del suelo: granulometria y clasificacién del suelo, propiedades
fisicas y quimicas, como el porcentaje de materia orgdnica, porcentaje de carbono organico y pH);

— preparacion del suelo o sustrato (p. €j., suelo, suelo artificial, arena y otros) antes del ensayo;

— descripcion del medio nutritivo, en caso de utilizarse;
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— aplicacion de la sustancia problema: descripcién del método de aplicacion, descripcion del equipo, tasas de
exposicién y volimenes, incluida la verificacién quimica, descripcién del método de calibraciéon y
descripcion de las condiciones ambientales durante la aplicacion;

— condiciones de cultivo: intensidad luminosa (p. €j., radiacién correspondiente a la fotosintesis), fotoperiodo,
temperaturas maxima y minima, régimen y método de riego, fertilizacién;

— namero de semillas por maceta, nimero de plantas por dosis, nimero de réplicas (macetas) por tasa de
exposicion;

— tipo y nimero de controles (controles positivos y/o negativos, control de disolvente en su caso);

— duracién del ensayo.

Resultados:

— cuadro de todos los pardmetros correspondientes a cada réplica, concentracion/tasa de ensayo y especie;
— niimero y porcentaje de emergencias en comparacién con los controles;

— mediciones de la biomasa (peso seco o peso fresco de los brotes) de las plantas como porcentaje de la de los
controles;

— altura de los brotes como porcentaje de la de los controles, si se ha medido;

— porcentaje de las lesiones visibles y descripcidn cuali y cuantitativa de las lesiones visibles (clorosis, necrosis,
marchitamiento, deformacion de hojas y tallos, asi como eventual ausencia de efectos) causadas por la
sustancia problema en comparacién con las plantas de control;

— descripcion de la escala de clasificacién utilizada para evaluar las lesiones visibles, si se facilita una clasifi-
cacion visual;

— en caso de estudios a tasa tinica, debe indicarse el porcentaje de lesiones;

— valores de EC, o ER_ (p. €], EC,,, ER;,, EC,5, ER,5) y limites de confianza correspondientes; cuando se hace
un andlisis de regresion, debe aportarse el error tipico de la ecuacién de regresion, y el error tipico de la
estimacion de los pardmetros individuales (p. ¢j., pendiente, ordenada en el origen);

— valores de LOEC y NOEC si se calculan;

— descripcion de los procedimientos estadisticos y de las hipdtesis utilizadas;

— representacion grafica de dichos datos y de la relacion dosis-respuesta de las especies estudiadas;
desviaciones de los procedimientos descritos en el presente método de ensayo y de cualquier acontecimiento

inusual ocurrido en el ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones

Principio activo (p.a.) [0 sustancia activa (s.a.)]: material diseflado para proporcionar un efecto bioldgico
especifico (por ejemplo, lucha contra los insectos, lucha contra enfermedades vegetales, lucha contra las malas
hierbas en la zona de tratamiento), también conocido como principio activo o sustancia activa de grado técnico.

Sustancia: sustancia o mezcla.

Productos fitosanitarios (PFS) o plaguicidas: materiales con una determinada actividad bioldgica que se utilizan
intencionadamente para proteger los cultivos contra las plagas (p. ¢j., contra enfermedades fingicas, insectos, y
plantas competitivas).

EC,, concentracién con efecto al x %, o ER,, tasa con efecto al x %: concentracién o tasa que provoca un
cambio o alteracién indeseable del x % en el pardmetro de ensayo que se mide, en relaciéon con el control (p. ¢j., una
reduccién del 25 % o 50 % en la emergencia de las pldntulas, en el peso de los brotes, en el niimero final de plantas
presentes, o un aumento de las lesiones visibles en esos porcentajes se corresponderian con una EC,,[/ER,, o EC,,/
ER;, respectivamente).

Emergencia: aparicion del coledptilo o cotiledon por encima de la superficie del suelo.

Formulacién: producto formulado comercial que contiene la sustancia activa (principio activo), también conocido
como preparado final (*) o producto tipico de uso final.

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracién mds baja de la sustancia problema a la que
se observa un efecto. En este ensayo, la concentracién correspondiente a la LOEC tiene un efecto estadisticamente
significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de exposicién en comparacién con el control, y es
superior al valor de NOEC.

Plantas no diana: plantas que se encuentran fuera de la zona de las plantas diana. En el caso de los productos fitosa-
nitarios, esta denominacion se refiere en general a las plantas que se encuentran fuera de la zona de tratamiento.

Concentracion sin efecto observado (NOEC): concentracién mds elevada de la sustancia problema a la que no se
observa ningtin efecto. En este ensayo, la concentracién correspondiente a la NOEC no ejerce ningtin efecto estadisti-
camente significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de exposicion en comparacién con el control.

Fitotoxicidad: desviaciones perjudiciales (detectadas por medicién y por evaluacién visual) respecto al modelo
normal de aspecto y de crecimiento de las plantas, en respuesta a una sustancia determinada.

Réplica: unidad experimental que representa al grupo de control o al grupo de tratamiento. En estos estudios, la
maceta se define como la réplica.

Evaluacion visual: calificacién de las lesiones visibles segiin las observaciones del porte, vigor, malformaciones,
clorosis, necrosis y aspecto general de las plantas, en comparacién con un control.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

() Preparado final: producto formulado vendido en el comercio que contiene la sustancia activa (principio activo).
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Apéndice 2
Lista de especies utilizadas tradicionalmente en el ensayo de plantas
Familia Especie Denominacioén comtn
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Zanahoria
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Girasol
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Lechuga

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

Mostaza blanca

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica campestris, var. chinensis

Col de China

Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Colza
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Col
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Nabo
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Mastuerzo
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Rabano

Chenopodiaceae Beta vulgaris Remolacha azucarera
Cucurbitaceae Cucumis sativus Pepino
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Soja

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus aureus

Judia mung

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

Judia enana, alubia, habichuela

Fabaceae (Leguminosae)

Pisum sativum

Guisante

Fabaceae (Leguminosae)

Trigonella foenum-graecum

Fenogreco

Fabaceae (Leguminosae)

Lotus corniculatus

Loto de los prados

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

Trébol violeta

Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Veza
Linaceae Linum usitatissimum Lino
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Alforfén
Solanaceae Solanum lycopersicum Tomate
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Familia Especie Denominacién comtn
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa Cebolla
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Avena
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Cebada
Poaceae (Gramineae) Lolium perenne Ballico
Poaceae (Gramineae) Oryza sativa Arroz
Poaceae (Gramineae) Secale cereale Centeno

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

Sorgo de grano, cafia dulce

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

Trigo

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

Maiz




Apéndice 3

Lista de posibles especies no cultivadas

Posibles especies segtin la OCDE para los ensayos de toxicidad con plantas

Nota: El cuadro siguiente ofrece informacién sobre 52 especies no cultivadas (las referencias para cada entrada figuran entre paréntesis). Las tasas de emergencia indicadas son datos
publicados en la bibliografia, y solo tienen valor orientativo general. La experiencia individual puede variar en funcién del origen de las semillas y de otros factores.

FAMILIA Nombre boténico Peso de 1 Fotopeniodo Profundidad | Tiempo para P d
de la especie Duraci6n de vida () y €80 d¢ 1a se- barala, de la plan- la germina- . . Ensayo de rOVeedores 1 oras referen-
(nombre comin en es- hébitat milla germunacion tacion cién Tratamientos especiales () toxicidad (¢) de las semi- cias (%)
pafiol) (mg) o el creci- (mm) () (dias) (9 llas (%)
miento (?)
APIACEAE A, B Zonas alteradas, se- | 1,7 -1,9 L =D (14) 0 5 (50 %) | Estratificacion en frio (7, POST (5)
Torilis ianonica tos, pastizales (16, 19) (14, 19) (1, 19) (19) 14, 18, 19) Puede ser nece-
Jep ’ saria una fase de madura-
(cachurro) cién (19) Germinacién in-
hibida por la oscuridad (1,
19) Sin tratamientos espe-
ciales (5)
ASTERACEAE p 0,09-0,17 | L=D (14) 0 3 (50 %) | Germinacién no afectada POST (4) A, DF 7
Bellis perennis Pastos, tierras de labor, (4, 19) (4) (19) por la intensidad de la ra-
) turba (16, 19) 11 (100 %) diacién (18, 19) Sin trata-
(margarita) ’ (18) mientos especiales (4, 14)
Centaurea cyanus A 4,1-49 L=D(14) | 0-3(2, 4, 14 - 21 Sin tratamientos especiales | POST (2, 4) | A, D,E F 7
(aciano) Campos, cunetas, habi- (4, 14) 14) (10&%) (2, 4)
tats abiertos (16) (14)
Centaurea nigra p 2,4-26 L=D (14) 0 (19) 3 (50 %) | Puede ser necesaria una POST (5, A
(aciano negro) Campos, cunetas, habi- (14, 19) (19) fase de m{adurgfiép (1 8 22, 26)
tats abiertos (16, 19) 497 % | 19) Germinacion inhibida
(18) por la oscuridad (19) Sin
tratamientos especiales (5,
14, 26)
Inula helenium P 1-1,3 (4, 0 Sin tratamientos especiales POST (4) AF
(helenio) Lugares hiimedos, alte- 14,29) (4, 29) ()
rados
(16)
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FAMILIA Nombre botdnico Peso de 1 Fotoperliodo Profundidad | Tiempo para p d
de la especie Duraci6n de vida (') y €80 €€ a se- para ia de la plan- la germina- . . Ensayo de FOVEEAOTES 1 Otras referen-
. i milla germinacion 5 - Tratamientos especiales () o de las semi- .
(nombre comin en es- habitat . tacion cién toxicidad (6) 5 cias (%)
pafiol) (mg) o el creci- (mm) () (dias) (% llas (7)
miento (2)
Leontodon hispidus P 0,85-1,2 | L=D (14) 0 (19) 4 (50 %) | Germinaci6n inhibida por POST (5,
(diente de ledn hirsuto) Campos, cunetas, zonas (14,19) (19) la. Oscurlda.d (17,18, 1,9) 22, 23)
alteradas (16, 19) 7 (80 %) Sin tratamientos especiales
18) (5, 23)
Rudbeckia hirta B, P Zonas alteradas 0,3(4,14) | L=D (14) 0 <10 Sin tratamientos especiales POST (4, C,D,EF
(rudbeckia velluda) (16) (4, 33) (1(0303)%) (4, 14, 33) 33)
Solidago canadensis p 0,06 -0,08 | L=D (11) 0 14 - 21 Mezclar con la misma can- POST (4) E F
(vara de oro canadiense) Pastizales, zonas abier- (4, 14) 4) (11) tidad de arena y empapar
tas (16) en GA de 500 ppm durante
24 horas (11) Sin trata-
mientos especiales (4)
Xanthium pensylvanicum A 25 - 61 0 (1) La germinacién puede verse PREY A
(abrojo) Campos, hébitats abier- (14, 29) 5 (29) inhibida por la oscuridad POST (31)
Eos (16) (1) Bafiar en agua caliente
durante 12 horas (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L =D (14) 10 Escarificacion (14) Sin tra- PRE Y A
(abrojillo) Hébitats abiertos (16) L>D (6) (6) tamientos especiales (6) POST (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L=D(14) | 10- 20 (6, Sin tratamientos especiales PRE Y A
(bardana) Campos, habitats abier- 21) (6, 14, 21) POST (6,
tos (16) 21, 28, 31)

88/tS T

s3]

eadoung uorun e[ 9p [ePYQ OLIEIQ

910C°¢’1L



FAMILIA Nombre botdnico Fotoperiodo Profundidad | Tiempo para
. - . Peso de la se- para la ; Proveedores
de la especie Duraci6n de vida (') y ) T de la plan- la germina- . . Ensayo de - | Otras referen-
. i milla germinacion 5 - Tratamientos especiales () o de las semi- .
(nombre comin en es- habitat . tacion cién toxicidad (6) cias (%)
L (mg) o el creci- 3 SN g llas (7)
pariol) miento (9 (mm) (3) (dias) (4)
BRASSICACEAE p 0,6 (14,19) | L=D (14) 0(19) 5(50 %) | Germinacién inhibida por POST (5, F
Cardamine pratensis Campos, cunetas, turba (19) la 0§cur1dad (8, ,1 9) Sin tra- 22)
(16, 19) 15 (98 %) tamientos especiales (5, 14,
(berro de prado) ’ 22)
(18)
CARYOPHYLLACEAE p 0,21 (14) L=D (14) <14 Puede ser necesaria una POST (5, F
Lvchni —cuculi 16 (100 %) | fase de maduracion (18) 15, 22 -
ychnis flos-cuculs (16) (14, 25) Sin tratamientos especiales 26)
(flor de cuclillo) (5, 14, 15, 22 - 26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 L =D (14) 0 2 (50 %) | El tratamiento depende del PRE Y A 32
Chenopodium album Lindes de campos, zo- (14,19, 34) (1, 19) (19) color de lg semilla (19) POST (28,
i nas alteradas (16, 19) Dormancia en almacena- 31, 34)
(cenizo) miento seco (19) Germina-
cién inhibida por la oscuri-
dad (1, 18, 19) Estratifica-
cién en frio (18) Sin trata-
miento especial (14, 34)
CLUSIACEAE P 0,1-0,23 L=D 0 3 (19) Germinaciéon inhibida por POST AEF
Hypericum perforatum Campos, tierras de la- (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) la oscuridad (1, 18, 19) (5, 15, 25,
hipéri bor, hébitats abiertos (18) Sin tratamientos especiales 27)
(hipérico) (16, 19) (5,14, 15, 25, 27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | Germinacién no afectada PREY A
Ipomoea hederacea Cunetas, hébitats abier- (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) gor .l,a 1riten51dad de la ra- POST
(trompillo) tos, campos de maiz facion (1) (6, 12, 21,
(16) Sin tratamientos especiales 28)
(6, 21)
CYPERACEAE p 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | Germinacién inhibida por PRE Y B 7
Cyperus rotundus Tierras de labor, pastiza- (14) (14) 10 - 20 (6, (10) la oscuridad (1) POST
les, cunetas (16, 30) 10) Sin tratamientos especiales | (6, 28, 31)

(coquito)

(6,10, 14)
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FAMILIA Nombre botdnico Fotoperiodo Profundidad | Tiempo para
del . - . Peso de la se- para la ; Proveedores
e la especie Duraci6n de vida (') y . T de la plan- la germina- . . Ensayo de - | Otras referen-
. i milla germinacion 5 - Tratamientos especiales () o de las semi- .
(nombre comin en es- habitat . tacion cién toxicidad (6) cias (%)
L (mg) o el creci- 3 SN g llas (7)
pafiol) miento (2 (mm) () (dias) (%)
FABACEAE P 1-1,67 | L=D(14) 1(50 %) | Escarificacién (14, 19) POST A DEF
Lotus corniculatus Herbazales, cunetas, hi- (14, 19) (19) Germinacién no afectada | (5, 23, 25)
i1 bitats abiertos (16, 19) por la intensidad de la ra-
(cuernecillo) diacién (18, 19) Sin trata-
mientos especiales (23, 25)
Senna obtusifolia A 23 -28 L=D (14) 10 - 20 Bafiar las semillas en agua POST A
(hediondillo) Bosques himedos (16) 9) L>D (9) (6, 9) durante 24 horas (9) (6, 9)
Escarificacion (14) La viabi-
lidad de las semillas de-
pende del color (1) Sin tra-
tamientos especiales (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10 - 20 Bafiar las semillas en agua PRE Y A
(caflamo) Suelos aluviales (16) 9, 14) (9, 21) durante 24 horas (9) POST
Germinacién no afectada | (9, 21, 28,
por la intensidad de la ra- 31)
diacién (18, 1) Sin trata-
mientos especiales (21)
Trifolium pratense P 1,4-1,7 L =D (14) 1 (50 %) | Escarificacion (14, 18) POST AEF
(trébol rojo) Campos, cunetas, tierras (14, 19) (19) Puede ser necesaria una (5)
de labor (16, 19) fase de maduracién (19)
Germinacién no afectada
por la intensidad de la ra-
diacién (1, 19) Sin trata-
mientos especiales (5)
LAMIACEAE P 0,75-1,0 | L=D (14) 0 Sin tratamientos especiales POST F
Leonurus cardiaca Zonas abiertas (16) (4, 14) (4) 4, 14) (4)
(agripalma)
Mentha spicata p 2,21 0 Sin tratamientos especiales POST F
(hierbabuena) Zonas htimedas (16) (4) (4) (4) (4)
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FAMILIA Nombre botdnico Fotoperiodo Profundidad | Tiempo para
de . - . Peso de la se- para la ; Proveedores
e la especie Duraci6n de vida (') y . T de la plan- la germina- . . Ensayo de - | Otras referen-
. i milla germinacion 5 - Tratamientos especiales () o de las semi- .
(nombre comin en es- habitat (mg) o el creci- tacion cién toxicidad (6) Tlas (") cias (%)
pafiol) g miento () (mm) () (dias) (9
Nepeta cataria p 0,54 L =D (14) 0 Sin tratamientos especiales POST F
(hierba gatera) Zonas alteradas (16) (4, 14) (4) (2, 4,14) (2, 4
Prunella vulgaris p 0,58 -1,2 | L=D (14) 0 5(50 %) | Germinacién inhibida por POST A F
(consuelda menor) Tierras de labor, herba- | (4, 14, 19) (4, 19) (19) la oscuridad (18, 19) (4, 22)
zales, lugares alterados 7 (91 %) | Germinacién mejor con se-
(16, 19) (18) millas mayores (1) Sin tra-
tamientos especiales (4, 14,
22)
Stachys officinalis p 14 -18 L =D (14) 7 (50 %) | Sin tratamientos especiales POST F
(betdnica) Prados, lindes de cam- (14, 19) (19) (5, 14, 22) (5, 22)
pos (19)
MALVACEAE A 8,8 L=D(14) | 10-20 4 (84 %) | Escarificacién (14) PRE Y A F
Abutilon theophrasti Campos, habitats abier- (14) (6, 10, 21) (10) Sin tratamientos especiales POST
(abutilon) tos (16) (5, 10, 21) (6, 22, 28,
31)
Sida spinosa A 3,8 L =D (14) 10 - 20 Escarificacion (14) PREY A F
(malva de caballo) Campos, cunetas (16) (14) (6, 21) Germinacién no afectada POST
por la intensidad de la ra- | (6, 21, 28,
diacién (1) Sin tratamientos 31)
especiales (6, 21)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L =D (14) 0 4 (50 %) | Estratificacién en frio y es- POST A, D,EF,
Papaver rhoeas Campos, tierras de la- | (4, 14, 19, (4, 29) (19) carificacion (1, 19, 32) (4) G
bor, lugares alterados 29) Sin tratamientos especiales

(amapola)

(16, 19)

(4, 14, 29)
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FAMILIA Nombre botdnico Fotoperiodo Profundidad | Tiempo para
del . - . Peso de la se- para la ; Proveedores
e la especie Duracién de vida () y i L de la plan- la germina- Tratamient fales (9) Ensayo de de 1 | Otras referen-
(nombre comtn en es- hébitat mita gern}maq.on tacién cién ratamientos especiaies toxicidad (€) ¢ Ha y se;m1— cias (%)
paiol) (mg) 0 el creci- (mm) () (dfas) (4 as ()
miento (2)
POACEAE Céspedes, pastizales (16) | 0,07 (14) | L>D (I0) 20 (10) 10 (62 %) | Germinaci6n inhibida por POST (10) A E
Agrostis tenuis (10) lg oscurldgd 1,17 - 19)
Sin tratamientos especiales
(agrostide comuin) (10)
Alopecurus myosuroides A 09-1,6 L =D (14) 2 < 24 (30 %) | Escarificacion (14) Tratar PREY A 32
(cola de zorra) Campos, habitats abier- (29, 34) (29) (34) con 1.0.1 mg/ ! KNO3,(14) POST
tos (16) Estratificacion en caliente (28, 34)
(1) Germinaci6n inhibida ’
por la oscuridad (1) Sin tra-
tamientos especiales (34)
Avena fatua A 7-37,5 L=D(14) | 10 -20 (6, 3 (70 %) | Escarificacion (7, 32) Ger- PREY A
(ballueca) Zonas cultivadas, habi- (14, 30) L>D (6) 10) (18) mlnagéor(li 11r1h1b1da por la lgogg (gl
tats abiertos (16) oscuridad (1) » 28, 31)
Estratificaciéon en frio (1,
18) Sin tratamientos espe-
ciales (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 | L=D (14) 3 (29) Periodo de maduracién (1, PRE Y A
(espiguilla colgante) Campos, cunetas, tierras (14, 29) lZl dizl))ocreljrg;ﬁf;iodzén(}il)_ POS}TI)(Z&
de labor (16) . . .
Sin tratamientos especiales
(14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 L =D (14) 0 (29) 3 (50 %) | Germinacién no afectada POST (5) A
(14, 19, 29) (19) por la intensidad de la ra-

(cola de perro)

Campos, cunetas, habi-
tats abiertos (16, 19)

diacién (19) Sin tratamien-
tos especiales (14, 29)
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FAMILIA Nombre botdnico Peso de 1 Fotoperliodo Profundidad | Tiempo para p d
de la especie Duraci6n de vida (') y eso 'Eil a se para ia de la plan- la germina- . iales (5 Ensayo de drolv CeCOTES | Otras referen-
(nombre comtn en es- hébitat mita germinacion tacién cién Tratamientos especiales (’) toxicidad (€) € as semi- cias (%)
fol) (mg) o el creci- (mm) () (dias) (% llas (7)
pano miento (2) mm 1as
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 | L=D (14) 10 - 20 7 (75 %) | Escarificacion, estratifica- PREY A
(garranchuela) Campos, turba, hébitats (14, 30) (21) 14 (94 %) cion en frio y maduracion POST (18,
abiertos (16) 7) (1, 7, 14, 32) Tratar con 25, 31)
101 mg/l KNO, (14) Ger-
minacién inhibida por la
oscuridad (1) Sin tratamien-
tos especiales (21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L=D(14) | 10-20 (7, Escarificacion (7, 32) Ger- PREY A
- 21) minacién no afectada por POST (3
16 L>D(3 ’
(mijera) (16) (3) la intensidad de la radiacién | 21, 28, 31)
(1) Sin tratamientos espe-
ciales (3, 14, 21)
Elymus canadensis p 4-5(14, | L=D (1) 1 14 - 28 Sin tratamientos especiales POST (2) C,D,E
(zacate silvestre de Ca- | Lugares riberefios, alte- 30) (11) (11) (2,11)
nada) rados (16)
Festuca pratensis P 1,53 -2,2 =D (14) 20 (10) 9 (74 %) | Sin tratamientos especiales POST (10) A 7
(cafiuela) Campos, zonas hiime- (16, 19) L >D (10) (10) (10, 19)
das (16, 19) 2 (50 %)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) Estratificacion en caliente PRE (31) 7
(cola de zorro) Pastizales, cunetas, habi- (1) Germinacién no afec-
tats abiertos (16) tada por la intensidad de la
radiacion (1)
Phleum pratense p 0,45 (14, L>D (10, | 0-10 (10, 2 (74 %) | Germinacién inhibida por POST (10) AE
(fleo de los prados) Pastizales, tierras de la- 19) 14) 19) (10) k% )oscurld?d (1d9) Ger{m?a'
bor, lugares alterados 8 (50 %) | clon no afectada por Ja in-
(16, 19) (19) tensidad de la radiacion

(17) Sin tratamientos espe-
ciales (10, 14, 17, 19)
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FAMILIA Nombre botdnico Peso de 1 Fotoperliodo Profundidad | Tiempo para p d
de la especie Duraci6n de vida (') y €80 €€ a se- para ia de la plan- la germina- . . Ensayo de FOVEEAOTES 1 Otras referen-
(nombre comtn en es- hébitat milla germinacion tacién cién Tratamientos especiales (7 toxicidad (€) de las semi- cias (%)
pafiol) (mg) o el creci- (mm) () (dias) (% llas (7)
miento (2)
POLYGONACEAE A 5-8(4, L =D (20) 0-2(4, Estratificacion en frio du- PREY A 32
1 ; 14, 29) 29) rante 4-8 semanas (1, 2, 4, | POST (1, 2,
P Habitat t -
ol)"?onum convolvulus abita stzijl(elrg))& cune 20, 29) Germinacion no 20, 28, 31)
(poligono trepador) afectada por la intensidad
de la radiacién (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5 L>D (6) 5(94 %) | Germinacién no afectada PREY AE
hierba et Suelos himedos (16 (14) (18) por la intensidad de la ra- POST (6)
(hierba pejiguera) uelos htimedos (16) diacion (1) Germinacién in-
hibida por la oscuridad
(18) Estratificacion en frio
(1) Sin tratamientos espe-
ciales (5)
Polygonum pennsylvanicum A 3,6 -7 (14, 2 (29) Estratificacion en frio du- PRE (31) AE
. s . 29) rante 4 semanas a 0 - 5 °C
1 de P lva- | C , hébitats abier- ,
$§)1gono e Pennsylva ampostosa(llé; s abier (1, 29) Germinacién inhi-
bida por la oscuridad (1)
Polygonum persicaria A 21-23 L>D (13) 0 (19) < 14 (13) | Escarificacion, estratifica- POST (13) A 32
R 7 Iteradas, ti (14, 19) 2 (50 % cién en frio, tratamiento
(persicaria) ogzsljbga(lag 113)”&5 ((19) 0 con GA (14) Estratificacion
’ en frio, maduracién (17 -
19) Germinacioén inhibida
por la oscuridad (19) Sin
tratamientos especiales (13)
Rumex crispus P 1,3-1,5 L=D (14, 0 3 (50 %) | Germinaci6n inhibida por POST (4, A E 32
(acedera) Tierras de labor, cune- (4,14, 19) 33) (4, 19, 33) (19) la oscurldad (18, 1f9) Pélede 33)
tas, zonas abiertas (16, 6 (100 %) | SCr necesana una lase de
19) (33) maduracién (18) Sin trata-

mientos especiales (4, 14,
33)
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FAMILIA Nombre botdnico Peso de 1 Fotoperliodo Profundidad | Tiempo para p d
de la especie Duraci6n de vida (') y €80 €€ a se- para ia de la plan- la germina- . . Ensayo de FOVEEAOTES 1 Otras referen-
. i milla germinacion 5 - Tratamientos especiales () o de las semi- .
(nombre comin en es- habitat . tacion cién toxicidad (6) 5 cias (%)
pafiol) (mg) o el creci- (mm) () (dias) (% llas (7)
miento (2)
PRIMULACEAE A 0,4-0,5 L =D (14) 1 (50 %) | Estratificacion en frio, trata- | POST (2,4) A F
Anagallis arvensis Tierras de labor, herba- (4,14, 19) (19) rlnlent;) CLOH GA (1’1,4’ 18,
(anagdlid zales, lugares alterados 9,3 ), Uz necesara para
gilide) (16, 19) la germinacion (1) Sin tra-
’ tamientos especiales (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1,5-2 (14, | L=D (14 1 41 - 56 Sin tratamientos especiales POST (5, 32
p
Ranunculus acris Tierras de labor, cune- 19, 29) (29) (19, 29) (5, 14, 22, 24 - 26) 22’262)4 )
t6n d tas, zonas abiertas (16,
(boton de oro) 19)
ROSACEAE p 0,8-1,5 L =D (14) 0 (19) 5(50 %) | Germinacién inhibida por POST (5, A
Geum urbanum Setos. zonas himedas (14, 19) (19) la oscuridad (18, 19) Estra- | 22, 25, 26)
. . ’ 16 (79 %) tificacion en caliente (1) Sin
(hierba de San Benito) (16, 19) (1) tratamientos especiales (5,
14, 22, 25, 26)
RUBIACEAE A 7-9(14, | L=D (14) 5(50 %) | Estratificacién en frio (1, PRE Y A 32
Galium aparine Tierras de labor, zonas 19) (19) ;fi . tg?ig?)fg:;;niilctgqnsigg d PO;;") (©,
ha | Itera- 100 ¢
(amor de hortelano) ume(ciﬁ)ss, (T%arle ;)a tera 6 ((10 g) %) de la radiacién (18, 19) La
’ luz inhibe la germinacién
(1) Sin tratamientos espe-
ciales (6, 14)
Galium mollugo p 7 L =D (14) 2 Sin tratamientos especiales POST (5, A
(galio blanco) Setos en taludes, zonas (29) (29) (5, 14, 22, 24, 26, 29) 22, 24, 26)
abiertas (8)
SCROPHULARIACEAE | P, B Setos, zonas abier- 0,1-0,6 L =D (14) 0 6 (50 %) | Germinacion inhibida por POST (4, D,G,F
Digitalis purpurea tas (16, 19) (4, 14, 19) (4, 19) (19) la oscuridad (1, 17, — 19) 22 -26)
e ’ 8 (99 %) Sin tratamientos especiales
(digital) 18) (4, 22 - 26)
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FAMILIA Nombre botdnico Fotoperiodo Profundidad | Tiempo para
. - . Peso de la se- para la ; Proveedores
de la especie Duraci6n de vida (') y ) T de la plan- la germina- . . Ensayo de - | Otras referen-
(nombre comtn en es- hébitat milla germinacion tacién cién Tratamientos especiales (7 toxicidad (€) de las semi- cias (%)
paiol) (mg) o el s (mm) () (dfas) (4 llas ()
miento
Veronica persica A 0,5-0,6 L =D (14) 0 (19) 3 (19) Germinacién inhibida por PREY A 32
(verdnica) Tierras de labor, zonas (14, 19) 5 (96 %) l? .oscg’rldad (1,8’ 19) Estra- | POST (28)
abiertas, lugares altera- (18) tificaci6n en frio (18) Sin

dos (16, 19)

tratamientos especiales (14)

—~—
S =
==

en invernaderos.

—=
N

A = anuales, B = bienales, P = perennes.
Las referencias 11, 14 y 33 aluden a la proporcién de luz (L) y oscuridad (D) necesaria para inducir la germinacién de las semillas. Las referencias 3, 6, 9, 10, 13 y 20 aluden a las condiciones de cultivo

%) 0 mm indica que las semillas se siembran en la superficie del suelo o que necesitan luz para germinar.
Las cifras indicadas corresponden al nimero de dias en que ha germinado un porcentaje de semillas segtin la referencia sefialada como, por ejemplo, germinacion del 50 % en 3 dias (referencia 19).
No se dispone en todos los casos de la duracion de la fase de maduracién o de estratificacién. Excepto en el caso de requisitos de tratamiento en frio, no se especifican las condiciones de temperatura, ya

que en el ensayo en invernadero hay un control limitado de la temperatura. La mayor parte de las semillas germinan en las condiciones normales de fluctuacion de la temperaturas de los invernaderos.

=Y

—_——
=
=S

Aqui se indica si la especie se ha utilizado en un ensayo de fitotoxicidad con herbicidas previo a la emergencia (PRE) o posterior a esta (POST).
Se indican ejemplos de proveedores comerciales de semillas.
Se indican otras referencias consultadas.
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Proveedores de semillas citados

Identidad
del Informacién del proveedor
proveedor

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ Reino Unido + 44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 Estados Unidos
(727) 344 - 4050

www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 Canadd (519) 586 — 3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 Estados Unidos (303) 431 - 7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335 Estados Unidos
(800) 873 - 3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB Reino Unido
+ 441229 581137

www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 Canadd (800) 274 - 7333
www.thompson-morgan.com

REFERENCIAS CITADAS:
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(2) Blackburn, L.G. & Boutin, C. 2003. Subtle effects of herbicide use in the context of genetically modified crops: a
case study with glyphosate (Round-Up®). Ecotoxicology, 12:271-285.

(3) Boutin, C, Lee, H-B., Peart, T., Batchelor, P.S., & Maguire, RJ. 2000. Effects of the sulfonylurea herbicide
metsulfuron methyl on growth and reproduction of five wetland and terrestrial plant species. Environmental
Toxicology & Chemistry, 19(10):2532-2541.

(4) Boutin, C., Elmegaard, N., & Kjaer, C. 2004. Toxicity testing of fifteen non-crop plant species with six herbicides
in a greenhouse experiment: implications for risk assessment. Ecotoxicology, 13:349-369.

(5) Breeze, V., Thomas, G., & Butler, R. 1992. Use of a model and toxicity data to predict the risks to some wild
plant species from drift of four herbicides. Annals of Applied Biology, 121:669-677.

(6) Brown, R.A., & Farmer, D. 1991. Track-sprayer and glasshouse techniques for terrestrial plant bioassays with
pesticides. In: Plants for toxicity assessment: 2nd volume. ASTM STP 1115, J.W. Gorsuch, W.R. Lower, W.Wang,
& M.A. Lewis, eds. American Society for Testing and Materials (Sociedad Americana de Pruebas y Materiales).
pp. 197 — 208.
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Apéndice 4

Ejemplos de condiciones adecuadas de cultivo para determinadas especies cultivadas

Las siguientes condiciones se han considerado idéneas para diez especies cultivadas, y pueden utilizarse como
orientacion para los ensayos en cdmaras de cultivo también con otras especies determinadas:

Concentracion de diéxido de carbono: 350 £ 50 ppm;

Humedad relativa: 70 + 5 % durante los periodos de luz y 90 + 5 % durante los periodos de oscuridad;
Temperatura: 25 £ 3 °C por el dia, 20 + 3 °C por la noche;

Fotoperiodo: 16 horas de luz | 8 horas de oscuridad, partiendo de una media de longitud de onda de 400 a 700 nm;
Luz: luminancia de 350 + 50 pE/m?[s, medida en lo mds alto del follaje.

Las especies cultivadas son las siguientes:

— tomate (Solanum lycopersicumy);

— pepino (Cucumis sativus);

— lechuga (Lactuca sativa);

— soja (Glycine max);

— col (Brassica oleracea var. capitata)

— zanahoria (Daucus carota);

— avena (Avena sativa);

— ballico (Lolium perenne);

— maiz (Zea mays);

— cebolla (Allium cepa).
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C.32. ENSAYO DE REPRODUCCION DE ENQUITREIDOS
INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 220 (2004). Estd
disefiado para utilizarse en la evaluacién de los efectos de las sustancias sobre el resultado reproductor del
gusano enquitreido, Enchytraeus albidus, Henle 1873, en el suelo. Se basa principalmente en un método
desarrollado por el Umweltbundesamt de Alemania (1), que ha sido objeto de un ensayo interlaboratorios (2).
También se han considerado otros métodos de ensayo de la toxicidad de las sustancias para los enquitreidos y
las lombrices de tierra (3) (4) (5) (6) (7) (8).

CONSIDERACIONES INICIALES

2. Los anélidos que viven en el suelo del género Enchytraeus son, desde el punto de vista ecoldgico, especies
pertinentes para ensayos ecotoxicoldgicos. Si bien los enquitreidos se encuentran a menudo en los suelos que
contienen lombrices de tierra, también es cierto que suelen abundar en muchos suelos de los que estdn ausentes
las lombrices de tierra. Los enquitreidos puede utilizarse en pruebas de laboratorio, asi como en estudios de
semicampo y de campo. Desde un punto de vista prictico, muchas especies de Enchytraeus son ficiles de
manejar y criar, y su tiempo de generacién es considerablemente menor que el de las lombrices de tierra. La
duracién de un ensayo de reproduccién con enquitreidos es, por tanto, de solo 4 - 6 semanas, mientras que con
lombrices de tierra (Eisenia fetida) es de 8 semanas.

3. Puede encontrarse informacién bésica sobre la ecologia y la ecotoxicologia de los enquitreidos en el medio
ambiente terrestre en las referencias (9) (10) (11) (12).

PRINCIPIO DEL ENSAYO

4. Se exponen enquitreidos adultos a un intervalo de concentraciones de la sustancia problema mezclada con un
suelo artificial. El ensayo puede dividirse en dos fases: a) un ensayo de determinacion del intervalo, en caso de
que no se disponga de suficiente informacién, en el que la mortalidad es el principal pardmetro evaluado tras
dos semanas de exposicion, y b) un ensayo definitivo de reproduccién, en el que se evaliian el nimero total de
juveniles producidos por un animal padre y la supervivencia de los animales padres. La duracién del ensayo
definitivo es de seis semanas. Tras las tres primeras semanas se extraen las lombrices adultas y se registran los
cambios morfoldgicos. Después de un periodo adicional de tres semanas, se cuenta el nimero de descendientes,
nacidos de los capullos producidos por los adultos. El resultado reproductor de los animales expuestos a la
sustancia problema se compara con el del control o controles a fin de determinar i) la concentracién sin efecto
observado (NOEC) y/o ii) una EC, (p. ¢j., EC,,, EC,;) aplicando un modelo de regresion para estimar la concen-
tracion que causaria una reduccion del x % del resultado reproductor. Las concentraciones de ensayo deben
englobar la EC, (p. ¢j., EC,,, EC;,) de forma que el valor de EC, se obtenga por interpolacién y no por extrapo-
lacion.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

5. Es preferible conocer la hidrosolubilidad, el log K , el coeficiente de reparto agua/suelo (véase, por ejemplo, el
capitulo C.18 o C.19 del presente anexo) y la presion de vapor de la sustancia problema. Es conveniente
disponer de informacién adicional sobre el destino de la sustancia problema en el suelo, tal como las
velocidades de hidrélisis y de fot6lisis.

6. Este método de ensayo puede utilizarse para sustancias tanto solubles como insolubles en agua. Sin embargo, el
modo de aplicacién de la sustancia problema variard en consecuencia. El método de ensayo no es aplicable a las
sustancias voldtiles, es decir, sustancias cuya constante de Henry o cuyo coeficiente de reparto airefagua sea
superior a uno, o sustancias cuya presion de vapor a 25 °C supere los 0,0133 Pa.

VALIDEZ DEL ENSAYO

7.  Para que el ensayo sea vélido, los controles deben cumplir los criterios de comportamiento siguientes:

— la mortalidad de adultos no debe ser superior al 20 % al final del ensayo de determinacién del intervalo y
después de las tres primeras semanas del ensayo de reproduccion;

— en el supuesto de que se utilicen diez adultos por recipiente en el disefio del ensayo, debe haberse producido
al final del ensayo una media de al menos veinticinco juveniles por recipiente;

— el coeficiente de variacién alrededor del nimero medio de juveniles no debe ser superior al 50 % al final del
ensayo de reproduccion.
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Cuando un ensayo no cumpla los criterios de validez arriba indicados, el ensayo debe interrumpirse, salvo que
pueda aportarse una justificacion para continuar con él. La justificacion deberd incluirse en el informe.

SUSTANCIA DE REFERENCIA

8.  Es necesario someter a ensayo una sustancia de referencia a intervalos regulares, o bien incluirla en cada ensayo,
para verificar que la respuesta de los organismos de ensayo no ha cambiado de forma significativa a lo largo del
tiempo. La carbendazima es una sustancia de referencia adecuada de la que se ha visto que afecta a la supervi-
vencia y reproduccion de los enquitreidos (13) (14), pero pueden utilizarse otras sustancias cuyos datos de
toxicidad sean bien conocidos. En un ensayo interlaboratorios se utilizé una formulacién de carbendazima
conocida por el nombre comercial de Derosal™, suministrada por AgrEvo Company (Francfort, Alemania) y
que contiene 360 g/l de principio activo (32,18 %) (2). La EC,, para la reproduccién determinada en la prueba
interlaboratorios era del orden de 1,2 + 0,8 mg de principio activo (p. a.) por kg de masa seca (2). Si se incluye
un patrén téxico positivo en la serie de ensayo, se utiliza una sola concentracién y el nimero de réplicas debe
ser el mismo que el de los controles. Por lo que respecta a la carbendazima, se recomienda el ensayo de 1,2 mg
p. a./kg de peso seco (ensayo con la formulacién liquida).

DESCRIPCION DEL ENSAYO

Equipo

9.  Los recipientes de ensayo serdn de vidrio o de otro material quimicamente inerte. Son adecuados los frascos de
vidrio (por ejemplo, volumen: 0,20 - 0,25 litros; didmetro: = 6 cm). Deben disponer de tapas transparentes (por
ejemplo, de vidrio o de polietileno) disefiadas de forma que se reduzca la evaporacién, pero permitiendo al
mismo tiempo el intercambio de gases entre el suelo y la atmdsfera. Las tapas deben ser transparentes para
permitir la transmision de la luz.

10. Se precisa el equipo normal de laboratorio y, en particular, el siguiente:
— estufa secadora;
— microscopio estereoscopico;
— pH-metro y fotémetro;
— balanzas exactas adecuadas;
— equipo adecuado para el control de la temperatura;
— equipo adecuado para el control de la humedad (no esencial si los recipientes de exposicion tienen tapa);
— incubadora o pequefia sala con aire acondicionado;
— pinzas, ganchos o asas;

— cubeta de revelado fotografico.

Preparacién del suelo artificial

11. En este ensayo se utiliza un suelo artificial (5) (7) con la siguiente composicién (en peso seco, secado hasta peso
constante a 105 °C):

— 10 % de turba esfdgnea, secada al aire y finamente molida (es aceptable un tamafio de particula de 2
+ 1 mm); antes de su utilizacion en un ensayo, es recomendable comprobar que un suelo elaborado con un
nuevo lote de turba es adecuado para el cultivo de lombrices;

— 20 % de caolin, con un contenido de caolinita preferentemente superior al 30 %;



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/103

— aproximadamente entre 0,3 y 1,0 % de carbonato de calcio (CaCO,, pulverizado, de pureza analitica) para
obtener un pH de 6,0 £ 0,5; la cantidad de carbonato de calcio afiadido puede depender principalmente de
la calidad o naturaleza de la turba;

— alrededor del 70 % de arena de cuarzo secada al aire (dependiendo de la cantidad necesaria de CaCO,), en su
mayor parte en forma de arena fina, con mds del 50 % de las particulas de un tamafio entre 50 y 200 um.

Es aconsejable demostrar la aptitud de un suelo artificial para el cultivo de los gusanos y el cumplimiento de los
criterios de validez del ensayo antes de utilizar el suelo en un ensayo definitivo. En particular, se recomienda
hacer un control de ese tipo para garantizar que los resultados del ensayo no se vean comprometidos si el
contenido de carbono orgénico del suelo artificial se reduce, por ejemplo rebajando el contenido de turba al 4-
5 % y aumentando andlogamente el contenido de arena. Con esta reduccién del contenido de carbono orgénico,
es posible que disminuyan las posibilidades de adsorcién de la sustancia problema al suelo (carbono orgdnico) y
que aumente la disponibilidad de la sustancia problema para los gusanos. Se ha demostrado que Enchytraeus
albidus puede ajustarse a los criterios de validez sobre la reproduccion cuando se somete a ensayo en suelos de
campo con un contenido de carbono orgdnico menor que el mencionado mds arriba (p. ¢j., del 2,7 %) (15), y la
experiencia (si bien es limitada) demuestra que esto también puede conseguirse en suelo artificial con un 5 % de
turba.

Nota: Cuando se utiliza suelo natural en ensayos adicionales (por ejemplo, de nivel superior), deben demostrarse
también la idoneidad del suelo y el respeto de los criterios de validez del ensayo.

12. Los componentes secos del suelo se mezclan a fondo (por ejemplo, en un mezclador de laboratorio de gran
escala). Esta operacion debe efectuarse al menos una semana antes de que se inicie el ensayo. El suelo mezclado
debe mantenerse durante dos dias con el fin de equilibrar o estabilizar la acidez. Para la determinacién del pH
se utiliza una mezcla de suelo y solucién de cloruro de potasio 1 M (KCl) o de cloruro de calcio 0,01 M (CaCl,)
en una proporcién de 1:5 (véase la referencia (16) y el apéndice 3). Si el suelo es mds 4cido que la banda
exigida (véase el punto 11), puede ajustarse afladiendo una cantidad adecuada de CaCO,. Si el suelo es
demasiado alcalino, puede ajustarse mediante la adicion de mds cantidad de la mezcla, mencionada en el
punto 11, pero excluyendo el CaCO,.

13. La capacidad maxima de retencién de agua del suelo artificial se determina de acuerdo con los procedimientos
descritos en el apéndice 2. Uno o dos dias antes del inicio del ensayo, el suelo artificial seco se prehumedece,
afladiéndole una cantidad suficiente de agua desionizada para obtener aproximadamente la mitad del contenido
final de agua, que supone de un 40 a un 60 % de la capacidad mdxima de retencion de agua. Al inicio del
ensayo, el suelo prehumedecido se divide en las partes correspondientes al nimero de concentraciones de
ensayo (y de sustancias de referencia en su caso) y de controles utilizados en el ensayo. El contenido de
humedad se ajusta al 40 - 60 % de la capacidad médxima de retencién de agua mediante la adiciéon de la
solucion de la sustancia problema y/o afladiendo agua desionizada o destilada (véanse los puntos 19 a 21). Se
determina el contenido de humedad al inicio y al final del ensayo (por secado hasta la obtencién de un peso
constante a 105 °C); dicho contenido debe estar en la banda éptima para la supervivencia de las lombrices. Una
estimacion general del contenido de humedad del suelo puede obtenerse apretando el suelo suavemente con la
mano; si el contenido de humedad es correcto, deben aparecer gotitas de agua entre los dedos.

Seleccién y preparacion de los animales de ensayo

14. La especie recomendada es Enchytraeus albidus Henle 1837 (gusano blanco), miembro de la familia Enchytraeidae
(orden Oligochaeta, filum Annelida). E. albidus es una de las mayores especies de enquitreidos, y se han observado
especimenes de hasta 35 mm de longitud (17) (18). E. albidus tiene distribucién mundial y se encuentra en
habitats marinos, de agua dulce y terrestres, sobre todo en materia orgénica en descomposicion (algas, compost)
y raramente en praderas (9). Su amplia tolerancia ecoldgica y algunas variaciones morfoldgicas podrian indicar
que existen diferentes razas.

15. E. albidus se encuentra en el comercio, como alimento para peces. Ha de comprobarse si el cultivo estd
contaminado con otras especies, generalmente mds pequefias (1) (19). Si hay contaminacién, se deben lavar
todos los gusanos con agua en una placa Petri. Se seleccionan a continuacion los ejemplares adultos grandes de
E. albidus (empleando un microscopio estereoscdpico) para iniciar un nuevo cultivo y se desechan todos los
demds gusanos. E. albidus pueden criarse en una amplia gama de materiales orgdnicos (véase el apéndice 4). El
ciclo de vida de E. albidus es corto, ya que se alcanza la madurez entre los 33 dias (a 18 °C) y los 74 dias (a
12 °C) (1). Se utilizardn para el ensayo solo los cultivos que hayan permanecido sin problemas en el laboratorio
al menos cinco semanas (una generacion).
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16. Son también adecuadas otras especies del género Enchytraeus, por ejemplo E. buchholzi Vejdovsky 1879 o E.
crypticus Westheide & Graefe 1992 (véase el apéndice 5). Si se utilizan otras especies de Enchytraeus, deben identi-
ficarse claramente y hay que indicar los motivos por los que se han seleccionado.

17. Los animales utilizados en los ensayos son gusanos adultos. Deben tener huevos (puntos blancos) en la regién
del clitelo, y ser aproximadamente del mismo tamafio (de aproximadamente 1 cm de longitud). No es necesario
sincronizar el cultivo de cria.

18. Si los enquitreidos no se crian en el mismo tipo de suelo y en las mismas condiciones (incluida la alimentacién)
que se utilizan para el ensayo final, deben aclimatarse durante al menos 24 horas y hasta tres dias. Conviene, en
un primer momento, aclimatar un nimero de adultos mayor que el necesario para realizar el ensayo, a fin de
dejar margen suficiente para el rechazo de especimenes dafiados o inadecuados por cualquier otro concepto. Al
final de la fase de aclimatacion, se seleccionan para el ensayo solo los gusanos que contengan huevos y no
presenten anomalias de comportamiento (por ejemplo, que traten de escapar del suelo). Los gusanos se retiran
cuidadosamente utilizando pinzas de joyero, ganchos o asas y se colocan en una placa Petri que contenga una
pequefia cantidad de agua dulce. Con este objeto es preferible utilizar agua dulce reconstituida segin lo
propuesto en el capitulo C.20 del presente anexo (ensayo de reproduccién en Daphnia magna), ya que el agua
desionizada, desmineralizada o del grifo puede ser nociva para los gusanos. Los gusanos se inspeccionan con un
microscopio estereoscopico y se eliminan los que no contengan huevos. Se ha de tener cuidado para retirar y
desechar los 4caros o colémbolos que puedan haber infectado los cultivos. Los gusanos sanos no utilizados para
el ensayo se devuelven al cultivo madre.

Preparacién de las concentraciones de ensayo
Sustancia problema hidrosoluble

19. Se prepara una solucién de la sustancia problema en agua desionizada en una cantidad suficiente para todas las
réplicas de una sola concentracién de ensayo. Se recomienda utilizar una cantidad apropiada de agua para
conseguir el contenido necesario de humedad, es decir, entre el 40 y el 60 % de la capacidad médxima de
retencion de agua (véase el punto 13). Cada una de las soluciones de la sustancia problema se mezcla a fondo
con un lote de suelo prehumedecido antes de introducirla en el recipiente de ensayo.

Sustancia problema no hidrosoluble

20. En el caso de las sustancias no solubles en el agua, pero solubles en disolventes orgdnicos, la sustancia
problema puede disolverse en el volumen minimo posible de un vehiculo adecuado (por ejemplo, acetona). Solo
deben utilizarse disolventes voldtiles. El vehiculo se rocia sobre una pequefia cantidad, como, por ejemplo, 2,5 g
de arena de cuarzo fina, o se mezcla con ella. El vehiculo se elimina por evaporacién bajo una campana
extractora durante al menos una hora. Esta mezcla de arena de cuarzo y sustancia problema se afiade al suelo
prehumedecido y se mezcla completamente después de afiadir la cantidad adecuada de agua desionizada para
obtener la humedad necesaria. La mezcla final se introduce en los recipientes de ensayo.

21. En el caso de sustancias poco solubles en agua y en disolventes orgdnicos, se mezcla el equivalente de 2,5 g de
arena de cuarzo finamente molida por recipiente de ensayo con la cantidad de sustancia problema necesaria
para obtener la concentraciéon de ensayo deseada. Esta mezcla de arena de cuarzo y sustancia problema se aflade
al suelo prehumedecido y se mezcla completamente después de afiadir la cantidad adecuada de agua
desionizada para obtener el contenido necesario de humedad. La mezcla final se divide entre los recipientes de
ensayo. Se repite el procedimiento para cada concentracién de ensayo, y se prepara asimismo un control
adecuado.

22. Normalmente, las sustancias no deben someterse a ensayo a concentraciones superiores a 1 000 mg/kg de masa
seca de suelo. Sin embargo, puede ser necesario efectuar ensayos a concentraciones mds elevadas, de
conformidad con los objetivos de un ensayo especifico.

REALIZACION DE LOS ENSAYOS
Grupos de ensayo y controles

23. Respecto a cada concentracién de ensayo, se coloca en el recipiente de ensayo una cantidad de suelo de ensayo
correspondiente a 20 g de peso seco, (véanse los puntos 19 - 21). Se preparan también controles, sin la
sustancia problema. A cada recipiente se afiaden alimentos con arreglo a los procedimientos descritos en el
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punto 29. Se asignan aleatoriamente diez gusanos a cada recipiente de ensayo. Los gusanos se transfieren con
cuidado a cada recipiente de ensayo y se colocan en la superficie del suelo, por ejemplo utilizando pinzas de
joyero, ganchos o asas. El nimero de réplicas para las concentraciones de ensayo y para los controles dependerd
del disefio del ensayo (véase el punto 34). Los recipientes de ensayo se colocan en la incubadora de ensayo de
forma aleatoria, y estas posiciones se vuelven a aleatorizar cada semana.

24. Si se utiliza un vehiculo para la aplicacién de la sustancia problema, debe someterse a ensayo, ademds de la
serie con la sustancia problema, una serie de control con arena de cuarzo rociada o mezclada con el disolvente.
La concentracién de disolvente o dispersante ha de ser igual a la usada en los recipientes de ensayo que
contienen la sustancia problema. Debe realizarse el ensayo de una serie de control con arena de cuarzo
adicional (2,5 g por recipiente) en caso de sustancias que requieran afiadirse de conformidad con los procedi-
mientos descritos en el punto 21.

Condiciones del ensayo

25. La temperatura de ensayo es de 20 = 2 °C. Para disuadir a los gusanos de escaparse del suelo, se efectiia el
ensayo en ciclos controlados de luz y oscuridad (preferentemente de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad)
con una iluminacién de 400 a 800 lux en la zona de los recipientes de ensayo.

26. Con el fin de controlar la humedad del suelo, los recipientes se pesan al principio del ensayo y, posteriormente,
una vez por semana. La pérdida de peso se compensa con la adicién de una cantidad adecuada de agua
desionizada. Cabe sefialar que la pérdida de agua puede reducirse mediante el mantenimiento de una alta
humedad ambiental (> 80 %) en la incubadora de ensayo.

27. El contenido de humedad y el pH han de medirse al principio y al final tanto de la prueba de determinacién del
intervalo como del ensayo definitivo. Deben efectuarse mediciones en muestras del suelo control y tratado
(todas las concentraciones) que se habrdn preparado y mantenido en las mismas condiciones que los cultivos de
ensayo, pero sin adicién de gusanos. Solo deben afiadirse alimentos a estas muestras de suelo al comienzo del
ensayo para facilitar la actividad microbiana. La cantidad de alimentos que se afiade debe ser la misma que se
aflade a los cultivos de ensayo. No es necesario afiadir mds alimentos a estos recipientes durante el ensayo.

Alimentacién

28. Pueden utilizarse alimentos capaces de mantener la poblacién de enquitreidos. Se ha visto que los copos de
avena, preferiblemente tratados en el autoclave antes de su utilizacién para evitar la contaminacién microbiana
(el calentamiento también es adecuado), constituyen un alimento adecuado.

29. Los alimentos se afiaden, al inicio, mezclando 50 mg de copos de avena molidos con el suelo de cada recipiente
antes de introducir los gusanos. Después, los alimentos se suministran una vez por semana hasta el dia 21. No
se afladen alimentos el dia 28, puesto que los adultos se han retirado en esta fase y los gusanos juveniles
necesitan relativamente poca comida adicional mds alld de este punto. Durante el ensayo, la alimentacion se
compone de 25 mg de copos de avena molidos por recipiente colocados cuidadosamente en la superficie del
suelo para evitar dafiar a los gusanos. Con el fin de reducir el crecimiento de hongos, los copos de avena deben
enterrarse en el suelo cubriéndolos con pequefias cantidades de este. Si queda comida sin consumir, la racién
alimentaria debe reducirse.

Disefio para el ensayo de determinacién del intervalo

30. Cuando sea necesario, se llevard a cabo un ensayo de determinacion del intervalo con, por ejemplo, cinco
concentraciones de la sustancia problema, de 0,1, 1,0, 10, 100 y 1 000 mg/kg (peso seco de suelo). Es
suficiente con una sola réplica para cada tratamiento y control.

31. La duracién del ensayo de determinacién del intervalo es de seis semanas. Al final del ensayo se determina la
mortalidad de los gusanos. Se considera que un gusano estd muerto si no reacciona ante un estimulo mecénico
en el extremo anterior. Puede ser ttil disponer de otros datos ademds de la mortalidad a la hora de decidir
sobre el intervalo de concentraciones que debe usarse en el ensayo definitivo. Por tanto, también deben
registrarse los cambios en el comportamiento de los adultos (por ejemplo, si se vuelven incapaces de excavar en
el suelo o si se quedan inméviles junto a la pared de vidrio del recipiente de ensayo) y en su morfologia (p. j.,
si tienen heridas abiertas), ademds de la eventual presencia de juveniles. Esta tltima puede determinarse con el
método de tincién descrito en el apéndice 6.
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32. La LC,, puede determinarse aproximadamente calculando la media geométrica de los datos de mortalidad. Al
determinar el intervalo de concentraciones para el ensayo definitivo, se supone que la concentracién con efecto
sobre la reproduccién es hasta diez veces inferior a la LC,,. No obstante, se trata de una relacién empirica y en
algin caso especifico podria ser diferente. Las observaciones adicionales realizadas en el ensayo de determi-
nacién del intervalo de concentraciones, tales como la presencia de juveniles, pueden contribuir a afinar el
intervalo de concentraciones de la sustancia problema que debe utilizarse en el ensayo definitivo.

33. Con el fin de determinar de forma exacta la LC;,, se recomienda realizar el ensayo utilizando un minimo de
cuatro réplicas de cada concentracién de la sustancia problema y un niimero adecuado de concentraciones que
causen al menos cuatro respuestas medias con diferencias estadisticamente significativas a estas concentraciones.
Para los controles se utiliza un niimero similar de concentraciones y de réplicas, en su caso.

Disefio para el ensayo definitivo de reproduccién

34. Se proponen tres disefios sobre la base de las recomendaciones derivadas de una prueba interlaboratorios (2).

— Para la determinacién de la NOEC deben someterse a ensayo al menos cinco concentraciones en serie
geométrica. Se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada concentracion de ensayo mds ocho controles. Las
concentraciones deben estar separadas por un factor que no exceda de 1,8.

— Para la determinacion de una EC, (p. ¢j., EC,,, ECs,), deben someterse a ensayo al menos cinco concentra-
ciones, entre las que debe quedar englobada la EC, a fin de obtenerla mediante interpolacién y no extrapo-
lacién. Se recomienda utilizar al menos cuatro réplicas de cada concentracion de ensayo y cuatro réplicas de
control. El factor de espaciado puede variar, es decir, ser igual o inferior a 1,8 en el intervalo de efecto
previsto y superior a 1,8 a concentraciones superiores e inferiores.

— Un enfoque combinado permite la determinacién tanto de la NOEC como de la EC,. Deben utilizarse ocho
concentraciones de tratamiento en progresion geométrica. Se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada
tratamiento mds ocho controles. Las concentraciones deben estar separadas por un factor que no exceda de
1,8.

35. Se deben utilizar diez gusanos adultos por recipiente de ensayo (véase el punto 23). Se afiaden alimentos a los
recipientes de ensayo al inicio del ensayo y, a continuacion, una vez por semana (véase el punto 29) hasta el dia
21, incluido. El dia 21 se toman a mano muestras de suelo y se observan y recuentan los gusanos adultos vivos,
y se registran los cambios en el comportamiento (por ejemplo, si se vuelven incapaces de excavar en el suelo o
si se quedan inmdviles junto a la pared de vidrio del recipiente de ensayo) y en la morfologia (p. ¢j., si tienen
heridas abiertas). A continuacién, se retiran todos los gusanos adultos de los recipientes de ensayo y del suelo
de ensayo. El suelo de ensayo que contiene los capullos que se hayan producido se incuba durante tres semanas
adicionales en las mismas condiciones de ensayo, salvo que solo se afiaden alimentos el dia 35 (es decir, 25 mg
de copos de avena molidos por recipiente).

36. Después de seis semanas, se efectia el recuento de los gusanos recién nacidos. Se recomienda el método basado
en la tincién con rojo de Bengala (véase el apéndice 6), aunque también se ha comprobado que son adecuadas
otras técnicas de extraccién y flotacién por via himeda (pero sin calentamiento) (véase el apéndice 6) (4) (10)
(11) (20). Se recomienda la tincién con rojo de Bengala porque la extraccién por via himeda a partir de un
sustrato de suelo puede verse obstaculizada por la turbidez causada por particulas de arcilla en suspensién.

Ensayo limite

37. Si no se observan efectos a la concentracién méxima en el ensayo de determinacion del intervalo (es decir,
1 000 mg/kg), el ensayo de reproduccion puede realizarse como un ensayo limite con 1 000 mg/kg, con el fin
de demostrar que la NOEC para la reproduccion es superior a ese valor.
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Resumen y calendario del ensayo
38. Las etapas del ensayo pueden resumirse como sigue:
Dia Ensayo de determinacion del intervalo Ensayo definitivo
Dia -7 o antes — Preparacién  del suelo artificial | — Preparacion del suelo artificial
(mezcla de los componentes secos) (mezcla de los componentes secos)
Dia -5 — Verificacién del pH del suelo artifi- | — Verificacién del pH del suelo artificial
cial — Medicién de la capacidad mdxima de
— Medicién de la capacidad médxima retencion de agua del suelo
de retencién de agua del suelo
Dias -5 a -3 — C(lasificacién de las lombrices para | — Clasificacion de las lombrices para su
su aclimatacion aclimatacién
Dias -3 a 0 — Aclimatacién de las lombrices du- | — Aclimataciéon de las lombrices du-
rante al menos 24 horas rante al menos 24 horas
Dia -1 — Prehumidificacion del suelo artificial | — Prehumidificacién del suelo artificial
y distribucién en lotes y distribucién en lotes
Dia 0 — Preparacién de las soluciones madre | — Preparacion de las soluciones madre
— Aplicacién de la sustancia problema | — Aplicacién de la sustancia problema
— Pesada del sustrato problema en los | — Pesada del sustrato problema en los
recipientes de ensayo recipientes de ensayo
— Adicion de los alimentos — Adici6n de los alimentos
— Introduccién de las lombrices — Introduccién de las lombrices
— Medicién del pH y del contenido de | — Medicién del pH y del contenido de
humedad del suelo humedad del suelo
Dia 7 — Comprobacién del contenido de hu- | — Comprobacién del contenido de hu-
medad del suelo medad del suelo
— Adicién de alimentos
Dia 14 — Determinaciéon de la mortalidad de | — Comprobacién del contenido de hu-
los adultos medad del suelo
— Estimacion del nimero de juveniles | — Adicion de alimentos
— Medicién del pH y del contenido de
humedad del suelo
Difa 21 — Observacién del comportamiento de
los adultos
— Retirada de los adultos
— Determinacién de la mortalidad de
los adultos
— Comprobacién del contenido de hu-
medad del suelo
— Adicién de alimentos
Dia 28 — Comprobacién del contenido de hu-
medad del suelo
— Sin adicién de alimentos
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Dia Ensayo de determinacién del intervalo Ensayo definitivo

Dia 35 — Comprobacién del contenido de hu-
medad del suelo

— Adicién de alimentos

Dia 42 — Recuento de los gusanos juveniles

— Medicién del pH y del contenido de
humedad del suelo

DATOS E INFORME
Tratamiento de los resultados

39. A pesar de que se da una visién de conjunto en el apéndice 7, en este método de ensayo no se incluye ninguna
orientacion estadistica definitiva para el andlisis de los resultados del ensayo.

40. En la prueba de determinacién del intervalo, el pardmetro principal es la mortalidad. Sin embargo, también
deben registrarse los cambios en el comportamiento (por ejemplo, si se vuelven incapaces de excavar en el
suelo o si se quedan inméviles junto a la pared de vidrio del recipiente de ensayo) y en la morfologia (p. ¢j., si
tienen heridas abiertas) de los gusanos adultos, ademds de la eventual presencia de juveniles. Para determinar la
LC,, debe aplicarse en principio el andlisis de probit (21) o la regresién logistica. No obstante, en aquellos casos
en que este método de andlisis no sea adecuado (por ejemplo, si se dispone de menos de tres concentraciones
con mortalidades parciales) pueden utilizarse métodos alternativos. Entre estos métodos pueden figurar el de
medias méviles (22), el método de Spearman-Karber recortado (23) o una interpolacién simple (p. ej., media
geométrica de LC, y LC,,,, calculada multiplicando la raiz cuadrada de LC, por LC, ).

41. En el ensayo definitivo, el pardmetro del ensayo es la fecundidad (es decir, el nimero de juveniles producidos).
Sin embargo, como en el ensayo de determinacion del intervalo, deben registrarse en el informe final todos los
demds signos de naturaleza nociva. El andlisis estadistico requiere que se calculen la media aritmética y la
desviacién tipica por grupo de tratamiento y por grupo de control en cuanto a la reproduccién.

42. Si se ha realizado el andlisis de la varianza, la desviacion tipica, s, y los grados de libertad, df, pueden sustituirse
respectivamente por la estimacion de la varianza “agrupada” obtenida del ANOVA y por sus grados de libertad,
siempre que la varianza no dependa de la concentracin. En este caso, se utilizardn las distintas varianzas de los
controles y de los grupos tratados. Estos valores son calculados en general por programas estadisticos
comerciales utilizando los resultados de cada recipiente como réplicas. Si la “agrupacién” de datos de los
controles negativo y de disolvente parece mds razonable que hacer las pruebas respecto a uno solo de estos
conjuntos, debe comprobarse que no son significativamente diferentes (sobre pruebas apropiadas, véanse el
punto 45 y el apéndice 7).

43. La realizacién de mds pruebas estadisticas y de deducciones depende de si los valores de las réplicas se
distribuyen normalmente y son homogéneas en lo que respecta a su varianza.

Estimacion de la NOEC

44. Es preferible la aplicacion de ensayos potentes. Se deberfa utilizar la informacién previa obtenida, por ejemplo a
partir de la experiencia con ensayos interlaboratorios u otros datos histéricos, sobre si los datos presentan una
distribucién aproximadamente normal. Es mds critica la homogeneidad de la varianza (homoscedasticidad). La
experiencia indica que la varianza suele aumentar cuando sube la media. En estos supuestos, una transformacion
de los datos podria llevar a la homoscedasticidad. Sin embargo, esta transformacién debe basarse en la
experiencia con datos histéricos, mds que en los datos objeto de la investigacién. Con datos homogéneos, deben
llevarse a cabo pruebas t de comparacién mdltiple, como la prueba de Williams (a = 0,05, unilateral) (24) (25)
o, en algunos casos, la prueba de Dunnett (26) (27). Cabe sefialar que, en caso de replicacion desigual, los
valores t del cuadro deberdn corregirse segtin lo sugerido por Dunnett y Williams. En ocasiones, debido a una
gran variacion, las respuestas no aumentan o disminuyen regularmente. En este caso de fuerte desviacion
respecto a la monotonicidad, es mds conveniente la prueba de Dunnett. En caso de que haya desviaciones con
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respecto a la homoscedasticidad, puede resultar razonable analizar mds estrechamente los posibles efectos sobre
las varianzas, a fin de decidir si las pruebas t pueden aplicarse sin perder mucha potencia (28). De forma
alternativa, puede aplicarse una prueba U de comparacién mdltiple, por ejemplo la prueba U de Bonferroni
segin Holm (29), o, cuando estos datos presenten heteroscedasticidad pero por lo demds sean coherentes con
una relacién dosis-respuesta mondtona subyacente, otra prueba no paramétrica [por ejemplo, una prueba de
Jonckheere-Terpstra (30) (31) o Shirley (32) (33)] y, en general, se dard preferencia a estas pruebas frente a las
pruebas t de varianza desigual (véase también el esquema del apéndice 7).

45. En caso de que se haya realizado un ensayo limite y se cumplan los requisitos previos de procedimientos de
ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad), puede utilizarse la prueba t de Student pareada o, si no, el
procedimiento de la prueba U de Mann-Whitney (29).

Estimacion de EC,

46. Para calcular cualquier valor de EC, se utilizan las medias por tratamiento para el andlisis de regresién (lineal o
no lineal), tras haber obtenido una funcién dosis-respuesta adecuada. En relacién con el crecimiento de los
gusanos como respuesta continua, pueden calcularse los valores de EC, utilizando el andlisis de regresion
adecuado (35). Entre las funciones adecuadas para los datos cudnticos (mortalidad/supervivencia y nimero de
descendientes producidos) estdn las funciones sigmoideas normales, logisticas o de Weibull, con entre dos y
cuatro pardmetros, algunas de las cuales pueden modelizar también respuestas horméticas. Si la funcién dosis-
respuesta se ha ajustado mediante andlisis de regresion lineal, debe determinarse con el andlisis de regresién un
12 (coeficiente de determinacidn) yjo una pendiente significativos antes de estimar la EC_ mediante la insercién
de un valor correspondiente a x % de la media del control en la ecuacién encontrada con el andlisis de
regresion. Se calculan limites de confianza del 95 % con arreglo al método de Fieller [citado en Finney (21)] u
otros métodos adecuados modernos.

47. Otra posibilidad consiste en modelizar la respuesta como porcentaje o proporcién del pardmetro del modelo
que se interpreta como la respuesta media del control. En estos casos, la curva sigmoidea normal (logistica,
Weibull) puede ajustarse a menudo facilmente a los resultados utilizando el método de regresion de probit (21).
En estos casos, la funcion de ponderacion ha de ajustarse para respuestas métricas segin indica Christensen
(36). No obstante, si se ha observado hormesis, el andlisis de probit debe ser sustituido por una funcién
logistica o de Weibull de cuatro pardmetros, ajustada por un método de regresion no lineal (36). Si no puede
ajustarse a los datos una funcién dosis-respuesta adecuada, podran utilizarse métodos alternativos para calcular
el valor de EC_ y sus limites de confianza, tales como el método de medias méviles de Thompson (22) y el de
Spearman-Karber recortado (23).

INFORME DEL ENSAYO

48. El informe del ensayo deberd incluir la informacién siguiente:
Sustancia problema:
— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes (p, ¢j., hidrosolubilidad, presion de vapor, etc.),

— identificaciéon quimica de la sustancia problema segin la nomenclatura de la IUPAC, nimero CAS, lote de
fabricacién, lote de acondicionamiento, férmula estructural y pureza,

— fecha de expiracion de la muestra.

Especies de ensayo:

— animales utilizados en el ensayo: especie, nombre cientifico, origen de los organismos y condiciones de cria.
Condiciones de ensayo:

— ingredientes y preparacién del suelo artificial,

— método de aplicacion de la sustancia problema,

— descripcién de las condiciones de ensayo, como la temperatura, la humedad, el pH, etc.,

— descripcién completa del disefio experimental y procedimientos.
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Resultados del ensayo:

— mortalidad de los gusanos adultos tras dos semanas y nimero de juveniles al final del ensayo de determi-
nacién del intervalo,

— mortalidad de los gusanos adultos tras una exposicion de tres semanas y registro completo de los juveniles
al final del ensayo de determinacién del intervalo,

— cualquier sintoma fisico o patoldgico y cambio en el comportamiento de los organismos de ensayo que se
haya observado,

— la LC,,, la NOEC yfo EC, (p. ¢j., EC,, EC,,) para la reproduccién si algunas de ellas son aplicables con
intervalos de confianza, y un gréfico del modelo ajustado utilizado para su célculo, todas las informaciones
y observaciones utiles para la interpretacion de los resultados.

Las eventuales desviaciones respecto a los procedimientos descritos en el presente método de ensayo y cualquier
acontecimiento inusual ocurrido en el ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones

A efectos del presente método de ensayo, se aplicardn las siguientes definiciones:

Sustancia: sustancia o mezcla.

EC, (concentracién con efecto al x %): concentracién que provoca el x % de un efecto sobre los organismos de
ensayo dentro de un determinado periodo de exposicién cuando se compara con un control. En este ensayo las
concentraciones con efecto se expresan en masa de sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LC, (concentracién no letal): concentracién de una sustancia problema que no mata a ninguno de los organismos de
ensayo expuestos dentro de un determinado perfodo de tiempo. En este ensayo la LC, se expresa en masa de
sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LC,, (concentracién letal mediana): concentracién de una sustancia problema que mata al 50 % de los organismos
de ensayo expuestos dentro de un determinado periodo de tiempo. En este ensayo la LCs, se expresa en masa de
sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LC,,, (concentracién totalmente letal): concentracién de una sustancia problema que mata al 100 % de los
organismos de ensayo expuestos dentro de un determinado periodo de tiempo. En este ensayo la LC,,, se expresa en
masa de sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LOEC (concentracion minima con efecto observado): concentracién minima de la sustancia problema que tiene un
efecto estadisticamente significativo (p < 0,05). En este ensayo la LOEC se expresa en masa de sustancia problema
por masa seca del suelo de ensayo. Todas las concentraciones de ensayo superiores a la LOEC deben presentar
normalmente un efecto que es estadisticamente diferente del del control. Cualquier desviacién respecto de lo anterior
en la determinacién de la LOEC debe justificarse en el informe de ensayo.

NOEC (concentracién sin efecto observado): concentraciéon mds elevada de la sustancia problema inmediatamente
por debajo de la LOEC a la que no se observa ningin efecto. En este ensayo, la concentracion correspondiente a la
NOEC no ejerce ningtin efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de
exposicién en comparacion con el control.

Tasa de reproduccién: niimero medio de gusanos juveniles producidos por un nimero de gusanos adultos durante
el periodo de ensayo.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Determinacién de la capacidad mdxima de retencion de agua

Determinacién de la capacidad de retencion de agua del suelo artificial
El siguiente método se ha considerado apropiado. Se describe en el anexo C de la norma ISO DIS 11268-2.

Se recoge una determinada cantidad (p. €j., 5 g) del sustrato de suelo de ensayo, utilizando un dispositivo adecuado
(tubo de barrena, etc.). Se cubre el fondo del tubo con un trozo de papel de filtro y, después de llenarlo con agua, se
coloca en un soporte en un bafio de agua. El tubo debe sumergirse gradualmente hasta que el nivel del agua esté por
encima del extremo superior del suelo. A continuacién, se debe dejar en el agua alrededor de tres horas. Dado que
no puede retenerse toda el agua absorbida por los capilares del suelo, la muestra de suelo debe dejarse escurrir
durante un periodo de dos horas, colocando el tubo en un lecho de arena de cuarzo finamente molida muy himeda
y contenida en un recipiente cerrado (para evitar que se seque). Después, la muestra debe pesarse y secarse hasta
obtener una masa constante a 105 °C. La capacidad de retencién de agua (WHC) puede calcularse entonces de la
manera siguiente:

WHC (en porcentaje de masa seca) = S- T[;_ D . 100
donde:
S = masa del sustrato saturado de agua + masa del tubo + masa del papel de filtro
T = tara (masa del tubo + masa del papel de filtro)
D = masa seca del sustrato
BIBLIOGRAFIA:

ISO (Organizacion Internacional de Normalizacidn) (1996). Calidad del suelo: Efectos de los contaminantes sobre las
lombrices de tierra (Eisenia fetida). Parte 2: Determinacién de los efectos en la reproduccién, n° 11268-2. ISO,
Ginebra.
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Apéndice 3

Determinacién del pH del suelo

El siguiente método de determinacion del pH de una muestra de suelo se basa en la descripcién recogida en la norma
ISO 10390 (Calidad del suelo. Determinacién del pH).

Una determinada cantidad de suelo se seca a temperatura ambiente durante al menos 12 horas. A continuacién se
hace una suspension del suelo (con al menos 5 gramos de este) en cinco veces su volumen de una solucién 1 M de
cloruro de potasio de grado analitico (KCl) o de una solucién 0,01 M de cloruro de calcio de grado analitico (CaCl,).
La suspension se agita enérgicamente durante cinco minutos. Después de agitarla, se deja reposar la suspension desde
2 horas como minimo hasta 24 horas como maximo. El pH de la fase liquida se mide a continuacién utilizando un
pH-metro, que habrd sido calibrado antes de cada medicién con una serie adecuada de soluciones amortiguadoras (p.
¢j., a un pH de 4,0 y 7,0).

BIBLIOGRAFIA:

ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion) (1994). Calidad del suelo, Determinacién del pH, n° 10390. ISO,
Ginebra.
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Apéndice 4

Condiciones de cultivo de Enchytraeus sp.

Los enquitreidos de la especie Enchytraeus albidus (asi como otras especies de Enchytraeus) pueden cultivarse en grandes
cajas de pldstico (p. ¢j., de 30 x 60 x 10 cm) rellenas de una mezcla 1:1 de suelo artificial y de suelo de jardin
natural sin contaminar. Debe evitarse el material compostado, ya que podria contener sustancias tdxicas, como
metales pesados. Hay que eliminar la fauna del suelo antes de su utilizacién (p. ej., mediante congelacién). También
puede utilizarse un sustrato que incluya solamente suelo artificial, pero la tasa de reproduccion podria ser menor que
la obtenida con un sustrato de suelo mixto. El sustrato utilizado para el cultivo debe tener un pH de 6,0 + 0,5.

El cultivo se mantiene en la oscuridad a una temperatura de 15 a 20 °C £ 2 °C. Deben evitarse las temperaturas
superiores a 23 °C. El suelo debe estar himedo, pero no empapado. El contenido de humedad del suelo es correcto si
aparecen gotitas de agua entre los dedos al apretar un pufiado de suelo suavemente con la mano. Hay que evitar la
aparicion de condiciones anéxicas velando por que las tapas de los recipientes de cultivo permitan un adecuado
intercambio de gases con la atmoésfera. Hay que remover el suelo cuidadosamente cada semana, para facilitar la
aireacion.

Los gusanos pueden alimentarse de copos de avena. La avena debe conservarse en recipientes herméticamente
cerrados y tratados en el autoclave o calentados antes de su utilizacién, para evitar su infestacion por dcaros de la
harina (p. ej., Glyzyphagus sp., Astigmata, Acarina) o 4caros depredadores [p. ej., Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles,
Gamasida, Acarina]. Después del tratamiento térmico, el producto debe molerse de forma que sea ficil de espolvorear
sobre la superficie del suelo. De vez en cuando, los copos de avena pueden completarse mediante la adicién de
vitaminas, leche y aceite de higado de bacalao. Otras posibles fuentes de alimento son la levadura de panaderia o la
comida para peces “Tetramin”.

El alimento se aporta aproximadamente dos veces por semana. Se reparte una cantidad apropiada de copos de avena
por la superficie del suelo o se introduce cuidadosamente en el sustrato cuando se remueve el suelo para facilitar su
aireacion. La cantidad absoluta de alimentos aportados depende del niimero de gusanos presente en el soporte. A
titulo indicativo, la cantidad de alimentos debe incrementarse si se consume integramente en el plazo de un dia desde
que se aporta. Por el contrario, debe reducirse si sigue habiendo alimentos en la superficie en el momento de la
segunda aportacion (una semana mds tarde). Los alimentos contaminados con crecimiento de hongos deben retirarse
y sustituirse. Al cabo de tres meses, los gusanos se deben transferir a un sustrato recién preparado.

Se considera que las condiciones de cultivo son satisfactorias si los gusanos: a) no intentan salir del sustrato de suelo,
b) se mueven rdpidamente por el suelo, ¢) muestran una superficie externa brillante sin particulas de suelo adheridas,
d) son de color méds o menos blanquecino, e) presentan diversas bandas de edad en los cultivos, y f) se reproducen
continuamente.
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Apéndice 5

Realizacion del ensayo con otras especies de Enchytraeus

Seleccion de las especies

Pueden utilizarse especies distintas de E. albidus, pero el procedimiento de ensayo y los criterios de validez deberdn
adaptarse en consecuencia. Como muchas especies de Enchytraeus pueden conseguirse con facilidad y mantenerse
satisfactoriamente en el laboratorio, el criterio mds importante para seleccionar una especie distinta de E. albidus es la
pertinencia ecoldgica y, de forma adicional, la sensibilidad comparable. También puede haber razones oficiales para
un cambio de especies. Por ejemplo, en los paises en que no esté presente E. albidus y no pueda importarse (debido,
por ejemplo, a restricciones cuarentenarias), serd necesario recurrir a otra especie de Enchytraeus.

Ejemplos de especies alternativas adecuadas

— Enchytraeus crypticus (Westheide & Graefe 1992): En los ultimos afios se estd utilizando esta especie con frecuencia
en estudios ecotoxicoldgicos debido a la simplicidad de su cria y de sus ensayos. Sin embargo, es pequefia, lo que
hace que sea mds dificil de manejar que E. albidus (especialmente en las fases previas a la utilizacién del método
de tincién). No se ha determinado con certeza si E. crypticus existe en el campo, ya que solo se ha descrito a partir
de cultivos de lombrices de tierra. Por lo tanto, no se conocen sus requisitos ecolégicos.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Esta denominacién cubre probablemente un grupo de especies
estrechamente emparentadas que son dificiles de distinguir morfolégicamente. No se recomienda su uso en el
ensayo mientras no puedan identificarse los individuos utilizados en un ensayo a nivel de especie. E. buchholzi se
encuentra generalmente en praderas y lugares alterados, como las cunetas.

— Enchytraeus luxuriosus: Esta especie fue conocida inicialmente como E. “minutus”, pero se ha descrito recientemente
(1). Fue descubierta en primer lugar por U. Graefe (Hamburgo) en una pradera préxima a St. Peter-Ording
(Schleswig-Holstein, Alemania). E. luxuriosus tiene un tamafio aproximadamente la mitad del de E. albidus pero es
mayor que las demds especies que se comentan en este documento; por ello puede constituir una buena
alternativa a E. albidus.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen & Christensen 1963): Esta especie se ha comunicado hasta la fecha procedente de
suelos minerales alemanes y espafioles, en los que es habitual, pero no suele ser muy abundante. En comparacién
con otras especies pequefias de este género, es relativamente fécil de determinar. No se sabe nada de su comporta-
miento en ensayos de laboratorio ni de su sensibilidad a las sustancias. No obstante, se ha comprobado que es
facil de cultivar (E. Belotti, comunicacién personal).

Condiciones de cria

Todas las especies de Enchytraeus arriba mencionadas pueden cultivarse en los mismos sustratos que se utilizan para
E. albidus. Su menor tamafio hace que los recipientes de cultivo puedan ser mds pequefios y que, si bien pueden
utilizarse los mismos alimentos, el tamafio de la racién deba adaptarse. El ciclo de vida de esta especie es mds corto
que el de E. albidus y el aporte de alimentos debe llevarse a cabo con mayor frecuencia.

Condiciones del ensayo

Las condiciones del ensayo son generalmente las mismas que en el caso de E. albidus, salvo que:

— el recipiente de ensayo puede ser mds pequefio (aunque no es necesario);

— la duracién del ensayo de reproduccion puede ser mds reducida (aunque no es necesario), es decir, puede ser de
cuatro en vez de seis semanas; sin embargo, la duracién del ensayo de determinacion del intervalo no debe

modificarse;

— teniendo en cuenta el pequefio tamafio de los gusanos juveniles, se recomienda encarecidamente el uso del
método de tincién para el recuento;

— el criterio de validez relativo al “nimero de juveniles por recipiente de ensayo en el control” se ha cambiado a
w507,
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Apéndice 6

Descripcion detallada de las técnicas de extraccion
Tincién con rojo de Bengala

Este método, desarrollado originalmente en ecologia lacustre (1), fue propuesto por primera vez para el recuento de
juveniles de enquitreidos en el ensayo de reproduccién de Enchytraeidae de W. de Coen (Universidad de Gante,
Bélgica). Independientemente, el RIVM de Bilthoven desarroll6 una versién modificada (rojo de Bengala mezclado con
formaldehido en lugar de etanol) (2) (3).

Al final del ensayo definitivo (es decir, al cabo de seis semanas), el suelo de los recipientes de ensayo se transfiere a
un recipiente poco profundo. Un recipiente Bellaplast o una cubeta de revelado fotografico con el fondo acanalado es
de utilidad para este propésito, en el segundo caso porque los “canales” restringen el movimiento de los gusanos
dentro del campo de observacién. Los juveniles se fijan con etanol (unos 5 ml por réplica). Los recipientes se llenan a
continuacién con agua hasta formar una capa de 1 a 2 cm. Se afiaden unas gotas (de 200 a 300 pl) de solucién de
rojo de Bengala (solucién al 1 % en etanol) (en su lugar puede utilizarse eosina al 0,5 %) y se mezclan cuidado-
samente los dos componentes. Después de 12 horas, los gusanos deben estar tefiidos de color rojizo y ser ficiles de
contar porque estaran en la superficie del sustrato. Otra posibilidad es lavar la mezcla de sustrato/alcohol a través de
un tamiz (luz de malla: 0,250 mm) antes de proceder al recuento de los gusanos. Mediante este procedimiento, la
caolinita, la turba y parte de la arena se eliminardn con el lavado y serd mds ficil ver y contar los gusanos de color
rojizo. El uso de lentes iluminadas (tamafio de la lente de 100 x 75 mm como minimo, con un factor de ampliacién
de 2 a 3x) también facilita el recuento.

La técnica de tincién reduce el tiempo del recuento a unos pocos minutos por recipiente y, como orientacion, debe
ser posible que una persona evaliie todos los recipientes procedentes de un ensayo en un maximo de dos dias.

Extracciéon por via hiimeda

La extraccién por via hdmeda debe iniciarse inmediatamente una vez finalizado el ensayo. El suelo de cada recipiente
de ensayo se coloca en un tamiz de pldstico con una luz de malla de 1 mm aproximadamente. A continuacién, los
tamices se suspenden en cubetas de plastico, sin tocar el fondo. Las cubetas se llenan cuidadosamente con agua hasta
que las muestras de los tamices queden completamente por debajo de la superficie del agua. A fin de garantizar una
tasa de recuperacion superior al 90 % de los gusanos presentes, debe utilizarse un periodo de extraccion de 3 dias a
20 £ 2 °C. Al final del periodo de extracci6n se retiran los tamices y el agua (a excepcién de un pequefio volumen) se
decanta lentamente, teniendo cuidado de no alterar el sedimento que se encuentra en el fondo de las cubetas. A
continuacién, se agitan ligeramente las cubetas de plastico para suspender el sedimento en el agua sobrenadante. El
agua se transfiere a una placa de Petri y, después de que hayan sedimentado las particulas del suelo, los enquitreidos
pueden identificarse, retirarse y contarse utilizando un microscopio estereoscépico y pinzas flexibles de acero.

Flotacién

En una nota presentada por R. Kuperman se describe un método basado en la flotacion (4). Tras fijar con etanol el
contenido de un recipiente de ensayo, se cubre el suelo con Ludox (silice coloidal AM-30, suspensiéon en agua al
30 % en peso) hasta formar una capa de 10 a 15 mm por encima de la superficie del suelo. Después de mezclar bien
el suelo con el agente de flotaciéon durante 2-3 minutos, pueden contarse facilmente los gusanos juveniles que flotan
en la superficie.

Bibliografia
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Onderzoek. RIVM Rapport Nr. 719102025. 46 pp.
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Apéndice 7

Resumen de la evaluacién estadistica de los datos (determinaciéon de la NOEC)
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C.33. ENSAYO DE REPRODUCCION DE LOMBRICES DE TIERRA (EISENIA FETIDA | EISENIA ANDRE]I)

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 222 (2004). Estd
disefiado para utilizarse en la evaluacién de los efectos de las sustancias del suelo sobre el resultado reproductor
(y otros parametros subletales) de las especies de lombrices de tierra Eisenia fetida (Savigny 1826) o Eisenia andrei
(Andre 1963) (1) (2). El ensayo ha sido objeto de un ensayo interlaboratorios (3). Ya existe un método de
ensayo para el ensayo de toxicidad aguda con lombrices de tierra (4). Se ha publicado una serie de otras
directrices internacionales y nacionales de ensayos de toxicidad aguda y crénica con lombrices de tierra (5) (6)

(7) (8).

2. Se considera que Eisenia fetida y Eisenia andrei son representantes de la fauna del suelo y de las lombrices de
tierra en particular. Se dispone de datos previos sobre la ecologia de las lombrices de tierra y su utilizacién en
ensayos ecotoxicoldgicos (7) (9) (10) (11) (12).

PRINCIPIO DEL ENSAYO

3. Las lombrices adultas se exponen a un intervalo de concentraciones de la sustancia problema en el suelo bien
mezclada con el suelo o bien, en el caso de los plaguicidas, aplicada al interior o a la superficie de suelo
mediante procedimientos coherentes con las pautas de utilizacién de la sustancia. El método de aplicacion es
especifico al propésito del ensayo. El intervalo de concentraciones de ensayo se selecciona para enmarcar
aquellas que pueden causar efectos tanto subletales como letales a lo largo de un periodo de ocho semanas. Los
efectos sobre la mortalidad y sobre el crecimiento de las lombrices adultas se determinan después de cuatro
semanas de exposicién. A continuacién, se retiran los adultos del suelo y se evalGan los efectos sobre la
reproducci6én tras un nuevo periodo de cuatro semanas mediante el recuento del nimero de descendientes
presentes en el suelo. El resultado reproductor de las lombrices expuestas a la sustancia problema se compara
con el del control o controles a fin de determinar i) la concentracién sin efecto observado (NOEC) y/o ii) una
EC, (p. ¢j., EC,,, EC,,) aplicando un modelo de regresién para estimar la concentracién que causarfa una
reduccion del x % del resultado reproductor. Las concentraciones de ensayo deben englobar la EC, (p. ¢j., EC,,,
EC,,) de forma que el valor de EC, se obtenga por interpolacién y no por extrapolacién (véanse las definiciones
del apéndice 1).

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

4.  Debe disponerse de la siguiente informacion relativa a la sustancia problema para facilitar el disefio de los
procedimientos adecuados de ensayo:

— hidrosolubilidad,
- log Pow’
— presion de vapor,

— y, cuando sea posible, informacién sobre el destino y el comportamiento en el medio ambiente (p. ¢j.,
velocidad de fotdlisis y velocidad de hidrélisis en caso pertinente segin las pautas de aplicacion).

5. El presente método de ensayo es aplicable a todas las sustancias con independencia de su hidrosolubilidad. El
método de ensayo no es aplicable a las sustancias volatiles, definidas aqui como sustancias cuya constante de
Henry o cuyo coeficiente de reparto aire/agua sea superior a uno, ni a las sustancias cuya presion de vapor a
25 °C supere los 0,0133 Pa.

6. En este método de ensayo no se tiene en cuenta la posible degradacién de la sustancia problema a lo largo del
periodo de prueba. Por consiguiente, no puede suponerse que las concentraciones de exposicién se van a
mantener en sus valores iniciales a lo largo de todo el ensayo. En tal caso, se recomienda realizar el andlisis
quimico de la sustancia problema al inicio y al final del ensayo.
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SUSTANCIA DE REFERENCIA

7. Deben determinarse la NOEC y/o EC, de una sustancia de referencia para ofrecer garantias de que las
condiciones de ensayo del laboratorio son adecuadas y para verificar que la respuesta de los organismos de
ensayo no cambia estadisticamente a lo largo del tiempo. Se recomienda efectuar un ensayo con una sustancia
de referencia al menos una vez al afio o, si la frecuencia de los ensayos es menor, en paralelo con la determi-
nacién de la toxicidad de una sustancia problema. La carbendazima y el benomilo son sustancias de referencia
adecuadas de las que se ha visto que afectan a la reproduccién (3). Deben observarse efectos significativos a
concentraciones de entre a) 1 y 5 mg de principio activo (p.a.)/kg de peso seco o b) 250 y 500 g/ha o 25y
50 mg/m2 Si se incluye un patrén toxico positivo en la serie de ensayo, se utiliza una sola concentracién y el
numero de réplicas debe ser el mismo que el de los controles.

VALIDEZ DEL ENSAYO

8.  Para que el resultado de un ensayo se considere vélido, deben cumplirse los siguientes criterios en lo tocante a
los controles:

— cada réplica (con 10 adultos) debe producir > 30 juveniles al final del ensayo;

— el coeficiente de variacién de la reproduccién debe ser < 30 %;

— la mortalidad de los adultos durante las primeras cuatro semanas de la prueba debe ser < 10 %.

Cuando un ensayo no cumpla los criterios de validez arriba indicados, el ensayo debe interrumpirse, salvo que

pueda aportarse una justificacion para continuar con él. La justificacion deberd incluirse en el informe.

DESCRIPCION DEL ENSAYO
Equipo

9. Deben utilizarse recipientes de ensayo hechos de vidrio o de otro material quimicamente inerte, de una
capacidad aproximada de uno a dos litros. Los recipientes deben tener una secciéon de 200 cm? aproxima-
damente de superficie, de forma que se consiga una profundidad de sustrato hiimedo de unos 5-6 c¢m al afiadir
de 500 a 600 g de masa seca de sustrato. El disefio de la tapa del recipiente debe permitir el intercambio de
gases entre el sustrato y la atmdsfera, y el acceso a la luz (p. ej., mediante una cubierta transparente perforada),
y, al mismo tiempo, evitar que se escapen las lombrices. Si la cantidad de sustrato de ensayo utilizado es
notablemente superior a 500 o 600 g por recipiente de ensayo, el nimero de lombrices debe aumentarse
proporcionalmente.

10. Se precisa el equipo normal de laboratorio y, en particular, el siguiente:
— estufa secadora;
— microscopio estereoscopico;
— pH-metro y fotémetro;
— balanzas de precisién adecuada;
— equipo adecuado para el control de la temperatura;
— equipo adecuado para el control de la humedad (no esencial si los recipientes de exposicion tienen tapa);
— incubadora o pequefia sala con aire acondicionado;
— pinzas, ganchos o asas;

— bailo de agua.

Preparacién del suelo artificial

11. En este ensayo se utiliza un suelo artificial (5) (7) con la siguiente composicién (en peso seco, secado hasta peso
constante a 105 °C):

— 10 % de turba esfignea (con un pH lo mds cercano posible a 5,5-6,0, sin restos vegetales visibles, finamente
molida, secada hasta conseguir un contenido de humedad determinado y medido);

— 20 % de caolin (contenido de caolinita preferentemente superior al 30 por ciento);
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— entre 0,3 y 1,0 % de carbonato de calcio (CaCO,, pulverizado, de pureza analitica) para obtener un pH
inicial de 6,0 £ 0,5;

— 70 % de arena de cuarzo secada al aire (dependiendo de la cantidad necesaria de CaCO;), en su mayor parte
en forma de arena fina, con mds del 50 % de las particulas de un tamario entre 50 y 200 pum.

Nota 1: La cantidad necesaria de CaCO, dependerd de los componentes del sustrato del suelo, incluidos los
alimentos, y debe determinarse por mediciones de submuestras del suelo inmediatamente antes del ensayo. El
pH se mide en una muestra mezclada con una solucién 1 M de cloruro de potasio (KCl) o una solucién 0,01 M
de cloruro de calcio (CaCl,) (13).

Nota 2: El contenido de carbono orgdnico del suelo artificial puede reducirse, por ejemplo rebajando el
contenido de turba al 4-5 % y aumentando andlogamente el contenido de arena. Con esta reduccion del
contenido de carbono orgénico, es posible que disminuyan las posibilidades de adsorcién de la sustancia
problema al suelo (carbono orgdnico) y que aumente la disponibilidad de la sustancia problema para las
lombrices. Se ha demostrado que Eisenia fetida puede ajustarse a los criterios de validez sobre la reproduccion
cuando se somete a ensayo en suelos de campo con un contenido menor de carbono organico (p. €j., del 2,7 %)
(14), y la experiencia demuestra que esto también puede conseguirse en suelo artificial con un 5 % de turba. Por
lo tanto, antes de utilizar un suelo de este tipo en un ensayo definitivo no es necesario demostrar que el suelo
artificial permite que el ensayo cumpla los criterios de validez, a menos que el contenido de turba se reduzca
més de lo especificado anteriormente.

Nota 3: Cuando se utiliza suelo natural en ensayos adicionales (por ejemplo, de nivel superior), deben
demostrarse también la idoneidad del suelo y el respeto de los criterios de validez del ensayo.

12. Los componentes secos del suelo se mezclan a fondo (por ejemplo, en un mezclador de laboratorio de gran
escala), en un lugar bien ventilado. Antes del inicio del ensayo, el suelo artificial seco se humedece, afiadiéndole
una cantidad suficiente de agua desionizada para obtener aproximadamente la mitad del contenido final de
agua, que supone de un 40 a un 60 % de la capacidad mdxima de retencién de agua (correspondiente al
50 + 10 % de humedad en masa seca). Esto producird un sustrato que no presenta agua suelta o libre cuando se
comprime en la mano. La capacidad mdxima de retencién de agua del suelo artificial se determina de acuerdo
con los procedimientos descritos en el apéndice 2, la norma ISO 11274 (15) u otra norma equivalente de la
UE.

13. Si la sustancia problema se aplica en la superficie del suelo o se introduce en este sin agua, la cantidad final de
agua puede introducirse en el suelo artificial durante la preparacién del suelo. Si la sustancia problema se
introduce en el suelo junto con algo de agua, el agua adicional puede afiadirse junto con la sustancia problema
(véase el punto 19).

14. Se determina el contenido de humedad del suelo al inicio y al final del ensayo de conformidad con la norma
ISO 11465 (16) u otra norma equivalente de la UE, y el pH del suelo de conformidad con el apéndice 3, la
norma ISO 10390 (13) u otra norma equivalente de la UE. Estas determinaciones deben llevarse a cabo en una
muestra del suelo control y en una muestra del suelo de cada concentraciéon de ensayo. El pH del suelo no debe
ajustarse cuando se ensayen sustancias dcidas o bdsicas. El contenido de humedad debe comprobarse a lo largo
de todo el ensayo pesando los recipientes de manera periddica (véanse los puntos 26 y 30).

Seleccién y preparacion de los animales de ensayo

15. La especie usada en el ensayo es Eisenia fetida o Eisenia andrei (1) (2). Para iniciar el ensayo es necesario disponer
de lombrices adultas de entre dos meses y un afio de edad y con clitelo. Las lombrices deben seleccionarse de
un cultivo sincronizado con una estructura de edades relativamente homogénea (apéndice 4). Los individuos de
un grupo de ensayo no deben diferir por su edad en mds de cuatro semanas.

16. Las lombrices seleccionadas deben aclimatarse durante al menos un dia al tipo de sustrato del suelo artificial
que vaya a utilizarse en el ensayo. Durante este perfodo deben darse a las lombrices los mismos alimentos que
se vayan a utilizar en el ensayo (véanse los puntos 31 a 33).

17. Al inicio del ensayo deben pesarse individualmente las lombrices, y asignarse aleatoriamente en grupos de diez
a los recipientes de ensayo. Las lombrices se lavan (con agua desionizada) antes de su pesada y se elimina el
exceso de agua poniendo brevemente las lombrices sobre papel de filtro. El peso hiimedo de cada lombriz debe
situarse entre 250 y 600 mg.
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Preparacién de las concentraciones de ensayo

18. Pueden seguirse dos métodos de aplicacion de la sustancia problema: introduccién de la sustancia problema en
el suelo (véanse los puntos 19 a 21) o aplicacion en la superficie del suelo (véanse los puntos 22 a 24). La
seleccion del método adecuado depende de la finalidad del ensayo. En general, se recomienda la introduccién de
la sustancia problema en el suelo. No obstante, puede ser necesario recurrir a procedimientos de aplicacién que
sean coherentes con la préctica agricola normal (por ejemplo, pulverizacién de formulaciones liquidas o uso de
formulaciones especiales de plaguicidas, tales como grdnulos o preparaciones para semillas). Los disolventes
utilizados para facilitar el tratamiento del suelo con la sustancia problema deben seleccionarse sobre la base de
su baja toxicidad para las lombrices de tierra y debe incluirse en el disefio del ensayo un control adecuado de
los disolventes (véase el punto 27).

Introduccién de la sustancia problema en el suelo
Sustancia problema hidrosoluble

19. Inmediatamente antes del inicio del ensayo, se prepara una solucién de la sustancia problema en agua
desionizada, en cantidad suficiente para todas las réplicas de una misma concentracion. Puede ser necesario
recurrir a un cosolvente para facilitar la preparacién de la solucién de ensayo. Es conveniente preparar la
cantidad de solucién necesaria para alcanzar el contenido final de humedad (del 40 al 60 % de la capacidad
maéxima de retencion de agua). La solucién se mezcla a fondo con el sustrato del suelo antes de introducirla en
un recipiente de ensayo.

Sustancia problema no hidrosoluble

20. La sustancia problema se disuelve en una pequefia cantidad de un disolvente orgdnico apropiado (p. ej., acetona)
y, a continuacioén, se rocia sobre una pequefia cantidad de arena de cuarzo fina o se mezcla con esta. El
disolvente se elimina por evaporacion bajo una campana extractora durante al menos unos minutos. La arena
tratada se mezcla entonces bien con el suelo artificial prehumedecido. A continuacién se afiade el volumen
necesario de agua desionizada para alcanzar un contenido final de humedad del 40 al 60 % de la capacidad
méxima de retencién de agua, y se mezcla bien. El suelo queda asi listo para ponerse en los recipientes de
ensayo. Debe tenerse cuidado con la posibilidad de que algunos disolventes sean tdxicos para las lombrices de
tierra.

Sustancia problema insoluble en agua y en disolventes orgdnicos

21. Se prepara una mezcla de 10 g de arena de cuarzo industrial finamente molida con la cantidad de sustancia
problema necesaria para obtener la concentracién de ensayo en el suelo. Esta mezcla se mezcla bien a su vez
con el suelo artificial prehumedecido. A continuacién se afiade el volumen necesario de agua desionizada para
alcanzar un contenido final de humedad del 40 al 60 % de la capacidad maxima de retencién de agua, y se
mezcla bien. El suelo queda asi listo para ponerse en los recipientes de ensayo.

Aplicacién de la sustancia problema en la superficie del suelo

22. El suelo se trata después de haberse afiadido las lombrices. Los recipientes de ensayo se llenan primero con el
sustrato de suelo humedecido y las lombrices pesadas se colocan en la superficie. Las lombrices sanas se
entierran normalmente de forma inmediata en el interior del sustrato y, por consiguiente, las lombrices que
queden en la superficie al cabo de 15 minutos se definen como dafiadas y deben sustituirse. Si se sustituyen
lombrices, deben pesarse las nuevas y las sustituidas, de forma que se conozca el peso vivo total del grupo de
lombrices de exposicion y el peso total del recipiente con las lombrices al comienzo.

23. Se aplica la sustancia problema. No debe afiadirse al suelo antes de que haya pasado media hora desde la
introduccién de las lombrices (o si sigue habiendo lombrices en la superficie del suelo), a fin de evitar la
exposicién directa a la sustancia problema por contacto con la piel. Si la sustancia problema es un plaguicida,
puede ser conveniente aplicarla a la superficie del suelo por rociado. La sustancia problema debe aplicarse a la
superficie del suelo de la manera mds uniforme posible, utilizando un dispositivo de rociado de laboratorio
adecuado para simular la aplicacién por rociado en el campo. Antes de la aplicacion, debe retirarse la tapa del
recipiente de ensayo y sustituirse por un forro que proteja las paredes del recipiente frente al aerosol. El forro
puede consistir en un recipiente de ensayo al que se ha retirado el fondo. La aplicacion debe efectuarse a una
temperatura de 20 £ 2 °C y, en el caso de las soluciones, emulsiones o dispersiones acuosas, la tasa de
aplicacién de agua serd de entre 600 y 800 pl/m2 La tasa de aplicacion debe comprobarse utilizando una
técnica de calibracion apropiada. Las formulaciones especiales, como granulos o preparaciones para semillas,
deben aplicarse de forma coherente con la utilizacién agricola.
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24. Los recipientes de ensayo deben quedar descubiertos durante una hora para que puedan evaporarse los
eventuales disolventes volatiles asociados con la aplicacion de la sustancia problema. Debe tenerse cuidado para
que en ese tiempo no se escapen las lombrices de los recipientes de ensayo.

PROCEDIMIENTO
Grupos de ensayo y controles

25. Se recomienda una carga de 10 lombrices de tierra en 500 — 600 g de peso seco de suelo artificial (es decir,
50 a 60 g de suelo por lombriz). Si se utilizan cantidades mayores de suelo, como podria ser el caso si se
ensayan plaguicidas con modos de aplicacion especiales, tales como preparaciones para semillas, debe
mantenerse la carga de 50 - 60 g de suelo por lombriz aumentando el niimero de lombrices. Se preparan diez
lombrices para cada recipiente de control y de tratamiento. Las lombrices se lavan con agua y se escurren;
después se ponen en papel absorbente durante un breve periodo para eliminar el exceso de agua.

26. A fin de evitar errores sistemdticos en la distribucién de las lombrices entre los recipientes de ensayo, la
homogeneidad de la poblacién de estudio debe determinarse pesando individualmente 20 lombrices
muestreadas aleatoriamente de la poblaciéon de la que deben tomarse las lombrices de ensayo. Una vez
garantizada la homogeneidad, los lotes de lombrices se seleccionan, se pesan, y se asignan a los recipientes de
ensayo utilizando un procedimiento de aleatorizacion. Tras la adicién de las lombrices de ensayo, debe medirse
el peso de cada recipiente de ensayo a fin de asegurarse de que hay un peso inicial que puede utilizarse como
base para el control del contenido de humedad del suelo a lo largo de todo el ensayo, como se describe en el
punto 30. Los recipientes de ensayo se cubren entonces, como se describe en el punto 9, y se colocan en la
cdmara de ensayo.

27. Se preparan controles adecuados para cada uno de los métodos de aplicacién de la sustancia problema descritos
en los puntos 18 a 24. Para preparar los controles se siguen los procedimientos pertinentes descritos, salvo que
no se afiade la sustancia problema. Por lo tanto, en su caso, se utilizan en los controles disolventes orgénicos,
arena de cuarzo u otros vehiculos, en concentraciones y cantidades iguales a las utilizadas en los tratamientos.
Cuando se utiliza un disolvente u otro vehiculo para afiadir la sustancia problema, debe prepararse y someterse
a ensayo un control adicional sin sustancia problema y sin vehiculo para asegurarse de que el vehiculo no tiene
ninguna incidencia sobre el resultado.

Condiciones del ensayo

28. La temperatura de ensayo es de 20 + 2 °C. El ensayo se efectiia en ciclos controlados de luz y oscuridad
(preferentemente 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) con una iluminaciéon de 400 a 800 lux en la zona de
los recipientes de ensayo.

29. Los recipientes de ensayo no se airean durante el ensayo, pero el disefio de las tapas de los recipientes de ensayo
debe permitir los intercambios gaseosos, al tiempo que limita la evaporacién de la humedad (véase el punto 9).

30. Se controla que el contenido de agua del sustrato del suelo en los recipientes de ensayo se mantenga constante a
lo largo de todo el ensayo, pesando periédicamente los recipientes de ensayo (menos sus tapas). Las pérdidas se
compensan en la medida de lo necesario con agua desionizada. El contenido de agua no debe variar en mds de
un 10 % respecto al del inicio del ensayo.

Alimentacién

31. Se considera aceptable cualquier alimento del que se haya demostrado que tiene una calidad adecuada para al
menos mantener el peso de las lombrices durante el ensayo. La experiencia ha demostrado que la harina de
avena y el estiércol de caballo o de vaca son un alimento adecuado. Se deben realizar controles para garantizar
que las vacas o caballos de los que se obtiene el estiércol no son objeto de tratamiento con medicamentos o
sustancias, tales como factores de crecimiento, nematicidas o productos veterinarios similares, que puedan
afectar negativamente a las lombrices durante el ensayo. Se recomienda recoger directamente el estiércol de
vaca, ya que la experiencia ha demostrado que el estiércol de vaca disponible en el comercio para utilizarse
como abono de jardin puede tener efectos negativos para las lombrices. El estiércol debe secarse al aire, molerse
finamente y pasteurizarse antes de su utilizacion.

32. Cada lote nuevo de alimentos debe darse a un cultivo de lombrices aparte antes de su utilizacién en un ensayo
para asegurarse de que es de calidad aceptable. El crecimiento y la produccién de capullos no deben reducirse
respecto a las lombrices mantenidas en un sustrato que no contiene el nuevo lote de alimentos [en las
condiciones descritas en el método de ensayo C.8 (4)].
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33. Se facilita alimentacion por primera vez un dia después de la adicién de las lombrices y la aplicacién de la
sustancia problema al suelo. Aproximadamente 5 g de alimento se reparten por la superficie del suelo de cada
recipiente y se humedecen con agua desionizada (unos 5 o 6 ml por recipiente). Posteriormente, se suministra
el alimento una vez por semana durante el periodo de ensayo de cuatro semanas. Si quedan alimentos sin
consumir, debe reducirse la racién alimentaria con el fin de evitar el crecimiento de hongos o enmohecimiento.
Los adultos se retiran del suelo el dia 28 del ensayo. A continuacién se administran otros 5 g de alimento a
cada recipiente de ensayo. No se vuelve a aportar alimento durante las cuatro semanas restantes del ensayo.

Seleccién de las concentraciones de ensayo

34. El conocimiento previo de la toxicidad de la sustancia problema debe ayudar a la hora de seleccionar las concen-
traciones de ensayo apropiadas, por ejemplo gracias a un ensayo de toxicidad aguda (4) o a un estudio de
determinaci6n del intervalo. Cuando sea necesario, se llevard a cabo un ensayo de determinacién del intervalo
con, por ejemplo, cinco concentraciones de ensayo, de 0,1, 1,0, 10, 100 y 1 000 mg/kg (peso seco de suelo). Es
suficiente con una sola réplica para cada tratamiento y control. La duracién del ensayo de determinacion del
intervalo es de dos semanas y al final del mismo se evalta la mortalidad.

Disefio experimental

35. Al no poder prescribir para el ensayo la aplicacién de un tnico valor muestral que sirva de resumen, este
método de ensayo prevé la determinacién de la NOEC y la EC,. Es probable que las autoridades reguladoras
exijan la NOEC en un futuro previsible. En el futuro inmediato es posible que se adopte una utilizacién mds
amplia de la EC,, como consecuencia de consideraciones estadisticas y ecolégicas. Por tanto, se proponen tres
disefios sobre la base de las recomendaciones derivadas de una prueba interlaboratorios realizada sobre un
método de ensayo de reproduccién de enquitreidos (17).

36. Al determinar la gama de concentraciones, debe tenerse en cuenta lo siguiente:

— para la determinacién de la NOEC deben someterse a ensayo al menos cinco/doce concentraciones en serie
geométrica; se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada concentracion de ensayo mds ocho controles; las
concentraciones deben estar espaciadas por un factor que no exceda de 2,0;

— para la determinacién de los valores de EC, (por ejemplo, EC,,, ECs,), se recomienda un niimero adecuado
de concentraciones que causen al menos cuatro respuestas medias significativamente diferentes desde el
punto de vista estadistico a estas concentraciones; se recomienda utilizar al menos dos réplicas de cada
concentracién de ensayo y seis réplicas de control; el factor de espaciado puede variar, es decir, ser igual o
inferior a 1,8 en el intervalo de efecto previsto y superior a 1,8 a concentraciones superiores e inferiores;

— un enfoque combinado permite la determinacién tanto de la NOEC como de la EC; deben utilizarse ocho
concentraciones de tratamiento en progresiéon geométrica; se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada
tratamiento mds ocho controles; las concentraciones deben estar espaciadas por un factor que no exceda de
1,8.

Duracién del ensayo y mediciones

37. El dia 28 se observan y recuentan las lombrices adultas vivas. También debe registrarse cualquier anomalfa que
se observe en el comportamiento (por ejemplo, si se vuelven incapaces de excavar en el suelo o si se quedan
inméviles) y en la morfologia (por ejemplo, heridas abiertas). A continuacion, se retiran y se pesan todas las
lombrices adultas de los recipientes de ensayo. La transferencia del suelo que contiene las lombrices a una
bandeja limpia antes de la evaluacion puede facilitar la busqueda de las lombrices adultas. Las lombrices
extraidas del suelo deben lavarse (con agua desionizada) antes de pesarse y se elimina el exceso de agua
poniendo brevemente las lombrices en papel de filtro. Las eventuales lombrices que no se encuentren en esta
fase se registrardn como muertas, ya que es de suponer que estas lombrices hayan muerto y se hayan
descompuesto antes de la evaluacion.

38. Si el suelo se ha retirado de los recipientes, ahora se devuelve a ellos (sin las lombrices adultas, pero todavia con
los eventuales capullos producidos). El suelo se incuba a continuacién durante cuatro semanas adicionales en las
mismas condiciones de ensayo, salvo que la alimentacién solo tiene lugar una vez al comienzo de esta fase del
ensayo (véase el punto 33).
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39. Al final del segundo periodo de cuatro semanas, se determinan el niimero de juveniles nacidos de los capullos
en el suelo de ensayo y el niimero de capullos, mediante los procedimientos descritos en el apéndice 5. También
deben registrarse a lo largo del ensayo todos los signos de dafio o deterioro de las lombrices.

Ensayo limite

40. Si no se observan efectos a la concentracién maxima utilizada en el ensayo de determinacién del intervalo (es
decir, 1 000 mg/kg), el ensayo de reproduccién se realizarfa como ensayo limite, con una concentracién de
ensayo de 1 000 mg/kg. El ensayo limite ofrecerd la oportunidad de demostrar que la NOEC para la
reproduccién es superior a la concentracién limite, reduciendo al minimo el nimero de lombrices utilizadas en
el ensayo. Deben utilizarse ocho réplicas tanto para el suelo tratado como para el control.

DATOS E INFORME
Tratamiento de los resultados

41. A pesar de que se da una visién de conjunto en el apéndice 6, en este método de ensayo no se incluye ninguna
orientacion estadistica definitiva para el andlisis de los resultados del ensayo.

42. Un pardmetro es la mortalidad. Sin embargo, también deben registrarse los cambios en el comportamiento (por
ejemplo, si se vuelven incapaces de excavar en el suelo o si se quedan inméviles junto a la pared de vidrio del
recipiente de ensayo) y en la morfologia (p. ¢j., si tienen heridas abiertas) de las lombrices adultas, ademds de la
eventual presencia de juveniles. Para determinar la LC;, debe aplicarse en principio el andlisis de probit (18) o la
regresion logistica. No obstante, en aquellos casos en que este método de andlisis no sea adecuado (por ejemplo,
si se dispone de menos de tres concentraciones con mortalidades parciales) pueden utilizarse métodos
alternativos. Entre estos métodos pueden figurar el de medias méviles (19), el método de Spearman-Karber
recortado (20) o una interpolacién simple (p. ej., media geométrica de LC, y LC,,,, calculada multiplicando la
raiz cuadrada de LC, por LC ).

43, El otro pardmetro es la fecundidad (es decir, el niimero de juveniles producidos). Sin embargo, como en el
ensayo de determinacién del intervalo, deben registrarse en el informe final todos los demds signos de
naturaleza nociva. El andlisis estadistico requiere que se calculen la media aritmética X y la desviacion tipica por
grupo de tratamiento y por grupo de control en cuanto a la reproduccién.

44. Si se ha realizado el andlisis de la varianza, la desviacion tipica, s, y los grados de libertad, df, pueden sustituirse
respectivamente por la estimacion de la varianza “agrupada” obtenida del ANOVA y por sus grados de libertad,
siempre que la varianza no dependa de la concentracién. En este caso, se utilizardn las distintas varianzas de los
controles y de los grupos tratados. Estos valores son calculados en general por programas estadisticos
comerciales utilizando los resultados de cada recipiente como réplicas. Si la “agrupacién” de datos de los
controles negativo y de disolvente parece mds razonable que hacer las pruebas frente a uno solo de estos
conjuntos, debe comprobarse que no son significativamente diferentes (sobre pruebas apropiadas véanse el
punto 47 y el apéndice 6).

45. La realizacién de mds pruebas estadisticas y de deducciones depende de si los valores de las réplicas se
distribuyen normalmente y son homogéneas en lo que respecta a su varianza.

Estimacion de la NOEC

46. Es preferible la aplicacion de ensayos potentes. Se deberfa utilizar la informacién previa obtenida, por ejemplo a
partir de la experiencia con ensayos interlaboratorios u otros datos histéricos, sobre si los datos presentan una
distribucién aproximadamente normal. Es mds critica la homogeneidad de la varianza (homoscedasticidad). La
experiencia indica que la varianza suele aumentar cuando sube la media. En estos supuestos, una transformacion
de los datos podria llevar a la homoscedasticidad. Sin embargo, esta transformacién debe basarse en la
experiencia con datos histéricos, mds que en los datos objeto de la investigacién. Con datos homogéneos, deben
llevarse a cabo pruebas t de comparacién mdltiple, como la prueba de Williams (a = 0,05, unilateral) (21) (22)
o, en algunos casos, la prueba de Dunnett (23) (24). Cabe sefialar que, en caso de replicacion desigual, los
valores t del cuadro deberdn corregirse segtin lo sugerido por Dunnett y Williams. En ocasiones, debido a una
gran variacion, las respuestas no aumentan o disminuyen regularmente. En este caso de fuerte desviacion
respecto a la monotonicidad, es mds conveniente la prueba de Dunnett. En caso de que haya desviaciones con
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respecto a la homoscedasticidad, puede resultar razonable analizar mds estrechamente los posibles efectos sobre
las varianzas, a fin de decidir si las pruebas t pueden aplicarse sin perder mucha potencia (25). De forma
alternativa, puede aplicarse una prueba U de comparacién mdltiple, por ejemplo la prueba U de Bonferroni
segin Holm (26), o, cuando estos datos presenten heteroscedasticidad pero por lo demds sean coherentes con
una relacién dosis-respuesta mondtona subyacente, otra prueba no paramétrica [por ejemplo, una prueba de
Jonckheere-Terpstra (27) (28) o Shirley (29) (30)] y, en general, se dard preferencia a estas pruebas frente a las
pruebas t de varianza desigual (véase también el esquema del apéndice 6).

47. En caso de que se haya realizado un ensayo limite y se cumplan los requisitos previos de procedimientos de
ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad), puede utilizarse la prueba t de Student pareada o, si no, el
procedimiento de la prueba U de Mann-Whitney (31).

Estimacion de EC,

48. Para calcular cualquier valor de EC, se utilizan las medias por tratamiento para el andlisis de regresion (lineal o
no lineal), tras haber obtenido una funcién dosis-respuesta adecuada. En relacién con el crecimiento de las
lombrices como respuesta continua, pueden calcularse los valores de EC_ utilizando el andlisis de regresién
adecuado (32). Entre las funciones adecuadas para los datos cudnticos (mortalidad/supervivencia) y niimero de
descendientes producidos estdn las funciones sigmoideas normales, logisticas o de Weibull, con entre dos y
cuatro pardmetros, algunas de las cuales pueden modelizar también respuestas horméticas. Si la funcién dosis-
respuesta se ha ajustado mediante andlisis de regresion lineal, debe determinarse con el andlisis de regresién un
12 (coeficiente de determinacién) y/o una pendiente significativos antes de estimar la EC, mediante la inserci6n
de un valor correspondiente a x % de la media del control en la ecuacién encontrada con el andlisis de
regresion. Se calculan limites de confianza del 95 % con arreglo al método de Fieller [citado en Finney (18)] u
otros métodos adecuados modernos.

49. Otra posibilidad consiste en modelizar la respuesta como porcentaje o proporciéon del pardmetro del modelo
que se interpreta como la respuesta media del control. En estos casos, la curva sigmoidea normal (logistica,
Weibull) puede ajustarse a menudo facilmente a los resultados utilizando el método de regresion de probit (18).
En estos casos, la funcién de ponderacién ha de ajustarse para respuestas métricas segin indica Christensen
(33). No obstante, si se ha observado hormesis, el andlisis de probit debe ser sustituido por una funcién
logistica o de Weibull de cuatro pardmetros, ajustada por un método de regresiéon no lineal (34). Si no puede
ajustarse a los datos una funcién dosis-respuesta adecuada, podréan utilizarse métodos alternativos para calcular
el valor de EC_ y sus limites de confianza, tales como el método de medias méviles de Thompson (19) y el de
Spearman-Karber recortado (20).

INFORME DEL ENSAYO

50. El informe del ensayo debera incluir la informacion siguiente:
Sustancia problema:

— descripcién definitiva de la sustancia problema, lote de fabricacion, lote de acondicionamiento y nimero
CAS, pureza;

— propiedades de la sustancia problema (p. ¢j., log K_, hidrosolubilidad, presién de vapor, constante de Henry
(H) e informacién sobre el destino y el comportamiento).

Organismos de ensayo:

— animales utilizados en el ensayo: especie, nombre cientifico, origen de los organismos y condiciones de cria,
— edad, intervalo de tamarios (masas) de los organismos de ensayo.

Condiciones del ensayo:

— datos de la preparacién del suelo para el ensayo;

— capacidad maxima de retencion de agua del suelo;

— descripcién de la técnica utilizada para aplicar la sustancia problema al suelo;

— datos de las sustancias auxiliares utilizadas para la administracion de la sustancia problema;
— datos de calibrado para el equipo de rociado, si procede;

— descripcion del disefio experimental y del procedimiento;

— tamaiio de los recipientes de ensayo y volumen del suelo de ensayo;

— condiciones del ensayo: intensidad luminosa, duracién de los ciclos de luz y oscuridad, temperatura;
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— descripcién del régimen alimentario, tipo y cantidad del alimento utilizado en el ensayo, fechas de
alimentacion;

— pH y contenido de agua del suelo al inicio y al final del ensayo.
Resultados del ensayo:

— mortalidad de los adultos (%) en cada recipiente de ensayo al final de las cuatro primeras semanas del
ensayo;

— masa total de los adultos al comienzo del ensayo en cada recipiente de ensayo;

— cambios en el peso corporal de los adultos vivos (% del peso inicial) de cada recipiente de ensayo tras las
cuatro primeras semanas del ensayo;

— ntimero de juveniles producidos en cada recipiente de ensayo al final del ensayo;
— descripcién de los sintomas manifiestos o patoldgicos, o de los cambios claros de comportamiento;
— resultados obtenidos con la sustancia de referencia;

— la LC,,, la NOEC y/o EC, (p. ¢j., EC,,, EC,,) para la reproduccién si algunas de ellas son aplicables con
intervalos de confianza, y un gréifico del modelo ajustado utilizado para su célculo, todas las informaciones
y observaciones ttiles para la interpretacién de los resultados;

— representacion grafica de la relacién dosis-respuesta;
— resultados aplicables a cada recipiente de ensayo;
Las eventuales desviaciones respecto a los procedimientos descritos en el presente método de ensayo y cualquier

acontecimiento inusual ocurrido en el ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones

En este método de ensayo se aplican las siguientes definiciones:

Sustancia: sustancia o mezcla.

EC, (concentracién con efecto al x %): concentracién que provoca el x % de un efecto sobre los organismos de
ensayo dentro de un determinado periodo de exposicion cuando se compara con un control. Por ejemplo, una EC;,
es una concentracién de la que se estima que causa un efecto sobre un pardmetro de un ensayo en el 50 % de una
poblacion expuesta a lo largo de un determinado periodo de exposicion. En este ensayo, las concentraciones con
efecto se expresan en masa de sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo o en masa de sustancia
problema por unidad de superficie del suelo.

LC, (concentracién no letal): concentracién de una sustancia problema que no mata a ninguno de los organismos de
ensayo expuestos dentro de un determinado periodo de tiempo. En este ensayo la LC, se expresa en masa de
sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LC,, (concentracién letal mediana): concentracién de una sustancia problema que mata al 50 % de los organismos
de ensayo expuestos dentro de un determinado periodo de tiempo. En este ensayo, la LC,, se expresa en masa de
sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo o en masa de sustancia problema por unidad de superficie del
suelo.

LC,y (concentracién totalmente letal): concentracion de una sustancia problema que mata al 100 % de los
organismos de ensayo expuestos dentro de un determinado periodo de tiempo. En este ensayo la LC,,, se expresa en
masa de sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo.

LOEC (concentracion minima con efecto observado): concentracién minima de la sustancia problema que tiene un
efecto estadisticamente significativo (p < 0,05). En este ensayo, la LOEC se expresa en masa de sustancia problema
por masa seca del suelo de ensayo o en masa de sustancia problema por unidad de superficie del suelo. Todas las
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC deben presentar normalmente un efecto que es estadisticamente
diferente del del control. Cualquier desviacion respecto de lo anterior debe justificarse en el informe de ensayo.

NOEC (concentracién sin efecto observado): concentraciéon mds elevada de la sustancia problema inmediatamente
por debajo de la LOEC a la que no se observa ningtn efecto. En este ensayo, la concentracion correspondiente a la
NOEC no ejerce ningtin efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de
exposicién en comparacion con el control.

Tasa de reproduccién: nimero medio de lombrices juveniles producidas por un niimero de lombrices adultas
durante el periodo de ensayo.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Determinacién de la capacidad méxima de retencién de agua del suelo

Se ha comprobado que el siguiente método es adecuado para determinar la capacidad médxima de retencién de agua
del suelo. Se describe en el anexo C de la norma ISO DIS 11268-2 (1).

Se recoge una determinada cantidad (p. ¢j., 5 g) del sustrato de suelo de ensayo, utilizando un dispositivo adecuado
de muestreo (tubo de barrena, etc.). Se cubre el fondo del tubo con un trozo de papel de filtro, se llena de agua y se
coloca a continuacién en un soporte en un baflo de agua. El tubo debe sumergirse gradualmente hasta que el nivel
del agua esté por encima del extremo superior del suelo. A continuacién, se debe dejar en el agua alrededor de tres
horas. Dado que no puede retenerse toda el agua absorbida por los capilares del suelo, la muestra de suelo debe
dejarse escurrir durante un periodo de dos horas, colocando el tubo en un lecho de arena de cuarzo finamente
molida muy himeda y contenida en un recipiente tapado (para evitar que se seque). La muestra debe pesarse y
secarse hasta obtener una masa constante a 105 °C. La capacidad de retencion de agua (WHC) puede calcularse de la
manera siguiente:

§-T-D

WHC (en porcentaje de masa seca) = TD x 100
donde:
S = masa del sustrato saturado de agua + masa del tubo + masa del papel de filtro
T = tara (masa del tubo + masa del papel de filtro)
D = masa seca del sustrato
BIBLIOGRAFIA:
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Apéndice 3

Determinacién del pH del suelo

El siguiente método de determinacion del pH de un suelo se basa en la descripcién recogida en la norma ISO DIS
10390: Calidad del suelo. Determinacion del pH (1).

Una determinada cantidad de suelo se seca a temperatura ambiente durante al menos 12 horas. A continuacién se
hace una suspension del suelo (con al menos 5 gramos de este) en cinco veces su volumen de una solucién 1 M de
cloruro de potasio de grado analitico (KCl) o de una solucién 0,01 M de cloruro de calcio de grado analitico (CaCl,).
Después de agitarla enérgicamente durante 5 minutos, se deja reposar la suspension desde 2 horas como minimo
hasta 24 horas como méximo. El pH de la fase liquida se mide a continuacién utilizando un pH-metro, que habra
sido calibrado antes de cada medicién con una serie adecuada de soluciones amortiguadoras (p. ¢j., a un pH de 4,0 y
7,0).

BIBLIOGRAFIA:
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ISO, Ginebra.



L 54/134 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

Apéndice 4

Cultivo de Eisenia fetida | Eisenia andrei

La cria se realiza preferentemente en una cdmara climatizada a 20 °C = 2 °C. A esta temperatura y con el aporte de
alimentos suficientes, las lombrices maduran al cabo de unos 2 o 3 meses.

Ambas especies pueden cultivarse con una amplia gama de residuos animales. El medio de cria recomendado es una
mezcla 50:50 de estiércol de caballo o de vaca y de turba. Se deben realizar controles para garantizar que las vacas o
caballos de los que se obtiene el estiércol no son objeto de tratamiento con medicamentos o sustancias, tales como
factores de crecimiento, nematicidas o productos veterinarios similares, que puedan afectar negativamente a las
lombrices durante el ensayo. Se recomienda recoger directamente estiércol de vaca procedente de una fuente
“ecoldgica”, ya que la experiencia ha demostrado que el estiércol disponible en el comercio para utilizarse como
abono de jardin puede tener efectos negativos para las lombrices. El medio debe tener un valor de pH aproxima-
damente entre 6 y 7 (ajustado con carbonato de calcio) y una conductividad i6nica baja (menos de 6 mSjcm o
menos del 0,5 % de concentracion salina), y no debe presentar una contaminacién excesiva de amoniaco ni de orina
animal. El sustrato debe estar hiimedo, pero no demasiado mojado. Son adecuadas las cajas de cria de 10 a 50 1 de
capacidad.

Para obtener lombrices homogéneas en cuanto a su edad y masa, lo mejor es iniciar el cultivo con capullos. Una vez
establecido el cultivo, se mantiene colocando lombrices adultas en una caja de cria con sustrato fresco durante un
plazo de 14 a 28 dias, a fin de permitir la producciéon de nuevos capullos. A continuacion, se retiran los adultos, y
los juveniles obtenidos de los capullos se utilizan como base para el cultivo siguiente. Las lombrices se alimentan de
forma continua con residuos animales y se trasladan a sustrato fresco de vez en cuando. La experiencia ha
demostrado que la harina de avena o el estiércol de caballo o de vaca finamente molido y secado al aire son un
alimento adecuado. Hay que asegurarse de que las vacas o caballos de los que se obtiene el estiércol no son objeto de
tratamiento con medicamentos o sustancias, tales como factores de crecimiento, que puedan afectar negativamente a
las lombrices durante el cultivo a largo plazo. Las lombrices nacidas de los capullos se utilizan en los ensayos cuando
tienen entre 2 y 12 meses de edad y se consideran adultas.

Puede considerarse que las lombrices estdn sanas si se mueven a través del sustrato, no intentan abandonarlo y se
reproducen continuamente. Es signo de agotamiento del sustrato que las lombrices se muevan muy lentamente y
tengan el extremo posterior de color amarillo. En este caso, se recomienda el aporte de sustrato fresco yfo una
reduccion de la densidad de poblacion.
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Apéndice 5

Técnicas de recuento de las lombrices juveniles nacidas de los capullos

La seleccién manual de las lombrices presentes en el sustrato del suelo es muy lenta. Se recomiendan, por lo tanto,
dos métodos alternativos:

a) Los recipientes de ensayo se colocan en un bafio de agua, inicialmente a la temperatura de 40 °C pero que va
aumentando hasta los 60 °C. Tras un periodo de 20 minutos aproximadamente, las lombrices juveniles deben
aparecer en la superficie del suelo, de donde se pueden retirar ficilmente y contar.

b) El suelo de ensayo puede lavarse a través de un tamiz usando el método elaborado por van Gestel et al. (1),
siempre que la turba y el estiércol o harina de avena afiadidos al suelo estuvieran molidos hasta formar un polvo
fino. Se ponen uno encima de otro dos tamices cuya luz de malla sea de 0,5 mm (didmetro 30 cm). El contenido
de un recipiente de ensayo se lava a través de los tamices con una fuerte corriente de agua del grifo, dejando las
lombrices jovenes y los capullos principalmente en el tamiz superior. Es importante sefialar que la totalidad de la
superficie del tamiz superior debe mantenerse hiimeda durante esta operacién, de forma que las lombrices
juveniles floten en una pelicula de agua, lo que les impide deslizarse a través de los poros del tamiz. Los mejores
resultados se obtienen utilizando una alcachofa de ducha.

Una vez que todo el sustrato del suelo se ha lavado a través del tamiz, los juveniles y los capullos se pasan a una
cubeta arrastrandolos con agua desde el tamiz superior. El contenido de la cubeta se deja reposar para que los
capullos vacios floten en la superficie del agua y los capullos llenos y las lombrices juveniles vayan al fondo. El agua
de la cubeta puede decantarse y las lombrices juveniles y los capullos se transfieren a una placa de Petri que contenga
un poco de agua. Las lombrices pueden retirarse para su recuento con una aguja o unas pinzas.

La experiencia ha demostrado que el método a) es mds adecuado para la extraccién de lombrices juveniles, que
podrian ser arrastradas, incluso a través de un tamiz de 0,5 mm.

Siempre debe determinarse la eficiencia del método utilizado para retirar las lombrices (y los capullos cuando

proceda) del sustrato de suelo. En el caso de que los juveniles se recojan mediante la técnica de clasificacion manual,
es recomendable realizar la operacion dos veces con todas las muestras.

Bibliografia:

(1) Van Gestel, CAM., W.A. van Dis, EM. van Breemen, P.M. Sparenburg (1988). Comparison of two methods
determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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Apéndice 6

Resumen de la evaluacién estadistica de los datos (determinaciéon de la NOEC)
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Inicio
Datos No N iendan
ftqs‘ » ) Transformar los Sin ¢Al menos cuatro réplicas No 0 serecomiendan los
&V arlailon homogenlea? datos T por tratamicnto? FOU— + ensayos estadisticos
NP A -
¢Distribucién normal? St
[ si Esi
i %
;Control adicional del Yes | ¢Son iguales los dos ;Control adicional del ISt sSon iguales los dos
disolvente? controles? Prueba t disolvente? controles? Prueba U
Si B .
; No ,’—ls1 i No
[ i ¥
No Los dos controles Excluir el control sin No Los dos controles Excluir el control
podrian reunirse disolvente podrian reunirse sin disolvente

[ 1 [

Prueba de Dunnett Prucba U de Bonferroni
Prueba de Williams Prueba de Jonckheere-Terpstra
Prueba de Shirley

Prucba de Dunn




1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/137

C.34. DETERMINACI()N DE LA INHI}BICI(’)N DE LA ACTIVIDAD DE BACTERIAS ANAEROBIAS.
REDUCCION DE LA PRODUCCION DE GAS DE LODOS (DE DEPURADORA) EN CONDICIONES
ANAEROBICAS

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 224 (2007). Las
sustancias vertidas al medio acudtico pasan por zonas tanto aerdbicas como anaerébicas, en las que pueden
degradarse y/o pueden inhibir la actividad bacteriana; en algunos casos pueden permanecer en las zonas
anaerdbicas sin alterarse durante décadas o mds adn. En el tratamiento de las aguas residuales, la primera fase,
de sedimentacién primaria, es aerébica en el liquido sobrenadante y anaerdbica en el lodo subyacente.
Posteriormente, en la segunda fase, hay una zona aerébica en el tanque de aireacion del lodo activado y una
zona anaerdbica en el lodo subyacente en el tanque de sedimentacion secundaria. El lodo de estas dos fases se
somete normalmente a tratamiento anaerdbico, con produccion de metano y didxido de carbono que se utilizan
normalmente para la produccién de electricidad. En el medio ambiente en general, es probable que las
sustancias que alcanzan los sedimentos de las bahias, los estuarios y el mar permanezcan en estas zonas
anaerdbicas de forma indefinida si no son biodegradables. Algunas sustancias llegan en grandes proporciones
preferentemente a estas zonas debido a sus propiedades fisicas, tales como su baja hidrosolubilidad o su alta
adsorcion a los sélidos en suspension, asi como a que no pueden biodegradarse en condiciones aerdbicas.

2. Si bien es deseable que las sustancias vertidas al medio ambiente sean biodegradables en condiciones tanto
aerébicas como anaerdbicas, es esencial que tales sustancias no inhiban la actividad de los microorganismos de
ninguna de las zonas. En el Reino Unido ha habido algunos casos de inhibiciéon completa de la produccién de
metano debidos, por ejemplo, a la presencia de pentaclorofenol en los vertidos industriales, lo que ha implicado
el transporte, muy costoso, de los lodos inhibidos desde los digestores hasta sitios “seguros”, y la importacién
de lodos de digestién no contaminados procedentes de instalaciones préximas. Pero ha habido muchos casos de
alteracién menos grave de la digestion por algunas otras sustancias, incluidos los hidrocarburos alifiticos
halogenados (limpieza en seco) y los detergentes, con reduccién significativa de la eficiencia de la digestion.

3. Solo un método de ensayo, el C.11 (1), se refiere a la inhibicién de la actividad bacteriana (respiracién del lodo
activado) y evalta el efecto de las sustancias problema sobre la tasa de consumo de oxigeno en presencia de
sustrato. El método ha sido ampliamente utilizado para la deteccién temprana de posibles efectos nocivos de las
sustancias sobre el tratamiento aerdbico de las aguas residuales, asi como para indicar las concentraciones no
inhibitorias de las sustancias problema utilizadas en los diferentes ensayos de biodegradabilidad. El método de
ensayo C.43 (2) ofrece una oportunidad limitada para determinar la toxicidad de una sustancia problema en
cuanto a la produccién de gas por lodos anaerdbicos, diluidos a una décima parte de su concentracién normal
de solidos para que se pueda alcanzar la precisién requerida en la evaluacion del porcentaje de biodegradacion.
Como el lodo diluido podria ser més sensible a las sustancias inhibidoras, el grupo de la ISO decidi6 preparar
un método que utilizara lodo sin diluir. Se estudiaron al menos tres textos (de Dinamarca, Alemania y el Reino
Unido) y, por dltimo, se prepararon dos normas ISO, una con lodos sin diluir, la ISO 13641-1 (3) y otra con
dilucién a una centésima, la ISO 13641-2 (4), para representar fangos y sedimentos con bajas poblaciones de
bacterias. Ambos métodos han sido sometidos a un ensayo interlaboratorios (5); la parte 1 se confirmé como
norma aceptable, pero no hubo consenso acerca de la parte 2. El Reino Unido consideraba que el método
requiere mds investigacién, ya que una proporcion significativa de los participantes informaron de una
produccién de gas muy escasa o nula, en parte debido a que el porcentaje del espacio para el gas era demasiado
elevado (del 75 %) para una sensibilidad dptima.

4. En trabajos anteriores realizados en el Reino Unido (6) (7) se describe un método manométrico que utiliza lodo
de digestién sin diluir, mds lodos de depuradora sin tratar como sustrato, en frascos de 500 ml; el equipo era
pesado y resultaba nauseabundo el mal olor de los lodos sin tratar. Mds tarde, Wilson et al. (10) aplicaron con
éxito el equipo mds compacto y cémodo de Shelton y Tiedje (8), desarrollado por Battersby y Wilson (9).
Kawahara et al. (11) prepararon con éxito lodos mds homogéneos en el laboratorio para su uso en pruebas de
biodegradabilidad anaerdbica y de inhibicion en relacién con una serie de sustancias. Asimismo, el lodo sin
tratar se sustituyé como sustrato para llevar a cabo un ensayo con lodo anaerébico diluido a una centésima o
con fangos, sedimentos, etc., de baja actividad bacteriana.

5. Este método puede proporcionar informacién ttil para predecir el efecto probable de una sustancia problema
sobre la produccién de gas en digestores anaerdbicos. Sin embargo, solamente mediante ensayos més largos que
simulen de forma mds préxima el funcionamiento de los digestores de trabajo cabe indicar si puede producirse
la adaptacién de los microorganismos a la sustancia problema o si es posible que las sustancias que puedan
absorberse y adsorberse en los lodos lleguen a generar una concentracién téxica en un plazo més largo de lo
que permite este ensayo.
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10.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

Unas alicuotas de una mezcla de lodos de digestién anaerdbica (con entre 20 g/l y 40 g/l de sélidos totales) y
una solucién de sustrato degradable se incuban solas y simultdneamente con una gama de concentraciones de la
sustancia problema en recipientes sellados durante un plazo de hasta 3 dias. La cantidad de gas producido
(metano y diéxido de carbono) se mide por el aumento de presiéon (Pa) en los frascos. El porcentaje de
inhibicién de la produccion de gas que se debe a las distintas concentraciones de la sustancia problema se
calcula a partir de las cantidades producidas en los respectivos frascos de ensayo y de control. Las concentra-
ciones (ECy, y con otro efecto) se calculan a partir de las graficas del porcentaje de inhibicion frente a la concen-
tracién de las sustancias problema o, mds generalmente, su logaritmo.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

Las sustancias problema deben utilizarse normalmente en la forma més pura ficilmente disponible, dado que
las impurezas de ciertas sustancias, por ejemplo de los clorofenoles, pueden ser mucho mds tdxicas que la
sustancia problema en si. No obstante, debe considerarse la necesidad de someter a ensayo las sustancias
problema en la forma en que se producen o se comercializan. El uso de productos formulados no se
recomienda en principio, pero puede ser adecuado en el caso de sustancias problema poco solubles. Entre las
propiedades de la sustancia problema que deben conocerse se cuentan la solubilidad en agua y en algunos
disolventes orgdnicos, la presion de vapor, el coeficiente de adsorcion, la hidrélisis y la biodegradabilidad en
condiciones anaerdbicas.

APLICABILIDAD DEL METODO

El ensayo es aplicable a las sustancias tanto solubles como insolubles en agua, incluidas las sustancias volatiles.
No obstante, ha de prestarse una atencién especial a los materiales de baja hidrosolubilidad [véase la referencia
(12)] y de alta volatilidad. Asimismo, pueden utilizarse inéculos procedentes de otras zonas anaerébicas como,
por ejemplo, fangos, suelos saturados o sedimentos. Los sistemas bacterianos anaerobios que se han expuesto
previamente a sustancias toxicas pueden adaptarse para mantener su actividad en presencia de sustancias
xenobidticas. Los in6culos de sistemas bacterianos adaptados pueden mostrar mayor tolerancia a las sustancias
problema en comparacién con los inéculos procedentes de sistemas no adaptados.

SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Para comprobar el procedimiento se somete a ensayo una sustancia de referencia, preparando unos recipientes
adecuados en paralelo como parte del proceso normal de ensayo; se ha comprobado que el 3,5-diclorofenol es
un inhibidor estable de la produccion anaerébica de gas, asi como del consumo de oxigeno por los lodos
activados y de otras reacciones bioquimicas. Se ha demostrado que otras dos sustancias son mds inhibidoras de
la produccién de metano que el 3,5-diclorofenol, a saber, el bis-tiocianato de metileno y el pentaclorofenol,
pero los resultados con estas sustancias no se han validado. No se recomienda el pentaclorofenol por no estar
facilmente disponible en forma pura.

REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS

En un ensayo interlaboratorios internacional (5) solo se encontrd una reproducibilidad moderada en los valores
de la EC;, entre los diez laboratorios participantes en cuanto al 3,5-diclorofenol y al 4cido 2-bromo-etanosul-
fénico (el intervalo para la primera sustancia fue de 32 - 502 mg/l y para la segunda de 220 - 2 190 mg/l).

En mg/l En mg/g de lodo
Nimero de
laboratorios Media Desyigcién oV (%) Media Desyigcién oV %)
tipica tipica
3,5-Diclorofenol
10 153 158 103 5 4,6 92
Acido 2-bromo-etanosulfénico
10 1058 896 85 34 26 76

1.3.2016
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Datos de EC,, del ensayo interlaboratorios — lodo sin diluir

11. Los elevados coeficientes de variacion entre laboratorios reflejan en gran medida las diferencias en cuanto a la
sensibilidad de los microorganismos de los lodos debidas a una eventual exposicién previa o a la ausencia de
exposicion previa a la sustancia problema o a sustancias quimicamente relacionadas con ella. La precisién con
la que se determiné el valor de EC, sobre la base de la concentracion en el lodo era apenas mejor que la corres-
pondiente al valor “volumétrico” (mg/l). Los tres laboratorios que comunicaron la precisién de sus valores de
EC,, para el 3,5-diclorofenol indicaron unos coeficientes de variaciéon mucho menores (22, 9 y 18 %, respecti-
vamente para la EC,, en mgfg) que los de las medias del conjunto de los diez laboratorios. Las medias
individuales de los tres laboratorios fueron de 3,1, 3,2 y 2,8 mg/g, respectivamente. Los valores menores y
aceptables de los coeficientes de variacién dentro de los laboratorios, frente a los valores mucho mds elevados
entre laboratorios, a saber, del 9 al 22 % frente al 92 %, indican que existen importantes diferencias en las
propiedades de los distintos lodos.

DESCRIPCION DEL METODO
Equipo

12. Se utilizard material habitual de laboratorio, ademds de lo siguiente:
a) Incubador, antichispas y con temperatura controlada a 35 °C 2 °C;

b) Recipientes de ensayo de vidrio resistentes a la presion de un tamafio nominal adecuado ('), cada uno
provisto de un tapdn con revestimiento estanco a los gases, capaz de resistir unos 2 bar o 2 x 10° Pa (para
el revestimiento puede utilizarse, p. ej., PTFE = politetrafluoroetileno). Se recomienda utilizar frascos de
suero de vidrio de 125 ml de volumen nominal, con un volumen real de unos 160 ml, cerrados con tapones
de suero (%) y capsulas de aluminio, pero también pueden utilizarse sin problemas frascos de volumen total
entre 0,1 y 1 litro;

¢) Mandmetro de precisién (°) y agujas fijadas

La produccién total de gas (metano y diéxido de carbono) se mide por medio de un manémetro adaptado
para permitir la medicién y la evacuacion del gas producido. Un ejemplo de instrumento apropiado es un
mandémetro de precision portétil conectado a una aguja de jeringa; una llave de tres vias estanca para los
gases facilita la liberacién del exceso de presion (apéndice 1). Es necesario mantener lo mds bajo posible el
volumen interno de la llave y de los tubos del transductor de presién, con el fin de que los errores
introducidos por despreciar el volumen del equipo sean insignificantes;

d) Recipientes aislados, para el transporte de los lodos de digestion;

e) Llaves de presién de tres vias;

f) Tamiz, con malla de 1 mm?;

g) Depésito, para los lodos de digestion, frasco de polietileno de alta densidad o de vidrio, de 5 litros de
capacidad, provisto de un agitador y de dispositivos para el paso de una corriente de gas nitrégeno (véase el
punto 13) a través del espacio libre;

h) Filtros de membrana (0,2 pm) para esterilizar el sustrato;

(") El tamafio recomendado es de 0,1 a 1 litro.

(3 Se recomienda usar tapones de silicona estancos a los gases. Se recomienda también comprobar la estanqueidad de los cierres,

especialmente de los tapones de caucho butilico, porque diversos tapones disponibles en el comercio no son suficientemente

estancos al gas metano y algunos tapones no mantienen la estanqueidad cuando se perforan con una aguja en las condiciones del
ensayo.

— Se recomienda el uso de tapones con revestimiento estanco a los gases y este uso es obligatorio en caso de sustancias voldtiles
(algunos tapones comerciales son relativamente finos, de menos de 0,5 cm, y no permanecen estancos a los gases después de
perforarse con una aguja de jeringa).

— Son recomendables los tapones de caucho butilico (de alrededor de 1 cm), si las sustancias problema no son volatiles (estos se
mantienen normalmente estancos a los gases después de perforarse).

— Antes del ensayo, se recomienda examinar cuidadosamente los tapones teniendo en cuenta su capacidad para mantenerse
estancos a los gases tras su perforacion.

El manémetro debe utilizarse y calibrarse periddicamente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Si un manémetro de la calidad

prescrita se utiliza, por ejemplo, encapsulado con una membrana de acero, no es necesario proceder a su calibracién en el laboratorio.

Debe ser calibrado por un centro autorizado a los intervalos recomendados. La exactitud de la calibracién puede comprobarse en el

laboratorio con una medicién en un punto tGnico a 1 x 105 Pa frente a un manémetro con indicador mecénico. Si este punto se mide

correctamente, la linealidad tampoco habrd cambiado. Si se utilizan otros dispositivos de medicién (sin calibracién certificada por el

fabricante), se recomienda la conversién a lo largo de todo el intervalo a distancias regulares (apéndice 2).

—_
-
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i) Microjeringas, para la conexi6n, estanca a los gases, del transductor de presion [véase el punto 12, letra ¢)] al
espacio libre de las botellas [véase el punto 12, letra b)]; también para afiadir a los frascos los eventuales
materiales de ensayo liquidos insolubles;

j) Caja de guantes, opcional pero recomendada, con una ligera presion positiva de nitrégeno.
Reactivos

13. Deben utilizarse siempre reactivos de pureza analitica. Debe utilizarse en todo el ensayo gas nitrogeno de
pureza elevada, con un contenido en oxigeno inferior a 5pl/l.

Agua

14. En caso de que sea necesario realizar una dilucién en cualquier fase, utilicese agua desionizada desgasificada
anteriormente. No es necesario controlar analiticamente esta agua, pero hay que velar por el mantenimiento
periddico del equipo de desionizacion. También debe usarse agua desionizada para la preparacién de las
soluciones madre. Antes de la adicién del inéculo anaerobio a cualquier solucién o dilucién de material
problema, hay que asegurarse de que estas estdn exentas de oxigeno. Se hace pasando gas nitrégeno a través del
agua de dilucién (o a través de las diluciones) durante 1 hora antes de afiadir el inéculo, o bien calentando el
agua de dilucién hasta el punto de ebullicién y enfridndola a continuacién a temperatura ambiente en una
atmosfera exenta de oxigeno.

Lodo digerido

15. Recoger lodos de digestién activos de un digestor de una depuradora de aguas residuales o, alternativamente, de
un digestor de laboratorio, que trate lodos procedentes sobre todo de aguas residuales domésticas. Puede
encontrarse en otras referencias (11) informacién practica en relacién con los lodos de digestores de
laboratorio. Si estd previsto utilizar un indculo adaptado puede considerarse la posibilidad de recurrir a lodos de
digestiéon procedentes de una depuradora de aguas residuales industriales. Para recoger los lodos han de
utilizarse frascos de boca ancha, hechos de polietileno de alta densidad o de material similar que pueda
expandirse. Hay que afiadir lodo a los frascos de muestreo hasta que el nivel quede a alrededor de 1 cm del
extremo superior de los frascos, cerrarlos herméticamente, de preferencia con una llave de seguridad [punto 12,
letra )], y ponerlos en recipientes aislados [punto 12, letra d)] para reducir el contraste de temperatura, hasta
que se transfieran a un incubador mantenido a 35 °C + 2 °C. Al abrir los frascos ha de tenerse precaucion para
liberar el exceso de presion de los gases aflojando cuidadosamente el cierre, o mediante una llave de liberacién
de presion de tres vias [punto 12, letra e)]. Es preferible utilizar el lodo en el plazo de unas horas desde su
recogida; si no es asi, puede conservarse a 35 °C + 2 °C con el espacio libre lleno de nitrgeno, hasta un
maéximo de tres dias, plazo en el que normalmente se pierde poca actividad.

Advertencia: Los lodos de digestion producen gases inflamables que presentan riesgo de incendio y de
explosién; también contienen organismos potencialmente patdgenos, por lo que es necesario tomar las
precauciones adecuadas para manipular los lodos. Por motivos de seguridad, no deben utilizarse recipientes de
vidrio para la recogida de lodos.

Inéculo

16. Inmediatamente antes de utilizarlo, mezclar el lodo mediante agitacion suave y pasarlo a través de un tamiz de
1 mm? de malla [punto 12, letra f)] a un frasco adecuado [punto 12, letra g)] a través de cuyo espacio libre se
hace pasar una corriente de nitrogeno. Se reserva una muestra para la medicién de la concentracién de sélidos
secos totales [véase, por ejemplo, la norma ISO 11923 (13) o alguna norma equivalente de la UE]. En general,
los lodos se utilizan sin dilucién. La concentracién de sélidos estd generalmente entre el 2 y el 4 % (p/v).
Compruébese el valor de pH del lodo y, si es necesario, ajustese a 7 £ 0,5.

Sustrato de ensayo

17. Se disuelven 10 g de caldo nutritivo (p. ej., Oxoid), 10 g de extracto de levadura y 10 g de D-glucosa en agua
desionizada, y se diluye hasta 100 ml. Se esteriliza por filtracién a través de un filtro de membrana de 0,2 pm
[punto 12, letra h)] y se utiliza inmediatamente o se conserva a 4 °C durante un plazo maximo de un dfa.

Sustancia problema

18. Se prepara una solucién madre distinta para cada sustancia problema hidrosoluble, que contenga, por ejemplo,
10 g/l de la sustancia en agua de dilucién exenta de oxigeno (punto 14). Los volimenes de estas soluciones
madre deben ser adecuados para preparar las mezclas de reaccidn con concentraciones graduadas. Otra
posibilidad consiste en preparar una serie de diluciones de cada solucion madre de forma que el volumen
afiadido a los frascos de ensayo sea el mismo para cada concentracion final necesaria. Hay que ajustar el pH de
las soluciones madre a 7 % 0,2, si es necesario;
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19. Para las sustancias problema insuficientemente hidrosolubles, constiltese la norma ISO 10634 (12) o alguna
norma equivalente de la UE. Si se necesita utilizar un disolvente orgédnico, evitense los disolventes tales como el
cloroformo y el tetracloruro de carbono, de los que se sabe que inhiben fuertemente la produccién de metano.
Se prepara una disolucién de la sustancia insoluble en agua a una concentracién adecuada en un disolvente
volatil adecuado como, por ejemplo, acetona o éter dietilico. Se afiaden a frascos de ensayo vacios [punto 12,
letra b)] los volimenes requeridos de la disolucién en disolvente y se evapora el disolvente antes de afiadir los
lodos. Para otros tratamientos, utilicese la norma ISO 10634 (12) o norma equivalente de la UE, teniendo en
cuenta que los eventuales tensioactivos que se utilicen para producir emulsiones pueden resultar inhibidores
para la produccion anaerdbica de gas. Si se considera que la presencia de disolventes orgénicos y emulsificantes
produce artefactos, la sustancia problema puede afiadirse directamente a la mezcla de ensayo en forma de polvo
o liquido. Las sustancias volatiles y las sustancias liquidas insolubles en agua pueden inyectarse en frascos de
suero inoculado, utilizando microjeringas [punto 12, letra i)].

20. Se afiade la sustancia problema a los frascos para obtener una serie geométrica de concentraciones como, por
ejemplo, 500 mg(l, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l and 15,6 mg/l. Si no se conoce el intervalo de
toxicidad de sustancias similares, debe efectuarse en primer lugar un ensayo preliminar de determinacién del
intervalo, con las concentraciones de 1 000 mg/l, 100 mg/l y 10 mg/l para establecer el intervalo adecuado.

Sustancia de referencia

21. Se prepara una solucién acuosa de 3,5-diclorofenol (10 gfl) afladiendo gradualmente al sélido la cantidad
minima de solucién de hidréxido de sodio 5 mol/l, agitando a la vez, hasta que se haya disuelto. Afiadir a
continuacién agua de dilucién desoxigenada (punto 14) hasta el volumen necesario; puede facilitarse la
disolucién con un bafio de ultrasonidos. Pueden utilizarse otras sustancias de referencia cuando se ha obtenido
el intervalo medio de la EC,, en al menos tres ensayos con diferentes indculos (diferentes fuentes o diferentes
momentos de recogida).

INTERFERENCIAS/ERRORES

22. Resulta probable que algunos componentes de los lodos puedan reaccionar con inhibidores potenciales de
manera que estos queden indisponibles para los microorganismos, con lo que se reduciria o incluso se anularfa
la inhibicién. Ademds, en el supuesto de que los lodos ya contengan una sustancia inhibidora, se obtendrian
resultados erréneos cuando dicha sustancia fuera objeto de ensayo. Aparte de estas posibilidades, se ha
identificado una serie de factores que pueden dar lugar a resultados falsos. Se recogen en el apéndice 3, junto
con métodos para eliminar o, al menos, reducir los errores.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

23. El nimero de réplicas necesarias depende del grado de precisiéon necesario para los indices de inhibicion. Si los
cierres de los frascos son suficientemente estancos a los gases durante el tiempo del ensayo, se debe utilizar un
solo lote (al menos con tres réplicas) de frascos de ensayo a cada concentracién exigida. Del mismo modo, se
utiliza un solo lote de frascos con la sustancia de referencia y un solo conjunto de controles. No obstante, en el
caso de que los cierres de los frascos sean fiables para tnicamente una o unas pocas perforaciones, se debe
utilizar un lote (por ejemplo, por triplicado) de frascos de ensayo para cada intervalo (t) en el que sea necesario
disponer de resultados para todas las concentraciones de la sustancia problema que se hayan de someter a
ensayo. Del mismo modo, se deben utilizar “t” lotes de frascos para la sustancia de referencia y para los
controles.

24. Se recomienda utilizar una caja de guantes [punto 12, letra j)]. Al menos 30 minutos antes de comenzar el
ensayo, se pone en marcha un flujo de gas nitrégeno a través de una caja de guantes con todo el equipo
necesario. Hay que velar por que la temperatura del lodo esté en el intervalo de 35 °C + 2 °C durante la
manipulacién y el cerrado de los frascos.

Ensayo preliminar

25. En caso de que se desconozca la actividad del lodo, se recomienda proceder a un ensayo preliminar. Se deben
establecer controles para obtener unas concentraciones de sélidos de, por ejemplo, 10 g/l, 20 g/l y 40 g/l mas el
sustrato, pero sin sustancia problema. Asimismo, se deben utilizar distintos voliimenes de la mezcla de reaccién
para disponer de tres o cuatro proporciones de volumen del espacio libre y volumen del liquido. A partir de los
resultados de los voliimenes de gas producidos a distintos intervalos de tiempo, se eligen las condiciones mds
adecuadas que permitan la obtencion de dos mediciones diarias que indiquen volimenes significativos de gases
y liberacién de presion al dia con sensibilidad 6ptima (') sin temor a las explosiones.

() Esto se aplica al disefio experimental y a las condiciones experimentales en que los volimenes de gas producidos (en los blancos de
control y en los recipientes que indiquen inhibicién del 70 al 80 %) pueden calcularse con mdrgenes de error aceptables.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

Adicién de las sustancias problema

Las sustancias problema hidrosolubles se afiaden a los frascos de ensayo vacios [punto 12, letra b)] como
soluciones acuosas (punto 18). Se utilizan conjuntos de frascos al menos por triplicado para cada concentracién
de una serie de concentraciones (punto 20). En el caso de las sustancias problema poco solubles e insolubles, se
inyectan soluciones de estas en disolventes orgdnicos con una microjeringa en los frascos vacios para obtener
conjuntos de réplicas para cada concentracién de una serie de cinco concentraciones de sustancia problema. Se
evapora el disolvente mediante un chorro de gas nitroégeno sobre la superficie de las soluciones contenidas en
los frascos de ensayo. Otra posibilidad consiste en afiadir las sustancias sélidas insolubles pesindolas
directamente en los frascos de ensayo.

Si las sustancias liquidas insolubles y poco solubles en agua no se afiaden utilizando un disolvente, se afiaden
directamente mediante una microjeringa a los frascos de ensayo tras la adicién del indculo y del sustrato de
ensayo (véase el punto 30). Las sustancias problema volatiles pueden afladirse de la misma manera.

Adicién de indculo y sustrato

Se agita un volumen adecuado del lodo de digestiéon tamizado (véase el punto 16) en un frasco de 5 litros
[punto 12, letra g)], mientras se pasa una corriente de gas nitrogeno a través del espacio libre. Los frascos de
ensayo que contienen soluciones acuosas o soluciones en disolventes evaporados de las sustancias problema se
purgan con una corriente de gas nitrogeno durante unos dos minutos para extraer el aire. Se dispensan en los
frascos de ensayo alicuotas de, por ejemplo, 100 ml del lodo bien mezclado, utilizando una pipeta de boca
ancha o una probeta. Es esencial llenar la pipeta de una sola vez hasta el volumen exacto de lodo exigido, dada
la facilidad de sedimentacion de los sélidos del lodo. Si se toma una cantidad excesiva, se ha de vaciar la pipeta
y volver a empezar.

A continuacién se aflade suficiente cantidad de solucién de sustrato (punto 17) para conseguir una concen-
tracién en la mezcla de 2 g/l de cada uno de los siguientes componentes: caldo nutritivo, extracto de levadura y
D-glucosa, mientras que se sigue pasando nitrégeno. A continuacién se muestra un ejemplo de lotes de ensayo.

1.3.2016

Concentracion fi- Volumen de la sustancia problema Reactivos y medios
nal en masa de la (ml) (ml)
sustancia pro-
blema en los fras- | Solucién madre Solucién madre A q s .
gua de dilucién Inéculo Sustrato
cos de ensayo 2) 10 g/l b) 1gfl unto 14 unto 16 unto 17
(mg/l) punto 18 punto 18 p p p
0 — 0 1,0 100 2
1 — 0,1 0,9 100 2
3,3 — 0,33 0,67 100 2
10 0,1 — 0,9 100 2
33 0,33 — 0,67 100 2
100 1,0 — 0 100 2

Volumen total del frasco = 160 ml. Volumen de liquido = 103 ml.

Volumen de gas = 57 ml, o el 35,6 % del volumen total.

Del mismo modo se purga con gas nitrégeno un nimero suficiente de frascos de ensayo vacios para ensayar las
eventuales sustancias problema volatiles o liquidas insolubles (véase el punto 27).

Controles y sustancia de referencia

Se preparan conjuntos al menos triplicados de frascos con lodo y sustrato solamente, para actuar de controles.
Se preparan frascos replicados adicionales con lodo y sustrato mds una cantidad suficiente de solucién madre de
la sustancia de referencia, 3,5-diclorofenol (punto 21), para obtener una concentracién final de 150 mg/l. Esta
concentracién debe inhibir la producciéon de gas en alrededor del 50 %. Otra posibilidad es preparar un
intervalo de concentraciones de la sustancia de referencia. Ademds, se preparan cuatro frascos adicionales para
la medicién del pH, con lodo, agua desoxigenada y sustrato. Se afiade la sustancia problema a dos frascos a la
concentracién mads alta ensayada y se aflade agua desoxigenada a los otros dos frascos.
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32. Ha de velarse por que todos los frascos (sustancias problema y de referencia, y controles) contengan el mismo
volumen de liquido (V,); en caso necesario, se afiade agua desionizada desoxigenada (punto 14) para completar
el volumen. El espacio libre debe constituir entre el 10 % y el 40 % del volumen de los frascos, selecciondndose
el valor real a partir de los datos obtenidos en el ensayo preliminar. Después de afiadir a los frascos todos los
compornentes, se retira la aguja que suministra el gas y se cierra cada frasco con tapén de caucho y cépsula de
aluminio [punto 12, letra b)], humedeciendo el tapén con una gota de agua desionizada para ayudar a su
insercién. Se mezcla el contenido de cada frasco por agitacion.

Incubacién de los frascos

33. Se transfieren los frascos al incubador de temperatura controlada, provisto preferentemente de un dispositivo de
agitacion, y se mantienen a 35 °C £ 2 °C. Los frascos se incuban en la oscuridad. Después de aproximadamente
1 hora, se iguala la presién de los frascos a la atmosférica mediante la insercién de una aguja de jeringa, unida
al manémetro [punto 12, letra ¢)], a través del cierre de cada frasco, uno tras otro; se abre la llave hasta que el
mandmetro indique presién cero y, por Gltimo, se cierra la llave. La aguja debe insertarse a un dngulo de unos
45° para evitar la fuga de gas de los frascos. Si los frascos se incuban sin mecanismo de agitacién, hay que
agitarlos manualmente dos veces al dia durante todo el periodo de incubacién para equilibrar el sistema. Los
frascos se incuban en posicién invertida para evitar cualquier pérdida de gas a través del tapén. Sin embargo, la
inversion no es apropiada en los casos en que quepa la posibilidad de que las sustancias problema insolubles se
adhieran al fondo del frasco.

Medida de la presién

34. Cuando los frascos hayan alcanzado la temperatura de 35 °C = 2 °C, se mide y registra el pH del contenido de
dos de los cuatro frascos preparados al efecto y se desecha este contenido; los frascos restantes siguen
incubdndose en la oscuridad. Se mide y se registra la presion de los frascos dos veces al dia durante el siguiente
periodo de 48 a 72 horas, mediante la insercion de la aguja del manémetro a través del cierre de cada frasco,
uno tras otro, secando la aguja después de cada medida. Todas las partes del frasco deben mantenerse a la
temperatura de incubacion durante la medicién, que debe llevarse a cabo lo mds deprisa posible. Se registra la
lectura de la presién una vez se haya estabilizado. A continuacién se abre la llave para ventilar, y se cierra
cuando la presion llegue a cero. Se prosigue el ensayo por lo general durante un periodo de 48 horas desde el
momento de la primera igualacién de la presién, designado “tiempo 0”. El nimero de lecturas y de ventilaciones
debe limitarse en el caso de las sustancias volatiles a uno (al final de la incubacién) o dos para reducir al
minimo las pérdidas de sustancia problema (10).

35. Si la lectura de la presion es negativa, no se debe abrir la llave. A veces se acumula la humedad en la aguja de
jeringa y en los tubos, lo que se pone de manifiesto por la lectura de una pequefia presion negativa. En tal caso,
se extrae la aguja, se agitan los tubos, se secan con un paflo y se pone una nueva aguja.

Medicion del pH

36. Se mide y se registra el pH del contenido de cada frasco, después de la tltima medida de la presion.

DATOS E INFORME
Expresion de los resultados

37. Se calculan la suma y la media de las presiones registradas en cada intervalo de tiempo para cada serie de
frascos replicados y se calcula la media de la presion de gas global acumulada en cada intervalo de tiempo para
cada serie de réplicas. Se trazan las curvas de la media de la produccién de gas acumulada (Pa) frente al tiempo,
correspondientes a los frascos de control, de ensayo y de referencia. Se selecciona un tiempo de la parte lineal
de la curva, normalmente 48 horas, y se calcula el porcentaje de inhibicién (I) para cada concentracién a partir
de la ecuacion [1]:

I=(1-PJp)x100 [1],

donde

[ = porcentaje de inhibicién, en %;

P, = presion del gas producido con el material de ensayo al tiempo seleccionado, en pascales (Pa);
P. = presion del gas producido en el control al mismo tiempo, en pascales (Pa).
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Es aconsejable trazar ambas graficas, es decir, la grfica de I frente a la concentracién y también frente al
logaritmo de la concentracién, de manera que se pueda seleccionar la curva que se aproxime mds a la
linealidad. Se determina el valor de la EC;, (mg/l) visualmente o por andlisis de regresién a partir de esa curva
mds proxima a la linealidad. A efectos de comparacion, puede resultar mds atil expresar la concentracién de la
sustancia en mgfg de solidos secos totales. Para obtener esta concentracién, se divide la concentracién
volumétrica (mg/l) por la concentracién volumétrica de sélidos del lodo seco (gfl) (punto 16).

38. Se calcula el porcentaje de inhibicion obtenido por la concentracién dnica de la sustancia de referencia utilizada
o la ECy, si se ha estudiado un nimero suficiente de concentraciones.

39. El valor medio de la presién del gas producido en el control P_ (Pa) se convierte en volumen recurriendo a la
curva de calibracién del manémetro (apéndice 2) y a partir de ese valor se calcula el rendimiento de gas,
expresado como volumen producido en 48 horas por 100 ml de lodo sin diluir, a una concentracién de sélidos
de entre el 2 % (20 g[l) y el 4 % (40 g/l).

Criterios de validez

40. Los resultados del ensayo interlaboratorios de la ISO (5) ha puesto de manifiesto que la sustancia de referencia
(3,5-diclorofenol) causaba una inhibicién del 50 % de la produccién de gas en un intervalo de concentraciones
de 32 mg/l a 510 mg/l, con una media de 153 mg/l (punto 10). Este intervalo es tan amplio que no resulta
posible establecer como criterios de validez unos limites precisos de la inhibicion; para que sea posible, serd
necesario que se consiga saber como producir indculos menos variables. El volumen de gas producido en los
frascos de control en 48 horas varfa entre 21 ml/g de materia seca de lodo y 149 ml/g (media de 72 ml/g). No
habia ninguna relacién evidente entre el volumen de gas producido y el correspondiente valor de EC,,. El pH
final variaba entre 6,1y 7,5.

41. El ensayo se considera vélido cuando se obtiene una inhibicién de mds del 20 % en el control de referencia que
contiene 150 mg/l de 3,5-diclorofenol, se producen mas de 50 ml de gas por gramo de materia seca en el
control en blanco y el valor del pH estd comprendido entre 6,2 y 7,5 al final de la prueba.

Informe del ensayo

42. El informe del ensayo debe incluir la informaci6n siguiente:
Sustancia problema

— nombre comdn, nombre quimico, nimero CAS, férmula estructural y propiedades fisicoquimicas
pertinentes;

— pureza (impurezas) de la sustancia problema.

Condiciones del ensayo

— volumen del contenido liquido y del espacio libre en los recipientes de ensayo;

— descripcion de los recipientes de ensayo y medicion del gas (por ejemplo, tipo de manémetro);

— aplicacién de la sustancia problema y de la sustancia de referencia al sistema de ensayo, concentraciones de
ensayo utilizadas y empleo eventual de disolventes;

— datos del inéculo empleado: nombre de la depuradora de aguas residuales, descripcion de la fuente de aguas
residuales tratadas (por ejemplo, temperatura de funcionamiento, tiempo de retencién del lodo, aguas
residuales predominantemente domésticas o residuos industriales, etc.), concentracién de sélidos, actividad
de produccién de gas del digestor anaerdbico, exposicién previa o posible adaptacién anterior a sustancias
téxicas o lugar de recogida de fangos, sedimentos, etc.;

— temperatura de la incubacién e intervalo;

— ndmero de réplicas.
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Resultados

— valores de pH al final del ensayo;

— todos los datos medidos obtenidos con los recipientes de ensayo, de control en blanco y de sustancia de
referencia, cuando proceda (por ejemplo, presion en Pa o milibares) en forma de cuadro;

— porcentaje de inhibicién en los frascos de ensayo y de referencia, y curvas de inhibicién-concentracion;

— célculo de los valores de ECs,, expresada en mg/l y en mg/g;

— produccion de gas por g de lodo en 48 horas;

— motivos del eventual rechazo de resultados del ensayo;

— discusi6n de los resultados, incluidas la eventual desviacion de los procedimientos de este método de ensayo
y la eventual desviacién de los resultados del ensayo respecto a lo que cabria esperar, debido a interferencias
y errores;

— indicacién de si el objetivo del ensayo es medir la toxicidad para microorganismos que hayan sufrido o no
exposicion previa.
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Apéndice 1

Ejemplo de aparato para medir la produccion de biogds mediante la presion del gas

2%

OSUONNNN

Leyenda:

1 — Manémetro

2 — Llave de tres vias estanca al gas

3 — Aguja de jeringa

4 — Cierre estanco a los gases (cdpsula y tapon)
5 — Espacio libre

6 — Inéculo de lodo digerido

Recipiente de ensayo mantenido en un ambiente a 35 °C £ 2 °C
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Apéndice 2

Conversion DE las lecturas del manémetro

Las lecturas del manémetro pueden relacionarse con los voliimenes de gas por medio de una curva patrén y a partir
de esta se puede calcular el volumen de gas producido por g de lodo seco en 48 horas. Este indice de actividad se
utiliza como uno de los criterios con los que se evalda la validez de los resultados del ensayo. La curva de calibracién
se obtiene inyectando volimenes conocidos de gas a 35 °C £ 2 °C en frascos de suero que contienen un volumen de
agua igual al de la mezcla de reaccion, V.

— Poner en cinco frascos de suero alicuotas de V, ml de agua, mantenida a 35 °C + 2 °C. Cerrar los frascos y
ponerlos en bafio de agua a 35 °C + 2 °C durante 1 hora para equilibrarlos;

— Conectar el manémetro, dejar que se estabilice y ajustar a cero;

— Introducir la aguja de jeringa a través del cierre de uno de los frascos, abrir la llave hasta que la lectura del
mandmetro sea cero y cerrar la llave a continuacion;

— Repetir el mismo procedimiento con los demds frascos;

— Inyectar en cada frasco 1 ml de aire a 35 °C + 2 °C. Insertar la aguja (unida al mandmetro) a través del cierre de
uno de los frascos y dejar que se estabilice la lectura de la presion. Registrar la presién, abrir la llave hasta que la
lectura de la presion sea cero y, a continuacion, cerrar la llave;

— Repetir el mismo procedimiento con los demds frascos;
— Repetir todo el proceso con 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml y 50 ml de aire;

— Trazar una curva de conversién de la presion (Pa) frente al volumen de gas inyectado (ml). La respuesta del
instrumento es lineal a lo largo del intervalo de 0 Pa a 70 000 Pa, y de 0 ml a 50 ml de produccién de gas.
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Apéndice 3

Factores identificados que pueden dar lugar a resultados falsos

a) Calidad de los cierres

Se encuentran en el comercio distintos tipos de tapones para los frascos de suero; muchos de ellos, que contienen
caucho butilico, pierden su estanqueidad cuando se perforan con una aguja en las condiciones del ensayo. A veces
la presion cae muy lentamente una vez que se ha perforado el tapon con la aguja de jeringa. Se recomienda el uso
de tapones estancos al gas para evitar las fugas [punto 12, letra b)].

b) Humedad en la aguja de jeringa

A veces se acumula la humedad en la aguja de jeringa y en los tubos, lo que se pone de manifiesto por la lectura
de una pequefia presion negativa. Para corregir esto, se retira la aguja, se agitan los tubos, se secan con un pafio y
se pone una nueva aguja [puntos 12, letra c), y 35].

¢) Contaminacién con oxigeno

Los métodos anaerébicos estdn expuestos a error debido a la contaminacion con oxigeno, lo que puede provocar
una produccion de gas mds baja. En este método, dicha posibilidad debe reducirse al minimo mediante la
utilizacién de técnicas estrictamente anaerébicas, incluido el uso de la caja de guantes.

d) Sustratos gruesos en el lodo

La produccion anaerébica de gas y la sensibilidad del lodo se ven influidas por los sustratos que se transfieren con
el indculo a los frascos de ensayo. El lodo digerido de digestores anaerdbicos domésticos suele contener todavia
materia reconocible, como pelo y residuos vegetales de celulosa, lo que tiende a hacer dificil la toma de muestras
representativas. La materia insoluble gruesa puede retirarse tamizando el lodo, lo que facilita la toma de muestras
representativas (punto 16).

e) Sustancias problema voldtiles

Las sustancias problema volétiles se liberardn al espacio libre de los frascos de ensayo. Esto puede dar lugar a la
pérdida de una parte del material de ensayo por el sistema durante la evacuacion tras las mediciones de la presion,
lo que puede dar unos valores demasiado elevados de la EC;,. El error puede reducirse mediante una adecuada
eleccién de la proporcion entre el volumen del espacio libre y el del liquido y evitando la evacuacion tras las
mediciones de la presion (10).

f) Produccién de gas no lineal

Si la gréfica de la produccién acumulada media de gas frente al tiempo de incubacién no es aproximadamente
lineal a lo largo del periodo de 48 h, la exactitud del ensayo puede verse reducida. A fin de superar este problema,
puede ser aconsejable utilizar lodo de digestion procedente de una fuente distinta y/o afiadir una concentraciéon
aumentada de la sustancia problema, de caldo nutritivo, de extracto de levadura y de glucosa (punto 29).
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Apéndice 4

Aplicacién a muestras ambientales con baja concentracion de biomasa: fangos, sedimentos, etc.,
de caricter anaerdbico

INTRODUCCION

A.l.  En general, la actividad microbiana especifica (volumen de gas producido por g de sélidos secos) de fangos,
sedimentos o suelos anaerébicos de origen natural es mucho mds baja que la de los lodos anaerdbicos
procedentes de aguas residuales. Por ello, cuando se trata de medir los efectos inhibidores de las sustancias
sobre estas muestras menos activas, es necesario modificar algunas de las condiciones experimentales. Con
estas muestras menos activas se dispone en general de dos posibilidades:

a) proceder a un ensayo preliminar modificado (punto 25) con la muestra de fango, suelo, etc., sin diluir a
35°C £ 2 °C o a la temperatura del lugar de recogida de la muestra, para conseguir una simulacién mds
exacta (como en la parte 1 de ISO 13641);

b) o efectuar el ensayo con un lodo de digestion diluido (1 en 100) para simular la baja actividad que se
espera de la muestra ambiental, pero manteniendo la temperatura a 35 °C £ 2 °C (como en la parte 2 de
ISO 13641).

A.2.  La opcién a) puede conseguirse siguiendo el método descrito aqui (equivalente a la parte 1 de la norma ISO
13641), pero es esencial efectuar un ensayo preliminar (punto 25) para determinar las condiciones éptimas,
salvo que estas ya se conozcan por ensayos anteriores. La muestra de fango o de sedimento debe homoge-
neizarse completamente, por ejemplo en un mezclador, y, en caso necesario, diluirse con una pequefia
proporcion de agua desgasificada de dilucién (punto 14), de modo que sea lo suficientemente fluida como
para poder transferirse mediante una pipeta de punta ancha o una probeta. En caso de que se considere que
pueden ser insuficientes los nutrientes, la muestra de fango puede centrifugarse (en condiciones anaerdbicas) y
volver a suspenderse en un medio mineral que contenga extracto de levadura (A.11)

A.3.  Opcion b): Este planteamiento imita razonablemente bien la baja actividad de las muestras ambientales, pero
carece de la alta concentracion de sélidos en suspension presentes en estas muestras. No se conoce el papel
de estos sélidos en la inhibicién, pero es posible que la reaccién entre las sustancias problema y los
componentes del fango, junto con la adsorcién de las sustancias problema en los sélidos, den lugar a una
disminucién de la toxicidad de la sustancia problema.

A.4. La temperatura es otro factor importante: para conseguir una simulacién estricta, los ensayos deben realizarse
a la temperatura del lugar de la muestra, ya que se sabe que hay distintos grupos de bacterias productoras de
metano que funcionan a distintos intervalos de temperatura, a saber, los termdfilos (~ 30 — 35 °C), los
mesdfilos (20 — 25 °C) y los psicréfilos (< 20 °C), y que pueden mostrar diferentes pautas de inhibici6n.

A.5. Duracién. En el ensayo general (parte 1), utilizando lodos sin diluir, la produccién de gas en los 2-4 dias
siempre ha sido suficiente, mientras que en la parte 2, con lodos diluidos a la centésima, se produce en ese
plazo una cantidad insuficiente o nula de gas en el ensayo interlaboratorios. Madsen et al. (1996), en la
descripcién de este Gltimo ensayo, dicen que debe durar al menos 7 dias.

Ensayos efectuados con bajas concentraciones de biomasa (opcién b)

Deben introducirse los siguientes cambios y modificaciones, que se afiaden a algunos de los actuales puntos y
subpuntos del texto principal, o los sustituyen.

A.6. En el punto 6 se afiade el texto siguiente: Principio del ensayo:

“Esta técnica puede utilizarse con lodo anaerobio diluido a la centésima, en parte para simular la baja
actividad de fangos y sedimentos. La temperatura de incubacién puede ser de 35 °C o bien la del lugar del que
se haya tomado la muestra. Dado que la actividad bacteriana es mucho menor que en el caso del lodo sin
diluir, el periodo de incubacién debe ampliarse a 7 dias como minimo.”.

A.7. Enel punto 12, letra a), se afiade el texto siguiente:

“el incubador debe ser capaz de funcionar a temperaturas tan bajas como 15 °C.”.
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A.8.  Se afiade un reactivo mds tras el punto 13:

“Acido fosforico (H,P0,), 85 % en masa en agua.”.

A.9.  Se afiade el siguiente texto al final del punto 16:

“Se utiliza en el ensayo una concentracién final de 0,20 + 0,05 g/l de sélidos secos totales.”.

A.10. Punto 17. Sustrato de ensayo

No se emplea este sustrato, sino que se sustituye por extracto de levadura (véanse los puntos 17; A. 11, A.
12, A. 13).

A.11. Se requiere la presencia de un medio mineral, con oligoelementos, para diluir el lodo anaerobio y, por
motivos practicos, se aflade a este medio el sustrato orgdnico, extracto de levadura.

Tras el punto 17 se aflade el texto siguiente:

“a) Medio mineral de ensayo, con extracto de levadura.

Se prepara a partir de un medio de ensayo concentrado 10 veces [punto 17, letra b); A.12] con una
solucién de oligoelementos [punto 17, letra ¢); A. 13]. Utilicese sulfuro de sodio nonahidratado recién
suministrado [punto 17, letra b); A. 12] o lavese y séquese antes de su utilizacién a fin de asegurarse de
que dispone de suficiente capacidad reductora. Si el ensayo se lleva a cabo sin utilizar una caja de guantes
[punto 12, letra j)], serd necesario aumentar la concentracién de sulfuro de sodio en la solucién madre a
2 g/l (desde 1 gfl). También es posible afiadir sulfuro de sodio de una solucién madre adecuada a través
del tapén de los frascos de ensayo cerrados, ya que este proceso reduce el riesgo de oxidacién, hasta
obtener una concentracion final de 0,2 g/l. Otra posibilidad es utilizar citrato de titanio (I) [punto 17,
letra b)]. Se afiade a través del tapdon de los frascos de ensayo cerrados hasta obtener una concentracion de
entre 0,8 mmol/l y 1,0 mmol/l. El citrato de titanio (II) es un agente reductor muy eficaz y de baja
toxicidad, que se prepara de la forma siguiente: Se disuelven 2,94 g de citrato de trisodio dihidratado en
50 ml de agua de dilucién exenta de oxigeno (punto 14) (lo que se traduce en una solucién de
200 mmol[l) y se afladen 5 ml de una solucién de cloruro de titanio (II) (15 g/100 ml de agua de
dilucién). Se neutraliza el pH a 7 £ 0,5 con carbonato de sodio y se introduce en un frasco de suero
apropiado bajo una corriente de gas nitrogeno. La concentracion de citrato de titanio (III) en esta solucidén
madre es igual a 164 mmol/l. El medio de ensayo debe utilizarse inmediatamente o conservarse a 4 °C
durante un mdximo de un difa.

A.12. b) Medio de ensayo concentrado diez veces, elaborado con los siguientes componentes:

dihidrogenofosfato de potasio anhidro (KH,PO,) 2,7 ¢
hidrogenofosfato de disodio (Na,HPO,) 44 g
(u 11,2 g de dodecahidrato) 53¢
cloruro de amonio (NH,Cl)

cloruro de calcio dihidratado (CaC1, - 2H,0) 0,75g
cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl, - 6H,0) 1,0g
cloruro de hierro (Il) tetrahidratado (FeCl, - 4H,0) 02¢g
resazurina (indicador redox) 0,01g
sulfuro de sodio nonahidratado (Na,S - 9H,0) 10g
(o citrato de titanio (IIl)) concentracién final 0,8 mmol/l a 1,0 mmol/l
solucién de oligoelementos [véase punto 17, letra c); A.13] 10,0 ml
extracto de levadura 100 g
disolver en agua de dilucién (punto 14) y enrasar a: 1 000 ml

A.13. ¢) Solucién de oligoelementos, preparada con los componentes siguientes:

cloruro de manganeso (II) tetrahidratado (MnCl, - 4H,0) 05¢g
acido orto-bérico (H,BO,) 0,05 g
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cloruro de zinc (ZnCl,) 0,05¢
cloruro de cobre (II) (CuCl,) 0,03 g
molibdato de sodio dihidratado (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
cloruro de cobalto (II) hexahidratado (CoCl, - 6H,0) 1,0g
cloruro de niquel (IT) hexahidratado (NiCl, - 6H,0) 01g
selenito de disodio (Na,SeO,) 0,05 ¢
disolver en agua de dilucién (punto 14) y enrasar a: 1 000 ml”.

A.14. Punto 25: Ensayo preliminar

Es fundamental efectuar un ensayo preliminar como se describe en el punto 24, con la diferencia de que la
concentracion de sélidos del lodo debe ser una centésima de las concentraciones indicadas, es decir, 0,1 gf],
0,2 g/l y 0,4 g/l. La duracién de la incubacién debe ser como minimo de 7 dias.

Nota: En el ensayo interlaboratorios (5) el volumen del espacio libre era demasiado alto, con el 75 % del
volumen total; debe estar en el intervalo recomendado de entre el 10 % y el 40 %. El criterio pertinente es
que el volumen de gas producido en torno al 80 % de inhibicién se pueda medir con una precision aceptable
(por ejemplo, de £ 5 % a £ 10 %).

A.15. Puntos 26 a 30: Adicién de sustancia problema, inéculo y sustrato

La adicion se hace de la misma forma que se describe en estos puntos, pero la solucién de sustrato (punto 17)
se sustituye por el medio de ensayo mds sustrato de extracto de levadura (A.11).

Ademds, la concentraci6n final de sélidos del lodo seco se reduce de 2 g/l — 4 g/l a 0,2 + 0,05 g/l (A.9). En
el cuadro A.1, que sustituye al cuadro que figura en el punto 29, se indican dos ejemplos de la adicién de
componentes a la mezcla de ensayo.

A.16. Punto 33: Incubacidén de los frascos

A causa de la disminucién prevista de la velocidad de produccién de gas, la incubacién se lleva a cabo
durante al menos 7 dias.

A.17. Punto 34: Medidas de la presion

Para medir la presion en el espacio libre de los frascos se utiliza el mismo procedimiento que se describe en el
punto 34 si hay que conocer las cantidades presentes en la fase gaseosa. Si van a medirse las cantidades
totales de CO, y de CH,, hay que reducir el pH de la fase liquida a alrededor de 2 mediante la inyeccién de
H,PO, a cada frasco pertinente y se mide la presion tras 30 minutos de agitacién a la temperatura de ensayo.
Sin embargo, puede obtenerse mds informacién sobre la calidad del in6culo midiendo la presién en cada
frasco antes y después de la acidificacion. Por ejemplo, cuando la velocidad de producciéon de CO, es mucho
mds elevada que la de metano, la sensibilidad de las bacterias fermentadoras puede verse alterada o las
bacterias metandgenas pueden verse afectadas preferentemente por la sustancia problema.

A.18. Punto 36: Medicién del pH

Si se utiliza H,PO,, han de prepararse especialmente para la medicién del pH varios frascos més a los que no
se habrd afladido ningtin H,PO,.

BIBLIOGRAFIA:
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Cuadro A.1.

Ejemplos de organizacién del ensayo respecto a los lotes de ensayo

Componentes de la mezcla de reaccién Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ordex; d?g(r;:al de
Concentracion en el indculo preparado (gl/]) 0,42 2,1 —
Volumen de indculo afiadido (ml) 45 9 4
Concentracion de indculo en los frascos de ensayo (g/l) 0,20 0,20 —
Volumen de medio de ensayo afiadido (ml) 9 9 2
Volumen de agua de dilucién afiadida (ml) 36 72
Concentracion de extracto de levadura en los frascos de 9,7 9,7 —
ensayo (g/l)

Volumen de soluciéon madre de sustancia problema (ml) 3 3 1
Volumen total de liquido (ml) 93 93 —




L 54/154 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

Apéndice 5
Definiciones
A efectos del presente método de ensayo, se aplicardn las siguientes definiciones:

Sustancia: sustancia o mezcla.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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C.35. PRUEBA DE TOXICIDAD PARA LUMBRICULUS EN SEDIMENTOS Y AGUA CON SEDIMENTO
ENRIQUECIDO

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 225 (2007). Los
animales endobenténicos que ingieren sedimentos pueden estar muy expuestos a las sustancias ligadas a los
sedimentos, por lo que merecen especial atencién; véanse, por ejemplo, las referencias (1), (2), (3). Entre estos
animales que ingieren sedimentos, los oligoquetos acudticos desempefian un importante papel en los
sedimentos de los sistemas acudticos. Por la bioturbacion del sedimento y por servir de presa, estos animales
pueden influir mucho en la biodisponibilidad de tales sustancias para otros organismos, como, por ejemplo, los
peces bentivoros. En contraste con los organismos epibenténicos, los oligoquetos acudticos endobenténicos
(por ejemplo, Lumbriculus variegatus) se entierran en el sedimento e ingieren particulas de sedimento por debajo
de la superficie de este. Esto hace que los organismos de ensayo queden expuestos a la sustancia problema a
través de todas las posibles vias de absorcién, como, por ejemplo, contacto con particulas de sedimento
contaminadas, o ingestion de tales particulas, pero también a través del agua intersticial y del agua
sobrenadante).

2. El presente método de ensayo estd disefiado para evaluar los efectos de la exposicion prolongada del oligoqueto
endobenténico Lumbriculus variegatus (Miiller) a las sustancias asociadas a los sedimentos. Se basa en los actuales
protocolos de ensayo de toxicidad y de bioacumulacién del sedimento; véanse por ejemplo las referencias (3),
4), (5), (6), (7), (8), (9), (10). La descripcién del método se refiere a condiciones de ensayo estéticas. La situacion
de exposicion aplicada en el presente método de ensayo es el enriquecimiento del sedimento con la sustancia
problema. El objetivo de enriquecer el sedimento consiste en simular un sedimento contaminado con la
sustancia problema.

3. Las sustancias que tienen que someterse a ensayo respecto a organismos que viven en los sedimentos suelen
permanecer en este compartimento durante largos plazos. Los organismos que viven en los sedimentos pueden
sufrir exposicion a través de varias vias. La importancia relativa de cada via de exposicion y el tiempo que tarda
cada una de ellas en contribuir a los efectos toxicos generales dependen de las propiedades fisicoquimicas de la
sustancia correspondiente y de su destino final en el animal. En el caso de las sustancias que se adsorben
fuertemente (por ejemplo, con log K, > 5) o en el de las sustancias que se unen covalentemente con el
sedimento, la ingestién de alimentos contaminados puede constituir una via de exposicién significativa. A fin de
no subestimar la toxicidad de tales sustancias, los alimentos necesarios para el crecimiento y la reproduccién de
los organismos de ensayo se afiaden al sedimento antes de aplicar la sustancia problema (11). El método de
ensayo que se describe es lo suficientemente detallado para que pueda efectuarse el ensayo, sin perjuicio de
posibles adaptaciones del disefio experimental en funcién de las condiciones especificas de cada laboratorio y de
las diversas caracteristicas de las sustancias problema.

4. El método de ensayo tiene por objeto determinar los efectos de la sustancia problema sobre la reproduccién y la
biomasa de los organismos de ensayo. Los pardmetros bioldgicos medidos son el niimero total de gusanos
supervivientes y la biomasa (peso seco) al final de la exposicion. Estos datos se analizan bien aplicando un
modelo de regresién para estimar la concentracion que causaria un efecto del x % (p. j., EC,,, EC,s5, y EC,p), 0
bien realizando contrastes estadisticos de hipdtesis para determinar la concentracién sin efecto observado
(NOEC) y la concentracién minima con efecto observado (LOEC).

5. En el capitulo C.27 del presente anexo, “Ensayo de toxicidad para quironémidos en sistemas sedimento-agua
con sedimento enriquecido” (6), se aportan muchos datos fundamentales y utiles para la realizacién del presente
método de ensayo de toxicidad en los sedimentos. Por lo tanto, dicho documento ha servido de base sobre la
cual se han aportado las modificaciones necesarias para la realizacion de ensayos de toxicidad en los sedimentos
con Lumbriculus variegatus. Otros documentos a los que se hace referencia son, por ejemplo, la Standard Guide for
Determination of the Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants by Benthic Invertebrates de la ASTM (3), los
Methods for Measuring the Toxicity and Bioaccumulation of Sediment-Associated Contaminants with Freshwater Inverte-
brates de la U.S. EPA (7), y la Standard Guide for Collection, Storage, Characterization, and Manipulation of Sediments
for Toxicological Testing and for selection of samplers used to collect benthic invertebrates de la ASTM (12). Ademids, la
experiencia practica obtenida durante el ensayo interlaboratorios del método de ensayo [(13), informe del
ensayo interlaboratorios] y los datos de la bibliografia han sido importantes fuentes de informacién para
elaborar el presente documento.

CONDICIONES PREVIAS E INFORMACION ORIENTATIVA

6. Antes de empezar el estudio ha de obtenerse informacion sobre la sustancia problema, como las precauciones
de seguridad, las condiciones adecuadas de conservacion y los métodos analiticos. En la referencia 14 se ofrecen
orientaciones sobre los ensayos de sustancias con propiedades fisicoquimicas que dificultan la realizacién del
ensayo.
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7. Antes de llevar a cabo el ensayo, debe conocerse la siguiente informacién acerca de la sustancia problema:

— nombre comtn, nombre quimico (de preferencia la denominacién IUPAC), férmula estructural, niimero de
registro CAS, pureza;

— presion de vapor;
— hidrosolubilidad.
8.  La siguiente informacién adicional se considera util antes de empezar el ensayo:
— coeficiente de reparto octanolfagua K__;
— coeficiente de reparto carbono orgdnico-agua, expresado como K ;
— hidrolisis;
— fototransformacion en el agua;
— biodegradabilidad;
— tensi6n superficial.

9. Antes del inicio del ensayo debe conseguirse informacién sobre determinadas caracteristicas de los sedimentos
que se vayan a utilizar (7). En los puntos 22 a 25 se encuentran mds detalles al respecto.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

10. Se exponen gusanos de estado fisiologico similar (sincronizadas como se describe en el apéndice 5) a una serie
de concentraciones de la sustancia toxica aplicada a la fase sedimentaria de un sistema sedimento-agua. Deben
utilizarse como medio sedimentos artificiales y agua reconstituida. Los recipientes de ensayo sin adicién de la
sustancia problema sirven de controles. La sustancia problema se introduce en el sedimento en bruto para cada
nivel de concentracion, con el fin de minimizar la variabilidad entre las réplicas de cada nivel de concentracién,
y los organismos de ensayo se introducen posteriormente en los recipientes de ensayo en los que las concentra-
ciones de sedimento y agua se habran equilibrado (véase el punto 29). Los animales de ensayo se exponen a los
sistemas sedimento-agua durante un periodo de 28 dias. Teniendo en cuenta el bajo contenido de nutrientes en
el sedimento artificial, este debe enriquecerse con una fuente de alimentos (véanse los puntos 22 a 23, y el
apéndice 4) para velar por que los gusanos crezcan y se reproduzcan en condiciones controladas. De esta
manera se garantiza que los animales de ensayo se exponen a través del agua y del sedimento, asi como de sus
alimentos.

11. El pardmetro preferido para este tipo de estudio es la EC, (p. ¢j., ECy,, EC,,, y EC,,; concentracién con efecto
que afecta al x % de los organismos de ensayo) para la reproduccion o la biomasa, comparando con el control.
No obstante, ha de observarse que, considerando la elevada incertidumbre de las EC, bajas (p. €j., EC,, EC,,)
con unos limites de confianza del 95 % extremadamente elevados (véase, p. ¢j., la referencia 15) y la potencia
estadistica calculada durante el contraste de hipdtesis, se acepta que la EC,, es el pardmetro mds sélido. Por otra
parte, la concentracion sin efecto observado (NOEC) y la concentracién minima con efecto observado (LOEC)
pueden calcularse en relacién con la biomasa y con la reproduccion, si el disefio del ensayo y los datos
permiten estos célculos (véanse los puntos 34 a 38). El objetivo del estudio, la determinacién de CE_o de la
NOEC, determinard el disefio del ensayo.

ENSAYOS DE REFERENCIA

12. Se espera que el comportamiento de los organismos de control demuestre suficientemente la capacidad de un
laboratorio para realizar el ensayo y, si se dispone de datos histdricos, la repetibilidad del ensayo. Ademads,
pueden llevarse a cabo ensayos de toxicidad de referencia a intervalos regulares con un téxico de referencia para
evaluar la sensibilidad de los organismos de ensayo. Mediante ensayos de toxicidad de referencia de 96 h en el
agua se pueden demostrar satisfactoriamente la sensibilidad y el estado de los animales de ensayo (4) (7). En el
apéndice 6 y en el informe sobre el ensayo interlaboratorios del método de ensayo (13) se incluye informaci6n
sobre la toxicidad del pentaclorofenol (PCP) en ensayos completos (28 dias de exposicion al sedimento
enriquecido). La toxicidad aguda, solo en el agua, del PCP se describe, por ejemplo, en la referencia 16. Esta
informaci6én puede utilizarse para comparar la sensibilidad del organismo de ensayo en ensayos de referencia
con PCP como téxico de referencia. Se ha recomendado utilizar como téxico de referencia con L. variegatus el
cloruro de potasio (KCl) o el sulfato de cobre (CuSO,) (4)(7). Hasta la fecha, el establecimiento de criterios de
calidad basados en los datos de toxicidad de KCl resulta dificil debido a la falta de datos bibliogréficos con L.
variegatus. En los puntos (17) a (21) se encuentra informacion sobre la toxicidad del cobre para L. variegatus.



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/157

VALIDEZ DEL ENSAYO

13. Para que un ensayo sea valido, debe cumplir los siguientes criterios:

— Un ensayo interlaboratorios (13) ha puesto de manifiesto que, en el caso de Lumbriculus variegatus, el niimero
medio de gusanos vivos por réplica en los controles debe haberse multiplicado por un factor de al menos
1,8 al final de la exposicién en comparacién con el nimero de gusanos por réplica al inicio de la
exposicion.

— El pH del agua sobrenadante debe estar entre 6 y 9 a lo largo de todo el ensayo.

— La concentracién de oxigeno en el agua sobrenadante no debe estar por debajo del 30 % del valor de
saturacion de aire a la temperatura de ensayo durante el ensayo.

DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
Sistema de ensayo

14. Se recomiendan los sistemas estdticos, sin renovacion del agua sobrenadante. Si la proporcién entre sedimento y
agua (véase el punto 15) es la correcta, una aireacion suave serd suficiente en principio para mantener la calidad
del agua en unos niveles aceptables para los organismos de ensayo (por ejemplo, maximizar los niveles de
oxigeno disuelto, minimizar la acumulacién de los productos de excrecién). Solo en casos excepcionales deben
utilizarse sistemas semiestaticos o dindmicos, con renovacién intermitente o continua del agua sobrenadante, ya
que se supone que la renovacion regular del agua sobrenadante afecta al equilibrio quimico (por ejemplo, con
pérdidas de la sustancia problema del sistema de ensayo).

Recipientes y equipo del ensayo

15. La exposicion debe llevarse a cabo en vasos de precipitados de, por ejemplo, 250 ml de capacidad y 6 cm de
didmetro. Pueden utilizarse otros recipientes de vidrio adecuados que garanticen una altura adecuada de
sedimento y de agua sobrenadante. Cada recipiente debe recibir una capa de aproximadamente 1,5-3 cm del
sedimento artificial. La proporcién de la altura de la capa de sedimento respecto a la altura del agua
sobrenadante debe ser de 1:4. Los recipientes deben ser de capacidad adecuada para la tasa de carga, es decir,
para el nimero de gusanos de ensayo afiadido por unidad de peso del sedimento (véase también el punto 39).

16. Los recipientes de ensayo y demds equipo que hayan de entrar en contacto con la sustancia problema serdn
integramente de vidrio o de otro material quimicamente inerte. Se tendrd cuidado de no utilizar, con ninguna
parte del equipo, materiales que puedan disolver o adsorber la sustancia problema o lixiviar otras sustancias y
tener algn efecto adverso sobre los animales de ensayo. En todos los equipos en contacto con los medios de
ensayo debe utilizarse politetrafluoroetileno (PTFE), acero inoxidable o vidrio. En el caso de sustancias orgdnicas
de las que se sepa que se adsorben al vidrio, puede ser necesario utilizar vidrio silanizado. Serd necesario, en
estos casos, deshacerse de los equipos una vez usados.

Especie de ensayo

17. La especie de ensayo utilizada en este tipo de estudios es el oligoqueto de agua dulce Lumbriculus variegatus
(Mtiller). Esta especie es tolerante a una amplia gama de tipos de sedimentos, y es ampliamente utilizada en los
ensayos de toxicidad y de bioacumulacién en el sedimento [por ejemplo, (3) (5) (7) (9) (13) (15) (16) (22) (23)
(24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35)]. Deben indicarse el origen de los animales de ensayo,
la confirmacién de la identidad de la especie [p. ¢j., (36)], asi como las condiciones de cultivo. No es necesario
identificar la especie antes de realizar cada ensayo si los organismos proceden de un cultivo del propio
laboratorio.

Cultivo de los organismos de ensayo

18. Con el fin de disponer de un ntimero suficiente de gusanos para la realizacién de los ensayos de toxicidad en
los sedimentos, es util mantener los gusanos en un cultivo de laboratorio permanente. En el apéndice 5 se
encuentran orientaciones sobre los métodos de cultivo en laboratorio de Lumbriculus variegatus, asi como fuentes
de cultivos de inicio. Para mds detalles sobre el cultivo de esta especie, véanse las referencias (3), (7), (27).

19. Para garantizar que los ensayos se realizan con animales de la misma especie, es muy recomendable el estableci-
miento de cultivos de una tnica especie. Ha de velarse por que los cultivos y especialmente los gusanos
utilizados en los ensayos no presenten enfermedades ni anomalias observables.
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Agua

20. Se recomienda utilizar como agua sobrenadante en las pruebas agua reconstituida con arreglo al capitulo C.1
del presente anexo (37); esta también podrd utilizarse para los cultivos de laboratorio de los gusanos (para la
preparacion, véase el apéndice 2). En caso necesario, podrd utilizarse agua natural. El agua seleccionada debe ser
tal que permita el crecimiento y la reproduccion de la especie de ensayo durante los periodos de aclimatacion y
de ensayo, sin que se observen comportamientos ni aspectos anormales. Se ha demostrado que Lumbriculus
variegatus sobrevive, crece y se reproduce en este tipo de agua (30), que aporta una normalizacién méxima de
las condiciones de ensayo y de cultivo. Si se utiliza agua reconstituida, debe indicarse su composicién y el agua
debe caracterizarse antes de usarse, al menos por su pH, contenido de oxigeno y dureza (expresada en mg de
CaCO,/l). Puede aportar informacion qtil el andlisis del agua antes de usarla, para detectar en ella la presencia de
microcontaminantes; véase, por ejemplo, el apéndice 3.

21. El pH del agua sobrenadante debe estar en la banda de 6,0 a 9,0 (véase el punto 13). Si se espera una mayor
produccién de amoniaco, se considera Gtil mantener el pH entre 6,0 y 8,0. Para el ensayo de, por ejemplo,
dcidos orgdnicos débiles, es conveniente ajustar el pH amortiguando el agua utilizada en el ensayo, segin lo
descrito, por ejemplo, en la referencia (16). La dureza total del agua utilizada en el ensayo debe estar entre 90 y
300 mg CaCO;, por litro en el caso del agua natural. El apéndice 3 resume los criterios adicionales para que el
agua de dilucion sea aceptable con arreglo a las directrices n° 210 de la OCDE (38).

Sedimento

22. Dado que es posible que no se disponga a lo largo de todo el afio de sedimentos naturales no contaminados
procedentes de una fuente particular, y que la presencia de organismos enddgenos y de microcontaminantes
pueda influir en el ensayo, resulta preferible utilizar sedimento artificial (también denominado formulado,
reconstituido o sintético). El uso de un sedimento artificial reduce al minimo la variabilidad de las condiciones
de ensayo, asi como la introduccién de fauna enddgena. El siguiente sedimento artificial se basa en el sedimento
artificial segtn (6), (39) y (40). Se recomienda utilizarlo en este tipo de ensayo [(6), (10), (30), (41), (42), (43)]:

a) 4-5 % de turba esfignea (peso seco); es importante utilizar turba en forma de polvo, con un grado medio de
descomposicion, finamente molida (tamafio de particula < 0,5 mm) y secada solo al aire;

b) 20 £ 1 % de caolin (peso seco), con un contenido de caolinita preferentemente superior al 30 %;

¢) 75-76 % de arena de cuarzo (peso seco) (arena fina, granulometria < 2 mm, pero > 50 % de las particulas
con un tamafio en la banda de 50-200 pm);

d) agua desionizada, 30-50 % del peso seco del sedimento, ademds de los componentes del sedimento seco;

e) carbonato de calcio de calidad quimicamente pura (CaCO,) afiadido para ajustar el pH de la mezcla final del
sedimento;

f) el contenido de carbono orgénico total (COT) de la mezcla final debe ser del 2 % (x 0,5 %) del peso seco del
sedimento, ajustado mediante el empleo de cantidades adecuadas de turba y arena, segtin las letras a) y c);

g) alimento, por ejemplo hojas en polvo de ortiga (Urtica sp., de conformidad con las normas farmacéuticas,
para consumo humano), o una mezcla de hojas en polvo de Urtica sp. con alfacelulosa (1:1), en la
proporcion del 0,4 - 0,5 % de peso seco del sedimento, ademds de los componentes del sedimento seco; en
el apéndice 4 se ofrecen detalles al respecto.

23. Debe conocerse el origen de la turba, del caolin, del alimento y de la arena. Ademds de la letra g), el capitulo
C.27 del presente anexo (6) recoge una lista de materias vegetales alternativas que pueden utilizarse como
fuente de nutrientes: hojas deshidratadas de morera (Morus alba), trébol blanco (Trifolium repens), espinaca
(Spinacia oleracea) o cereales.

24. La fuente elegida de alimento debe afiadirse antes del enriquecimiento del sedimento con la sustancia problema,
o durante el mismo. La fuente elegida de alimento debe permitir al menos la reproduccién aceptable de los
controles. Puede aportar informacion atil el andlisis del sedimento artificial o de sus componentes antes de la
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utilizacién para detectar la presencia de microcontaminantes. En el apéndice 4 se describe un ejemplo de
preparacion del sedimento artificial. Puede aceptarse también la mezcla de componentes secos si se demuestra
que, tras la adicién de agua sobrenadante, no se produce separacion de los componentes del sedimento (por
ejemplo, flotacion de particulas de turba), y que la turba o el sedimento estdn suficientemente acondicionados
(véanse también el punto 25 y el apéndice 4). El sedimento artificial debe caracterizarse al menos por el origen
de los componentes, la granulometria (porcentaje de arena, limo y arcilla), el contenido de carbono orgénico
total (COT), el contenido de agua y el pH. La medicién del potencial redox es opcional.

25. En caso necesario, por ejemplo con fines de ensayo especificos, pueden también servir como sedimento para el
ensayo o el cultivo sedimentos naturales procedentes de lugares exentos de contaminacién (3). Sin embargo, si
se utiliza sedimento natural, debe caracterizarse al menos por su origen (lugar de recogida), pH y amoniaco del
agua intersticial, contenido de carbono orgdnico total (COT) y contenido de nitrgeno, granulometria
(porcentaje de arena, limo y arcilla), y contenido porcentual de agua (7), y debe estar exento de toda contami-
nacién y de otros organismos que pudieran competir con los organismos de ensayo o convertirlos en sus
presas. La medicién del potencial redox y de la capacidad de intercambio catiénico es opcional. También se
recomienda que el sedimento natural, antes de enriquecerse con la sustancia problema, se someta durante siete
dfas a las mismas condiciones que vayan a reinar posteriormente en el ensayo. Al final de este periodo de
acondicionamiento, el agua sobrenadante debe retirarse y eliminarse.

26. El sedimento que vaya a utilizarse debe ser tal que permita la supervivencia y la reproducciéon de los
organismos de control durante el periodo de exposicion, sin que se observen comportamientos ni aspectos
anormales. Los gusanos de control deben enterrarse en el sedimento, e ingerir este. La reproduccion de los
controles debe ajustarse al menos al criterio de validez, tal como se describe en el punto 13. La presencia o
ausencia de deyecciones en la superficie del sedimento, que indican que los gusanos ingieren el sedimento, debe
registrarse y puede ser util para la interpretacién de los resultados del ensayo con respecto a las vias de
exposicion. Puede obtenerse informacién adicional sobre la ingestién de sedimento utilizando métodos descritos
en las referencias (24), (25), (44) y (45), que especifican la ingestion de sedimento o la seleccién de particulas en
los organismos de ensayo.

27. En las referencias (3), (7) y (12) se describen procedimientos de manipulacién de los sedimentos naturales antes
de su empleo en el laboratorio. En el apéndice 4 se describen la preparacién y la conservacién del sedimento
artificial recomendado para utilizarse en el ensayo de Lumbriculus.

Aplicacién de la sustancia problema

28. La sustancia problema debe introducirse en el sedimento. Como se espera que la mayoria de las sustancias
problema tengan escasa hidrosolubilidad, con el fin de preparar la solucién madre deben disolverse en un
volumen lo mds pequefio posible de un disolvente orgdnico apropiado (por ejemplo, acetona, n-hexano,
ciclohexano). La solucién madre debe diluirse con el mismo disolvente para preparar las soluciones problema.
Los principales criterios para la seleccion de un agente solubilizante adecuado deben ser la toxicidad y la
volatilidad del disolvente, y la solubilidad de la sustancia problema en el disolvente elegido. Para cada nivel de
concentracién debe utilizarse el mismo volumen de la solucion correspondiente. La sustancia problema debe
introducirse en el sedimento en bruto para cada nivel de concentracién, con el fin de minimizar la variabilidad
de su concentracion entre las réplicas. Cada una de las soluciones de ensayo se mezcla a continuacién con arena
de cuarzo, segun se describe en el punto 22 (por ejemplo, 10 g de arena de cuarzo por recipiente de ensayo).
Para que toda la arena de cuarzo quede sumergida, se considera suficiente un volumen de 0,20-0,25 ml/g de
arena. A continuacién debe evaporarse el disolvente hasta sequedad. Para reducir al minimo las pérdidas de
sustancia problema por coevaporacién (por ejemplo, dependiendo de la presiéon de vapor de la sustancia), la
arena recubierta debe utilizarse inmediatamente después del secado. La arena seca se mezcla con la cantidad
adecuada de sedimento artificial del correspondiente nivel de concentracién. La cantidad de arena aportada por
la mezcla de sustancia problema y arena tiene que tenerse en cuenta a la hora de preparar el sedimento (es
decir, el sedimento debe prepararse entonces con menos arena). La ventaja principal de este procedimiento es
que précticamente no se introduce disolvente en el sedimento (7). Como alternativa, por ejemplo en caso de
sedimento de campo, es posible afiadir la sustancia problema a una porcién secada y finamente molida del
sedimento como se describe anteriormente en relacién con la arena de cuarzo, o mezclando la sustancia
problema en el sedimento hiimedo por agitacién, con evaporacién posterior de los eventuales agentes solubili-
zantes empleados. Debe velarse por que la sustancia problema afiadida al sedimento se distribuya de forma total
y homogénea por el sedimento. Si es necesario, pueden analizarse submuestras para confirmar las concentra-
ciones objetivo en el sedimento, y para determinar el grado de homogeneidad. También puede ser util analizar
submuestras de las soluciones de ensayo para confirmar las concentraciones objetivo en el sedimento. Dado que
se utiliza un disolvente para depositar la sustancia problema sobre la arena de cuarzo, debe emplearse un
control del disolvente, que se preparard con la misma cantidad de disolvente que los sedimentos de ensayo.
Deben indicase el método utilizado para afiadir la sustancia problema (enriquecimiento) y los motivos para la
eleccién de un procedimiento concreto distinto de lo descrito mds arriba. El método de enriquecimiento podrd
adaptarse a las propiedades fisicoquimicas de la sustancia problema, por ejemplo para evitar pérdidas por volati-
lizacion durante la fase de enriquecimiento o de equilibrado. En Environment Canada (1995) se encuentran
orientaciones adicionales sobre los procedimientos de enriquecimiento (46).
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29. Una vez que se ha preparado el sedimento enriquecido, que se ha distribuido entre los recipientes de ensayo
replicados, y que se ha completado con agua de ensayo, es aconsejable dejar que la sustancia problema se
reparta entre el sedimento y la fase acuosa [véanse, p. ¢j., las referencias (3), (7) y (9)]. Esto debe efectuarse de
preferencia en las mismas condiciones de temperatura y aireacién utilizadas en el ensayo. El tiempo adecuado
para el reparto equilibrado depende de la sustancia y del sedimento, y puede ser del orden de horas o de dias,
aunque en ciertos casos raros puede llegar a ser de varias semanas (4 o 5 semanas) [véanse, p. ¢j., las referencias
(27) y (47)]. En este ensayo no se espera hasta alcanzar el equilibrio completo, pero se recomienda respetar un
periodo de reparto de 48 horas a 7 dias. De esta manera se reducird al minimo el tiempo necesario para la
degradacion de la sustancia problema. En funcién del objeto del estudio, por ejemplo cuando se van a simular
las condiciones ambientales, el sedimento enriquecido podrd equilibrarse o envejecerse durante un plazo mds
largo.

30. Al final de este periodo de equilibrado, hay que tomar muestras al menos del agua sobrenadante y de la masa
del sedimento, al menos a la concentracién mds elevada y a una inferior, para determinar la concentracién de la
sustancia problema. Estas determinaciones analiticas de la sustancia problema deben permitir el célculo del
balance de masas y la expresion de los resultados sobre la base de las concentraciones iniciales medidas. En
general, el muestreo perturba o destruye el sistema sedimento-agua. Por lo tanto, no suele ser posible utilizar las
mismas réplicas para la toma de muestras del sedimento y de los gusanos. Hay que preparar recipientes
“analiticos” adicionales de dimensiones adecuadas, tratados de la misma manera (incluida la presencia de los
organismos de ensayo) pero que no se utilizan para las observaciones bioldgicas. Las dimensiones del recipiente
deben seleccionarse para proporcionar los volimenes de muestra requeridos por el método analitico. En el
punto 53 se recogen datos sobre el muestreo.

REALIZACION DEL ENSAYO
Ensayo preliminar

31. Cuando no se disponga de informacién sobre la toxicidad de la sustancia problema para Lumbriculus variegatus,
puede ser util proceder a un experimento preliminar para determinar el intervalo de concentraciones adecuadas
para el ensayo definitivo, y para optimizar las condiciones de realizacién del ensayo definitivo. Con este fin se
utiliza una serie de concentraciones de la sustancia problema, muy diferentes entre si. Los gusanos se exponen a
cada concentraciéon de la sustancia problema durante un plazo (por ejemplo, 28 dias como en el ensayo
definitivo) que permita la estimacién de las concentraciones de ensayo adecuadas; no hace falta utilizar réplicas.
Debe observarse y registrarse durante el ensayo preliminar el comportamiento de los gusanos, por ejemplo una
tendencia a evitar el sedimento, que pueda deberse a la sustancia problema o al sedimento. No deben utilizarse
en el ensayo preliminar concentraciones superiores a 1 000 mg/kg de peso seco del sedimento.

Ensayo definitivo

32. En el ensayo definitivo deben utilizarse al menos cinco concentraciones seleccionadas, por ejemplo, sobre la
base del resultado del ensayo preliminar de determinacién del intervalo (punto 31), segin se describe en los
puntos 35, 36, 37 y 38.

33. Ademds de la serie de ensayo se prepara un control (sobre las réplicas, véanse los puntos 36, 37 y 38) con
todos los componentes salvo la sustancia problema. Si se utiliza algin agente solubilizante para la aplicacién de
la sustancia problema, no debe tener ningin efecto significativo sobre los organismos de ensayo, lo cual ha de
demostrarse mediante un control adicional que solo contenga disolvente.

Diseifio del ensayo

34. El disefio del ensayo se refiere a la seleccién del nimero de concentraciones de ensayo y al intervalo entre las
mismas, al nimero de recipientes por concentracion y al nimero de gusanos afiadidos a cada recipiente. Los
disefios para la estimacion de EC,, para la estimacion de la NOEC, y para realizar un ensayo limite se describen
en los puntos 35, 36, 37 y 38.

35. La concentracién con efecto (por ejemplo, ECy, EC,,, EC,)) v el rango de concentraciones a las que resulta
interesante el efecto de la sustancia problema tienen que estar abarcados entre las concentraciones incluidas en
el ensayo. Debe evitarse extrapolar muy por debajo de la concentracién minima que afecta a los organismos de
ensayo o por encima de la mayor concentracién estudiada. Si —en casos excepcionales— se lleva a cabo tal
extrapolacion, es preciso dar una explicacion completa en el informe.
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36. Si ha de estimarse la EC,, deben someterse a ensayo al menos cinco concentraciones y un minimo de tres
réplicas por cada concentracion; se recomienda utilizar seis réplicas para el control 0 —en caso de que se utilice
— para el control del disolvente, a fin de mejorar la estimacién de la variabilidad del control. En cualquier caso,
es recomendable utilizar suficientes concentraciones de ensayo para poder hacer una buena estimacién del
modelo. El factor entre concentraciones no debe ser mayor de dos (puede permitirse una excepcion en los casos
en que la pendiente de la curva dosis-respuesta sea poco pronunciada). El nimero de réplicas de cada
tratamiento puede reducirse si aumenta el nimero de concentraciones de ensayo con respuestas en el intervalo
del 5-95 %. El aumento del nimero de réplicas o la reduccién del tamafio del intervalo entre concentraciones
de ensayo tiende a estrechar los intervalos de confianza del ensayo.

37. Si hay que estimar los valores de LOEC/NOEC, deben utilizarse al menos cinco concentraciones de ensayo con
un minimo de cuatro réplicas (se recomiendan seis réplicas para el control 0 —en caso de que se utilice— para
el control del disolvente, a fin de mejorar la estimacién de la variabilidad del control), y el factor entre concen-
traciones no debe exceder de dos. En el apéndice 6 figura informacién sobre la potencia estadistica constatada
durante los contrastes de hipdtesis en el ensayo interlaboratorios del método de ensayo.

38. Puede llevarse a cabo un ensayo limite (con una sola concentracién de ensayo y controles) si no se esperan
efectos a concentraciones de hasta 1 000 mg/kg de peso seco de sedimento (p. ej., a partir de datos de un
ensayo preliminar de determinacién del intervalo), o si el ensayo con una sola concentracién es adecuado para
confirmar un valor NOEC de interés. En este dltimo caso, debe incluirse en el informe del ensayo una justifi-
cacién detallada de la seleccién de la concentracién limite. La finalidad del ensayo limite es someter a ensayo
una concentracion suficientemente elevada como para permitir a los responsables excluir cualquier efecto toxico
de la sustancia problema, y el limite se establece a una concentracién que no se espera encontrar en la realidad
en ninguna situacion. Se recomienda la concentraciéon de 1 000 mg/kg (peso seco). Generalmente hacen falta al
menos seis réplicas tanto de las unidades de tratamiento como de las de control. En el apéndice 6 figura
informacién sobre la potencia estadistica constatada durante los contrastes de hipdtesis en el ensayo interlabora-
torios del método de ensayo.

Condiciones de exposicién
Organismos de ensayo

39. La prueba se lleva a cabo con al menos diez gusanos en cada réplica utilizada para la determinacién de los
pardmetros bioldgicos. Este nimero de gusanos corresponde aproximadamente a 50-100 mg de biomasa
hiimeda. Suponiendo un contenido seco del 17,1 % (48), esto resulta aproximadamente en 9-17 mg de biomasa
seca por recipiente. La EPA estadounidense (2000 (7)) recomienda utilizar una tasa de carga inferior o igual a
1:50 (biomasa seca: COT). Para el sedimento artificial descrito en el punto 22, esto representa aproximadamente
43 g de sedimento (peso seco) por diez gusanos con un contenido de carbono orgdnico total (COT) de un
2,0 % de sedimento seco. En los casos en que se utilicen mds de diez gusanos por recipiente, el importe del
sedimento y del agua sobrenadante debe ajustarse en consecuencia.

40. Todos los gusanos empleados en un ensayo deben proceder de la misma fuente, y su estado fisiologico debe ser
similar (véase el apéndice 5). Deben seleccionarse gusanos de tamafio similar (véase el punto 39). Se recomienda
pesar una submuestra del lote o poblacién de gusanos antes del ensayo, para calcular el peso medio.

41. Se toman del cultivo los gusanos que se vayan a utilizar en un ensayo (véanse mds detalles en el anexo 5). Se
toman animales grandes (adultos) que no muestren signos de fragmentacién reciente y se transfieren a placas de
vidrio (p. ej., placas Petri) que contengan agua limpia. A continuacidn se sincronizan segiin el método descrito
en el apéndice 5. Después de la regeneracion durante un periodo de 10 a 14 dias, deben utilizarse para el
ensayo gusanos completos de tamafio similar, que naden o se arrastren activamente tras un suave estimulo
mecdnico. Si las condiciones de ensayo son diferentes de las condiciones de cultivo (por ejemplo, en cuanto a la
temperatura, régimen de luz y agua sobrenadante), una fase de aclimatacién de 24 h a la temperatura, régimen
de luz, y con la misma agua sobrenadante que en el ensayo debe ser suficiente para que los gusanos se adapten
a las condiciones de ensayo. Los oligoquetos adaptados deben asignarse aleatoriamente a los recipientes de
ensayo.

Alimentacion

42. Dado que se afiade alimento al sedimento antes de la aplicacién de la sustancia problema (o durante la misma),
los gusanos no reciben alimentacién adicional durante el ensayo.
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Luz y temperatura

43. El fotoperiodo en el cultivo y el ensayo suele ser de 16 horas (3), (7). La intensidad luminosa debe mantenerse
baja (por ejemplo, de 100 a 500 lx) para imitar las condiciones naturales en la superficie del sedimento, y se
mide al menos una vez durante el periodo de exposicién. La temperatura debe ser de 20 °C + 2 °C en toda la
duracién del ensayo. En una determinada fecha de medicidn, la diferencia de temperatura entre los recipientes
de ensayo no debe ser superior a + 1 °C. Los recipientes de ensayo deben colocarse en la incubadora de ensayo
o en la zona de ensayo de forma aleatoria, por ejemplo con el fin de minimizar los sesgos de reproduccién
debido a la ubicacion del recipiente.

Aireacion

44. El agua sobrenadante de los recipientes de ensayo debe airearse suavemente (por ejemplo, 2 - 4 burbujas por
segundo) mediante una pipeta Pasteur situada aprox. 2 cm por encima de la superficie del sedimento, con el fin
de reducir al minimo la perturbacién de este. Se debe procurar que la concentracién de oxigeno disuelto no
caiga por debajo del 30 % del valor de saturaciéon de aire). El suministro de aire debe medirse y, si fuera
necesario, ajustarse al menos una vez al dfa durante los dias laborables.

Medicion de la calidad del agua

45. Deben medirse en el agua sobrenadante los siguientes pardmetros de calidad del agua:

Temperatura: al menos en un recipiente de ensayo de cada nivel de concentracién y en un reci-
piente de los controles una vez por semana y al inicio y al final del periodo de ex-
posicién; si es posible, la temperatura en el medio ambiente (aire ambiente o bafio
de agua) podrd registrarse también, por ejemplo a intervalos de una hora;

Concentracion de oxigeno | al menos en un recipiente de ensayo de cada nivel de concentracién y en un reci-
disuelto: piente de los controles una vez por semana y al inicio y al final del perfodo de ex-
posicion; expresado en mgfl y en % del valor de saturacién de aire;

Suministro de aire: debe medirse por lo menos una vez al dfa durante los dias laborables y, si fuera
necesario, ajustarse;

pH: al menos en un recipiente de ensayo de cada nivel de concentracién y en un reci-
piente de los controles una vez por semana y al inicio y al final del periodo de ex-
posicion;

Dureza total del agua: al menos en una réplica de los controles y en un recipiente de ensayo del nivel

mds elevado de concentracién al inicio y al final del periodo de exposicion; expre-
sada en mg/l CaCO;;

Contenido total de amo- al menos en una réplica de los controles y en un recipiente de ensayo de cada ni-
niaco: vel de concentracion al inicio del periodo de exposicion y, posteriormente, 3 veces
por semana; expresado en mg/l NH,* o NH, o en N amoniacal total.

Si la medicién de los pardmetros de calidad del agua exige la extracciéon de muestras significativas de agua de
los recipientes, puede ser aconsejable establecer recipientes aparte para las mediciones de la calidad del agua, a
fin de no alterar la relacién agua-sedimento en volumen.

Observaciones biolégicas

46. Durante la exposicién, hay que observar los recipientes de ensayo a fin de comprobar visualmente las
eventuales diferencias de comportamiento de los gusanos (por ejemplo, tendencia a evitar el sedimento,
deyecciones visibles en la superficie del sedimento) en comparacién con los controles. Las observaciones se
registrardn.
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47. Al final del ensayo se examina cada réplica (pueden excluirse del examen los recipientes adicionales reservados
para los andlisis quimicos). Debe utilizarse un método conveniente para recuperar la totalidad de los gusanos
del recipiente de ensayo. Debe tenerse cuidado para recuperar todos los gusanos sin lesionarlos. Un método
posible es el tamizado de los gusanos a partir del sedimento. Puede utilizarse una malla de acero inoxidable de
una luz adecuada. Se decanta con cuidado la mayor parte del agua sobrenadante, y el agua restante se agita con
el sedimento para producir un lodo, que puede pasarse a través del tamiz. Con una luz de 500 pm, la mayoria
de las particulas del sedimento pasard el tamiz con gran rapidez; sin embargo, el cribado debe hacerse con
rapidez, a fin de impedir que los gusanos se arrastren al interior o a través de la luz. Con una luz de 250 pm se
impedird a los gusanos arrastrarse al interior o a través de la luz; no obstante, se debe tener cuidado para que
quede retenida en el tamiz la menor cantidad posible de particulas del sedimento. El lodo tamizado de cada uno
de los recipientes replicados puede pasarse por el tamiz una segunda vez a fin de garantizar que se recuperan
todos los gusanos. Un método alternativo podria ser el calentamiento del sedimento colocando los recipientes
de ensayo en un bafio de agua a 50-60 °C; los gusanos saldrdn del sedimento, y podrdn recogerse de su
superficie mediante el uso de una pipeta de boca ancha pulida al fuego. Otro método alternativo podria
consistir en obtener un lodo del sedimento y verterlo en una bandeja poco profunda de tamafio adecuado. A
partir de la capa somera de lodo, es posible recoger los gusanos con una aguja de acero o unas pinzas de
relojero (que deben utilizarse mas bien como horquilla que como pinzas, para evitar dafiar a los gusanos) y
transferirlos a agua limpia. Después de extraer los gusanos del lodo de sedimento, se lavan en el medio de
ensayo y se cuentan.

48. Con independencia del método utilizado, los laboratorios deben demostrar que su personal es capaz de
recuperar una media del 90 % como minimo de los organismos del conjunto del sedimento. Por ejemplo,
podria afiadirse al sedimento de los controles o al sedimento de ensayo un cierto niimero de organismos de
ensayo, y determinarse la recuperacién después de 1 h (7).

49. Debe registrarse y evaluarse el nimero total de ejemplares vivos y muertos por réplica. Se consideran muertos
los gusanos que pertenecen a los siguientes grupos:

a) no presentan ninguna reaccién después de un suave estimulo mecénico;

b) presentan signos de descomposicién [en combinacién con la letra a)];

¢) falta cierto niimero de gusanos.

Por otra parte, los gusanos vivos pueden asignarse a uno de los tres grupos siguientes:
a) gusanos completos grandes (adultos) sin regiones corporales regeneradas;

b) gusanos completos con regiones corporales regeneradas, de color mds claro (es decir, con la parte posterior
nueva, con la parte anterior nueva, o con las partes anterior y posterior nuevas);

¢) gusanos incompletos (es decir, gusanos fragmentados recientemente con regiones corporales no regeneradas).

Estas observaciones adicionales no son obligatorias, pero pueden usarse para mejorar la interpretaciéon de los
resultados bioldgicos [por ejemplo, un alto ndmero de gusanos asignados al grupo c) puede indicar un retraso
de la reproduccién o de la regeneracion en un determinado tratamiento]. Ademds, debe registrarse si se observa
alguna diferencia de aspecto (por ejemplo, lesiones en el tegumento, secciones corporales edematosas) entre los
gusanos tratados y los de control.

50. Inmediatamente después del recuento o evaluacion, los gusanos vivos encontrados en cada réplica se transfieren
a platillos de balanza secos, previamente tarados y etiquetados (un platillo por réplica), y se matan poniendo
una gota de etanol por platillo. Los platillos de balanza se colocan en una estufa a 100 = 5 °C y se dejan secar
durante una noche, tras lo cual se pesan, después de enfriarse en un desecador, y se determina el peso seco de
los gusanos (de preferencia en g, con una precisién de al menos cuatro decimales).

51. Ademads del peso seco total, puede determinarse el peso seco sin cenizas, como se describe en (49), para tener
en cuenta los componentes inorganicos procedentes del sedimento ingerido presente en el aparato digestivo de
los gusanos.

52. La biomasa se determina como biomasa total por réplica, incluidas los gusanos adultos y jovenes. Los gusanos
muertos no deben tenerse en cuenta para la determinacién de la biomasa por réplica.
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Verificacion de las concentraciones de la sustancia problema
Muestreo

53. Las muestras para el andlisis quimico de la sustancia problema deben tomarse al menos a la concentracién mds
elevada y a una inferior, al menos al final de la fase de equilibrado (antes de afiadir los organismos de ensayo) y
al final del ensayo. Deben muestrearse para el andlisis al menos el sedimento en bruto y el agua sobrenadante.
Deben tomarse al menos dos muestras por matriz y tratamiento, en cada fecha de muestreo. Una de las dos
muestras duplicadas puede almacenarse como reserva (para analizarse, por ejemplo, en el caso de que los
andlisis iniciales se sitGen fuera del intervalo del + 20 % de la concentracién nominal). En caso de propiedades
quimicas especificas, por ejemplo si se espera una rdpida degradaciéon de la sustancia problema, se podrd
modificar el calendario de los andlisis (por ejemplo, tomar muestras con mayor frecuencia, analizar mds niveles
de concentracién) sobre la base de un juicio experto. En tal caso podran tomarse muestras en fechas de
muestreo intermedias (por ejemplo, el dia 7 tras el inicio de la exposicién).

54. Deben tomarse muestras del agua sobrenadante, decantdndola con cuidado o haciendo sifén, con objeto de
reducir al minimo la perturbacién del sedimento. Debe sefialarse el volumen de las muestras.

55. Después de que se haya retirado el agua sobrenadante, el sedimento debe homogeneizarse y transferirse a un
recipiente adecuado. Se registra el peso de la muestra de sedimento hiimedo.

56. Si se requiere ademds el andlisis de la sustancia problema en el agua intersticial, las muestras de sedimento
homogeneizadas y pesadas deben centrifugarse para obtener el agua intersticial. Por ejemplo, aproximadamente
200 ml del sedimento hiimedo pueden cargarse en vasos de centrifuga de 250 ml. A continuacién se
centrifugan las muestras sin filtrar para aislar el agua intersticial, por ejemplo a 10 000 + 600 x g durante 30 a
60 minutos a una temperatura no superior a la temperatura utilizada en el ensayo. Después de centrifugar, se
decanta o se pipetea el sobrenadante, teniendo cuidado de no introducir particulas del sedimento, y se registra
el volumen. Se registra el peso del precipitado de sedimento restante. Asi se puede facilitar la estimacién del
balance de masas o la recuperacién de la sustancia problema en el sistema agua-sedimento, si se determina en
cada fecha de muestreo el peso del sedimento seco. En algunos casos puede resultar imposible analizar las
concentraciones en el agua intersticial debido a que el tamafio de la muestra es demasiado pequefio.

57. A falta de su analisis inmediato, todas las muestras deben conservarse siguiendo un método adecuado como, p.
¢j., en las condiciones de almacenamiento recomendadas para una degradacién minima de la sustancia
problema particular (por ejemplo, las muestras tomadas del medio ambiente suelen conservarse a — 18 °C en la
oscuridad). Antes de empezar el estudio ha de obtenerse informacién sobre las condiciones adecuadas de
almacenamiento de la sustancia problema particular (por ejemplo, la duracién y la temperatura del almacena-
miento, los procedimientos de extraccidn, etc.).

Meétodos analiticos

58. Como la totalidad del procedimiento se rige principalmente por la exactitud, la precision y la sensibilidad del
método analitico utilizado para la sustancia problema, es necesario controlar experimentalmente que la
precision y la reproducibilidad del andlisis quimico, asi como la recuperacién de la sustancia problema de las
muestras tanto de agua como de sedimento, son satisfactorias para el método particular, al menos a los niveles
de concentracién de ensayo mds elevado y mds bajo. Ha de comprobarse también que la sustancia problema no
es detectable en las cdmaras de control a concentraciones superiores al limite de cuantificacién. En caso
necesario, hay que corregir las concentraciones nominales para tener en cuenta las recuperaciones de la
sustancia introducida en recipientes de control de calidad (por ejemplo, cuando la recuperacion esté fuera del
80 - 120 % de la cantidad introducida). Todas las muestras deben manipularse a lo largo de todo el ensayo de
manera que se minimicen la contaminacién y las pérdidas (por ejemplo, derivadas de la adsorciéon de la
sustancia problema al dispositivo de muestreo).

59. Deben registrarse y consignarse en el informe la recuperacion de la sustancia problema, el limite de cuantifi-
cacién y el limite de deteccion en el sedimento y en el agua.

DATOS E INFORME
Tratamiento de los resultados

60. Las principales variables de respuesta obligatorias del ensayo que han de evaluarse estadisticamente son la
biomasa y el nimero total de gusanos por réplica. Con cardcter facultativo, también pueden evaluarse la
reproduccién (como aumento del nimero de gusanos) y el crecimiento (como incremento de la biomasa seca).
En este caso, debe obtenerse una estimacion del peso seco de los gusanos al comienzo de la exposicién
mediante, por ejemplo, la medicién del peso seco de una submuestra representativa del lote de gusanos sincro-
nizados que se vaya a utilizar en el ensayo.
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61. Aunque la mortalidad no es un pardmetro de este ensayo, debe evaluarse en la medida de lo posible. Con el fin
de estimar la mortalidad, se consideran muertos los gusanos que no responden a un suave estimulo mecdnico o
que muestran signos de descomposicion, asi como los gusanos que falten. La mortalidad debe al menos
registrarse y tenerse en cuenta en la interpretacion de los resultados del ensayo.

62. Las concentraciones con efecto deben expresarse en mg/kg de peso seco del sedimento. Si la recuperacion de la
sustancia problema medida en el sedimento, o en el sedimento y el agua sobrenadante al comienzo de la
exposicion, se sitda entre el 80 y el 120 % de las concentraciones nominales, las concentraciones con efecto
(EC,, NOEC, LOEC) podridn expresarse sobre la base de las concentraciones nominales. Si la recuperacién se
aparta de las concentraciones nominales en mds del + 20 % de las concentraciones nominales, las concentra-
ciones con efecto (EC,, NOEC, LOEC) deberdn basarse en las concentraciones medidas al inicio de la exposicion,
por ejemplo teniendo en cuenta el balance de masas de la sustancia problema en el sistema de ensayo (véase el
punto 30). En estos casos, puede obtenerse informacién adicional del andlisis de las soluciones madre o de
aplicacién con el fin de confirmar que los sedimentos de ensayo se han preparado correctamente.

EC,

63. Los valores de EC, para los pardmetros descritos en el punto 60 se calculan utilizando métodos estadisticos
apropiados (por ejemplo, andlisis de probit, funcién logistica o de Weibull, método de Spearman-Karber
recortado o interpolacién simple). En las referencias (15) y (50) se dan orientaciones sobre la evaluacién
estadistica. Se obtiene una EC, insertando en la ecuacion encontrada un valor correspondiente al x % de la
media del control. Para calcular la EC,, o alguna otra EC,, las medias por tratamiento ( X ) deben someterse a
andlisis de regresion.

NOEC/LOEC

64. Cuando se pretende determinar la NOEC/NOEL mediante andlisis estadistico, es necesario disponer de
estadisticas por recipiente (se considera que cada uno de los recipientes es una réplica). Se deben utilizar
métodos estadisticos apropiados. En general, los efectos adversos de la sustancia problema en comparacién con
el control se investigan utilizando contrastes de hipétesis unilaterales (mds pequefios) a p < 0,05. En los puntos
siguientes se presentan ejemplos. En las referencias (15) y (50) se dan orientaciones sobre la seleccion de
métodos estadisticos adecuados.

65. La distribuciéon normal de los datos puede comprobarse, por ejemplo, con la prueba de la bondad del ajuste de
Kolmogorov-Smirnov, la prueba de la relacion del intervalo a la desviacion tipica (prueba Rfs), o la prueba de
Shapiro-Wilk) (bilateral, p < 0,05). Para comprobar la homogeneidad de la varianza pueden utilizarse las
pruebas de Cochran, de Levene o de Bartlett (bilateral, p < 0,05). Si se cumplen los requisitos previos de los
procedimientos de ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad de la varianza) puede efectuarse un
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, seguido de pruebas de comparacién multiple. Las comparaciones
de pares (p. ¢j., prueba t de Dunnett) o las pruebas de tendencia de ajuste secuencial (p. ¢j., prueba de Williams)
pueden utilizarse para determinar si existen diferencias significativas (p < 0,05) entre los controles y las distintas
concentraciones de la sustancia problema. De lo contrario, para determinar la LOEC y la NOEC deben utilizarse
métodos no paramétricos (p. €j., prueba U de Bonferroni segin Holm o prueba de tendencia de Jonckheere-
Terpstra).

Ensayo limite

66. Si se realiza un ensayo limite (comparacion del control y de un solo tratamiento) y se cumplen los requisitos
previos de procedimientos de ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad), pueden evaluarse las
respuestas métricas (néimero total de gusanos, y biomasa como peso seco de gusanos) con la prueba de Student
(prueba t). Si estos requisitos no se satisfacen, puede utilizarse la prueba t de varianzas desiguales (prueba t de
Welch) o una prueba no paramétrica, tal como la prueba U de Mann-Whitney. En el apéndice 6 figura
informacién sobre la potencia estadistica constatada durante los contrastes de hipétesis en el ensayo interlabora-
torios del método.

67. Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los controles (control y control del disolvente),
las réplicas de cada control pueden someterse a ensayo segin lo descrito para el ensayo limite. En caso de que
tales ensayos no detecten diferencias significativas, pueden agruparse todas las réplicas de control y de control
del disolvente. En caso contrario, todos los tratamientos deben compararse con el control del disolvente.
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Interpretacion de los resultados

68. Los resultados se interpretardn con precaucion si ha habido alguna desviacién respecto al presente método de
ensayo y cuando las concentraciones medidas de las soluciones de ensayo se encuentren a niveles cercanos al
limite de deteccién del método analitico utilizado. Deberdn indicarse las eventuales desviaciones respecto al
presente método de ensayo.

Informe del ensayo

69. El informe del ensayo debe recoger, como minimo, la siguiente informacion:
— Sustancia problema:

— datos de identificacién de la sustancia (nombre comdn, nombre quimico, férmula estructural, nimero
CAS, etc.), incluida la pureza y el método de anilisis cuantitativo de la sustancia problema; fuente de la
sustancia problema, identidad y concentracién de los eventuales disolventes utilizados;

— cualquier informacién disponible sobre la naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas obtenida antes
del inicio del ensayo [por ejemplo, hidrosolubilidad, presién de vapor, coeficiente de reparto en el suelo
(o en el sedimento, si se conoce), log K, estabilidad en el agua, etc.];

— Especie de ensayo:

— denominacién cientifica, fuente, eventuales tratamientos previos, aclimatacion, condiciones de cultivo,
etc.;

— Condiciones del ensayo:
— procedimiento de ensayo aplicado (p. ¢j., estatico, semiestdtico o dindmico);

— disefio del ensayo (p. ej., niimero, material y tamafio de las cdmaras de ensayo, volumen de agua por
recipiente, masa y volumen del sedimento por recipiente, (en caso de procedimiento dindmico o
semiestdtico: tasa de renovacién del volumen de agua), eventual aireacion antes del ensayo y durante el
mismo, nimero de réplicas, nimero de gusanos por réplica al inicio de la exposicion, nimero de
concentraciones de ensayo, duracién de los periodos de acondicionamiento, de equilibrado y de
exposicion, frecuencia del muestreo);

— altura del sedimento y del agua sobrenadante;
— método de pretratamiento y de enriquecimiento o aplicacién de la sustancia problema;

— concentraciones nominales de ensayo, informacién detallada sobre el muestreo para el andlisis quimico,
y métodos analiticos con los que se han determinado las concentraciones de la sustancia problema;

— caracteristicas de los sedimentos segiin se describen en los puntos 24-25, y las demds medidas
eventualmente realizadas; preparacion del sedimento artificial;

— preparacién del agua de ensayo (si se utiliza agua reconstituida) y caracteristicas (concentracion de
oxigeno, pH, conductividad, dureza, y cualquier otra medicion realizada) antes del inicio del ensayo;

— informacién detallada sobre la alimentacién de los animales, incluidos el tipo de alimento, la
preparacion, la cantidad y el régimen alimentario;

— intensidad luminosa y fotoperiodo(s);

— métodos utilizados para la determinacién de todos los pardmetros bioldgicos (p. ej., muestreo,
inspeccion, pesada de los organismos de ensayo) y todos los pardmetros abidticos (p. ¢j., pardmetros de
calidad del agua y del sedimento);

— volGmenes o pesos de todas las muestras para el anélisis quimico;

— informacién pormenorizada sobre el tratamiento de todas las muestras para el andlisis quimico,
incluidos datos de la preparacién, almacenamiento, métodos de adicién de la sustancia problema
(enriquecimiento), extraccién y procedimientos analiticos (y precisién del andlisis) de la sustancia
problema, y recuperaciones de la sustancia problema;
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— Resultados:

— calidad del agua en los recipientes de ensayo (pH, temperatura, concentracién de oxigeno disuelto,
dureza, concentraciones de amoniaco, y cualquier otra medicion realizada);

— contenido de carbono orgdnico total (COT), relacién de peso seco a peso himedo, pH del sedimento, y
cualquier otra medicién realizada;

— ntimero total y, si se ha determinado, niimero de gusanos completos e incompletos en cada cdmara de
ensayo al final del ensayo;

— peso seco de los gusanos de cada cdmara de ensayo al final del ensayo y, si se mide, peso seco de una
submuestra de los gusanos al inicio del ensayo;

— eventuales comportamientos anormales observados en comparacién con los controles (por ejemplo,
tendencia a evitar el sedimento, presencia o ausencia de deyecciones);

— eventual mortalidad observada;

— estimacion de los pardmetros de toxicidad (p. ¢j., EC,, NOEC o LOEC), y métodos estadisticos empleados
para su determinacion;

— concentraciones de ensayo nominales, concentraciones de ensayo medidas y resultados de todos los
andlisis efectuados para determinar la concentracién de la sustancia problema en los recipientes de
ensayo;

— eventuales desviaciones respecto de los criterios de validez;
— Evaluacién de los resultados:
— cumplimiento por los resultados de los criterios de validez recogidos en el punto 13;

— discusién de los resultados, incluida la influencia que puedan tener sobre ellos las eventuales
desviaciones respecto al presente método de ensayo.
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Apéndice 1

Definiciones

A efectos del presente método de ensayo, se aplicardn las siguientes definiciones:
Sustancia: sustancia o mezcla.

El periodo de acondicionamiento se utiliza para estabilizar el componente microbiano del sedimento y eliminar,
por ejemplo, el amoniaco procedente de los componentes del sedimento; tiene lugar antes del enriquecimiento del
sedimento con la sustancia problema. Por lo general, el agua sobrenadante se descarta tras el acondicionamiento.

EC,: concentracién de la sustancia problema en el sedimento que da lugar a un efecto del X % (por ejemplo, del
50 %) en un pardmetro bioldgico dentro del periodo de exposicion establecido.

El periodo de equilibrado se utiliza para permitir la distribucion de la sustancia problema entre la fase sélida, el
agua intersticial y el agua sobrenadante; tiene lugar tras el enriquecimiento del sedimento con la sustancia problema
y antes de que se afiadan los organismos de ensayo.

Fase de exposicion: tiempo durante el cual los organismos de ensayo se exponen a la sustancia problema.

Sedimento artificial (o sedimento reconstituido, formulado o sintético): mezcla de materiales empleada para imitar
los componentes fisicos de un sedimento natural.

Concentracién minima con efecto observado (LOEC): concentracién més baja de sustancia problema que se ha
empleado en el ensayo con la que se observa un efecto téxico significativo (a p < 0,05) en comparacion con el
control. Sin embargo, es necesario también que todas las concentraciones de ensayo superiores a la LOEC ejerzan un
efecto superior o igual al que se observa con dicha concentracién. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso
dar una explicacién completa sobre cémo se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC).

Concentracién sin efecto observado (NOEC): concentracion de ensayo inmediatamente inferior a la LOEC que, en
comparacién con el control, no ejerce ningtin efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro del periodo de
exposicion establecido.

Coeficiente de reparto octanolfagua (K ; expresado a veces como P, ): es la relacion entre la solubilidad de una
sustancia en n-octanol y en agua, en equilibrio, y representa la lipofilia de la sustancia (capitulo A.24 del presente
anexo). Se utiliza K, (o su logaritmo, log K_ ) como indicacién del potencial de bioacumulacién de una sustancia
por los organismos acudticos.

Coeficiente de reparto carbono orgdnico-agua (K ): relacién de la concentracién de una sustancia en la fraccion
de carbono orgénico de un sedimento respecto a su concentracién en el agua, en equilibrio.

Agua sobrenadante: agua que cubre el sedimento en el recipiente de ensayo.
Agua intersticial: agua que ocupa el espacio entre las particulas de sedimento o de suelo.
Sedimento enriquecido: sedimento al que se ha afiadido sustancia problema.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Composicion del agua reconstituida recomendada

[tomada del capitulo C.1 del presente anexo (1)]

a)  Solucién de cloruro de calcio

Se disuelven 11,76 g CaCl, - 2H,O en agua desionizada; se enrasa a 1 | con agua desionizada.
b)  Solucién de sulfato de magnesio

Se disuelven 4,93 g MgSO, - 7H,0 en agua desionizada; se enrasa a 1 | con agua desionizada.
¢)  Solucién de bicarbonato de sodio

Se disuelven 2,59 g NaHCO, en agua desionizada; se enrasa a 1 | con agua desionizada.
d)  Solucién de cloruro de potasio

Se disuelven 0,23 g KCl en agua desionizada; se enrasa a 1 | con agua desionizada.
Los productos quimicos deben ser de calidad analitica.
La conductividad del agua destilada o desionizada no debe ser mayor de 10 pScm-".

Se mezclan 25 ml de cada una de las soluciones a) a d) y el volumen total se lleva a 1 1 con agua desionizada. La
suma de los iones de calcio y de magnesio en estas soluciones es igual a 2,5 mmol/l.

La relacién de los iones Ca:Mg es de 4:1 y la de los iones Na:K, de 10:1. La alcalinidad o capacidad de 4cido K, , de
esta solucién es de 0,8 mmol/l.

Se airea el agua de dilucion hasta que se alcance la saturaciéon de oxigeno y, a continuacion, se conserva durante unos
dos dias sin mds aireacién antes de su utilizacién.

BIBLIOGRAFIA

(1) Capitulo C.1 del presente anexo: Toxicidad aguda en peces.
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Apéndice 3

Caracteristicas FISICOQUIMICAS DE UN AGUA DE DILUCION ACEPTABLE

Componente Concentraciones
Particulas < 20 mg/l
Carbono orgénico total <2 pgfl
Amoniaco no ionizado <1 pgfl
Cloro residual <10 pgfl

Plaguicidas organofosforados totales

Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados

< 50 ng/l

Cloro orgénico total

/
< 50 ng/l
/
/

<25 ng/l

[adoptada de OCDE (1992) (1)]

Bibliografia

(1) OCDE (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OCDE, Paris.
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Apéndice 4

Sedimento artificial recomendado: orientaciones sobre la preparacién y el almacenamiento

Componentes del sedimento

Porcentaje de peso seco

Componente Caracteristicas .
de sedimento

Turba Turba esfignea, grado de descomposicién: “medio”, secada 50,5
al aire, sin restos vegetales visibles, finamente molida (ta-
mafo de particula < 0,5 mm)

Arena de cuarzo Granulometria: < 2 mm, pero > 50 % de las particulas de- 75-76
ben encontrarse en la banda de 50 - 200 pm

Caolin Contenido en caolinita = 30 % 20+ 1

Fuente de alimento Por ejemplo, polvo de Urtica (Folia Urticae), hoja de Ur- 0,4-0,5 %)
tica dioica (ortiga), finamente molida (tamafio de particula
< 0,5 mm); de conformidad con normas farmacéuticas,
para consumo humano; ademds del sedimento seco

Carbono orgénico Ajustado mediante adicién de turba y arena 2+0,5

Carbonato de calcio CaCO,, pulverizado, quimicamente puro, ademds del sedi- 0,05-1
mento seco

Agua desionizada Conductividad < 10 pS/cm, ademds del sedimento seco 30 - 50

Nota: Si se esperan elevadas concentraciones de amoniaco, por ejemplo si se sabe que la sustancia problema inhibe la
nitrificacién, puede ser util sustituir un 50 % del polvo de ortiga, rico en nitrégeno, por celulosa [por ejemplo, a-
celulosa en polvo, quimicamente pura, tamafio de particula < 0,5 mm; (1, 2)].

Preparacion

La turba se seca al aire y se tritura hasta convertirse en un polvo fino. Se prepara en agua desionizada una
suspension de la cantidad necesaria de polvo de turba, utilizando un dispositivo de homogeneizacion de prestaciones
elevadas. El pH de esta suspension se ajusta a 5,5 + 0,5 con CaCO,. La suspension se deja durante al menos dos dias
con agitacién suave a 20 + 2 °C, para estabilizar el pH e implantar un componente microbiano estable. Se vuelve a
medir el pH, que debe estar a 6,0 + 0,5. A continuacién se mezcla la suspensién de turba con los demds
componentes (arena y caolin) y con agua desionizada para obtener un sedimento homogéneo con un contenido de
agua del 30-50 % del peso seco del sedimento. Se vuelve a medir el pH de la mezcla final y se ajusta a 6,5-7,5 con
CaCO, en caso necesario. No obstante, si se espera que se produzca amoniaco, puede ser ttil mantener el pH del
sedimento por debajo de 7,0 (por ejemplo, entre 6,0 y 6,5). Se toman muestras del sedimento para determinar el
peso seco y el contenido de carbono orgénico. Si se espera que se produzca amoniaco, el sedimento artificial puede
dejarse durante siete dfas en las mismas condiciones que vayan a darse posteriormente en el ensayo (por ejemplo,
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relacién sedimento-agua de 1:4, altura de la capa de sedimento como en los recipientes de ensayo) antes de
enriquecerse con la sustancia problema, es decir, debe cubrirse con agua, que ha de airearse. Al final de este periodo
de acondicionamiento, el agua sobrenadante debe retirarse y eliminarse. A continuacién, la arena de cuarzo
enriquecida con la sustancia problema se mezcla con el sedimento para cada nivel de tratamiento, el sedimento se
reparte en los recipientes de ensayo replicados, y se cubre con el agua de ensayo. Los recipientes se incuban a
continuacién en las mismas condiciones que vayan a darse posteriormente en el ensayo. Entonces es cuando
comienza el periodo de equilibrado. El agua sobrenadante debe airearse.

La fuente elegida de alimento debe afiadirse antes del enriquecimiento del sedimento con la sustancia problema, o
durante el mismo. Puede mezclarse con la suspension de turba al principio (véase mds arriba). No obstante, puede
evitarse la degradacion excesiva de la fuente de alimento antes de afiadir los organismos de ensayo —por ejemplo, en
caso de que sea largo el periodo de equilibrado— reduciendo al minimo el tiempo transcurrido entre la adicion de
alimento y el inicio de la exposicién. Con el fin de garantizar que el alimento estd afiadido con la sustancia problema,
la fuente de alimento debe mezclarse con el sedimento como muy tarde el dia en que la sustancia problema se
introduce en el sedimento.

Almacenamiento

Los componentes secos del sedimento artificial pueden almacenarse en un lugar fresco y seco, o a temperatura
ambiente. El sedimento preparado enriquecido con la sustancia problema debe utilizarse en el ensayo inmedia-
tamente. Hasta el momento de su andlisis, es posible conservar, en las condiciones recomendadas para las sustancia
problema concreta, muestras del sedimento enriquecido.

BIBLIOGRAFIA

(1) Egeler, Ph., Meller, M., Schallnaf}, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. En cooperacién con R.
Nagel y B. Karaoglan. Informe para la Agencia Medioambiental Federal de Alemania (Umweltbundesamt Berlin),
R & D No.: 202 67 429.

(2) Liebig M., Meller M. & Egeler P. (2004). Sedimenttoxizititstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus variegatus.
Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. March 24-25, 2004. BfG (Bundesanstalt fiir
Gewisserkunde), Coblenza, Alemania, pp. 107-119.
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Apéndice 5

Métodos de cultivo de Lumbriculus variegatus

El organismo Lumbriculus variegatus (Miiller), Lumbriculidae, Oligochaeta, es un habitante de los sedimentos de agua
dulce, y se utiliza ampliamente en ensayos ecotoxicologicos. Puede cultivarse ficilmente en condiciones de
laboratorio. A continuacién se recoge una descripcion general de los métodos de cultivo.

Métodos de cultivo

Las condiciones de cultivo de Lumbriculus variegatus se detallan en Phipps et al. (1993) (1), Brunson et al. (1998) (2),
ASTM (2000) (3), y U.S. EPA (2000) (4). Un breve resumen de estas condiciones figura a continuacién. Una
importante ventaja de L. variegatus es su rdpida reproduccion, lo que se traduce en el veloz aumento de la biomasa de
las poblaciones cultivadas en laboratorio [por ejemplo, (1), (3), (4), (5)].

Los gusanos pueden someterse a cultivo en acuarios grandes (57-80 1) a 23 °C con un fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 horas de oscuridad (100-1 000 Ix) utilizando agua natural renovada diariamente (45-50 I por acuario). El
sustrato se prepara cortando en tiras servilletas de papel marrén sin blanquear, que pueden mezclarse a continuaciéon
con agua de cultivo durante unos segundos, para dar lugar a pequefios fragmentos de sustrato de papel. Este sustrato
puede entonces utilizarse directamente en los acuarios de cultivo de Lumbriculus, cubriendo la superficie del fondo del
tanque, o conservarse congelado en agua desionizada para su uso posterior. Un sustrato nuevo puesto en el tanque
suele durar aproximadamente dos meses.

Cada cultivo de gusanos comienza con 500-1 000 gusanos y se alimenta 3 veces por semana con 10 ml de
suspensién que contienen 6 g de comida para cultivo inicial de truchas, en condiciones dindmicas o de renovacién.
Los cultivos estiticos o semiestdticos deben recibir alimentos a una dosis inferior para evitar el crecimiento de
hongos y bacterias.

En estas condiciones, el niimero de individuos presentes en el cultivo se duplica, por lo general, cada 10 o 14 dias.

Otra posibilidad consiste en cultivar Lumbriculus variegatus en un sistema consistente en una capa de arena de cuarzo
utilizada para el sedimento artificial (1-2 cm de profundidad) y agua reconstituida. Pueden utilizarse para el cultivo
recipientes de vidrio o de acero inoxidable con una altura de 12 a 20 cm. El agua debe airearse suavemente (por
ejemplo, 2 burbujas por segundo) mediante una pipeta Pasteur situada a unos 2 cm por encima de la superficie del
sedimento. Para evitar la acumulacién de, p. ¢j., amoniaco, el agua sobrenadante debe cambiarse utilizando un
sistema dindmico, o bien de forma manual, al menos una vez por semana. Los oligoquetos pueden mantenerse a
temperatura ambiente con un fotoperiodo de 16 horas de luz (de intensidad de 100 a 1 000 lx) y 8 horas de
oscuridad. En el cultivo semiestatico (renovacion del agua una vez por semana), los gusanos se alimentan dos veces
por semana con TetraMin (p. ¢j., de 0,6 a 0,8 mg por cm? de superficie del sedimento), que puede aplicarse en forma
de suspensién de 50 mg de TetraMin por ml de agua desionizada.

Pueden retirarse de los cultivos los ejemplares de Lumbriculus variegatus, por ejemplo transfiriendo sustrato con una
red de malla fina a otro vaso de precipitados, o tomando solo los organismos con una pipeta de vidrio de boca
ancha pulida al fuego (de unos 5 mm de didmetro). Si a ese otro vaso de precipitados se transfiere a la vez sustrato,
el vaso de precipitados que contenga sustrato y gusanos se deja una noche en condiciones dindmicas, con lo que se
eliminard el sustrato del vaso, mientras que los gusanos se mantendrdn en el fondo del recipiente. Estos pueden
introducirse en tanques de cultivo recién preparados, o seguir el procedimiento para el ensayo, tal como se indica en
las referencias (3) y (4), o a continuacion.

Una cuestion que debe considerarse de forma critica si se utiliza L. variegatus en pruebas con sedimentos es su modo
de reproduccién [arquitomia o morfalaxis (véase, p. ¢j., (6)]. Esta reproduccion asexual resulta en dos fragmentos, que
no se alimentan durante un determinado periodo de tiempo, hasta que se regenera la cabeza o la cola [por ejemplo,
(7), (8)]. Esto significa que en L. variegatus la exposicién por ingestion de sedimento contaminado no tiene lugar de
forma continua.

Por lo tanto, debe realizarse una sincronizacién para reducir al minimo la reproduccién y regeneracién incontroladas,
y la gran variacion consiguiente en los resultados de los ensayos. Tal variacién puede producirse en los casos en los
que determinados individuos, que se han fragmentado y, por lo tanto, no se alimentan durante un cierto tiempo,
estdn menos expuestos a la sustancia problema que otros individuos, que no se fragmentan durante el ensayo (9),
(10), (11). Entre 10 y 14 dias antes de la fecha de inicio de la exposicion, los gusanos deben fragmentarse artifi-
cialmente (sincronizacion). Para esta sincronizacién deben seleccionarse gusanos grandes (adultos), que de preferencia
no muestren signos de morfalaxis reciente. Estos gusanos pueden colocarse en un portaobjetos de vidrio con una
gota de agua de cultivo, y diseccionarse por la regiéon mediana del cuerpo con un bisturi. Debe velarse por que los
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extremos posteriores sean de tamafio similar. Debe dejarse entonces que los extremos posteriores regeneren nuevas
cabezas en un recipiente de cultivo que contenga el mismo sustrato utilizado en el cultivo y agua reconstituida, hasta
el inicio de la exposicion. La regeneracion de cabezas nuevas queda de manifiesto cuando los gusanos sincronizados
se entierran en el sustrato (la presencia de cabezas regeneradas podrd confirmarse mediante la inspecciéon de una
submuestra representativa con un microscopio binocular). Se prevé que los organismos de ensayo se encontrardn
después en un estado fisioldgico similar. Esto significa que, cuando se produzca durante el ensayo la reproduccién
por morfalaxis en gusanos sincronizados, se espera que pricticamente todos los animales queden expuestos de la
misma forma al sedimento enriquecido. Debe darse alimento a los gusanos sincronizados tan pronto como estos
empiecen a enterrarse en el sustrato, o 7 dias después de la diseccién. El régimen de alimentacion debe ser
comparable al de los cultivos normales, aunque podria ser recomendable alimentar los gusanos sincronizados con la
misma fuente de alimento que se vaya a utilizar en el ensayo. Los gusanos deben mantenerse a la temperatura de
ensayo, a 20 + 2 °C. Después de la regeneracién deben utilizarse para el ensayo gusanos completos intactos, que
naden o se arrastren activamente tras un suave estimulo mecénico. Deben evitarse las lesiones o la autotomia de los
gusanos, por ejemplo manipuldndolos con pipetas de bordes pulidos al fuego, o palillos dentales de acero inoxidable.

Fuentes de cultivos iniciales de Lumbriculus variegatus [direcciones de los EE.UU. tomadas de (4)]

Europa

ECT Oekotoxikologie GmbH
Bottgerstr. 2-14

D-65439 Florsheim/Main
Alemania

University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finlandia

C.N.R.-LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via Mornera 25

[-20047 Brugherio MI

EE.UU.

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50

D-40789 Monheim

Alemania

Dresden University of Technology

Institut fir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommesenstr. 13

D-01062 Dresde

Alemania

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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Apéndice 6

Resumen de los resultados del ensayo interlaboratorios

“Ensayo de toxicidad del sedimento con Lumbriculus variegatus”

Cuadro 1.

Resultado de los distintos ciclos del ensayo interlaboratorios: nimero medio de los gusanos de los controles
y de los controles de disolvente al final del ensayo; SD = desviacién tipica; CV = coeficiente de variacion.

denosen |0Vl || o
disolvente

323 7,37 22,80 3 39,0 3,61 9,25
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80
24,3 10,69 43,94 3 26,3 3,06 11,60
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89
25,3 5,51 21,74 3 27,7 1,53 5,52
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 5,17
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32

Media interla- 29,59 20,10 30,61 13,26

boratorios

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

n 15 15

min 16,3 15,0

max 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Cuadro 2.

Resultado de los distintos ciclos del ensayo interlaboratorios: peso seco total medio de los gusanos por
réplica de los controles y de los controles de disolvente al final del ensayo; SD = desviacién tipica; CV =
coeficiente de variacion.

Peso seco total geso seco total
de los gusanos SD CV (%) n eplc?rs r%ﬁ?;os SD CV (%)
por réplica (controles de
(controles) disolvente)

24,72 6,31 25,51 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 6 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 2 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 6 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 4 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 6 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 4 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 6 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 6 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 6 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 6 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 6 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 6 31,15 2,70 8,67

Media interla- 25,15 20,36 27,68 17,53

boratorios

SD 7,87 12,56 7,41 9,10

n 15 15

min 12,9 10,5

max. 41,3 41,4

CV (%) 31,3 26,8
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Cuadro 3.

Toxicidad del PCP: Resumen de los pardmetros de la prueba interlaboratorios; medias interlaboratorios de
EC,,, NOEC y LOEG; SD = desviacion tipica; CV = coeficiente de variacion.

, s . . Media
et || ||| oo | sondong
Némero total EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 46,3 19,9
de gusanos NOEC 9,9 2,1 22,7 10,7 7,2 72,3 7,6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9
DDM (%) 22,5 7.1 39,1
Peso seco total EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
de los gusanos NOEC 93 2.1 20,0 9,4 6,6 70,4 7,4
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
DDM (%) 24,8 10,9 44,7
Mortalidad/su- LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
pervivencia NOEC 16,5 21 | 400 18,8 103 | 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6
Reproduccién EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
S;;nee:;(c)ljeglu NOEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4
sanos por ré- LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 15,4 68,6 16,0
plica) DDM (%) 29,7 13,9 | 47,9
Crecimiento EC;, 15,3 5,7 29,9 52 7,1 46,5 13,7
I(;‘i‘;ﬁ‘s‘;opg: NOEC 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
réplica) LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 15,7 65,5 17,3
DDM (%) 32,2 13,6 65,2

DDM: diferencia detectable minima respecto a los valores de control durante los contrastes de hipétesis; se utiliza como medida de
la potencia estadistica.
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C.36. ENSAYO DE REPRODUCCION DE UN ACARO PREDADOR [HYPOASPIS (GEOLAELAPS)
ACULEIFER] EN EL SUELO

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 226 (2008). El presente
método de ensayo estd disefiado para evaluar los efectos de las sustancias del suelo sobre el resultado
reproductor de la especie de dcaro del suelo Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini (Acari: Laelapidae),
permitiendo asi la estimacién de la inhibicion de la tasa especifica de crecimiento de la poblacién (1), (2). Por
resultado reproductor se entiende aqui el nimero de juveniles al final del perfodo de ensayo. H. aculeifer
representa un nivel tréfico adicional al de las especies para las que ya se dispone de métodos de ensayo. Para los
fines del presente método de ensayo se considera adecuado un ensayo de reproduccién sin discriminacién ni
cuantificacion de las diferentes fases del ciclo reproductivo. Para las sustancias con una situacién de exposicién
distinta de la exposicion a través del suelo, podrian ser apropiados otros enfoques (3).

2. Se considera que Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer es un representante pertinente de la fauna del suelo y de los
dcaros predadores en particular. Presenta una distribucién universal (5) y puede recogerse y criarse en el
laboratorio ficilmente. En el apéndice 7 se recoge un resumen sobre la biologla de H. aculeifer. Se dispone de
datos previos sobre la ecologia de esta especie de dcaros y sobre su utilizacion en ensayos ecotoxicoldgicos (4),
(5), (6), (7). (8), (9), (10), (11), (12).

PRINCIPIO DEL ENSAYO

3. Se exponen hembras adultas a un intervalo de concentraciones de la sustancia problema mezclada con un suelo
artificial. El ensayo se inicia con 10 hembras adultas por réplica (recipiente). En el ensayo no se introducen
machos, ya que la experiencia ha demostrado que las hembras se aparean inmediatamente o poco después de
salir de la fase de deutoninfa, si hay machos presentes. Ademds, la inclusién de los machos prolongaria el
ensayo de manera que se haria necesaria una laboriosa discriminacién de las fases de desarrollo. Asi pues, el
apareamiento en si no forma parte del ensayo. Las hembras se introducen en el ensayo a los 28-35 dias del
inicio del periodo de puesta de huevos en el proceso de sincronizacion (véase el apéndice 4), ya que entonces
puede considerarse que las hembras se han apareado y han superado la fase de preoviposicién. A 20 °C, el
ensayo termina el dia 14 después de la introduccioén de las hembras (dia 0), lo que permite que los primeros
descendientes de los controles alcancen la fase de deutoninfa (véase el apéndice 4). Para obtener la variable
principal medida, se determina el niimero de juveniles por recipiente de ensayo y, ademds, el nimero de
hembras supervivientes. El resultado reproductor de los dcaros expuestos a la sustancia problema se compara
con el de los controles para determinar la EC_ (por ejemplo, EC,,, EC;,) 0 la concentracion sin efecto observado
(NOECQ) (véanse las definiciones en el apéndice 1), dependiendo del disefio experimental (véase el punto 29). En
el apéndice 8 figura un resumen del programa de ensayo.

INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

4.  Es preferible conocer la hidrosolubilidad, el log K , el coeficiente de reparto agua/suelo y la presién de vapor de
la sustancia problema. Es conveniente disponer de informacién adicional sobre el destino de la sustancia
problema en el suelo, tal como las velocidades de degradacion bidtica y abidtica.

5. Este método de ensayo puede utilizarse para sustancias tanto solubles como insolubles en agua. Sin embargo, el
modo de aplicacién de la sustancia problema variard en consecuencia. El método de ensayo no es aplicable a las
sustancias voldtiles, es decir, sustancias cuya constante de Henry o cuyo coeficiente de reparto airefagua sea
superior a uno, o sustancias cuya presion de vapor a 25 °C supere los 0,0133 Pa.

VALIDEZ DEL ENSAYO

6.  Para que el resultado de un ensayo se considere valido, deben cumplirse los siguientes criterios en lo tocante a
los controles sin tratar:

— La mortalidad media de las hembras adultas no debe ser superior al 20 % al final del ensayo;

— El nimero medio de juveniles por réplica (con 10 hembras adultas introducidas) debe ser como minimo de
50 al final del ensayo;

— El coeficiente de variacién calculado para el niimero de dcaros juveniles por réplica no debe ser superior al
30 % al final del ensayo definitivo.
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SUSTANCIA DE REFERENCIA

7. Debe determinarse la EC, y/o la NOEC de una sustancia de referencia para tener garantfas de que las
condiciones de ensayo del laboratorio son adecuadas y para verificar que la respuesta de los organismos de
ensayo no cambia a lo largo del tiempo. El dimetoato (n° CAS 60-51-5) es una sustancia de referencia
apropiada que ha mostrado que afecta al tamafio de la poblacion (4). El 4cido bérico (n° CAS 10043-35-3)
puede utilizarse como sustancia de referencia alternativa. Con esta sustancia se tiene menos experiencia. Son
posibles dos opciones de disefio:

— La sustancia de referencia puede someterse a ensayo en paralelo a la determinacién de la toxicidad de cada
sustancia problema a una sola concentracion, de la que se debe haber demostrado previamente, en un
estudio de la relacion dosis-respuesta, que provoca un efecto de reducciéon > 50 % de la descendencia. En
este caso, el namero de réplicas debe ser el mismo que en los controles (véase el punto 29).

— Como alternativa, la sustancia de referencia se puede someter 1-2 veces al afio a un ensayo de determinacién
de la relacion dosis-respuesta. En funcién del disefio elegido, varfan el niimero de concentraciones y réplicas
y el factor de separacion (véase el punto 29), pero deberia lograrse una respuesta con un efecto de entre el
10 y el 90 % (factor de espaciado de 1,8). La EC;, del dimetoato basada en el nimero de juveniles debe
oscilar entre 3,0 y 7,0 mg de sustancia activa [kg de suelo (peso seco). Sobre la base de los resultados
obtenidos con édcido bérico hasta ahora, la EC,, basada en el nimero de juveniles debe estar en el intervalo
comprendido entre 100 y 500 mg/kg de suelo (peso seco).

DESCRIPCION DEL ENSAYO
Recipientes y equipo del ensayo

8. Deben usarse recipientes de ensayo de 3 a 5 cm de didmetro (altura del suelo > 1,5 cm), de vidrio u otro
material quimicamente inerte y que tengan una tapa que ajuste bien. Se prefieren las tapas de rosca y, en ese
caso, los recipientes podrian airearse dos veces por semana. Otra posibilidad consiste en utilizar tapas que
permitan el intercambio gaseoso directo entre el sustrato y la atmdsfera (por ejemplo, de gasa). Dado que el
contenido de humedad debe mantenerse suficientemente alto durante el ensayo, es esencial controlar el peso de
cada recipiente experimental durante el ensayo y afiadir agua en caso necesario. Esto puede ser especialmente
importante en caso de que no se disponga de tapas de rosca. Si se utiliza un recipiente de ensayo no
transparente, la tapa debe estar hecha de un material que permita la entrada de luz (por ejemplo, una tapa
transparente perforada) y que evite al mismo tiempo que se escapen los dcaros. El tamafio y el tipo de recipiente
de ensayo dependen del método de extraccion (véanse mds detalles en el anexo 5). En el caso de que se aplique
directamente al recipiente de ensayo la extraccién por calor, puede afiadirse un tamiz de fondo de luz de malla
adecuada (sellada hasta la extraccion), y la profundidad del suelo debe ser suficiente para permitir un gradiente
de temperatura y de humedad.

9.  Se precisa el equipo normal de laboratorio y, en particular, el siguiente:
— recipientes, preferentemente de vidrio, con tapa de rosca;
— estufa secadora;
— microscopio estereoscopico;
— pinceles para transferir los dcaros;
— pH-metro y luxémetro;
— balanzas de precisién adecuada;
— equipo adecuado para el control de la temperatura;

— equipo adecuado para el control de la humedad del aire (no esencial si los recipientes de exposicién tienen
tapa);

— incubadora o pequefia sala de temperatura controlada;
— equipos de extraccion (véase el apéndice 5) (13);
— panel luminoso superior, con control de la luz;

— tarros de recogida para los dcaros extraidos.
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Preparacion del suelo artificial

10. Para este ensayo se utiliza suelo artificial. Este consta de los componentes siguientes (todos los valores en peso
$eco):

— 5 % de turba esfignea, secada al aire y finamente molida (es aceptable un tamafio de particula de 2
+ 1 mm);

— 20 % de caolin, con un contenido de caolinita preferentemente superior al 30 %;

— alrededor del 74 % de arena industrial secada al aire (dependiendo de la cantidad necesaria de CaCO,), en su
mayor parte en forma de arena fina, con mds del 50 % de las particulas de un tamafio entre 50 y 200 pm.
La cantidad exacta de arena depende de la cantidad de CaCO, (véase mds abajo), juntas deben constituir el
75 %.

— < 1,0 % de carbonato de calcio (CaCO,, pulverizado, de pureza analitica) para obtener un pH de 6,0 * 0,5;
la cantidad de carbonato de calcio afiadido puede depender principalmente de la calidad o naturaleza de la
turba (véase la nota 1).

Nota 1: La cantidad necesaria de CaCO, depende de los componentes del sustrato del suelo y debe determinarse
midiendo el pH de submuestras del suelo inmediatamente antes de ensayo (14).

Nota 2: El contenido de turba del suelo artificial se aparta del de otros métodos de ensayo con organismos del
suelo, en la mayoria de los cuales se utiliza un 10 % de turba [véase, p. ¢j., (15)]. Sin embargo, con arreglo a la
OEPP (16), un suelo agricola tipico no tiene mds de un 5 % de materia orgénica, y la reduccién del contenido
de turba refleja, pues, la disminucion de las posibilidades de sorcién de la sustancia problema al carbono
orgdnico en un suelo natural.

Nota 3: En caso necesario, por ejemplo con fines de ensayo especificos, pueden también servir como sustrato de
ensayo o cultivo suelos naturales procedentes de lugares exentos de contaminacién. No obstante, si se utiliza
suelo natural, este debe caracterizarse al menos por su origen (lugar de recogida), pH, textura (granulometria) y
contenido de materia orgdnica. Si se dispone de ellos, deben incluirse el tipo y el nombre del suelo con arreglo
a la clasificacion del suelo, y el suelo ha de estar libre de toda contaminacién. En caso de que la sustancia
problema sea un metal o un compuesto organo-metdlico, debe determinarse también la capacidad de
intercambio cati6nico (CEC) del suelo natural. Debe prestarse especial atencién al cumplimiento de los criterios
de validez, ya que no es frecuente disponer de informacion de base sobre los suelos naturales.

11. Los componentes secos del suelo se mezclan a fondo (por ejemplo, en un mezclador de laboratorio de gran
escala). Para la determinacion del pH se utiliza una mezcla de suelo y solucién de cloruro de potasio (KCl) 1 M
o de cloruro de calcio (CaCl,) 0,01 M en una proporcién de 1:5 [véanse la referencia (14) y el apéndice 3]. Si el
suelo es mds dcido que la banda exigida (véase el punto 10), puede ajustarse afladiendo una cantidad adecuada
de CaCO,,. Si el suelo es demasiado alcalino, puede ajustarse mediante la adicién de mds cantidad de la mezcla
que incluye los tres primeros componentes descritos en el punto 10, pero excluyendo el CaCO,.

12. La capacidad mdxima de retencién de agua del suelo artificial se determina de acuerdo con los procedimientos
descritos en el apéndice 2. Entre dos y siete dias antes del inicio del ensayo, el suelo artificial seco se
prehumedece, afiadiéndole una cantidad suficiente de agua destilada o desionizada para obtener aproxima-
damente la mitad del contenido final de agua, que supone de un 40 a un 60 % de la capacidad maxima de
retencion de agua. El contenido de humedad se ajusta al 40-60 % de la capacidad maxima de retencion de agua
mediante la adicién de la solucién de la sustancia problema y/o afiadiendo agua desionizada o destilada (véanse
los puntos 16 a 18). Debe obtenerse una estimacién general adicional del contenido de humedad del suelo
apretando este suavemente con la mano; si el contenido de humedad es correcto, deben aparecer gotitas de
agua entre los dedos.

13. Se determina el contenido de humedad del suelo al inicio y al final del ensayo, secdndolo hasta peso constante a
105 °C, de conformidad con la norma ISO 11465 (17), y el pH del suelo de conformidad con el apéndice 3, o
la norma ISO 10390 (14). Estas mediciones deben realizarse con muestras adicionales sin dcaros, tanto del
suelo de los controles como del suelo de cada concentraciéon de ensayo. El pH del suelo no debe ajustarse
cuando se ensayen sustancias dcidas o bésicas. El contenido de humedad debe comprobarse a lo largo de todo el
ensayo pesando los recipientes de manera periddica (véanse los puntos 20 y 24).
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Seleccién y preparacion de los animales de ensayo

14. La especie usada en el ensayo es Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Para iniciar el ensayo se
requieren dcaros hembras adultos, obtenidos a partir de una cohorte sincronizada. Los dcaros deben
introducirse a los 7-14 dias después de haberse convertido en adultos, a los 28-35 dias desde el inicio de la
puesta de huevos en la sincronizacion (véanse el punto 3 y el apéndice 4). Debe indicarse la fuente de los dcaros
o el proveedor, asi como el mantenimiento del cultivo de laboratorio. Si se mantiene un cultivo de laboratorio,
se recomienda confirmar la identidad de la especie al menos una vez al afio. En el apéndice 6 se incluye una
ficha de identificacion.

Preparacién de las concentraciones de ensayo

15. La sustancia problema se mezcla con el suelo. Los disolventes orgdnicos utilizados para facilitar el tratamiento
del suelo con la sustancia problema deben seleccionarse sobre la base de su baja toxicidad para los dcaros y
debe incluirse en el disefio del ensayo un control adecuado de los disolventes (véase el punto 29).

Sustancia problema hidrosoluble

16. Se prepara una solucién de la sustancia problema en agua desionizada en una cantidad suficiente para todas las
réplicas de una sola concentracién de ensayo. Se recomienda utilizar una cantidad apropiada de agua para
conseguir el contenido necesario de humedad, es decir, entre el 40 y el 60 % de la capacidad maxima de
retencion de agua (véase el punto 12). Cada una de las soluciones de la sustancia problema se mezcla a fondo
con un lote de suelo prehumedecido antes de introducirla en el recipiente de ensayo.

Sustancia problema no hidrosoluble

17. En el caso de las sustancias no hidrosolubles en el agua, pero solubles en disolventes orgénicos, la sustancia
problema puede disolverse en el volumen minimo posible de un vehiculo adecuado (por ejemplo, acetona). Solo
deben utilizarse disolventes volatiles. Cuando se utilicen tales vehiculos, todas las concentraciones de ensayo y el
control deben contener la misma cantidad minima del vehiculo. El vehiculo se rocia sobre una pequefia
cantidad, como, por ejemplo, 10 g de arena de cuarzo fina, o se mezcla con ella. El contenido de arena total del
sustrato debe corregirse para tener en cuenta esta cantidad. El vehiculo se elimina por evaporacion bajo una
campana extractora durante al menos una hora. Esta mezcla de arena de cuarzo y sustancia problema se afiade
al suelo prehumedecido y se mezcla completamente, afiadiendo la cantidad adecuada de agua desionizada para
obtener la humedad necesaria. La mezcla final se introduce en los recipientes de ensayo. Obsérvese que algunos
disolventes pueden ser toxicos para los dcaros. Se recomienda, por tanto, utilizar un control de agua adicional
sin vehiculo, si no se conoce la toxicidad del disolvente para los dcaros. Si se demuestra adecuadamente que el
disolvente (en las concentraciones que deben aplicarse) no tiene ningin efecto, puede excluirse el control de
agua.

Sustancia problema poco soluble en agua y en disolventes orgdnicos

18. En el caso de sustancias poco solubles en agua y en disolventes orgdnicos, se mezcla el equivalente de 2,5 g de
arena de cuarzo finamente molida por recipiente de ensayo (por ejemplo, 10 g de arena de cuarzo fina para
cuatro réplicas) con la cantidad de sustancia problema necesaria para obtener la concentraciéon de ensayo
deseada. El contenido de arena total del sustrato debe corregirse para tener en cuenta esta cantidad. Esta mezcla
de arena de cuarzo y sustancia problema se afiade al suelo prehumedecido y se mezcla completamente después
de afiadir la cantidad adecuada de agua desionizada para obtener el contenido necesario de humedad. La mezcla
final se divide entre los recipientes de ensayo. Se repite el procedimiento con cada concentracién de ensayo, y se
prepara asimismo un control adecuado.

PROCEDIMIENTO
Grupos de ensayo y controles

19. Se recomienda utilizar en cada recipiente de control y de tratamiento diez hembras adultas en 20 g de peso
seco de suelo artificial. Los organismos de ensayo deben afiadirse en el plazo de dos horas tras la preparacién
del sustrato de ensayo final (es decir, después de la aplicacién de la sustancia problema). En casos especificos
(por ejemplo, si el envejecimiento se considera un factor determinante), puede prolongarse el tiempo
transcurrido entre la preparacion del sustrato de ensayo final y la adicién de los dcaros [para mds detalles de
este envejecimiento, véase (18)]. Sin embargo, en tales casos debe proporcionarse una justificacion cientifica.
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20. Después de afiadir los dcaros al suelo, se les aporta alimento y debe medirse el peso inicial de cada recipiente de
ensayo, para utilizarlo de referencia en la supervision del contenido de humedad del suelo a lo largo de todo el
ensayo, como se describe en el punto 24. Los recipientes de ensayo se cubren entonces, como se describe en el
punto 8, y se colocan en la cdmara de ensayo.

21. Se preparan controles adecuados para cada uno de los métodos de aplicacion de la sustancia problema descritos
en los puntos 15 a 18. Para preparar los controles se siguen los procedimientos pertinentes descritos, salvo que
no se afiade la sustancia problema. Por lo tanto, en su caso, se utilizan en los controles disolventes orgénicos,
arena de cuarzo u otros vehiculos, en concentraciones y cantidades como en los tratamientos. Cuando se utiliza
un disolvente u otro vehiculo para afiadir la sustancia problema, debe prepararse y someterse a ensayo un
control adicional sin sustancia problema y sin vehiculo en caso de que no se conozca la toxicidad del disolvente
(véase el punto 17).

Condiciones del ensayo

22. La temperatura de ensayo debe ser de 20 * 2 °C. La temperatura debe registrarse al menos una vez al dia y
ajustarse cuando sea necesario. El ensayo se efectiia en ciclos controlados de luz y oscuridad (preferentemente
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) con una iluminacién de 400 a 800 lux en la zona de los recipientes de
ensayo. En aras de la comparabilidad, dichas condiciones son las mismas que en otros ensayos ecotoxicoldgicos
del suelo [p. €j., (15)].

23. Debe garantizarse el intercambio de gases por aireaciéon de los recipientes de ensayo al menos dos veces por
semana en caso de que se utilicen tapas de rosca. Si se utilizan tapas de gasa, debera prestarse especial atencion
al mantenimiento del contenido de humedad del suelo (véanse los puntos 8 y 24).

24. Se controla que el contenido de agua del sustrato del suelo en los recipientes de ensayo se mantenga constante a
lo largo de todo el ensayo, pesando periédicamente (p. ej., una vez por semana) los recipientes de ensayo y, en
caso necesario, afiadiéndoles agua. Las pérdidas se compensan en la medida de lo necesario con agua
desionizada. El contenido de humedad durante el ensayo no debe diferir en mds de un 10 % del valor inicial.

Alimentacién

25. Se ha comprobado que los dcaros del queso [Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)] son una fuente de
alimentaciéon adecuada. También pueden ser adecuados los pequefios colémbolos [por ejemplo, juveniles de
Folsomia candida (Willem, 1902) o de Onychiurus fimatus (19), (20)], los enquitreidos [por ejemplo, Enchytraeus
crypticus (Westheide & Graefe, 1992)] o los nematodos [por ejemplo, Turbatrix silusige (de Man, 1913)] (21). Se
recomienda controlar los alimentos antes de utilizarlos en un ensayo. El tipo y la cantidad de los alimentos
deben garantizar un ndmero suficiente de juveniles para cumplir los criterios de validez (punto 6). Para la
seleccién de la presa, debe considerarse el modo de accién de la sustancia problema (por ejemplo, un acaricida
puede ser toxico también para los dcaros de alimento, véase el punto 26).

26. Los alimentos deben aportarse ad libitum (pero cada vez una pequefia cantidad, como la punta de una espdtula).
A este fin, también puede utilizarse un extractor de baja succién como se propone en el ensayo con colémbolos
o un pincel fino. Normalmente es suficiente aportar alimento al comienzo del ensayo y dos o tres veces por
semana. Cuando resulte que la sustancia problema es tdxica para la presa, debe considerarse la posibilidad de
aumentar la frecuencia de la alimentacién, o de utilizar otra fuente.

Seleccién de las concentraciones de ensayo

27. El conocimiento previo de la toxicidad de la sustancia problema debe ayudar a la hora de seleccionar las concen-
traciones de ensayo apropiadas, por ejemplo gracias a un estudio de determinacién del intervalo. Cuando sea
necesario, se llevard a cabo un ensayo de determinacién del intervalo con cinco concentraciones de la sustancia
problema en el intervalo de 0,1-1 000 mg/kg de suelo seco, con al menos una réplica de los tratamientos y del
control. La duracién de la prueba de determinacion del intervalo es de 14 dias, tras los cuales se determinan la
mortalidad de los dcaros adultos y el niimero de juveniles. El intervalo de concentraciones para el ensayo final
debe elegirse preferentemente de manera que incluya las concentraciones a las que se ve afectado el niimero de
juveniles, pero no la supervivencia de la generacién materna. Esto, sin embargo, puede no ser posible para las
sustancias que provocan efectos letales y subletales a concentraciones casi similares. La concentracién con efecto
(por ejemplo, EC,, EC,, EC,,) y el rango de concentraciones a las que resulta interesante el efecto de la
sustancia problema tienen que estar abarcados entre las concentraciones incluidas en el ensayo. Extrapolar muy
por debajo de la menor concentracion que afecte a los organismos de ensayo o por encima de la mayor concen-
tracion estudiada debe limitarse a casos excepcionales, de los que deberd ofrecerse una explicacién completa en
el informe.
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Disefio experimental
Ensayos de relacion dosis-respuesta

28. Se proponen tres diseflos sobre la base de las recomendaciones derivadas de otra prueba interlaboratorios
[ensayo de reproduccién de enquitreidos (22)]. La conveniencia general de todos estos disefios fue confirmada
por el resultado de la validacién con H. aculeifer.

29. Al determinar el intervalo de concentraciones, debe tenerse en cuenta lo siguiente:

— para la determinacién de una EC, (p. ¢j., EC,,, EC,,), deben someterse a ensayo al menos doce concentra-
ciones; se recomienda utilizar al menos dos réplicas de cada concentracion de ensayo y seis réplicas de
control; el factor de espaciado puede variar, es decir, ser igual o inferior a 1,8 en el intervalo de efecto
previsto y superior a 1,8 a concentraciones superiores e inferiores;

— para la determinaciéon de la NOEC deben someterse a ensayo al menos cinco concentraciones en serie
geométrica; se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada concentracion de ensayo mds ocho controles; las
concentraciones deben estar espaciadas por un factor que no exceda de 2,0;

— un enfoque combinado permite la determinacién tanto de la NOEC como de la EC; deben utilizarse ocho
concentraciones de tratamiento en progresién geométrica; se recomienda utilizar cuatro réplicas de cada
tratamiento mds ocho controles; las concentraciones deben estar espaciadas por un factor que no exceda de
1,8.

Ensayo limite

30. Si no se observan efectos a la concentracién médxima utilizada en el ensayo de determinacién del intervalo (es
decir, 1 000 mg/kg de peso seco de suelo), el ensayo definitivo de reproduccion se puede realizar como ensayo
limite, con una concentracién de ensayo de 1 000 mg/kg de peso seco de suelo. El ensayo limite ofrecerd la
oportunidad de demostrar que la NOEC o la EC,, para la reproduccion es superior a la concentracion limite,
reduciendo al minimo el ndmero de 4caros utilizados en el ensayo. Deben utilizarse ocho réplicas tanto para el
suelo tratado como para el control.

Duracién del ensayo y mediciones

31. Deben registrarse todas las eventuales diferencias observadas entre el comportamiento y la morfologia de los
dcaros en los recipientes de control y en los de tratamiento.

32. Eldia 14, los 4caros supervivientes se extraen del suelo utilizando calor o luz, u otro método adecuado (véase el
apéndice 5). Se cuentan por separado el niimero de juveniles (es decir, larvas, protoninfas y deutoninfas) y el de
adultos. Los eventuales dcaros adultos que no se encuentren en esta fase se registrarin como muertos,
suponiendo que tales dcaros han muerto y se han descompuesto antes de la evaluacién. La eficacia de la
extraccion debe validarse una o dos veces al afio mediante controles con nimeros conocidos de adultos y de
juveniles. La eficacia debe ser superior al 90 % por término medio, combinando todas las fases de desarrollo
(véase el apéndice 5). Los recuentos de adultos y de juveniles no se ajustardn para tener en cuenta la eficacia.

DATOS E INFORME
Tratamiento de los resultados

33. En los puntos 36 a 41 figura informacién sobre los métodos estadisticos que pueden utilizarse para analizar los
resultados del ensayo. Ademds debe consultarse el documento 54 de la OCDE sobre Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application (31).

34. El pardmetro principal del ensayo es el resultado reproductor, que aqui se refiere al nimero de juveniles
producidos por recipiente de ensayo replicado (con 10 hembras adultas introducidas). El andlisis estadistico
requiere que se calculen la media aritmética (X) y la varianza (s?) del resultado reproductor por tratamiento y
por control. X y s? se utilizan en procedimientos de andlisis de la varianza (ANOVA), tales como la prueba t de
Student, el ensayo de Dunnett, o el ensayo de Williams, asi como para el cdlculo de los intervalos de confianza
del 95 %.

Nota: Este pardmetro principal es equivalente a la fecundidad medida como ndmero de juveniles vivos
producidos durante el ensayo, dividido por el nimero de madres introducidas al inicio del ensayo.
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35. El nimero de hembras supervivientes en los controles sin tratar es un importante criterio de validez y ha de
documentarse. Como en el ensayo de determinacién del intervalo, también deben registrarse en el informe final
todos los demds signos de naturaleza nociva.

EC,

36. Los valores de EC,, junto con sus correspondientes limites de confianza del 95 % inferior y superior para el
pardmetro descrito en el punto 34, se calculan utilizando métodos estadisticos apropiados (por ejemplo, andlisis
de probit, funcién logistica o de Weibull, método de Spearman-Karber recortado o interpolacién simple). Se
obtiene una EC_ insertando en la ecuacion encontrada un valor correspondiente al x % de la media del control.
Para calcular la EC,, o alguna otra EC, las medias por tratamiento (X) deben someterse a andlisis de regresion.

NOEC/LOEC

37. Cuando se pretenda determinar la NOEC/NOEL mediante andlisis estadistico, serd necesario disponer de
estadisticas por recipiente (se considera que cada uno de los recipientes es una réplica). Se deben utilizar
métodos estadisticos apropiados segiin el documento 54 de la OCDE sobre Current Approaches in the Statistical
Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application. En general, los efectos adversos de la sustancia problema en
comparaci6én con el control se investigan utilizando contrastes de hipétesis unilaterales (inferiores) a p < 0,05.
En los puntos siguientes se presentan ejemplos.

38. La distribucién normal de los datos puede comprobarse, por ejemplo, con la prueba de la bondad del ajuste de
Kolmogorov-Smirnov, la prueba de la relacién del intervalo a la desviacion tipica (prueba RJs), o la prueba de
Shapiro-Wilk) (bilateral, p < 0,05). Para comprobar la homogeneidad de la varianza pueden utilizarse las
pruebas de Cochran, de Levene o de Bartlett (bilateral, p < 0,05). Si se cumplen los requisitos previos de los
procedimientos de ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad de la varianza) puede efectuarse un
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, seguido de pruebas de comparacién multiple. Las comparaciones
miiltiples (por ejemplo, prueba t de Dunnett) o las pruebas de tendencia de ajuste secuencial (p. ej., prueba de
Williams en el caso de una relacién dosis-respuesta mondtona) pueden utilizarse para determinar si existen
diferencias significativas (p < 0,05) entre los controles y las diversas concentraciones de la sustancia problema
(seleccion del ensayo recomendado de acuerdo con el documento 54 de la OCDE sobre Current Approaches in the
Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: a Guidance to Application). De lo contrario, para determinar la NOEC y la
LOEC deben utilizarse métodos no paramétricos (p. ej., prueba U de Bonferroni segiin Holm o prueba de
tendencia de Jonckheere-Terpstra).

Ensayo limite

39. Si se realiza un ensayo limite (comparacién del control y de un solo un tratamiento) y se cumplen los requisitos
previos de procedimientos de ensayos paramétricos (normalidad, homogeneidad), pueden evaluarse las
respuestas métricas con la prueba de Student (prueba t). Si estos requisitos no se satisfacen, puede utilizarse la
prueba t de varianzas desiguales (prueba t de Welch) o una prueba no paramétrica, tal como la prueba U de
Mann-Whitney.

40. Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los controles (control y control del disolvente),
las réplicas de cada control pueden someterse a ensayo segiin lo descrito para el ensayo limite. En caso de que
tales ensayos no detecten diferencias significativas, pueden agruparse todas las réplicas de control y de control
del disolvente. En caso contrario, todos los tratamientos deben compararse con el control del disolvente.

Informe del ensayo

41. El informe del ensayo debe incluir al menos la informacién siguiente:
— Sustancia problema

— identidad de la sustancia problema, nombre, lote de fabricacion, lote de acondicionamiento y niimero
CAS, pureza;

— propiedades fisicoquimicas de la sustancia problema [por ejemplo, log K, hidrosolubilidad, presién de
vapor, constante de Henry (H) y de preferencia informacién sobre el destino de la sustancia problema en
el suelo].

— Organismos de ensayo
— identificacién y proveedor de los organismos de ensayo, descripcion de las condiciones de cultivo;

— intervalo de edad de los organismos de ensayo.
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— Condiciones del ensayo
— descripcion del disefio experimental y del procedimiento;

— datos de la preparacion del suelo para el ensayo; especificacion detallada de si se utiliza suelo natural
(origen, historia, granulometria, pH, contenido de materia orgdnica y, si se dispone de ella, clasificacién
del suelo);

— capacidad mdxima de retencion de agua del suelo;

— descripcion de la técnica utilizada para aplicar la sustancia problema al suelo;

— datos de las sustancias auxiliares utilizadas para la administracién de la sustancia problema;

— tamaiio de los recipientes de ensayo y peso seco de suelo de ensayo por recipiente;

— condiciones del ensayo: intensidad luminosa, duracion de los ciclos de luz y oscuridad, temperatura;

— descripcion del régimen alimentario, tipo y cantidad del alimento utilizado en el ensayo, fechas de
alimentacion;

— pH y contenido de agua del suelo al inicio del ensayo y durante el mismo (control y cada tratamiento);
— descripcion detallada del método de extraccion y eficacia de la extraccion.

— Resultados del ensayo
— namero de juveniles determinado en cada recipiente de ensayo al final del ensayo;

— namero de hembras adultas y mortalidad de adultos ( %) determinados en cada recipiente de ensayo al
final del ensayo;

— descripcion de los sintomas manifiestos o de los cambios claros de comportamiento;
— resultados obtenidos con la sustancia de referencia;

— estadisticas resumidas (CE, yJo NOEC) incluidos los limites de confianza del 95 % y descripcién del
método de cdlculo;

— representacion grafica de la relacién concentracién-respuesta;

— eventuales desviaciones respecto a los procedimientos descritos en el presente método de ensayo y
cualquier acontecimiento inusual ocurrido en el ensayo.

BIBLIOGRAFIA

(1) Casanueva, M.E. (1993). Phylogenetic studies of the free-living and arthropod associated Laelapidae (Acari:
Mesostigmata). Gayana Zool. 57, 21-46.

(2) Tenorio, J. M. (1982). Hypoaspidinae (Acari: Gamasida: Laelapidae) of the Hawaiian Islands. Pacific Insects 24,
259-274.

(3) Bakker, EM., Feije, R., Grove, A. J., Hoogendorn, G., Jacobs, G., Loose, E.D. and van Stratum, P. (2003). A
laboratory test protocol to evaluate effects of plant protection products on mortality and reproduction of the
predatory mite Hypoaspis aculeifer Canestrini (Acari: Laelapidae) in standard soil. JSS — Journal of Soils and
Sediments 3, 73-77.

(4) Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Segunda edicién en: Dahl, F. (Hrsg.): Die
Tierwelt Deutschlands 59. Teil, G. Fischer, Jena, 523 pp.

(5)  Ruf, A. (1991). Do females eat males?: Laboratory studies on the popualation development of Hypoaspis aculeifer
(Acari: Parasitiformes). En: F. Dusbabek & V. Bukva (eds.): Modern Acarology. Academia Prague & SPD
Academic Publishing bv, The Hague, Vol. 2, 487-492.

(6) Ruf, A. (1995). Sex ratio and clutch size control in the soil inhabiting predatory mite Hypoaspis aculeifer
(Canestrini 1883) (Mesostigmata, Dermanyssidae). Proc. 2nd Symp. EURAAC: p 241-249.

(7)  Ruf, A. (1996). Life-history patterns in soil-inhabiting mesostigmatid mites. Proc. IXth Internat. Congr. Acarol.
1994, Columbus, Ohio: p 621-628.

(8) Krogh, P.H. and Axelsen, J.A. (1998). Test on the predatory mite Hypoaspis aculeifer preying on the collembolan
Folsomia fimetaria. En: Lokke, H. and van Gestel, C.A.M.: Handbook of soil invertebrate toxicity tests. John Wiley
Sons, Chichester, p 239-251.



L 54/190 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

(9) Lekke, H., Janssen, C.R., Lanno, R.P., Rombke, J., Rundgren, S. and Van Straalen, N.M. (2002). Soil Toxicity Tests
— Invertebrates. En: Test Methods to Determine Hazards of Sparingly Soluble Metal Compounds in Soils.
Fairbrother, A., Glazebrook, P.W., Van Straalen, N.M. and Tarazona, J.V. (eds.). SETAC Press, Pensacola, USA.
128 pp.

(10) Schlosser, H.-J. and Riepert, F. (1991/92). Entwicklung eines Priifverfahrens fir Chemikalien an Bodenraub-
milben (Gamasina). Teil 1: Biologie der Bodenraubmilbe Hypoaspis aculeifer Canestrini, 1883 (Gamasina) unter
Laborbedingungen. Zool. Beitrige, 34, 395-433.

(11) Schlosser, H.-J. and Riepert, F. (1992). Entwicklung eines Priifverfahrens fiir Chemikalien an Boden-raubmilben
(Gamasina). Teil 2: Erste Ergebnisse mit Lindan und Kaliumdichromat in subletaler Dosierung. Zool. Beitr. N.F.
34, 413-433.

(12) Heckmann, L.-H., Maraldo, K. and Krogh, P. H. (2005). Life stage specific impact of dimethoate on the predatory
mite Hypoaspis aculeifer Canestrini (Gamasida: Laelapidae). Environmental Science & Technology 39, 7154-
7157.

(13) Petersen, H. (1978). Some properties of two high-gradient extractors for soil microarthropods, and an attempt
to evaluate their extraction efficiency. Natura Jutlandica 20, 95-122.

(14) ISO (Organizacion Internacional de Normalizacién) (1994). Calidad del suelo. Determinacién del pH, n° 10390.
ISO, Ginebra.

(15) Capitulo C.8 del presente anexo. Toxicidad para gusanos de tierra.

(16) OEPP (2003). EPPO Standards. Environmental risk assessment scheme for plant protection products. Chapter 8.
Soil Organisms and Functions. Bull. OEPP/EPPO Bull. 33, 195-209.

(17) 1SO (Organizacién Internacional de Normalizacion) (1993). Calidad del suelo. Determinacién de la materia seca
y del contenido en agua en términos de masa. Método gravimétrico, n° 11465. ISO, Ginebra.

(18) Fairbrother, A., Glazebrock, PW., Van Straalen, N.M. and Tarazona, ].V. 2002. Test Methods to Determine
Hazards of Sparingly Soluble Metal Compounds in Soils. SETAC Press, Pensacola, FL, EE.UU.

(19) Chi, H. 1981. Die Vermehrungsrate von Hypoaspis aculeifer Canestrini (Acarina, Laelapidae) bei Erndhrung mit
Onychiurus fimatus Gisin (Collenbola). Ges.allg..angew. Ent. 3:122-125.

(20) Schlosser, HJ., und Riepert, F. 1992. Entwicklung eines Priifverfahrens fiir Chemikalien an Bodenraubmilden
(Gamasina). Zool.Beitr. N.F. 34(3):395-433.

(21) Heckmann, L.-H., Ruf, A., Nienstedt, K. M. and Krogh, P. H. 2007. Reproductive performance of the generalist
predator Hypoaspis aculeifer (Acari: Gamasida) when foraging on different invertebrate prey. Applied Soil
Ecology 36, 130-135.

(22) Capitulo C.32 del presente anexo. Ensayo de reproduccion de enquitreidos.

(23) ISO (Organizacién Internacional de Normalizacién) (1994). Calidad del suelo: Efectos de los contaminantes
sobre las lombrices de tierra (Eisenia fetida). Parte 2: Determinacion de los efectos en la reproduccién, n° 11268-
2. 1SO, Ginebra.

(24) Southwood, T.R.E. (1991). Ecological methods. With particular reference to the study of insect populations.
(2nd ed.). Chapman & Hall, Londres, 524 pp.

(25) Dunger, W. and Fiedler, HJ. (1997). Methoden der Bodenbiologie (2nd ed.). G. Fischer, Jena, 539 pp.

(26) Lesna, 1. and Sabelis, M.W. (1999). Diet-dependent female choice for males with “good genes” in a soil
predatory mite. Nature 401, 581-583.

(27) Ruf, A. (1989). Die Bedeutung von Arrhenotokie und Kannibalismus fiir die Populationsentwicklung von
Hypoaspis aculeifer (Canestrini 1883) (Acari, Gamasina). Mitt. Deut. Ges. Allg. Angew. Ent. 7, 103-107.

(28) Ruf, A. (1993). Die morphologische Variabilitit und Fortpflanzungsbiologie der Raubmilbe Hypoaspis aculeifer
(Canestrini 1883) (Mesostigmata, Dermanyssidae). Tesis doctoral, Universidad de Bremen.



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/191

(29) Ignatowicz, S. (1974). Observations on the biology and development of Hypoaspis aculeifer Canestrini, 1885
(Acarina, Gamasides). Zoologica Poloniae 24, 11-59.

(30) Kevan, D.K. McE. and Sharma, G.D. (1964). Observations on the biology of Hypoaspis aculeifer (Canestrini,
1884), apparently new to North America (Acarina: Mesostigmata: Laelaptidae). Acarologia 6, 647-658.

(31) OCDE (2006c¢). Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application.
OECD Environmental Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment No. 54. ENV/J]M/MONO
(2006)18.



L 54192 Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

Apéndice 1

Definiciones

En este método de ensayo se aplican las siguientes definiciones (en este ensayo todas las concentraciones con efecto
se expresan en masa de sustancia problema por masa seca del suelo de ensayo):

Sustancia: sustancia o mezcla.

NOEC (concentracion sin efecto observado): concentracién de la sustancia problema a la que no se observa ningtin
efecto. En este ensayo, la concentracién correspondiente a la NOEC no ejerce ningtin efecto estadisticamente signifi-
cativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de exposicién en comparacién con el control.

LOEC (concentracién minima con efecto observado): concentracién minima de la sustancia problema que tiene un
efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro de un determinado periodo de exposicién en comparacion con
el control.

EC, (concentracién con efecto al x %): concentracién que provoca el x % de un efecto sobre los organismos de
ensayo dentro de un determinado periodo de exposicién cuando se compara con un control. Por ejemplo, una EC;,
es una concentracién de la que se estima que causa un efecto sobre un pardmetro de un ensayo en el 50 % de una
poblacién expuesta a lo largo de un determinado periodo de exposicion.

Sustancia problema: sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Determinacién de la capacidad méxima de retencién de agua del suelo

Se considera que el siguiente método es adecuado para determinar la capacidad mdxima de retencién de agua del
suelo. Se describe en el anexo C de la norma ISO DIS 11268-2: Calidad del suelo. Efectos de los contaminantes en
lombrices (Eisenia fetida). Parte 2: Determinacion de los efectos en la reproduccion (23).

Se recoge una determinada cantidad (p. €j., 5 g) del sustrato de suelo de ensayo, utilizando un dispositivo adecuado
de muestreo (tubo de barrena, etc.). Se cubre el fondo del tubo con un trozo de papel de filtro impregnado de agua y
se coloca a continuacién en un soporte en un bafio de agua. El tubo debe sumergirse gradualmente hasta que el nivel
del agua esté por encima del extremo superior del suelo. A continuacién, se debe dejar en el agua alrededor de tres
horas. Dado que no puede retenerse toda el agua absorbida por los capilares del suelo, la muestra de suelo debe
dejarse escurrir durante un periodo de dos horas, colocando el tubo en un lecho de arena de cuarzo finamente
molida muy hiimeda y contenida en un recipiente tapado (para evitar que se seque). Después, la muestra debe pesarse
y secarse hasta obtener una masa constante a 105 °C. La capacidad de retencién de agua (WHC) puede calcularse
entonces de la manera siguiente:

S D

WHC ( en porcentaje de masa seca) = x 100

— T —
D
donde:

S = masa del sustrato saturado de agua + masa del tubo + masa del papel de filtro
T = tara (masa del tubo + masa del papel de filtro)

D = masa seca del sustrato
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Apéndice 3

Determinacién del pH del suelo

El siguiente método de determinacion del pH de un suelo se basa en la descripcién recogida en la norma ISO DIS
10390: Calidad del suelo. Determinacién del pH (16).

Una determinada cantidad de suelo se seca a temperatura ambiente durante al menos 12 horas. A continuacién se
hace una suspension del suelo (con al menos 5 gramos de este) en cinco veces su volumen de una solucién 1 M de
cloruro de potasio de grado analitico (KCl) o de una solucién 0,01 M de cloruro de calcio de grado analitico (CaCl,).
Después de agitarla enérgicamente durante 5 minutos, se deja reposar la suspension desde 2 horas como minimo
hasta 24 horas como méximo. El pH de la fase liquida se mide a continuacién utilizando un pH-metro, que habra
sido calibrado antes de cada medicién con una serie adecuada de soluciones amortiguadoras (p. ¢j., a un pH de 4,0 y
7,0).
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Apéndice 4

Cria de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer, dcaros de alimento y sincronizacion del cultivo
Cria de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

Los cultivos pueden mantenerse en recipientes de pldstico o en tarros de vidrio rellenos de una mezcla de yeso y
carbon vegetal en polvo, en la proporcion 9:1. El yeso puede mantenerse himedo afiadiendo unas gotas de agua
destilada o desionizada, en caso necesario. Las temperaturas 6ptimas de cria son de 20 + 2 °C; el régimen de luz/
oscuridad no es pertinente para esta especie. Las presas pueden ser dcaros de las especies Typrophagus putrescentiae o
Caloglyphus sp. (los dcaros de alimento deben tratarse con prudencia ya que pueden provocar alergias en los seres
humanos), pero los nematodos, los enquitreidos y los colémbolos también pueden ser adecuados como presa. Su
origen debe registrarse. El desarrollo de la poblacion puede empezar con una sola hembra porque los machos se
forman en huevos sin fecundar. Las generaciones se solapan en gran medida. Una hembra puede vivir al menos 100
dias y puede depositar aproximadamente 100 huevos durante su vida. La tasa mdxima de puesta de huevos la
alcanzan entre los dias 10 y 40 (tras hacerse adultas) y supone 2,2 huevos hembra-! dia- . El tiempo de desarrollo
desde la fase de huevo a la de hembra adulta es de unos 20 dias a 20 °C. Deben mantenerse y tratarse varios cultivos
previamente.

Cria de Typrophagus putrescentiae:

Los 4caros se mantienen en un recipiente de vidrio relleno de polvo fino de levadura de cerveza, que se pone en un
cubo de pléstico lleno de solucién de KNO,, a fin de impedir que se escapen los animales. Los dcaros de alimento se
colocan encima de este polvo. Después, se mezclan cuidadosamente con el polvo (que ha de sustituirse dos veces por
semana) con ayuda de una espétula.

Sincronizacion del cultivo:

Los especimenes que se utilicen en el ensayo deben ser de edad similar (de unos 7 dias tras alcanzar la fase de
adultos). A una temperatura de cria de 20 °C, esto se efectia de la manera siguiente:

Se transfieren hembras a un recipiente de cria limpio y se afiade suficiente alimento.
— Tras dejar dos o tres dias para que puedan poner huevos, se retiran las hembras.

— Se toman hembras adultas para el ensayo cuando han pasado entre 28 y 35 dias desde la fecha de inicio de la
transferencia de las hembras a los recipientes de cria limpios.

Las hembras adultas pueden distinguirse con facilidad de los machos y de otras fases del desarrollo por su mayor
tamarfio, su forma inflada y su escudo dorsal marrén (los machos son mds delgados y planos), y los juveniles son de
color blanco a crema. El desarrollo de los dcaros sigue aproximadamente la pauta descrita a continuacién a 20 °C
(véase la figura): huevo 5 dias, larva 2 dias, protoninfa 5 dias, deutoninfa 7 dias, periodo previo a la puesta de huevos
por la hembra 2 dias. A partir de ese momento, los dcaros son adultos.

Figura

Desarrollo de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer a 20 °C (retirada = hembras utilizadas para el ensayo).
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Los animales de ensayo adultos se retiran del cultivo sincronizado y se introducen en los recipientes de ensayo
cuando han pasado entre 28 y 35 dias desde el momento en que las madres empezaron a poner huevos (es decir, 7-
14 dias desde que se han convertido en adultos). De esta manera se garantiza que los animales de ensayo han
superado su periodo previo a la puesta de huevos y se han apareado con machos que también estdn presentes en el
recipiente de cultivo. Segtin se deduce de observaciones efectuadas en cultivos de laboratorio, las hembras se aparean
inmediatamente o poco después de convertirse en adultos si hay machos presentes (Ruf, Vaninnen, obs. pers.). El
periodo de siete dias se ha elegido para facilitar la integracion en el trabajo del laboratorio y para amortiguar las
diferencias de desarrollo individual de los dcaros. La puesta de huevos debe iniciarse con al menos el mismo niimero
de hembras que se vaya a necesitar al final para el ensayo (si, por ejemplo, se van a necesitar 400 hembras para el
ensayo, debe permitirse que pongan huevos al menos 400 hembras durante dos o tres dias). El punto de partida para
la poblacion sincronizada deben ser al menos 1 200 huevos (la proporcién de machos y hembras debe estar cerca de
1:1, y la mortalidad préxima a 0,2). Para evitar el canibalismo, es mds prictico no mantener mas de 20-30 hembras
ponedoras de huevos en un mismo recipiente.
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Apéndice 5

Métodos de extraccion

Para los microartropodos, la extraccién por calor es un método adecuado para separar los especimenes del suelo o
sustrato (véase la figura a continuacién). El método se basa en la actividad de los organismos, por lo que solo podrin
registrarse los especimenes méviles. El principio de la extraccién por calor es ir empeorando gradualmente las
condiciones que ofrece la muestra a los organismos, a fin de que estos abandonen el sustrato y caigan a un liquido de
fijacion (por ejemplo, etanol). Los puntos cruciales son la duracion de la extraccién y el gradiente de condiciones
para los organismos, de buenas a moderadas y de moderadas a malas. La duracién de la extraccién para realizar
ensayos ecotoxicoldgicos tiene que ser lo mds breve posible, ya que un eventual crecimiento de la poblacién durante
la fase de extraccién podria falsear los resultados. Por otra parte, las condiciones de temperatura y humedad de la
muestra han de estar siempre en un intervalo que permita a los dcaros moverse. El calentamiento de la muestra de
suelo lleva a la desecacién del sustrato. Si la desecacién es demasiado rdpida, algunos dcaros podrian desecarse
también antes de conseguir escapar.

Por lo tanto, se propone el siguiente procedimiento (24) (25):

Aparato: Embudo Tullgren o métodos comparables como, por ejemplo, el de McFadyen (calentamiento desde arriba,
la muestra se pone sobre un embudo).

Régimen de calefaccion: 25 °C durante 12 h, 35 °C durante 12 h, 45 °C durante 24 horas (en total, 48 h). La
temperatura debe medirse en el sustrato.

Liquido de fijacién: etanol al 70 %.

Detalles: Tomar el frasco de vidrio utilizado para el ensayo. Retirar la tapa y cubrir la boca con un trozo de malla o
de tela. La tela utilizada debe tener una luz de malla de 1,0 a 1,5 mm; se fija con una goma eldstica. Con cuidado se
pone boca abajo el frasco y se introduce en el aparato de extraccion. La tela impide que el sustrato caiga al liquido de
fijacion, pero permite que los dcaros salgan de la muestra. Se pone en marcha el régimen de calefaccion después de
haber introducido todos los frascos. Se finaliza la extraccion a las 48 horas. Se retiran los frascos de fijacién y se
efecttia el recuento de los dcaros por medio de un microscopio de diseccion.

La eficacia de extraccion del método elegido debe haberse demostrado una o dos veces al afio con recipientes que
contengan un nimero conocido de dcaros juveniles y de adultos en sustrato de ensayo sin tratar. La eficacia debe ser
> 90 % por término medio, combinando todas las fases de desarrollo.

Dispositivo de extraccion tipo Tullgren

Heat
source

! Vialof
L | .+ alcohol
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Cémo preparar el frasco de ensayo una vez terminado el ensayo, antes de la extraccién
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Apéndice 6

Identificacién de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Subclase/orden/suborden: Familia: Género/[subgénero/especie:

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Autor y fecha: | F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23 de enero de 2007

Bibliografia Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
utilizada 22 edici6n revisada: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Technical Bulletin 9: 400 pp.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 pp.

Caracteristicas | Rostro con borde denticulado redondeado; surcos del hipostoma con més de 6 denticulos; sedas
determinan- | dorsales caudales Z4 no muy largas; sedas dorsales setiformes; escudo genital normal, no muy
tes: agrandado y sin alcanzar el escudo anal; mitad posterior del escudo dorsal sin sedas desempareja-
das; patas Il y IV con algunas macrosedas gruesas; seda dorsal Z5 unas dos veces mds larga que la
J5; dedo fijo de los queliceros con 12-14 dientes y dedo mévil con 2 dientes; idiosoma 520-
685 pm de largo.

La especie Hypoaspis miles también se utiliza en la lucha bioldgica y podria confundirse con H. acu-
leifer. La principal diferencia es la siguiente:

H. miles pertenece al subgénero Cosmolaelaps y tiene sedas dorsales en forma de cuchilla, mientras
que H. aculeifer pertenece al subgénero Geolaelaps y tiene sedas dorsales setiformes.

100 um " Pata Il (hembra)

Hypoaspis aculeifer

Hypoaspis aculeifer,

Pata IV (hembra)
Dibujos originales de F. Faraji escudo dorsal con las sedas caracteristicas
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Apéndice 7

Informacion bésica sobre la biologia de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

La especie Hypoaspis aculeifer pertenece a la familia Lealapidae, orden Acari (dcaros), clase Arachnida, tribu
Arthropoda. Vive en todos los tipos de suelo y se alimenta de otros dcaros, nematodos, enquitreidos y colémbolos
(26). En caso de escasez de alimento se hacen canibales (27). Los dcaros predadores estdn segmentados en idiosoma y
gnatosoma. No hay una diferenciacién clara del idiosoma en prosoma (cabeza) y opistosoma (abdomen). El
gnatosoma (escudo capitular) contiene las piezas para la alimentacién, como son los palpos y queliceros. Los
queliceros estdn trifurcados y provistos de dientes de forma distinta. Ademds de para alimentarse, los machos utilizan
los queliceros principalmente para transferir los espermatéforos a las hembras. El idiosoma estd cubierto casi comple-
tamente por un escudo dorsal. Una gran parte del idiosoma de las hembras estd ocupada por los érganos
reproductores, que destacan en particular poco antes de la puesta de huevos. Ventralmente se encuentran dos
escudos, el esternal y el genital. Todas las patas estdn provistas de cerdas y espinas. Las cerdas se utilizan para
sujetarse cuando se desplazan en el interior o en la superficie del suelo. El primer par de patas se utiliza princi-
palmente como antenas. El segundo par de patas se utiliza no solo para el movimiento, sino también para agarrar la
presa. Las espinas del cuarto par de patas pueden servir de proteccion asi como de “motor de desplazamiento” (28).
Los machos tienen 0,55-0,65 mm de longitud y un peso de 10-15 pg. Las hembras tienen 0,8-0,9 mm de longitud y
un peso de 50-60 pg (8) (28) (figura 1).

Figura 1.

Hembra, macho, protoninfa y larva de H. aculeifer.

A 23 °C, los 4caros maduran sexualmente a los 16 dias (hembras) y 18 dias (machos), respectivamente (6). Las
hembras portan el esperma por el solenostoma, de donde se transfiere a continuacién al ovario. En el ovario el
esperma madura y se conserva. La fertilizacién se realiza tnicamente después de la maduracién del esperma en el
ovario. Los huevos fecundados y sin fecundar son depositados por las hembras en agregados o por separado, de
preferencia en cavidades o agujeros. Las hembras que se han apareado pueden producir juveniles de ambos sexos,
mientras que de los huevos de hembras que no se han apareado solo salen juveniles machos. Durante el desarrollo se
pasa por cuatro fases hasta llegar a la etapa de adulto (huevo — larva, larva — protoninfa, protoninfa — deutoninfa,
deutoninfa — adulto).

El huevo es de color blanco lechoso, hialino, eliptico y de unos 0,37 mm de longitud, con una cubierta sdlida. Segiin
(8), las larvas tienen un tamario entre 0,42 y 0,45 mm. Solo tienen tres pares de patas. En la region de la cabeza se
desarrollan palpos y queliceros. Los queliceros, que tienen unos cuantos denticulos, se utilizan para la eclosion de los
huevos. Tras la primera muda, 1-2 dias después de la eclosion, se desarrollan las protoninfas. También son de color
blanco, tienen un tamafio de 0,45-0,62 mm (8) y cuatro pares de patas. En los queliceros estdn totalmente presentes
los dientes. A partir de esta fase, los dcaros empiezan a buscar comida. Con este fin, la cuticula de las presas se
perfora con los queliceros y se introduce en la presa una secrecion para la digestion extraintestinal. El dcaro puede
entonces aspirar la masa alimentaria. Los queliceros pueden también utilizarse para arrancar particulas mayores de
pepitas alimentarias (28). Tras una nueva muda se forman las deutoninfas. Tienen un tamafio de 0,60-0,80 mm (8) y
son de color amarillo a marrén claro. A partir de esta fase pueden distinguirse las hembras y los machos. Tras una
nueva muda, durante la cual los animales estdn inactivos y se forma el escudo marrén (aproximadamente después de
14 dias), los dcaros son adultos (28) (29) (30). La duracién de su vida estd entre 48 y 100 dias a 25 °C (27).
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Apéndice 8

Resumen Y calendario de las principales acciones que deben emprenderse a fin de realizar el
ensayo con Hypoaspis

Tiempo (dias)

Inicio del ensayo = dfa 0 Actividadfrarea

Dia - 35 Transferencia de las hembras a partir del cultivo madre a recipientes limpios para iniciar
adia— 28 la sincronizacién

Dos dias después: extraccion de las hembras

Dos o tres veces por semana: aporte de alimento suficiente

Dia -5 (+/- 2) Preparacion del suelo artificial

Dia -4 (+/-2) Determinacién de la WHC del suelo artificial
Secado durante una noche

Dia siguiente: Pesada de muestras y cdlculo de la WHC

Dia - 4 (+/- 2) Prehumidificacién del suelo artificial para alcanzar entre el 20 y el 30 % de la WHC

Dia 0 Inicio del ensayo: adicion de la sustancia problema al suelo artificial
Introduccién de 10 hembras en cada réplica
Pesada de cada réplica

Establecimiento de controles abidticos para determinar el grado de humedad y el pH, dos
réplicas por cada tratamiento

Secado de los controles de humedad durante una noche
Dia siguiente: pesada de los controles de humedad

Dia siguiente: medicién del pH de los controles abiéticos secados

Dias 3, 6, 9, 12 (aprox.) | Aporte de la suficiente cantidad de organismos de presa a cada réplica

Pesada de cada réplica y adicion eventual de la cantidad de agua evaporada

Dia 14 Finalizacion del ensayo, inicio de la extraccién de todas las réplicas y de los controles de
eficacia de la extraccién

Secado del contenido de agua de los controles durante una noche
Dia siguiente: pesada del contenido de agua de los controles

Dia siguiente: medicion del pH de los controles secados

Dia 16 Finalizacion de la extraccion

Dia 16 + Registro del niimero de adultos y de juveniles en el material extraido
Informe de los resultados en los cuadros del modelo

Informe del procedimiento de ensayo en las fichas del protocolo del ensayo
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C.37. ENSAYO DE VEIN:FII:TN DIAS EN PECES: CRIBADO A CORTO PLAZO DE LA ACTIVIDAD
ESTROGENICA Y ANDROGENICA Y DE LA INHIBICION DE LA AROMATASA

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo reproduce las directrices de ensayo (TG) 230 de la OCDE (2009). La necesidad de
desarrollar y validar un ensayo en peces capaz de detectar determinadas sustancias con actividad endocrina
radica en la preocupacién de que los niveles medioambientales de sustancias puedan provocar efectos adversos
tanto en los seres humanos como en la vida silvestre, debido a la interaccion de dichas sustancias con el sistema
endocrino. En 1998, la OCDE promovi6é una actuacién de alta prioridad orientada a revisar las directrices
existentes, as{ como a desarrollar otras nuevas para la seleccién y la evaluacién de los alteradores endocrinos
potenciales. Una faceta de esta actuacién consistié en elaborar las directrices del ensayo para el cribado de
sustancias activas sobre el sistema endocrino de especies de peces. El ensayo de cribado endocrino de veintitin
dias en peces se ha sometido a un amplio programa de validacion, el cual consiste en varios estudios interlabo-
ratorios con sustancias seleccionadas con el objeto de demostrar la pertinencia y la fiabilidad del ensayo en
términos de deteccién de sustancias estrogénicas e inhibidoras de la aromatasa (1, 2, 3, 4, 5) en las tres especies
de peces en estudio (el pez cabeza gorda, el medaka y el pez cebra). La deteccion de actividad androgénica es
posible en el pez cabeza gorda y en el medaka, pero no en el pez cebra. El presente método de ensayo no
permite la deteccion de sustancias antiandrogénicas. El trabajo de validacion ha sido revisado por un grupo de
expertos designados por los Coordinadores Nacionales del Programa de Directrices de Ensayo (6). El ensayo no
se ha diseflado para identificar mecanismos especificos de alteracion hormonal, ya que los animales del ensayo
poseen un eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas (HPG) intacto, que puede responder a las sustancias que afectan a
dicho eje en diferentes niveles. El ensayo sobre reproduccién de peces a corto plazo (TG 229 de la OCDE)
incluye la fecundidad y, en su caso, la histopatologia gonadal del pez cabeza gorda, asi como todos los
pardmetros incluidos en el presente método de ensayo. Las TG 229 de la OCDE ofrecen un cribado de las
sustancias que afectan a la reproduccién mediante diversos mecanismos, incluidas las modalidades endocrinas.
Este factor debe tenerse en cuenta antes de seleccionar el método de ensayo mds adecuado.

2. El presente método de andlisis describe un ensayo de cribado in vivo en el que peces macho sexualmente
maduros y peces hembra que estdn desovando se mantienen en una misma ubicacion y se exponen a una
sustancia durante una parte limitada de su ciclo de vida (veintitin dias). Al término del periodo de exposicion de
veintitin dias, dependiendo de la especie utilizada, se miden uno o dos pardmetros biomarcadores en machos y
hembras que sirvan de indicadores de la inhibicién de la aromatasa, de la actividad estrogénica o de la actividad
androgénica de la sustancia problema. Estos pardmetros son la vitelogenina (VTG) y caracteres sexuales
secundarios. La vitelogenina se mide en el pez cabeza gorda, el medaka y el pez cebra, mientras que los
caracteres sexuales secundarios se miden tnicamente en el pez cabeza gorda y el medaka.

3. Este bioensayo sirve de ensayo de cribado in vivo en relacién con determinados mecanismos de accién
endocrinos y su aplicacion debe considerarse en el contexto del “OECD Conceptual Framework for the Testing
and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (Marco tedrico para el estudio y la evaluacién de los
alteradores endocrinos de la OCDE) (28).

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

4.  La vitelogenina se produce normalmente en el higado de los vertebrados oviparos hembra como respuesta a los
estrogenos enddgenos circulantes. Es un precursor de las proteinas de la yema de huevo y, una vez que se
produce en el higado, viaja a través del torrente sanguineo hasta el ovario, donde los huevos en desarrollo la
absorben y modifican. La vitelogenina apenas se detecta en el plasma de los peces hembra inmaduros y de los
machos porque no tienen suficientes estrégenos en circulacion; no obstante, el higado puede sintetizar y
secretar vitelogenina como respuesta a la estimulacion estrogénica exégena.

5. La medicion de la vitelogenina sirve para detectar sustancias con distintos mecanismos de accién estrogénica. La
deteccion de sustancias estrogénicas es posible gracias a la medicién de la induccion de la vitelogenina en los
peces macho, lo cual ha quedado suficientemente documentado en los estudios revisados por expertos
cientificos [por ejemplo, (7)]. La induccién de la vitelogenina también ha quedado demostrada tras la exposicién
a androgenos aromatizables (8, 9). Una reduccion del nivel circulante de estrégenos en las hembras, por
ejemplo, mediante la inhibicién de la aromatasa que convierte el andrégeno enddgeno en el estrogeno natural
17p-estradiol, provoca una disminucién del nivel de vitelogenina, lo cual se utiliza para detectar sustancias con
propiedades inhibidoras de la aromatasa (10, 11). La relevancia bioldgica de la respuesta de la vitelogenina tras
la inhibicién de estrégenos o de la aromatasa ha quedado establecida y se ha documentado ampliamente. Sin
embargo, es posible que la producciéon de VTG en las hembras también pueda verse afectada por la toxicidad
general y por mecanismos de accién tdxicos no endocrinos como, por ejemplo, la hepatotoxicidad.
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6. Se han logrado desarrollar varios métodos de medicion de manera satisfactoria al tiempo que se han
armonizado para el uso rutinario. Este es el caso de los métodos de enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA)
especificos para cada especie, que usan la inmunoquimica para la cuantificaciéon de la vitelogenina producida en
pequefias muestras sanguineas o hepdticas recogidas en distintos peces (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18). Se recogen
muestras sanguineas de pez cabeza gorda, homogeneizados de cabeza/cola o muestras sanguineas de pez cebra
y muestras hepdticas de medaka para medir la VTG. En el caso del medaka existe una buena correlacion entre la
VTG medida en la sangre y en el higado (19). En el apéndice 6 se recogen los procedimientos recomendados
para la recogida de muestras para el andlisis de la vitelogenina. Hay una gran variedad de juegos de medicién de
la vitelogenina, los cuales deben basarse en un método ELISA especifico para cada especie.

7. Los caracteres sexuales secundarios de los peces macho de determinadas especies son cuantificables y visibles
externamente, ademds de responder a los niveles circulantes de andrégenos enddgenos; este es el caso del pez
cabeza gorda y del medaka, pero no asi del pez cebra, que no posee caracteres sexuales secundarios cuantifi-
cables. Las hembras conservan la capacidad de desarrollar caracteres sexuales secundarios masculinos tras su
exposicion a sustancias androgénicas en el agua. Hay varios estudios disponibles en la bibliografia cientifica que
documentan este tipo de respuesta en el pez cabeza gorda (20) y el medaka (21). Una disminuciéon de los
caracteres sexuales secundarios en los machos deberfa interpretarse con cautela debido a la baja potencia
estadistica y debe basarse en opiniones de expertos y en la ponderacién de las pruebas. Dada la ausencia de
caracteres sexuales secundarios cuantificables que respondan a las sustancias con accién androgénica, hay
limitaciones en el uso del pez cebra en este ensayo.

8. En el pez cabeza gorda, el principal indicador de exposicién androgénica exdgena es el niimero de tubérculos
nupciales ubicados en el hocico del pez hembra. En el medaka, el nimero de tubérculos papilares constituye el
principal marcador de exposiciéon exdgena a sustancias androgénicas en las hembras. El apéndice 5A y el
apéndice 5B presentan los procedimientos recomendados para la evaluacion de los caracteres sexuales en el pez
cabeza gorda y el medaka, respectivamente.

9.  Las definiciones utilizadas en el presente método se recogen en el apéndice 1.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

10. En el ensayo, se exponen juntos en recipientes de ensayo peces macho y hembra con capacidad reproductora.
Su edad adulta y capacidad reproductora permite diferenciar claramente cada sexo y, por lo tanto, permite
realizar un andlisis de cada pardmetro en relacién con el sexo y garantiza su sensibilidad con respecto a las
sustancias exdgenas. Al finalizar el ensayo, el sexo se confirma con un examen macroscopico de las génadas
tras la apertura ventral del abdomen con unas tijeras. En el apéndice 2 se incluye un resumen de las condiciones
relevantes del bioensayo. El ensayo comienza normalmente con muestras de peces de una poblacién en periodo
de desove. No deben utilizarse animales senescentes. En la secciéon dedicada a la seleccion de los peces se
incluyen pautas relativas a la edad de los peces y su capacidad reproductora. El ensayo se realiza con tres
concentraciones de exposicion a la sustancia, asi como con un control del agua y, en caso necesario, un control
del disolvente. Se utilizan dos recipientes o réplicas por tratamiento (cada recipiente contiene cinco machos y
cinco hembras) con medaka y pez cebra, mientras que con el pez cabeza gorda se utilizan cuatro recipientes o
réplicas por tratamiento (cada recipiente contiene dos machos y cuatro hembras). Esta distribucién sirve para
adaptarse al comportamiento territorial del pez cabeza gorda macho a la vez que mantiene una potencia
suficiente del ensayo. La exposicion se lleva a cabo durante veintitin dias y el muestreo de peces se lleva a cabo
en el vigesimoprimer dfa de exposicién.

11. Cuando se realiza el muestreo el vigesimoprimer dia, todos los animales son sacrificados de forma compasiva.
Se miden los caracteres sexuales secundarios en el pez cabeza gorda y el medaka (véanse el apéndice 5A y el
apéndice 5B); se recogen muestras de sangre para determinar la vitelogenina en el pez cebra y el pez cabeza
gorda; también se pueden recoger muestras de la cabeza o cola para determinar la vitelogenina en el pez cebra
(apéndice 6), ademds de recoger muestras hepdticas en el medaka para analizar la VTG (apéndice 6).

CRITERIOS DE ACEPTACION DEL ENSAYO

12. Para que los resultados del ensayo sean aceptables, deben cumplirse las condiciones siguientes:
— la mortalidad en los controles del agua (o de disolvente) no ha de superar el 10 % al final del ensayo;

— la concentracién de oxigeno disuelto ha de ser, al menos, del 60 % del valor de saturacion en el aire a lo
largo de todo el periodo de exposicién;
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— en ningtin momento del periodo de exposicion la temperatura del agua debe variar en mds de + 1,5 °C
entre los recipientes de ensayo y debe mantenerse en un intervalo de 2 °C dentro de las gamas establecidas
para la especie de ensayo (apéndice 2); y

— debe haber pruebas disponibles para demostrar que las concentraciones de la sustancia problema en la
solucién se han mantenido debidamente dentro de un rango de * 20 % de la media los valores medidos.

DESCRIPCION DEL METODO
Equipo

13. Se empleard el equipo comin de laboratorio y, en particular:
a) medidores de oxigeno y pH;
b) equipo para determinar la dureza y la alcalinidad del agua;
¢) dispositivo adecuado de regulacion de la temperatura, con supervision preferiblemente continua;

d) recipientes de material quimicamente inerte y con una capacidad adecuada a la carga y la densidad de
poblacién recomendadas (véase el apéndice 2);

e) sustrato de desove del pez cabeza gorda y del pez cebra (en el apéndice 4 figura la informacién necesaria); y

f) una balanza suficientemente exacta (esto es, exactitud de + 0,5 mg).

Agua

14. Puede utilizarse para el ensayo toda agua en la que la especie de ensayo muestre unas tasas de crecimiento y
supervivencia a largo plazo adecuadas. Su calidad ha de ser constante a lo largo de todo el ensayo. El pH del
agua debe hallarse entre 6,5 y 8,5, si bien a lo largo de un mismo ensayo debe permanecer en un intervalo de *
0,5 unidades de pH. Deben tomarse periddicamente muestras para su andlisis con el fin de cerciorarse de que el
agua de dilucién no interfiere en los resultados del ensayo (por ejemplo, por complejacién de la sustancia
problema). Cuando se sepa que un agua de dilucién es de calidad relativamente constante, conviene proceder,
por ejemplo, cada tres meses a la determinacion 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 SO,*), plaguicidas (por ejemplo,
organofosforados totales y organoclorados totales), carbono orgénico total y sélidos en suspension. Si se
demuestra que la calidad del agua es constante al menos durante un afio, los andlisis pueden ser menos
frecuentes y espaciarse mds (por ejemplo, cada seis meses). En el apéndice 3 se recogen algunas caracteristicas
quimicas de un agua de dilucién aceptable.

Soluciones de ensayo

15. Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilucién de una solucién madre. La
solucién madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitacion de la sustancia problema en el agua
de diluciéon (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas de saturacién
(columnas de solubilidad) para lograr la concentracién adecuada de soluciéon madre. No se recomienda usar un
disolvente portador. Sin embargo, en el caso de que sea necesario usar un disolvente, debe realizarse un control
de disolvente en paralelo y con la misma concentracién de disolvente que en los tratamientos con la sustancia
problema. En el caso de sustancias dificiles, un disolvente puede ser técnicamente la mejor solucién. Debe
consultarse el documento de orientaciéon de la OCDE sobre los ensayos de toxicidad acudtica con sustancias y
mezclas dificiles (22). La elecciéon del disolvente vendrd determinada por las propiedades quimicas de la
sustancia. El documento de orientacién de la OCDE recomienda un médximo de 100 pl/l, que debe respetarse.
Sin embargo, una revisién reciente (23) puso de relieve otras cuestiones relativas al uso de disolventes para
realizar ensayos sobre la actividad endocrina. Por lo tanto, se recomienda que la concentracién del disolvente,
en caso necesario, se reduzca al minimo siempre que sea técnicamente posible (esto dependerd de las
propiedades fisicoquimicas de la sustancia problema).

16. Se utilizard un sistema de ensayo dindmico. Este tipo de sistemas aporta y diluye continuamente una solucién
madre de la sustancia problema (por ejemplo, bomba dosificadora, diluidor proporcional o sistema saturador)
para distribuir una serie de concentraciones en los recipientes de ensayo. Los caudales de las soluciones madre y
del agua de dilucién deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los dias, y no deberfan variar en
mds del 10 % a lo largo del ensayo. Debe evitarse el uso de tubos de pldstico de baja calidad u otros materiales
que puedan contener sustancias bioldgicamente activas. Al seleccionar el material para el sistema dindmico,
debe tenerse en cuenta la posible adsorcién de la sustancia problema a este material.
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Preparacién de los peces

17. Los peces de ensayo deben seleccionarse de una poblacién de laboratorio, preferentemente de una misma
poblacién, que se mantenga al menos en las dos semanas antes del ensayo en condiciones de calidad del agua e
iluminacién similares a las del ensayo. Es importante que la tasa de carga y la densidad de poblacién (las
definiciones pueden consultarse en el apéndice 1) sean las adecuadas para la especie de ensayo utilizada (véase
el apéndice 2).

18. Después de un periodo de adaptacion de 48 horas, se registra la mortalidad y se aplican los criterios siguientes:
— si la mortalidad es superior al 10 % de la poblacién en siete dias, se rechaza todo el lote;

— si la mortalidad se halla entre el 5 y el 10 % de la poblacién, se prolonga otros siete dias el periodo de
aclimatacion; si durante este segundo periodo la mortalidad supera el 5 %, se rechaza todo el lote;

— si la mortalidad es inferior al 5 % de la poblacion en siete dias, se acepta el lote.

19. Los peces no deben recibir tratamiento terapéutico alguno durante el periodo de aclimatacién, el periodo de
preexposicion ni durante el periodo de exposicion.

Preexposicion y seleccion de los peces

20. Se recomienda un periodo de preexposicién de una semana, en el que los animales estin en recipientes
similares a los utilizados en el ensayo real. Los peces deben ser alimentados ad libitum durante todo el periodo
de preparacién y durante la fase de exposicion. La fase de exposiciéon comienza con peces adultos sexualmente
dimorficos, procedentes de un suministro para laboratorio de animales maduros para la reproducciéon (por
ejemplo, con caracteres sexuales secundarios visibles, en lo que respecta al pez cabeza gorda y al medaka) y en
desove activo. Unicamente a modo de orientacién general (esto es, no debe tenerse en cuenta sin atender a la
situacion reproductora real de un lote de peces determinado), los peces cabeza gorda deben tener aproxima-
damente 20 (+ 2) semanas de edad, suponiendo que se hayan criado a 25 + 2 °C durante toda su vida. Los
medaka deben tener aproximadamente 16 (+ 2) semanas, suponiendo que se hayan cultivado a 25 = 2 °C
durante toda su vida. Los peces cebra deben tener aproximadamente 16 (+ 2) semanas, suponiendo que se
hayan cultivado a 26 * 2 °C durante toda su vida.

DISENO DEL ENSAYO

21. Se utilizan tres concentraciones de la sustancia problema, un control (agua) y, si es necesario, un control de
disolvente. Los datos se pueden analizar con el objeto de determinar diferencias estadisticamente significativas
entre las respuestas de los grupos de tratamiento y de los controles. Estos andlisis indicardn si son necesarias
otros ensayos a largo plazo para determinar efectos adversos (es decir, supervivencia, desarrollo, crecimiento y
reproduccién) de la sustancia, mds que para su uso en la evaluacién de riesgos (24).

22. En lo que respecta al pez cebra y al medaka, en el vigesimoprimer dia del experimento se realiza un muestreo
de machos y hembras de cada nivel de tratamiento (cinco machos y cinco hembras en cada una de las dos
réplicas) y de los controles para medir la vitelogenina y los caracteres sexuales secundarios, si procede. En lo
que respecta al pez cabeza gorda, en el vigesimoprimer dia de exposicion se realiza un muestreo de machos y
hembras (dos machos y cuatro hembras en cada una de las cuatro réplicas) y de los controles para medir la
vitelogenina y los caracteres sexuales secundarios.

Seleccién de las concentraciones de ensayo

23. A efectos de este ensayo, la concentracién de ensayo mdaxima debe establecerse de acuerdo con la concentracion
maéxima tolerada (en lo sucesivo, MTC, por sus siglas en inglés), la cual se determina mediante un ensayo de
determinaci6n de intervalo u otros datos de toxicidad, o fijarse en 10 mg/l o en la solubilidad médxima en agua,
eligiéndose el valor que sea menor. La MTC se define como la concentracién mdxima de ensayo de la sustancia
que redunda en una mortalidad inferior al 10 %. Con este planteamiento se asume que existen datos empiricos
de toxicidad aguda u otros datos de toxicidad a partir de los cuales se puede estimar la MTC. La estimacién de
la MTC puede ser inexacta y, por lo general, debe aplicarse un juicio profesional.

24. Se requieren tres concentraciones de ensayo, separadas por un factor constante no superior a 10, asi como un
control del agua de dilucién (y un control de disolvente si es necesario). Se recomienda emplear una gama de
factores de separacion entre 3,2 y 10.
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PROCEDIMIENTO
Seleccién y pesada de los peces del ensayo

25. Es importante que el peso de los peces varie lo menos posible al inicio del ensayo. En el apéndice 2 figuran los
intervalos de peso apropiados en cada una de las especies recomendadas para este ensayo. Para todo el lote de
peces utilizado en el ensayo, el intervalo de pesos individuales de los peces macho y hembra al inicio del ensayo
debe mantenerse, si es posible, en un intervalo de + 20 % de la media aritmética del mismo sexo. Se
recomienda pesar una submuestra de la poblacién de peces antes del ensayo para calcular el peso medio.

Condiciones de exposicién
Duracién

26. La duracién del ensayo es de veintitn dias, tras un periodo de preexposicion. El periodo de preexposicion
recomendado es una semana.

Alimentacion

27. Los peces deben ser alimentados ad libitum con alimentos adecuados (apéndice 2) a un ritmo suficiente para
mantener la condicion fisica. Debe tenerse cuidado para evitar el crecimiento microbiano y la turbidez del agua.
Como pauta general, la racién diaria puede dividirse en dos o tres porciones iguales para realizar varias tomas
al dia y deben transcurrir al menos tres horas entre cada toma. Una sola racién mayor resulta aceptable,
especialmente los fines de semana. La alimentacion de los peces debe suprimirse durante las 12 horas anteriores
a la toma de muestras o la autopsia.

28. Se debe evaluar la presencia de contaminantes en la comida de los peces, como plaguicidas organoclorados,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) o bifenilos policlorados (PCB). Deben evitarse los alimentos con un
alto nivel de fitoestrogenos que puedan comprometer la respuesta del ensayo a agonistas de estrdgenos
conocidos (por ejemplo, el 17 beta-estradiol).

29. La comida sobrante y la materia fecal deben retirarse de los recipientes de ensayo al menos dos veces por
semana, por ejemplo, limpiando bien el fondo de cada recipiente con un sifén.

Tluminacion y temperatura

30. El fotoperiodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (apéndice 2).

Frecuencia de los anilisis y mediciones

31. Antes de que comience el periodo de exposicion, debe garantizarse el funcionamiento correcto del sistema de
distribucién de la sustancia. Deben estar dispuestos todos los métodos analiticos, incluidos los conocimientos
suficientes sobre la estabilidad quimica del sistema de ensayo. Durante el ensayo, las concentraciones de la
sustancia problema se determinan a intervalos regulares, de la siguiente manera: los caudales de diluyente y de
solucién madre de la sustancia téxica deben comprobarse preferentemente todos los dias, pero al menos dos
veces por semana, y no deben variar en mds del 10 % a lo largo del ensayo. Se recomienda que las concentra-
ciones reales de sustancia problema se midan en todos los recipientes al comienzo del ensayo y, posteriormente,
cada semana.

32. Se recomienda basar los resultados en las concentraciones medidas. Sin embargo, si la concentracién de
sustancia problema en la solucién se ha mantenido debidamente dentro del £ 20 % de la concentracién
nominal durante todo el ensayo, los resultados pueden basarse en los valores nominales o en los valores
medidos.

33. En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con un filtro de 0,45 pm de didmetro de poro) o
centrifugar las muestras. En caso necesario, el procedimiento recomendado es el centrifugado. Sin embargo, si
se demuestra que el material del ensayo no se adsorbe a los filtros, también puede aceptarse la filtracion.
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34. Durante el ensayo deben medirse el oxigeno disuelto, la temperatura y el pH en todos los recipientes de ensayo,
al menos una vez por semana. La dureza total y la alcalinidad deben medirse en los controles y en uno de los
recipientes con la concentracién mds alta al menos una vez por semana. La temperatura debe someterse a
supervisién continua al menos en un recipiente de ensayo.

Observaciones

35. En el transcurso del ensayo o al término del mismo, se evaliia una serie de respuestas bioldgicas generales (por
ejemplo, la supervivencia) o bdsicas (por ejemplo, los niveles de vitelogenina). A continuacion se describen la
medicién y la evaluacién de estos pardmetros y su utilidad.

Supervivencia

36. Durante el periodo del ensayo hay que examinarse diariamente los peces, registrar la mortalidad y retirar los
peces muertos lo antes posible. Los peces muertos no deben ser reemplazados en los recipientes de control ni
en los de tratamiento. El sexo de los peces que mueran durante el ensayo debe determinarse mediante la
evaluacion macroscopica de las gonadas.

Comportamiento y aspecto

37. Debe anotarse todo comportamiento anémalo (con respecto a los controles), tales como signos de toxicidad
general, incluida la hiperventilacién, la descoordinacion al nadar, la pérdida de equilibrio o una inactividad o
alimentacién atipicas. También deben indicarse las anomalias externas (por ejemplo, hemorragia o
decoloraci6n). Estos signos de toxicidad deben considerarse detenidamente durante la interpretacién de los
datos, ya que pueden indicar concentraciones a las que los biomarcadores de la actividad endocrina no resultan
fiables. Estas observaciones sobre el comportamiento también pueden proporcionar informacién cualitativa util
para los posibles requisitos futuros de ensayos en peces. Por ejemplo, se ha observado agresividad territorial en
machos normales o hembras masculinizadas del pez cabeza gorda expuestos a andrégenos, mientras que en el
pez cebra se ha observado el comportamiento caracteristico del apareamiento y desove al amanecer se ha
reducido u obstaculizado debido a una exposicion estrogénica o antiandrogénica.

38. Como algunos elementos del aspecto (principalmente el color) pueden cambiar rdpidamente con la
manipulacién, es importante que las observaciones cualitativas se realicen antes de retirar a los animales del
sistema del ensayo. La experiencia hasta la fecha con el pez cabeza gorda sugiere que algunas sustancias con
actividad endocrina pueden, inicialmente, inducir cambios en las siguientes caracteristicas externas: color del
cuerpo (claro u oscuro), patrones de coloracién (presencia de franjas verticales) y forma del cuerpo (zona de la
cabeza y del pecho). Por lo tanto, deben realizarse durante el ensayo y al término del estudio observaciones del
aspecto fisico de los peces.

Sacrificio compasivo de los peces

39. El vigesimoprimer difa, es decir, al final de la exposicion, los peces deben ser sacrificados con unas cantidades
adecuadas de tricaina [metanosulfonato de tricaina, metacaina, MS-222 (CAS 886-86-2)], 100 — 500 mg]l,
amortiguados con 300 mg/l de NaHCO ; (bicarbonato sédico, CAS 144-55-8) para reducir la irritacién de la
membrana mucosa; a continuacién se realiza un muestreo de sangre o tejido para determinar el nivel de
vitelogenina, tal y como se explica en la seccion dedicada a la vitelogenina.

Observacién de los caracteres sexuales secundarios

40. Algunas sustancias con actividad endocrina pueden inducir cambios en los caracteres sexuales secundarios
especializados (ntimero de tubérculos nupciales en el pez cabeza gorda macho o tubérculos papilares en el
medaka macho). En particular, las sustancias con determinados mecanismos de accién pueden provocar la
aparicién anémala de caracteres sexuales secundarios en los animales del sexo opuesto; por ejemplo, los
agonistas de los receptores de andrégenos, como la trembolona, la metiltestosterona y la dihidrotestosterona,
pueden provocar que el pez cabeza gorda hembra desarrolle tubérculos nupciales pronunciados o que el
medaka hembra desarrolle tubérculos papilares (11, 20, 21). También se ha observado que los agonistas
receptores de estrogenos pueden reducir el nimero de tubérculos nupciales y el tamafio de la almohadilla dorsal
en los machos adultos (25, 26). Estas observaciones morfolégicas macroscopicas pueden proporcionar
informaci6n cualitativa y cuantitativa util para los posibles requisitos futuros de ensayos en peces. El nimero y
el tamafio de los tubérculos nupciales en el pez cabeza gorda y de los tubérculos papilares en el medaka pueden
cuantificarse directamente o, de manera mds prictica, en especimenes conservados. Los procedimientos
recomendados para la evaluacién de los caracteres sexuales secundarios en el pez cabeza gorda y en el medaka
se pueden consultar en el apéndice 5A y el apéndice 5B, respectivamente.
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Vitelogenina (VTG)

41. Se extrae sangre de la arteria o de la vena caudal con un tbulo capilar para microhematocrito heparinizado o
mediante una puncién cardiaca con una jeringa. En funcién del tamafio de los peces, los voliimenes de sangre
que se pueden extraer suelen oscilar entre los 5 y los 60 pl por individuo en el caso del pez cabeza gorda y
entre los 5 y los 15 pl por individuo en el caso del pez cebra. El plasma se separa de la sangre mediante
centrifugado y se guarda con inhibidores de la proteasa a — 80 °C hasta que se analice para determinar la
vitelogenina. De manera alternativa, en el medaka se utilizard el higado y en el pez cebra se puede usar el
homogeneizado de cabeza/cola como tejido de origen para la determinacion de la vitelogenina (apéndice 6). La
medicién de la VTG debe basarse en un método ELISA homoélogo validado con ayuda de anticuerpos
homologos y de un patrén de VTG homologo. Se recomienda utilizar un método capaz de detectar niveles de
VTG tan bajos como unos pocos ng/ml de plasma (0 ng/mg de tejido), que es el nivel de base en los peces
macho no expuestos.

42. El control de calidad del andlisis de la vitelogenina se realizard mediante patrones, blancos y, como minimo,
andlisis duplicados. Para cada método ELISA debe realizarse una prueba del efecto de matriz (efecto de dilucién
de la muestra) para determinar el factor minimo de dilucién de la muestra. Cada placa ELISA utilizada en
ensayos de VTG debe incluir las siguientes muestras de control de calidad: al menos 6 patrones de calibracién
que cubran la gama de concentraciones previstas de vitelogenina y al menos un blanco de ensayo de fijacién no
especifico (analizado por duplicado). La absorbancia de estos blancos debe ser inferior al 5 % de la absorbancia
méxima del patrén de calibracién. Se analizardn como minimo dos partes alicuotas (duplicados de pocillos) de
cada dilucién de la muestra. Los duplicados de los pocillos que varfen en mds del 20 % deben volver a
analizarse.

43, El coeficiente de correlaciéon (R?) de las curvas de calibraciéon debe ser superior a 0,99. Sin embargo, una
elevada correlacién no es suficiente para garantizar una prediccion adecuada de la concentracién en todas las
gamas. Ademads de tener una correlacion suficientemente alta para la curva de calibracién, la concentracién de
cada patrén, calculada a partir de la curva de calibracién, debe encontrarse entre el 70 y 120 % de su concen-
tracién nominal. Si las concentraciones nominales presentan la tendencia de apartarse de la linea de regresién
de calibracién (por ejemplo, en concentraciones mds bajas), es posible que sea necesario dividir la curva de
calibraciéon en rangos bajos y altos o utilizar un modelo no lineal para adaptar adecuadamente los datos de
absorbancia. Si la curva se divide, ambos segmentos de linea deben tener un R? > 0,99.

44. El limite de deteccién (LOD) se define como la concentracién mds baja del patrén analitico, y el limite de cuanti-
ficacién (LOQ) se define como la concentracién mds baja del patrén analitico multiplicada por el factor de
dilucién més bajo.

45. Cada dia que se realicen ensayos de vitelogenina, se analizard una muestra de enriquecimiento preparada con un
patrén de referencia interensayos (apéndice 7). La relacion entre la concentracién prevista y la concentracién
medida se indicard junto con los resultados de cada conjunto de ensayos que se hayan realizado ese dia.

DATOS E INFORME
Evaluacion de las respuestas de los biomarcadores mediante el andlisis de la varianza (ANOVA)

46. Para identificar la posible actividad endocrina de una sustancia, se comparan las respuestas entre los grupos de
tratamiento y los grupos de control mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). Cuando se usa un control de
disolvente, debe realizarse una prueba estadistica apropiada entre los controles de agua de dilucién y los de
disolvente para cada pardmetro. En la OCDE, 2006¢ (27) pueden consultarse las directrices relativas a la gestién
de los datos de los controles de agua de dilucién y los de disolvente en posteriores andlisis estadisticos. Todos
los datos relativos a las respuestas bioldgicas deben analizarse y comunicarse por separado respecto a cada sexo.
Si las hipotesis necesarias relativas a los métodos paramétricos no se cumplen —distribucién no normal (por
ejemplo, prueba de Shapiro-Wilk) o varianza heterogénea (prueba de Bartlett o Levene)—, deberd estudiarse la
posibilidad de transformar los datos para homogeneizar las varianzas antes de efectuar el ANOVA o un ANOVA
ponderado. En caso de relaciéon dosis-respuesta no mondtona puede utilizarse la prueba de Dunnett
(paramétrica) sobre comparaciones de varios pares o un ajuste Mann-Whitney con Bonferroni (no paramétrico).
Se pueden usar otras pruebas estadisticas (por ejemplo, la prueba de Jonckheere-Terpstra o la prueba de
Williams) si la relacion dosis-respuesta es aproximadamente mondétona. En el apéndice 8 se incluye un diagrama
de flujo estadistico como ayuda para la toma de decisiones en relacion con la prueba estadistica mds adecuada.
Asimismo, se puede obtener mds informacién en el documento de la OCDE relativo a los enfoques actuales
sobre el andlisis estadistico de datos sobre ecotoxicidad (27).
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47.

Preparacién de informes sobre los resultados del ensayo

Los datos del estudio deben incluir:

Instalaciones de ensayo:

Personal responsable y sus tareas en el estudio.

Cada laboratorio debe haber demostrado su competencia en el uso de una gama de sustancias represen-
tativas.

Sustancia problema:

Caracterizacion de la sustancia problema.
Naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes.
Método y frecuencia de preparacion de las concentraciones de ensayo.

Informacion sobre la estabilidad y la biodegradabilidad.

Disolvente:

Caracterizacion del disolvente (naturaleza, concentracion utilizada).

— Justificacién de la eleccion del disolvente (si fuera distinto al agua).

Animales de ensayo:

Especie y cepa.

Proveedor e instalacién especifica del proveedor.

Edad de los peces al comienzo del ensayo y estado reproductivo o de desove.
Datos sobre el procedimiento de aclimatacién de los animales.

Peso corporal de los peces al principio de la exposicion (a partir de una submuestra de la poblacién de
peces).

Condiciones del ensayo:

Procedimiento de ensayo utilizado (tipo de prueba, tasa de carga, densidad de poblacién, etc.).
Método de preparacién de las soluciones madre y caudal.

Concentraciones nominales del ensayo, concentraciones medidas cada semana de las soluciones de ensayo y
método analitico utilizado, medias de los valores medidos y desviaciones fisicas de los recipientes de ensayo,
asi como pruebas de que las mediciones corresponden a las concentraciones de la sustancia del ensayo en la
solucion verdadera.

Caracteristicas del agua de dilucién (incluido el pH, la dureza, la alcalinidad, la temperatura, la concentracién
de oxigeno disuelto, los niveles residuales de cloro, el carbono orgénico total, los sélidos en suspensién y
cualquier otra medicion que se haya realizado).

Calidad del agua dentro de los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentracién de oxigeno
disuelto.

Informaci6n detallada sobre la alimentacién (por ejemplo, tipo de alimentos, origen, cantidad suministrada y
frecuencia) y andlisis de los contaminantes pertinentes, si estuvieran disponibles (por ejemplo, PCB, HAP y
plaguicidas organoclorados).

Resultados

Pruebas de que los controles han cumplido los criterios de aceptacion del ensayo.
Datos sobre la mortalidad acaecida en cualquiera de las concentraciones y en los controles del ensayo.
Técnicas de andlisis estadistico utilizadas, tratamiento de los datos y justificacién de las técnicas utilizadas.

Datos relativos a las observaciones bioldgicas de morfologia macroscépica, incluidos los caracteres sexuales
secundarios y la vitelogenina.

Resultados de los andlisis de datos, preferentemente en formato tabular y grafico.

Incidencia de toda reacciéon anémala de los peces y de todo efecto visible producido por la sustancia
problema.
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ORIENTACION PARA LA INTERPRETACION Y LA ACEPTACION DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO

48. Esta seccion contiene una serie de consideraciones que deben tenerse en cuenta en la interpretacion de los
resultados del ensayo con respecto a los diversos pardmetros medidos. Los resultados deben interpretarse con
cautela cuando la sustancia problema parezca provocar una toxicidad manifiesta o afectar al estado general del
animal de ensayo.

49. Al ajustar la gama de concentraciones del ensayo, se debe tener cuidado de no superar la concentracién méaxima
tolerada, de forma que se pueda realizar una interpretacion significativa de los datos. Es importante contar al
menos con un tratamiento en el que no haya indicios de efectos toxicos. Los signos de enfermedades y de
efectos toxicos deben evaluarse y registrarse exhaustivamente. Por ejemplo, es posible que la produccién de
VTG en las hembras también se vea afectada por la toxicidad general y mecanismos de accién tdéxicos no
endocrinos como, por ejemplo, hepatotoxicidad. No obstante, la interpretacion de los efectos puede
corroborarse con otros niveles de tratamiento que no se hayan visto afectados por la toxicidad sistémica.

50. Hay varios aspectos que deben tenerse en cuenta con respecto a la aceptacion de los resultados del ensayo.
Como pauta, los niveles de VTG en los grupos de control de machos y hembras deben diferenciarse y estar
separados aproximadamente por tres 6rdenes de magnitud en el pez cabeza gorda y en el pez cebra, y aproxi-
madamente por un orden de magnitud en el medaka. En los informes de validacién (1, 2, 3, 4) figuran ejemplos
de la gama de valores obtenidos en los grupos de control y de tratamiento. Los valores altos de VTG en los
machos de control podrian comprometer la capacidad de respuesta del ensayo y su capacidad para detectar
agonistas débiles de estrogenos. Los valores bajos de VTG en las hembras de control podrian comprometer la
capacidad de respuesta del ensayo y su capacidad para detectar inhibidores de la aromatasa y antagonistas de los
estrogenos. Para elaborar esta orientacion se utilizaron los estudios de validacion.

51. Si un laboratorio no hubiera realizado el ensayo antes o si se hubieran producido cambios importantes (por
ejemplo, cambio de cepa o del proveedor de los peces), se aconseja realizar un estudio de competencia técnica.
Se recomienda utilizar sustancias que abarquen una variedad de mecanismos de accién o de impactos en varios
pardmetros del ensayo. En la préctica, se insta a cada laboratorio a recopilar sus propios datos de control
histéricos relativos a los machos y a las hembras, asi como a realizar controles positivos con una sustancia con
actividad estrogénica (por ejemplo, el 17beta-estradiol a 100 ng/l o un agonista débil conocido) que se traduzca
en un aumento de la VTG en los peces macho, con una sustancia inhibidora de la aromatasa (por ejemplo,
fadrozol o procloraz a 300 pgfl) que dé como resultado una reduccién de la VTG en los peces hembra, y con
una sustancia con actividad androgénica (por ejemplo, 17beta-trembolona a 5 pgfl) que produzca la induccién
de caracteres sexuales secundarios en las hembras del pez cabeza gorda y del medaka. Todos estos datos pueden
compararse con los datos disponibles de los estudios de validacién (1, 2, 3) para garantizar la competencia de
los laboratorios.

52. En general, las mediciones de vitelogenina deben considerarse positivas si se produce un aumento estadisti-
camente significativo de la VTG en los machos (p < 0,05) o una disminucién estadisticamente significativa en
las hembras (p < 0,05), como minimo en la dosis méxima del ensayo en comparacién con el grupo de control
y en ausencia de signos de toxicidad general. Un resultado positivo también se verd respaldado por la
demostracién de una relacién bioldgicamente plausible entre la dosis y la curva de respuesta. Como se ha
mencionado anteriormente, la reduccion de vitelogenina podria no deberse totalmente a un origen endocrino;
sin embargo, un resultado positivo, por lo general, se debe interpretar como una prueba de actividad endocrina
in vivo y, normalmente, debe conllevar acciones para obtener mds aclaraciones.

BIBLIOGRAFIA

(1) OCDE (2006a). Report of the Initial Work Towards the Validation of the 21-Day Fish Screening Assay for the
Detection of Endocrine active Substances (Phase 1A). OECD Environmental Health and Safety Publications
Series on Testing and Assessment No.60, ENV/JM/MONO(2006)27.

(2) OCDE (2006b). Report of the Initial Work Towards the Validation of the 21-Day Fish Screening Assay for the
Detection of Endocrine active Substances (Phase 1B). OECD Environmental Health and Safety Publications
Series on Testing and Assessment No.61, ENV/JM/MONO(2006)29.

(3) OCDE (2007). Final report of the Validation of the 21-day Fish Screening Assay for the Detection of Endocrine
Active Substances. Phase 2: Testing Negative Substances. OECD Environmental Health and Safety Publications
Series on Testing and Assessment No.78, ENV/JM/MONO(2007)25.

(4) Owens JW (2007). Phase 3 report of the validation of the OECD Fish Screening Assay. Proyecto de CEFIC LRI,
endocrino. http://www.cefic-Iri.org/index.php?page=projects (acceso 18/09/08).


http://www.cefic-lri.org/index.php?page=projects

1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/211

(5) US EPA 2007. Validation of the Fish Short-Term Reproduction Assay: Integrated Summary Report. Informe no
P y g y Rep
publicado del 15 de diciembre de 2007. Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de EE. UU., Washington,
DC. 104 paginas.

(6) OCDE, 2008. Report of the Validation Peer Review for the 21-Day Fish Endocrine Screening Assay and
Agreement of the Working Group of the National Coordinators of the Test Guidelines Programme on the
Follow-up of this Report. OECD Environmental Health and Safety Publications Series on Testing and
Assessment No.94, ENV/JM/MONO(2008)21.

(7) Sumpter and Jobling (1995). Vitellogenesis as a biomarker for estrogenic contamination of the aquatic
environment. Environmental Health Perspectives;103 Suppl 7:173-8 Review.

(8) Pawlowski S, Sauer A, Shears JA, Tyler CR, Braunbeck T (2004). Androgenic and estrogenic effects of the
synthetic androgen 17alpha-methyltestosterone on sexual development and reproductive performance in the
fathead minnow (Pimephales promelas) determined using the gonadal recrudescence assay. Aquatic Toxicology;
68(3):277-91.

(9) Andersen L, Goto-Kazato R, Trant JM, Nash JP, Korsgaard B, Bjerregaard P (2006). Short-term exposure to low
concentrations of the synthetic androgen methyltestosterone affects vitellogenin and steroid levels in adult male
zebrafish (Danio rerio). Aquatic Toxicology; 76(3-4):343-52.

(10) Ankley GT, Kahl MD, Jensen KM, Hornung MW, Korte JJ, Makynen EA, Leino RL (2002). Evaluation of the
aromatase inhibitor fadrozole in a short-term reproduction assay with the fathead minnow (Pimephales
promelas). Toxicological Sciences; 67(1):121-30.

(11) Panter GH, Hutchinson TH, Hurd KS, Sherren A, Stanley RD, Tyler CR (2004). Successful detection of (anti-)
androgenic and aromatase inhibitors in pre-spawning adult fathead minnows (Pimephales promelas) using easily
measured endpoints of sexual development. Aquatic Toxicology; 70(1):11-21.

(12) Parks LG, Cheek AO, Denslow ND, Heppell SA, McLachlan JA, LeBlanc GA, Sullivan CV (1999). Fathead
minnow (Pimephales promelas) vitellogenin: purification, characterization and quantitative immunoassay for the
detection of estrogenic compounds. Comparative Biochemistry and Physiology. Part C Pharmacology, toxicology
and endocrinology; 123(2):113-25.

(13) Panter GH, Tyler CR, Maddix S, Campbell PM, Hutchinson TH, Linge R, Lye C, Sumpter JP, 1999. Application
of an ELISA to quantify vitellogenin concentrations in fathead minnows (Pimephales promelas) exposed to
endocrine disrupting chemicals. CEFIC-EMSG research report reference AQ001. CEFIC, Bruselas, Bélgica.

(14) Fenske M., van Aerle, R.B., Brack, S.C., Tyler, CR., Segner, H., (2001). Development and validation of a
homologous zebrafish (Danio rerio Hamilton- Buchanan) vitellogenin enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and its application for studies on estrogenic chemicals. Comp. Biochem. Phys. C 129 (3): 217-232.

(15) Holbech H, Andersen L, Petersen GI, Korsgaard B, Pedersen KL, Bjerregaard P. (2001). Development of an ELISA
for vitellogenin in whole body homogenate of zebrafish (Danio rerio). Comparative Biochemistry and
Physiology. Part C Pharmacology, toxicology and endocrinology; 130: 119-131

(16) Rose J, Holbech H, Lindholst C, Noerum U, Povlsen A, Korsgaard B, Bjerregaard P. 2002. Vitellogenin induction
by 17R-estradiol and 178-ethinylestradiol in male zebrafish (Danio rerio). Comp. Biochem. Physiol. C. 131:
531-539.

(17) Brion F, Nilsen BM, Eidem JK, Goksoyr A, Porcher JM, Development and validation of an enzyme-linked
immunosorbent assay to measure vitellogenin in the zebrafish (Danio rerio). Environmental Toxicology and
Chemistry; vol 21: 1699-1708.

(18) Yokota H, Morita H, Nakano N, Kang IJ, Tadokoro H, Oshima Y, Honjo T, Kobayashi K. 2001. Development of
an ELISA for determination of the hepatic vitellogenin in Medaka (Oryzias latipes). Jpn | Environ Toxicol 4:87-
98.

(19) Tatarazako N, Koshio M, Hori H, Morita M and Iguchi T., 2004. Validation of an enzyme-linked immunosorbent
assay method for vitellogenin in the Medaka. Journal of Health Science 50:301-308.

(20) Ankley GT, Jensen KM, Makynen EA, Kahl MD, Korte JJ, Homung MW, Henry TR, Denny JS, Leino RL, Wilson
VS, Cardon MC, Hartig PC, Gray LE (2003). Effects of the androgenic growth promoter 17-beta-trenbolone on
fecundity and reproductive endocrinology of the fathead minnow. Environmental Toxicology and Chemistry; 22
(6): 1350-60.



L 54/212

Diario Oficial de la Unién Europea 1.3.2016

(21) Seki M, Yokota H, Matsubara H, Maeda M, Tadokoro H, Kobayashi K (2004). Fish full life-cycle testing for
androgen methyltestosterone on medaka (Oryzias latipes). Environmental Toxicology and Chemistry; 23(3):774-
81.

(22) OCDE (2000) Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures. Environ-
mental Health and Safety Publications. Series on Testing and Assessment. N° 23. Paris.

(23) Hutchinson TH, Shillabeer N, Winter M]J, Pickford DB, 2006a. Acute and chronic effects of carrier solvents in
aquatic organisms: A critical review. Review. Aquatic Toxicology, 76; pp.69-92.

(24) Hutchinson TH, Ankley GT, Segner H, Tyler CR, 2006b. Screening and testing for endocrine disruption in fish-
biomarkers as “signposts”, not “traffic lights”, in risk assessment. Environmental Health Perspectives;114 Suppl
1:106-14.

(25) Miles-Richardson, SR, Kramer V], Fitzgerald SD, Render JA, Yamini B, Barbee SJ, Giesy JP. 1999. Effects of
waterborne exposure to 17B-estradiol on secondary sex characteristics and gonads of the fathead minnow
(Pimephales promelas). Aquat. Lett., Suppl. 47, 129-145.

(26) Martinovic, D., L.S. Blake, EJ. Durhan, KJ. Greene, M.D. Kahl, K.M,, Jensen, E.A. Makynen, D.L. Villeneuve y G.
T. Ankley. 2008. Characterization of reproductive toxicity of vinclozolin in the fathead minnow and co-
treatment with an androgen to confirm an anti-androgenic mode of action. Microbiol. Lett., Suppl. Chem. Soc,
pp. 27, 478-488.

(27) OCDE (2006c¢). Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application.
OECD environmental Health and Safety Publications Series on Testing and Assessment No.54. ENV/J]M/MONO
(2006)18

(28) OCDE (2012). OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupters (revised).
Annex I to Draft Guidance Document on Standardised Test Guidelines for Evaluating Chemicals for Endocrine
Disruption. Series on Testing and Assessment No 150. ENV/JM/MONO(2012)22



1.3.2016 Diario Oficial de la Unién Europea L 54/213

Apéndice 1

Abreviaturas y definiciones

Sustancia: Sustancia o mezcla.

CV: Coceficiente de variacion.

ELISA: Enzimoinmunoandlisis de adsorcion.

Tasa de carga: Peso hiimedo de los peces por volumen de agua.
Densidad de poblacién: Nimero de peces por volumen de agua.

VTG (vitelogenina): Fosfolipoglucoproteina precursora de la proteina de la yema de huevo que normalmente se
produce en las hembras sexualmente activas de todas las especies oviparas.

Eje HPG: Eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas.
MTC: Concentraciéon mdxima tolerada, que constituye aproximadamente el 10 % de LCj,,

Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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Apéndice 2

Condiciones experimentales para el ensayo de cribado endocrino de peces

1. Especies recomenda-

Pez cabeza gorda

Medaka

Pez cebra

das (Pimephales romelas) (Oryzias latipes) (Danio rerio)
2. Tipo de ensayo Dindmico Dindmico Dindmico
3. Temperatura del agua | 25 £ 2 °C 25+2°C 26£2°C

4. Calidad de la ilumina-
ciéon

Bombillas fluorescentes
(amplio espectro)

Bombillas fluorescentes
(amplio espectro)

Bombillas fluorescentes
(amplio espectro)

5. Intensidad de la luz

10-20 pE/m?[s, 540-

1 000 lux o 50-100 ft-c
(niveles ambiente de labora-
torio)

10-20 pE/m?[s, 540-

1 000 lux o 50-100 ft-c
(niveles ambiente de labora-
torio)

10-20 pE/m?s, 540-

1 000 lux o 50-100 ft-c (ni-
veles ambiente de laborato-
rio)

6. Fotoperiodo (las tran-
siciones del amanecer
o del anochecer son
opcionales; sin em-
bargo, no se han con-
siderado necesarias)

16 h de luz, 8 h de oscuri-
dad

12-16 h de luz, 12-8 h de
oscuridad

12-16 h de luz, 12-8 h de
oscuridad

7. Tasa de carga

<5 gporl

<5 gporl

<5 gporl

8. Tamafio del recipiente
de ensayo

10 1 (minimo)

2 1 (minimo)

5 1 (minimo)

9. Volumen de la solu-
cién de ensayo

8 | (minimo)

1,5 1 (minimo)

4 1 (minimo)

10. Sustituciones de vo-
lumen de las solucio-
nes de ensayo

6 diarias como minimo

5 diarias como minimo

5 diarias como minimo

11. Edad de los organis-
mos de ensayo

Véase el punto 20.

Véase el punto 20.

Véase el punto 20.

12. Peso himedo aproxi-
mado de los peces
adultos (g)

Hembras: 1,5 £ 20 %
Machos: 2,5 + 20 %

Hembras: 0,35 + 20 %
Machos: 0,35 + 20 %

Hembras: 0,65 = 20 %
Machos: 0,4 = 20 %

13. Namero de peces
por recipiente de en-
sayo

6 (2 machos y 4 hembras)

10 (5 machos y 5 hembras)

10 (5 machos y 5 hembras)

14. Namero de trata-
mientos

= 3 (mds los controles co-
rrespondientes)

= 3 (mds los controles co-
rrespondientes)

= 3 (mds los controles co-
rrespondientes)

15. Namero de recipien-
tes por tratamiento

4 