Prefectura Naval Argentina

ORDENANZA N°01/98 (DPMA)
Tomo 6

"REGIMEN DE LA PROTECCION DEL MEDIO AMBIENTE"

Buenos Aires, 16 de febrero de 1998.

NORMASPARA LA AUTORIZACION DE USO DE PRODUCTOS
QUIMICOSUTILIZADOS PARA COMBATIR
LA CONTAMINACION POR HIDROCARBUROS

VISTO lo informado por la Direccidn de Proteccion del Medio Ambiente, los antecedentes
obrantes a respecto, y;

CONSIDERANDO:

Que la Ley Generd de la Prefectura Naval Argentina (Ley N° 18398) en su articulo 5°,
inciso &), subinciso 23) establece que le corresponde "Entender en lo relativo a las normas que se
adopten tendientes a prohibir la contaminacion de las aguas fluvides, lacustres y maritimas, por
hidrocarburos u otras sustancias nocivas o pdigrosas, y verificar su cumplimiento”;

Que la Ley N° 22.190 le asigna funciones relevantes y exclusivas a la Prefectura Nava
Argentina, d establecer d régimen de la prevencion y vigilancia de la contaminacion de las aguas u
otros eementos dd medio ambiente por agentes contaminantes provenientes de los buques y
artefactos navales,

Que las Leyes N° 24.089, gprobatoria dd Convenio Internaciona para Prevenir la
Contaminacion por los Bugques (MARPOL 73/78), y N° 24.292, que aprueba e Convenio
Internacional sobre Cooperacion, Preparacion y Lucha contra la Contaminacion por Hidrocarburos
(OPRC/90), confieren a la Prefectura Naval Argentina € carécter de autoridad de aplicacion de
estos convenios.

Que e Decreto N° 1886/83 incorporaa REGINAVE su Titulo 8 con la denominacion "De
la Prevencion de la Contaminacion Proveniente de Buques', autorizando en su articulo 2 ala
Prefectura Nava Argentina a proceder d dictado de normas complementarias que fueran
necesarias,

Que d articulo 801.0503 inciso b) de REGINAVE establece las condiciones que deben
satisfacer los Sstemas y medios quimicos para combatir la contaminacion, estableciendo ademés que



su empleo debe estar autorizado por la Prefectura, para la cud resulta necesario regular la
autorizacion de uso de taes productos;

Por dlo;
EL PREFECTO NACIONAL NAVAL
DISPONE:

ARTICULO 1°- Apruébanse las normas para la autorizacion del uso de productos quimicos
utilizados para combetir la contaminacion, que como Agregado N 1, integran esta Ordenanza
Maritima

ARTICULO 2°- Todos aquellos productos que hayan sido autorizados con anterioridad a la
presente norma, a vencimiento de los respectivos certificados deberdn reiniciar la tramitacion

cumpliendo con los requisitos exigidos en la presente Ordenanza Maritima

ARTICULO 3°- Derbgase, a patir de la entrada en vigencia de la presente, la Ordenanza
MaritimaN° 1-95.

ARTICULO 4°- La presente Ordenanza entrard en vigor una vez cumplidos treinta (30) dias
corridos, a contar desde @ sguiente d de la fecha consignada en su encabezamiento.

ARTICULO5°-  Publiquese, comuniquese y archivese.

Buenos Aires, 15 de diciembre de 1997. -

Parcia de OrdenanzaN° 12 (DPMA).
(Nro. De orden 339).



Adgregado N° 1 ala Ordenanza M aritima N° 1-98 (DPM A).

NORMAS PARA LA AUTORIZACION DE USO DE PRODUCTOS
QUIMICOSUTILIZADOS PARA COMBATIR
LA CONTAMINACION POR HIDROCARBUROS

OBJETO

Estas normas tienen por objeto establecer los procedimientos a seguir para obtener la
autorizacion de uso de los productos quimicos utilizados para combetir derrames de
hidrocarburos.

APLICACION

Las presentes normas se gplican a todos los productos quimicos de fabricacion naciona o
extranjeros que se intenten utilizar para combatir la contaminacion por hidrocarburos en
aguas de jurisdiccion naciond.

REGISTRO DE PRODUCTOSAUTORIZADOS

Aqudlos productos que de acuerdo a la informacion técnica suministrada, superen
satidfactoriamente los ensayos y requisitos de la presente norma, serén incluidos en un
registro que llevarala Direccidn de Proteccion del Medio Ambiente (DPMA).
DEFINICIONES

A efectos de la aplicacion de estas normas, ademés de las definiciones establecidas en €
Régimen de laNavegacion Maritima, Huvid y Lacustre (REGINAVE), rigen las siguientes:
Agente miscelaneos de control de hidrocarburos: Cuaquier otro producto ditinto de
los llamados dispersantes, aglutinantes o barreras quimicas, como por gemplo los
absorbentes quimicos.

Agente Tensioactivo o surfactante: Es la parte quimica del dispersante que produce la
reduccion de la tendon superficid. Contiene dos grupos quimicos bien definidos: uno con
caracteridticas oleofilicas y otro con caracterigticas hidrofilicas.

Aglutinante o barrera quimica: Productos quimicos que rociados en € perimetro de una
mancha de hidrocarburo, evitan su expanson.

Certificado de autorizacion de uso: Es € documento expedido por la Prefectura, € cua
certifica que € producto ha cumplido con las exigencias de la presente Ordenanza y que su
utilizacion estd autorizada bajo |as condiciones establecidas en & mencionado certificado.
DPM A: Direccién de Proteccion dd Medio Ambiente, de la PrefecturaNava  Argentina
Dispersante: Son sustancias quimicas que reducen la tensidn superficid entre € petrdleo y
el agua. Bgjo condiciones apropiadas de uso, pueden promover la ruptura de la pdicula de
petrdleo en gotas que se distribuyen en las capas superiores de la columna de agua.
Distribuidor: Toda personafisica o juridica que ha suscripto un contreto de distribucidn en
la Republica Argentina, de un producto quimico importado, destinado a ser utilizado para
combatir la contaminacion por hidrocarburos.

Fabricante: Toda persona, sociedad o ingtitucion dedicada a la fabricacion de productos
quimicos destinados a ser utilizados para combetir la contaminacion por hidrocarburos,
legalmente responsable de dichos productos, que cumple con todos los requisitos exigidos a
ese efecto por las leyes de la Nacion.

Solvente: Es d vehiculo que reduce la viscosdad del agente tensoactivo para hacerlo
dispersable.

Petrdleo: Se define para la presente norma como € crudo dd mismo y cudquiera de sus



productos refinados.

TRAMITES A EFECTUAR PARA SOLICITAR LA APROBACION DE UN
PRODUCTO QUIMICO.

El Fabricante o Digtribuidor solicitard por nota a la Direccion de Proteccion del Medio
Ambiente, la autorizacion de uso del respectivo producto a cuyo efecto proporcionard,
adjunta ala nota presentacion, la Sguiente informacion:

5.1
5.2.

5.3.

5.4.
5.5.

5.6.

S.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

5.12.

5.13.

Nombre e identificacidn del producto cuya autorizacion se solicita.

Tipo de producto, dispersante, agentes misceldneos de control de hidrocarburos,
aglutinante u otro.

S d producto es de fabricacion naciond o importado; en este Ultimo caso deberd
presentar la documentacidn que acredite laimportacion del producto.

Nombre, Direcciény Teléfono del fabricante del producto

Nombre, Direccion y Teléfono de los distribuidores autorizados en € pais para
comercidizar € producto.

Nombre, Direccion y Teléfono dd lugar donde se pueden redlizar las ingpecciones
establecidas en esta Ordenanza.

Breve descripcion de la composicion quimica, gpariencia 'y estado del producto.
Agente activo surfactante, solventes utilizados y vida (til del producto.
Caracterigticasfisicas dd producto

5.8.1. Punto de inflamacién (°C).

5.8.2. Punto de congelacion (°C).

5.8.3. Viscosidad en centipoise (cp) a0°C y 20°C.

5.8.4. Densidad a 15 °C (g/cm?3).

5.8.5. pH.

5.8.6. Solubilidad en agua.

5.8.7. Temperatura minimay maxima de amacenamiento.

5.8.8. Temperatura de separacion de fases 0 cambios quimicos.

Caracterigticas quimicas de producto

Se deberadn adjuntar, en caso de poseerlas, |as caracteristicas quimicas ddl producto
indicando en mg/l. d contenido de metdes pesados , cianuros e hidrocarburos
clorados.

Caracteristicas de aplicacion del producto

Se describirala forma de utilizacion, dosificacion y demés condiciones que permitan
la correcta utilizacion del producto (se podran adjuntar folletos ilustretivos).
Precauciones para e manipuleo

Breve descripcion de los riesgos para  manipuleo del producto, los dafios para la
salud y las acciones atomar en caso de accidente.

Folletos técnicos del producto

Se adjuntarén ala nota presentacion.

Certificadosy autorizaciones otor gadas por autoridades extranjeras.

Los interesados podréan presentar, en caso de poseerlos, fotocopias autenticadas de
los certificados y/o autorizaciones que € producto posea. Los mismos en caso de
presentarlos deberdn encontrarse en vigencia, actudizados y legdizados por €
Consul Argentino en d lugar de origen.

Todos los folletos y certificados presentados que no se encuentren en castellano



deberan ser traducidos a mencionado idioma.
La DPMA podra solicitar informacion adiciond o complementaria relativa a los
detales técnicos del producto.

ROTULACION DE LOSENVASES

Todos los envases que contengan € producto deberan estar perfectamente identificados y

tener indicado en forma clara, visble e indeleble la forma de uso y dosis a gplicar, punto de

inflamacion, precauciones e ingrucciones de primeros auxilios, condiciones de edtiba y

deméas especificaciones que permitan la correctaidentificacion y utilizacion del producto.

Se adjuntara ala nota de presentacion. una copia del rétulo propuesto

REQUISITOSDE LOSPRODUCTOS

L os productos deben cumplir los Sguientes requisitos.

7.1.  Componentes prohibidos.

Los productos no deberan contener los siguientes componentes toxicos para d

medio ambiente:

1.- Tetracloruro de carbono y otros compuestos orgénicos clorados.

2.- Benceno u otros hidrocarburos cancerigenos.

3.- Otros arométicos toxicos, fenolesy cresoles.

4.- Componentes que dificulten € admacenamiento o uso, incluyendo &cidos y
dcdisfuertes.

7.2.  Andliss quimico de producto: El producto serd ensayado de acuerdo a lo
establecido en € Anexo 1 de la presente norma, y debera satisfacer las condiciones
ali establecidas.

7.3. Biodegradacion: Todos los productos quimicos que sean parcid o totamente
solubles en agua deberdn ser bioldgicamente degradables. A ta efecto dichos
productos deberdn satisfacer |os requisitos de biodegradabilidad establecidos en €
Anexo 1 de la presente norma.

7.4. Eficacia: El producto debera satisfacer los requisitos de eficacia etablecidos en
ensayo descripto en € Anexo 2 de la presente norma. El ensayo descripto en
mencionado Anexo es gplicable a los productos quimicos denominados
"Dispersantes’. Para otros productos quimicos, digtintos de los dispersantes (por
gemplo, absorbentes, aglutinantes, etc.), se estableceran ensayos de acuerdo a
criterio de esta Autoridad, sguiendo d respecto las pautas nacionaes o
internacionales que se desarrollen para dichos productos. El interesado podra
sugerir agin método de prueba que sirva para verificar la eficacia de los productos
mencionados.

7.5. Toxicidad: El producto debera satisfacer los requisitos de toxicidad establecidos en
el ensayo descripto en € Anexo 3 de la presente Ordenanza.

El interesado podra sugerir ensayos o pruebas adicionales de los aqui descriptos y
gue Srvan para facilitar y agilizar la autorizacion del producto. A ta efecto
presentara la descripcion de la técnica propuesta.

INSPECCION PARA TOMA DE MUESTRA

Aceptados los ementos técnicos de juicio, € Fabricante o Didribuidor solicitara ante la

DPMA laingpeccion correspondiente a los efectos que persona de esta Direccion concurra

averificar que  producto, los rétulos de los envases, y demés condiciones concuerden con

los elementos técnicos de juicio presentados. Ademés seleccionara la cantidad de muestras
necesarias para efectuar 10s ensayos correspondientes.



10.-

11.-

12.-

13.-

14.-

El muestreo serd redlizado sobre lotes de fabricacion o sobre envases de importacion, para
lo que debera disponerse en d momento de la ingpeccidn de tres envases plésticos de 2
litros cada uno con tapa roscaday precinto de seguridad, alos efectos de colocar la muestra
(dos envases) y la contramuestra (un envase). La contramuestra quedara en poder del
Fabricante o Digribuidor, y las muestras perfectamente identificadas y precintadas, serén
remitidas por € interesado a los |aboratorios que indique esta Autoridad, conjuntamente con
la orden de ensayo que se le entregara.

Los gastos emergentes de la respectiva ingpeccion seran abonados por € Fabricante o
Digtribuidor, de acuerdo alo establecido por € régimen de ingpecciones vigente.
ANALISISENSAYOSDE LOSPRODUCTOS

Las muedtras perfectamente identificadas, serén remitidas por d interesado en € plazo y
forma que se acuerde con la Prefectura, a los laboratorios que indique esta Autoridad, con
el objeto de redlizar |os ensayos que se establecen en la presente norma.

Los gastos emergentes de dichos ensayos seran abonados por € Fabricante o Digtribuidor,
los que deberdn previamente d pedido de inspeccidn ante la DPMA, contactarse con €
organismo designado a los efectos de coordinar la redlizacion de |os respectivos ensayos.
ACEPTACION DE UN PRODUCTO

Efectuados los ensayos y comprobaciones del producto presentado, a satisfaccion de la
DPMA, se gprobarad mismo y se otorgara un "Certificado de Autorizacion de Uso".

El usuario dd producto debera contar con € origind o fotocopia autenticada del
mencionado documento, € que debera encontrarse en condiciones de ser presentado a
requerimiento de la PNA.

CAMBIO DE UN PRODUCTO AUTORIZADO

Previo a introducir cuaquier modificacion a un producto autorizado & Fabricante o
Digribuidor informara a la DPMA, la que dispondra la redizacion de la totdidad de las
pruebas que dieron origen a la gprobacion origind y otorgara un nuevo certificado de
autorizacion de uso.

PLAZO DE VALIDEZ DEL CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE USO DEL
PRODUCTO.

El "Certificado de Autorizacion de Uso del Producto” mencionado en d punto 10 de la
presente, tendra una validez maxima de ocho (8) afios contados a partir de la fecha en que
seexpidad certificado.

RENOVACION DEL CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE USO DEL
PRODUCTO.

La renovacion dd certificado de autorizacion de uso del producto debera solicitarse como
minimo dentro de los ciento ochenta (180) dias previos a la fecha dd respectivo
vencimiento.

La DPMA dispondra las inspecciones y la redizacion de la totalidad de los ensayos que
dieron origen d certificado origind.

FRECUENCIA DE LASPRUEBAS

A los efectos de mantener la vigencia dd " Certificado de Autorizacion de Uso" d Fabricante
o Didribuidor debera solicitar a la DPMA las correspondientes inspecciones de
convalidacion dd certificado, las que deberdn redizarse cada dos (2) afios, tomandose
como fechadeinicio del cdmputo la de extensidn dd certificado.

A los efectos de facilitar su tramite, estas ingpecciones podran ser redizadas dentro de los
sesenta (60) dias previos a la fecha cadendario establecida precedentemente. Estas



ingpecciones serén asentadas en € reverso del correspondiente certificado de autorizacion
de uso.

Para la redizacion de las mencionadas ingpecciones se seguira € procedimiento establecido
en € punto 8 precedente, en cuanto a la toma de muestras, y se redizara como ensayo de
comprobacién € ensayo quimico y de eficacia acorde a lo descripto en la presente norma,
con d objeto de garantizar que se mantienen las condiciones que dieron origen a la
autorizacion de uso. Los gastos emergentes de dichos ensayos seran abonados por €
Fabricante o Didtribuidor.

Ademés de las ingpecciones mencionadas, la DPMA podra efectuar inspecciones
extreordinarias cuando considere que aguna razén relacionada con la disminucion de la
cdidad dd producto, ma uso de mismo o cuaquier otra, asi lo justificare. El costo que
demanden dichas ingpecciones no estardn a cargo del Fabricante o Digtribuidor, a menos
gue de la ingpeccion redizada se detecten anomalias con respecto a producto aprobado y
como consecuencia de dlo haya que redizar andiss adiciondes, los cudes S serén
abonados por e Fabricante o Digtribuidor.

15.- PERDIDA DE VALIDEZ DEL CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE USO

DEL PRODUCTO.

El "Certificado de Autorizacion de uso del producto” perderd su vdidez:

a) Cuando se haya vencido d plazo por € que fue otorgado.

b) Cuando se hayan aterado las caracteristicas del producto autorizado, sin haberse
cumplido con lo indicado en € punto 11.

C) Cuando no se hayan redizado las inspecciones de convalidacion del certificado de
acuerdo alo establecido en € punto 14 de este agregado.

d) Cuando la Prefecturalo cancele por alguna causa vdidaa su juicio.

16.- CONSIDERACIONES GENERALESDE USO
Ningun producto que se utilice para derrames de hidrocarburos podrd ser utilizado en aguas
navegables de jurisdiccion naciona sin haber cumplido con lo establecido en la presente norma 'y
obtenido € respectivo certificado de uso. La autorizacion de un determinado producto deberd
atenerse a las condiciones establecidas en € respectivo certificado de autorizacion de uso. El uso o
no de productos quimicos dependera fundamentamente de la sensibilidad y caracterigticas de la
zona de Uutilizacion, asi como del proceso de evaluacion que habra de seguirse en cada caso en
particular, o que deberd estar contemplado en los respectivos planes de contingencia locaes. Los
planes de emergencia de particulares (buques, empresas propietarias, armadoras o fletadoras de
buques petroleros, empresas explotadoras de las unidades mar adentro, y puertos y otras
ingtaaciones de manipulacidn de hidrocarburos), en lo que hace d uso de productos quimicos en las
respectivas zonas de influencia, deberan ser compatibles con lo establecido a respecto en los planes
de contingencialocaes de las dependencias jurisdiccionaes de Prefectura.

A continuacion se dan pautas generdes de uso que sarviran para determinar las condiciones

particulares en cada plan de contingencia:

1) Al sdeccionar € procedimiento de respuesta ante un derrame de hidrocarburos (equipos de
contencidn, de recuperacion mecanica, productos quimicos o su combinacion) debera eegirse
aquel que produzca e menor daio a medio ambiente.

2) Savo disposicion en contrario en € correspondiente certificado de autorizacion de uso, como
norma general se considerara que los productos quimicos denominados dispersantes, pueden
utilizarse en agua salada (sdlinidad > 10 %.) con una profundidad mayor alos 10 metros.

3) Al sdleccionar @ producto quimico a utilizar, se deberan tener presentes los tipos de hidrocarburo



a cud es gplicable, asi como las proporciones de uso recomendadas por su fabricante. Los
equipos de rociado para su aplicacion, deberan ser de tipo aprobado y estar adecuadamente
calibrados para asegurar € dosgje aconsgjado por € fabricante.

4) Como norma genera |os productos quimicos denominados "dispersantes’ no se usaran en
los Sguientes casos.

a)
b.-
C.-

d.-
e.-

f.-

)

En aguadulce.

En aguas poco profundas (profundidades menores alos 10 metros).

En agua que se utiliza para suministro de agua potable, o utilizadas para las
torres de enfriamiento y plantas desdlinizadoras.

En zonas anegadizas, pantanos, bafiados y areas de aguas estancadas.

En golfos, bahias, rias, lagos y/o lagunas con bgja tasa de renovacidn de sus
aguas.

En &reas costeras 0 resarvas costeras o insulares (Nacionaes, provincides 6
municipales), que requieren tratamiento y proteccion especides por las
comunidades y organismos que comprenden.

Areas de dta sengbilidad por ser &eas de reproduccion de gran nimero de
especies de importancia comercial con abundancia de huevos, larvasy juveniles,
incluyendo hébitat de escasa profundidad y/o bga energia donde pueden
restringirse o dificultarse los procesos de dilucion y degradacion ddl petrdleo
dispersado. También en &reas de asentamiento y/o reproduccion de mamiferos,
de nidificacion y dimentacion de aves.

Areas de dto riesgo benténico, que se caracterizan por poseer asociaciones
bent6nicas de dta diversidad y potencia bidtico, praderas de agas y pastos
marinos, bancos de dmegasy otros moluscos. Comprende biotopos particulares
de fondos blandos 'y duros (restingas, cangrejales, costas rocosas y arenosas).
En hidrocarburos en que la temperatura ha caido por debgo de su punto de
escurrimiento.

Hidrocarburos refinados de los denominados hidrocarburos blancos, como
nafta, gas ail, etc. El uso de dispersantes se aconsgja en hidrocarburos negros,
como por gemplo en @ caso de |os crudos nacionades. crudo centenario, crudo
tierra ddl fuego, crudo cerro redondo, crudo hidra, crudo rnedanito, crudo
cafladdn seco, crudo escdante, y los sguientes refinados: fud oil intermedio
(IFO 180y menores).



Anexo 1l al Agregado N° 1 ala Ordenanza N° 1- 98 (DPM A)

CARACTERISTICASQUIMICASY
BIODEGRADABILIDAD DEL PRODUCTO

1. ALCANCE

El presente Anexo describe los parametros quimicos que serdn determinados a todos
aquellos productos quimicos utilizados para combetir derrames de hidrocarburos y que permitan
detectar posibles sustancias contaminantes. ASmismo, se describe en € presente Anexo € ensayo
de biodegradabilidad que deberan satisfacer todos aquellos productos que tengan, dadas sus
caracteridicas intrinsecas, posibilidad de perstir en € medio acuético.
2. CARACTERISTICASQUIMICAS DEL PRODUCTO
2.1. Determinacionesarealizar

Seredizara un andisis quimico del producto con € objeto de determinar € contenido de los
sguientes parametros. Arsenico (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Pomo (Pb),
Mercurio (Hg), Nique (Ni), Cinc (Zn), Cianuros (CN") y Hidrocarburos clorados.

Los andisis de metaes pesados se redlizardn por espectrometria de Absorcidén Atémica con
llama (para Cd, Cr, Cu, Pb, Ni y Zn) y por generacion de vapor frio (As'y Hg) de acuerdo d
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, previo tratamiento de la muestra

Ladeterminacion de CN™ seredizard de acuerdo d Standard Method for the Examination of
Water and Wastewater por determinacion colorimétrica

El contenido de Hidrocarburos Clorados se redizarg, previo pretratamiento de muestra por
Cromatografia Gaseosa.

2.2.  Criteriosde aceptacion.

Los productos ensayados no deberdn superar los siguientes valores.

AS 0.5 mg/l.
Cd .o, 2mgll.
Cr e 3mg/l.
CU i, 5mgl/l.
PO o, 5mg/l.
HO oo 0.5 mgl/l.
N 2mg/l.
4 o TSR 5mgl/l.
CN 0.5 mg/l



3. BIODEGRADABILIDAD DEL PRODUCTO
3.1. Definiciones

D.B.O.: Demanda Bioguimica de Oxigeno (mg), es la cantidad de oxigeno consumida por los
microorganismos d metabolizar e compuesto ensayado; también se expresa como mg de oxigeno
consumido por mg de sustancia ensayada.

D.Q.O.: Demanda Quimica de Oxigeno (mg), es la cantidad de oxigeno equivalente a contenido de
materia organica de una muestra que es susceptible de oxidarse con un oxidante quimico fuerte;
también se expresa como mg de oxigeno consumido por mg de Sustancia ensayada.

D.T.O.: Demanda Tedrica de Oxigeno (mg), es la cantidad total de oxigeno requerida para oxidar
completamente a una sustancia. Se cacula desde la formula molecular y se expresa como mg. de
oxigeno requeridos por mg de sustancia ensayada.

BIODEGRADACION PRIMARIA: es la dteracidn en la estructura quimica de una sustancia,
producida por accion bioldgica, resultando en la pérdida de una propiedad especifica de esa
sustancia

BIODEGRADACION TOTAL (AEROBICA): esd nivel de degradacion dcanzado cuando la
sustancia ensayada es totalmente utilizada por |os microorganismos, resultando en la produccion de
CO,, H,O, sdles minerdesy nuevos congituyentes cdulares microbianos (biomasa).

TEMPRANAMENTE BIODEGRADABLE: es una clasficacion arbitraria de quimicos, y son
aquéllos que han pasado ciertos ensayos de seleccion especificos para la biodegradacion totd, estos
ensayos on tan edtrictos que £ asume que taes compuestos serdn facil y rgpidamente
biodegradados en & medio acuético bajo condiciones aerébicas.

3.2. Método: Ensayo en botella cerrada (301D dela OECD).

3.2.1. Propésito

El propésito dd método es la medida de |a biodegradabilidad de los compuestos organicos en un
medio acuoso aerdbico, para una concentracion de ensayo de 2 mg/l a 10 mg/l de materid activo,

siendo 2 mg/l la concentracion estandar.

Nota: una concentracion inicid de 2 mg permite la determinacion de un 95% de degradacion. Los
compuestos con unabga D.T.O. pueden requerir mayores concentraciones iniciaes.

3.2.1.1. Definicionesy unidades
La degradacion viene definida como € porcentgje de la demanda bioguimica de oxigeno (D.B.O.)

durante 28 dias, respecto de la demanda tedrica de oxigeno (D.T.0O.) o de la demanda quimica de
oxigeno (D.Q.0.):



mg O./mg de sustancia activa

% de biodegradabilidad=............cccerrrriennreinreeere x 100
D.T.O
0
mg O./mg de sustancia activa
et x 100
D.Q.O

3.2.1.2. Principio dd método.

Una cantidad predeterminada del compuesto es disudta en un medio inorganico (solucion de
nutrientes mineraes), que provea una concentracion de 2 mg de sustancia activa por litro (SA/).

La solucién es inoculada con un nimero reaivamente pequefio de microorganismos de una
poblacién mixta y mantenida en botdlas cerradas en la oscuridad en un bafio de temperatura
constante 20 +1°C. La degradacidon es seguida por € andiss del oxigeno disuelto durante un
periodo de 28 dias. Un ensayo control con € inoculo, pero sin @ material ensayado es redizado en
pardelo parala determinacion de los blancos de oxigeno.

3.2.2. Materiales.

*

Organismos de ensayo: (Inéculo): se utilizara un indculo que sea representetivo de las aguas
uperficides continentaes 0 marinas.

Colectar la muestra y conservarla en aerobiosis hasta su utilizacion. El volumen a ser usado
deberd ser determinado por ensayos de prueba.

Equipamiento.

Ademés de los aparatos usuaes de laboratorio, se debera contar con:

Botellasde D.B.O., con tapas de vidrio de 250 ml - 300 ml o de 100 ml - 125 ml.

Bafio de agua o incubadora, para mantener las botellas a temperatura constante (por 10 menos
cont 1° C) y en laoscuridad.

Botellas de vidrio (21 a5l) paralapreparacion del medio y parallenar las botellas de D.B.O.
Electrodo de oxigeno y lector, 0 equipamiento y reactivos para latitulacion por Winkler.

Reactivos

Agua degtilada o deionizada conteniendo no mas de 0.01 mg Cu/l, saturada de aire. El
volumen preparado estard de acuerdo con las necesidades diarias, por . 50 |, a una

temperatura de 20 °C, fuertemente aireada por 20 min. Generdmente, € agua esta lista para ser

usada después de permanecer por 20 horasa 20 °C.

Para propésitos de control se determina la concentracidn de oxigeno disuelto. La concentracion

a20 °Cescecanaa9 mg Ol

Medio mineral: soluciones:



1. Dihidrégeno ortofosfato de Potasio (KH,PO,) 8,50g
Hidrégeno ortofosfato de Dipotasio (K ,HPO,) 21,759
Hidrogeno ortofosfato de Disodio Dihidratado (Na:HPO,.2H,0) 33,40g.
Cloruro de Amonio (NH,CI) 0,50 g

Disolver en aguahasta 1 litro. El pH de la solucion debe ser de 7,4.

2. Cloruro de Cdcio, anhidro (CaCl,) 27,50g. o Cloruro de Cdcio dihidratado (CaCl.2H,0)
36,40g. Disolver en agua hasta 1litro.

3. Sulfato de Magnesio heptahidratado (MgSO,.7H,0) 22,509
Disolver en agua hagta 1litro.

4. Cloruro de Hierro 111 hexahidratado (FeCls.6H,0) 0,259
Disolver en agua hasta un litro.

Nota: para evitar la preparacion de esta solucion inmediatamente antes de usar, adicionarle una
gota de CIH concentrado o0 0,4g de EDTA por litro. S se forma un precipitado en la solucion
stock, reemplazarla por una solucion nueva

*  Preparacion dd medio mineral: mezdar 1 ml delas soluciones 1,2,3 y 4 con 1000 ml de agua
dedtiladay areada.

* Soluciones de las sustancias ensayadas:

- S la solubilidad excede de 1 ¢/l, disolver 1-10g de la sustancia de ensayo o de referencia en
agua y llevar a 1 litro. Preparar las soluciones en  medio minerd o adicionar la sustancia
directamente d medio mineral asegurandose que las sustancias se disudvan.

3.2.3. Procedimiento.

Colocar cada solucién preparada en € respectivo grupo de botellas de D.B.O. por medio de
mangueras desde d cuarto inferior de la botella (no desde € fondo), hasta que todas las botellas
sean llenadas. Golpear suavemente pararemover las burbujas de aire.

Andizar, en tiempo cero, O, disudto por Winkler o por méodo e ectrométrico. El contenido de
las botellas puede ser preservado para posteriores andisis del O, por Winkler, adicionando sulfato
de manganeso (1) e hidroxido de sodio (el primer reactivo de Winkler). Depositar cuidadosamente
las botdlas tapadas, conteniendo € oxigeno fijado como un 6xido hidratado de manganeso (lI1),
marron, en la oscuridad a 10 - 20°C por no mas de 24 hs. antes de proceder con los siguientes
pasos del método de Winkler.

Tapar |as botdllas de réplica remanentes asegurandose de que no queden burbujas de aire, e incubar
a20°C enlaoscuridad.

Cada serie debe ser acompafiada por una serie pardela completa para la determinacion de un



blanco dd medio de cultivo inoculado.

Retirar d menos un duplicado de todas las series para d andisis de O, disudto a intervaos (d
menos semandmente) durante los 28 dias de incubacion.

El muestreo semana permitira evaluar € porcentgje de remocion dentro de una ventana de 14 dias,
mientras que muestreando cada 3-4 dias permitiriala identificacion de una ventana de 10 dias, pero
requeririamas del doble de botellas,

Para sustancias ensayadas que contengan nitrogeno, se deben redlizar correcciones por la toma de
oxigeno por aguna nitrificacion que pudiere ocurrir. Para hacer ésto, usar e método e ectrométrico
para determinar € O, disuelto y luego extraer una muestra de la botellade D.B.O. parad andisisde
nitritos y nitratos. A partir del incremento en la concentracion de nitritos y nitretos cacular d G
consumido.

3.2.4. Tratamiento delosresultados.

Primero cacular laD.B.O. para cada periodo, restando la disminucion del O, (mg O/l) del blanco,
de aguéd exhibido por la sustancia ensayada. Dividir esta disminucién corregida por la concentracion
(mg/l) de la sustancia ensayada, para obtener 1a D.B.O. especifica como mg O, por mg de sustancia
ensayada.

Calcular € porcentgje de biodegradaciéon, dividiendo laD.B.O. especificapor laD.T.O. 0 D.Q.O.:

mg O,/l consumido por |la sustancia ensayada - O,/I consumido por el blanco
mg de sustancia ensayada/l
D.B.O. (mg O,/mg sustancia ensayada)

%degradaCion = ..........cccvevnvieinee et e ee e e e X100
D.T.O. (mg O,/mg sustancia ensayada)
D.B.O. (mg O./mg sustancia ensayada)
%degradaCion = ..........cccccceveveeeciecececesesieeien e e e e ea e X100
D.Q.0. (mg O,/mg sustancia ensayada)
Estos dos métodos no dan necesariamente & mismo vaor; es preferible usar € primer método.

Para |as sustancias que contengan nitrégeno, usar la D.T.O apropiada (NH4+ 6 NO3) de acuerdo a
la nitrificacion esperada.

3.2.5. Validacién delosresultados.

La disminucion dd oxigeno en d blanco no debe exceder los 1,5 mg O, disueto/l después de 28
dias. Vdores més devados requeriran lainvestigacion de las técnicas experimenta es.

La concentracion residual de oxigeno en las botellas de ensayo no debe caer por debajo de los 0,5
mg/l en ningln momento. Estos bgos niveles de oxigeno son aceptables sdlo s € método de



determinacion usado es capaz de medirlos con exactitud.
3.2.6. Criterios de aceptacion.

Una sustancia es consderada tempranamente biodegradable s dguno de los siguientes parametros
son satisfechos:

Reduccién del carbono organico disudto: 3 70%

Generacion del CO,: 3 60% de la produccion tedrica de CO,

Disminucion de O,: 3 60% dd requerimiento tedrico o de la Demanda Quimica (DQO).

Dentro de los 28 dias de ensayo, sempre y cuando se haya alcanzado € 10 % dd pardmetro
seleccionado, diez dias antes de haber logrado € valor aceptado.

3.2.7. Productos a ensayar.

Se determinara la biodegradabilidad del producto quimico solo.

4. REFERENCIASBIBLIOGRAFICASDE METODOLOGIAS.

- Méodos normdizados, para € andlisis de aguas potables y resdudes, Edicion 17%*APHA-
AWWAWNPCF.

- OECD. Guiddinefor testing of chemicals. 301D (Adopted 17.07.92).
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Anexo N° 2 al Agregado N° 1 ala Ordenanza N° 1-98 (DPM A)

ENSAYO DE EFICACIA
CONSIDERACIONES PRELIMINARES

El ensayo de eficacia que se describe en la presente norma es exclusvamente aplicable a
productos quimicos denominados "DISPERSANTES'. Este método, que ha sido adaptado para
ser utilizado en nuestro pais se ha denominado "METODO DE EFICACIA CON SISTEMA
DE AGITACION CE ACCION DE MUNECA" y sera d método utilizado para evaluer la
eficacia de un dispersante de petrdleo.

ALCANCE

Este méodo estima la cantidad de hidrocarburo de referencia que se dispersa en agua de mar (o
agua dulce seglin corresponda) por medio de la aplicacion de un dispersante de derrames de
petréleo, bgo condiciones de ensayo estandar en laboratorio. EI méodo también se podra
utilizar para estimar las cantidades de crudo y otros derivados del petréleo que se puedan
dispersar. Para los fines de la Especificacion para los dispersantes de derrames de petréleo se
requiere llevar a cabo e ensayo con dos crudos de referencia: Cafiaddn Seco y Escdante.

DEFINICION

El indice de Eficiencia se define como @ porcentgje de hidrocarburo de prueba que ha sdo
transferido como pequefias gotas a la fase acuosa, respecto a total de hidrocarburo utilizado en
el ensayo y bgo las condiciones del mismo, asumiendo una distribucién completay pargjaen la
fase acuosa, en @ momento de latoma de la muestra

RESUMEN DEL METODO

Se sujetan 4 embudos de separacion de 250 ml a un agitador de accidn de mufieca Burrell.
Se puede variar la energia de mezclado ddl agitador, para este ensayo se selecciond un nivel
de agitacion muy bgo, es decir, un dngulo de desviacion de 1,5 a 1,6°. Se llenan los
embudos de separacion con aproximadamente 250 ml de agua de mar 0 agua dulce, a 15
°C £ 1°C, segun corresponda, y se agrega € petrdleo de prueba a cada uno. Se puede
redizar la premezcla dd perdleo crudo y d dispersate en la proporcion de
dispersante/petrdleo (PDP) deseada.

Se agitan los embudos en € agitador de accion de mufieca durante 15 minutos para
dispersar @ petrdleo en d agua. Durante la operacion de agitacion, se agregan dmohadillas
absorbentes ala superficie ddl agua'y se continla € proceso de agitacion durante 5 minutos
adicionales. Sevaciad aguay se extrae € petrdleo dispersado del agua con solvente. Luego
e extrae por separado d petr6leo no dispersado remanente en @ embudo y en la
dmohadilla



4.3.

4.4.

Se determina € contenido de petrdleo de los dos extractos usando un espectrofotometro
gustado a un valor de longitud de onda adecuado, por gemplo, 460 nm. Se diluyen los
extractos a fin de obtener una lectura en € intervao lined, por gemplo, 0,1 a 1,1. Se
determina la proporcién de petrdleo dispersado respecto ala suma del petrdleo dispersado
més @ no dispersado sobre la base de la dilucion y la medicidon de absorbancia de cada
extracto. Se repite e procedimiento por cada par de extractosy se calculad porcentgie de
petréleo dispersado para cada uno. Se calcula € promedio y la desviacion esténdar
correspondientes alos cuatro puntos de datos (0 més s se desea).

La extraccion del agua 'y la dmohadilla absorbente, y € uso de ese total como 100% del
petréleo, diminalanecesidad de una curva de calibracion para cada petréleo.

5. APARATOS.

5.1.

Embudos se separacion.

(i). Cuatro embudos de separacion de vidrio de 250 ml. para su sujecion a agitador. Lalinea de

(ii).

5.2.

5.3.

0]

(i)

250 ml. debe estar gproximadamente en  punto ancho del frasco (se recomienda embudos
de gproximadamente 20,32 cm desde la base dd cuello hasta € robinete en lugar de los
embudos de separacion mas cortos "con forma de perd'). Se tapa cada embudo para evitar
sdpicaduras.

Cuatro embudos de separacion de 500 ml con tapones de vidrio para extragr la muestra de
petréleo dispersado en agua.

Agitador de mufieca Burréell, modelo 75 (FISHER 14-260 o smilar), con brazos
equipados con dos abrazaderas dobles en cada lado (las que puedan sostener un total de 8
embudos de separacion). Para mayor comodidad, es conveniente utilizar sblo 4 abrazaderas
frontales.

Recipientesdevidrio.

Cuatro recipientes de vidrio de 400 ml (por prueba) para vaciar la muestra de petréleo
dispersado en agua (Nota).

Ocho recipientes de vidrio de 100 ml (por prueba) paralos extractos de solvente.

(iii)Frasco dogficador 50 ml; Opciond para dosficar dicuotas de solvente cuando se redizan

varias pruebas.

NOTA: Opciond (para eiminar la necesdad de los recipientes de 400 ml se puede fabricar un
bastidor para sostener los 4 embudos de separacion de extraccion (500 ml) y una plataforma para
elevar € agparato dd agitador, de manera que las puntas de los 4 embudos de separacion de
agitacion (250 ml) se encuentren a una distancia suficiente de la mesada del banco (por gemplo, a
aproximadamente 33 cm) y se pueda vaciar la muestra de petréleo dispersado en agua directamente
en los embudos de separacion de extraccion ubicados en € bastidor.



54. Microdosificadoresdigitales: de 100 microlitosy 1000 microlitos.

55. Almohadillas absorbentes de polipropileno (Ilaminas absorbentes 3M recortadas en
cuadrados de 3,8 cm.)

5.6. Espectrofotdmetro. Un espectrofotdmetro para medir en d visble y una cantidad
adecuada de tubos de muestra debi damente adaptados (cubetas).

6. REACTIVOS
6.1.  Hidrocarburosde prueba. Petrdleo crudo: Cafiadon Seco y Escalante.

6.2. Agua de mar. Aguade mar naurd o sntética; laformulacion de esta ditimaes: NaCl 21,03
g/l; N&SO, 352 g/l; KCI 0,61 g/l; KBr 0,088 g/l; MgCh.6H,0 9,5 g/l; CaCl.2H,0 1,32
g/l; NaHCO; 0,17 g/l.

6.3.  Cloroformo o cloruro de metileno, como solvente, parala extraccion.

7. METODO
7.1. Procedimiento.

() S no se rediza la adicién directa dd dispersante, prepare la mezcla deseada de
dispersante/petréleo (D/P), por gemplo, 1 parte de dispersante en 25 partes de petréleo.

(ii) Llene cada embudo de prueba con agua de mar o con agua dulce seglin corresponda, a 15°
C £1°C, hastadcanzar la parte mas ancha del embudo (aproximadamente 250 ml). Usando
una pipeta de 100 micralitos, agregue con cuidado € petrdleo de prueba, 1 ml, a la
superficie del agua en cada embudo de prueba. S se utiliza € método de aplicacion directa
del dispersante, agregue con cuidado la cantidad deseada a petrdleo. Tape los embudos,
ponga en marcha € agitador, y dge agitar durante 15 minutos. Luego, Sn detener
agitador, agregue una amohadilla absorbente a cada embudo de prueba. Vuelva a colocar €
tapdn y dga agitando durante cinco minutos adiciondes. El absorbente recolectard €
petréleo no dispersado.

Sin detener @ agitador, extraiga los tapones de cada embudo y dge que la mezcla de
petréleo dispersado y agua proveniente de cada embudo se vacie en los recipientes de
vidrio de 400 ml o los embudos de separacion de 500 ml (Nota 1). La amohadilla
absorbente queda en d embudo. Aseglrese de cerrar € robinete inmediatamente después
de que s vacia € agua a fin de evitar que d petrdleo sdga de los lados del embudo de
prueba eingrese d recipiente.

Detenga € agitador y agregue 50 ml de solvente a cada embudo a fin de extraer d petrdleo



de las amohadillas absorbentes. Aseglrese de lavar los lados dd embudo con d solvente a
medida que agrega la primera dicuota de 50 ml. Agite durante 5 a 10 minutos y luego vacie
la mezcla de petréleo/solvente de cada embudo de prueba en los recipientes de 100 ml

independientes, presionando laamohadilla contra d lado dd frasco de vidrio paradiminar la
mayor cantidad posible de petrdleo. Repita este procedimiento con una segunda dicuota de
50 ml de solvente, agregando d drengie a primer extracto en los recipientes de 100 ml

respectivos. Se utiliza un tota de 100 ml de solvente por cada muestra de petréleo no
dispersado (Nota 2). (Se dgan estos embudos de agitacion en su lugar d find de
experimento y, después de enjuagarlos con agua, estan listos para d dguiente ciclo de
pruebas).

(ili)Mientras se extraen las dmohadillas se puede comenzar a extraer |as fracciones de petrdleo

dispersado en agua. S se utilizaron los recipientes de 400 ml, transfiera cada una de estas
fracciones a un juego de embudos de separacion de 500 ml. Enjuague cada uno de los
recipientes de 400 ml con 50 ml de solvente y agregue ésto a los embudos de separacion
respectivos. Tape los embudos y agitelos vigorosamente en forma manua. Después de
permitir una separacion completa, extraiga la fraccion inferior en un juego de recipientes de
100 ml. repita @ procedimiento con una segunda dicuota de 50 ml de solvente por cada
muestra, hasta que la fraccion superior esté libre de petrdleo. Se utiliza un total de 100 ml de
solvente por cada muestra de petréleo dispersado. Estos procedimientos dan como
resultado dos recipientes de 100 ml de extractos por cada embudo de prueba, uno de
petrdleo dispersado del agua, € otro de petrdleo no dispersado de las amohadillas
absorbentes.

8. CALCULO

0]

Se examinan los extractos en € espectrofotometro gjustado a un valor de longitud de onda
adecuado, 460 nm. Es posible que se deban diluir los extractos para que queden
comprendidos en € intervalo lined, 0,1 a 1,1 del espectrofotémetro. S una muestra diluida
es demasiado bgja, seleccione unalongitud de onda que permita obtener una lectura en este
intervalo de ser posible, y utilice ese mismo guste para los dos extractos. Se puede efectuar
la dilucion en las cubetas empleadas en @ espectrofotdmetro, usando goteros para agregar
cantidades conocidas de extracto y solvente puro.

(i) Cologue en cero € espectrofotdmetro con un blanco de solvente. Lea la abosorbancia de

cada par de muestras de prueba, € extracto de agua y d extracto de la amohadilla
absorbente. Se puede cacular € porcentge dispersado (%D) sSn usar una curva de
cdibracion.

El %D se cdculade lasguiente manera

1)

donde:

%D=[DD*DABY/(DD*DABS + UD*UABS)]*.100

DD: factor de dilucion parala muestra dispersada.
UD: factor de dilucion parala muestra no dispersada
DABS: eslalectura de la absorbancia de la muestra dispersada.



UABS: eslalectura de la absorbancia de la muestra no dispersada

El factor de dilucién se cacula de la sSiguiente manera:

D=TVOL/DVOL

donde: TVOL= volumen de lamuestra+ volumen de solvente puro

DVOL= volumen de lamuestra.

Laecuacion (1) se puede smplificar a

9%D= [1/(1+A*F)]* 100

donde A= UABSDABS

F=UD/DD

Se puede cacular una desviacion estdndar a partir de los resultados porcentuaes de disperson de
elementos repetitivos multiples (por o menos 4).

NOTAS:

1.- Se puede diminar un paso en € procedimiento de extraccion del agua colocando € gparato de

agitacion en una plataforma elevada a una atura en la cud las puntas de los frascos de agitacion
Se encuentren a una distancia suficiente por encima de la mesada del banco (por gemplo, a
gproximadamente 33 cm) de manera que se pueda colocar debgjo & bastidor de embudos de
extraccion. Ahora se pueden trandferir directamente las muestras a los embudos de separacion
para la extraccion. El uso de un bagtidor que sostenga los embudos de extraccion permite d
operador dedizar smplemente dichos embudos debgjo de los de agitacion a fin de obtener la
muestra de petréleo dispersado para su extraccion. La diminacion dd paso de transferencia de
las muestras a los recipientes de 400 ml ahorratiempo y materid.

2.- Un procedimiento dternativo consste en utilizar dicuotas de solvente de aproximadamente 40 ml

en cada una de las extracciones y hacer que los extractos totales dcancen 100 ml en frascos
volumétricos de 100 ml, antes de colocar dichos extractos en los recipientes de 100 ml. Se
pueden marcar |os embudos de agitacion en @ nivel de 40 ml y agregar solvente por medio de un
gotero, paramayor comodidad. Esto también permite efectuar extracciones adiciondesde5a 10
ml de los embudos de separacion s se desea, mientras se mantienen los 100 ml de solvente total.

9. CRITERIO DE ACEPTACION DEL PRODUCTO.

Se aceptaran aquellos productos, formulados para agua sdlada o agua dulce, que posean un
porcentaje de eficiencia de 60% +5% o superior.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICASDE METODOL OGIAS.

Usng ail spill dispersants on the sea. Committe on effectiveness of ail spill dispersants. Natina



Academy Pree. Washington, D.C. 1989.

- United States Environmentad Protection Agency. Risk reduction engineering laboratory.
Cincinnati, OH 45 268. EPA/600/S-92/065. EPA/600/SR-93/113.



Anexo 3 al Agregado 1 ala Ordenanza Maritima N° 1-98 (DPM A)

ENSAYO DE TOXICIDAD
1. ALCANCE

Los méodos que se describen en la presente norma se aplican a todas los productos quimicos
que sean utilizados para combetir derrames de hidrocarburos y que debido a sus caracterigticas
especificas puedan persigtir en € medio acudico provocando posibles dteraciones a dicho
medio.

2. DEFINICION

Concentracion letal 50 (CL50): concentracion de una sustancia, ala cua se produce € 50%
de mortdidad de los organismos expuestos a la misma durante un periodo determinado de

ensayo.

Concentracion efectiva 50 (CE 50): concentracion de una sustancia, a la cud se produce la
inmovilizacion del 50 % de los organismos expuestos a la misma durante un periodo determinado
de ensayo.

3. RESUMEN DE METODO

La prueba de toxicidad descripta en la presente norma implica exponer a organismaos acuéaticos
vivos (de agua de mar 0 agua dulce segin d producto a ensayar) a determinadas
concentraciones del  producto, con € objeto de determinar, en un periodo de tiempo
predeterminado, |os efectos biol 6gicos que dicho producto pueda provocar ala vida acudtica.

A los efectos de determinar la toxicidad que puedan presentar los distintos productos se han
seleccionado |las siguientes especies. ensayo de toxicidad aguda, 48 h de exposicidn con Artemia
sding, ensayo de toxicidad aguda con peces, 96 h de exposicidn utilizando una de las especies
marinas sguientes:. y pegerrey de mar (Odontehestes §p), corvina rubia (Micropogonias furnier) o
pescadilla comun (Cinoscion striatus) seguin la disponibilidad. Dado que en la actudidad no se
cuenta con poshilidad técnica de gecutar este Ultimo tipo de ensayo, se seleccionaron, de
manera trandtoria y dternativa d ensayo de toxicidad aguda, 96 h de exposicion con
Cnesterodon descemmaculatus, en agua dulce).

4. PREPARACION DE MUESTRA PARA ENSAYOSDE TOXICIDAD

Para preparar las soluciones de ensayo de toxicidad del producto mezclas de petrdleo y
producto, redlizar la mezcla con un homogeneizador eéctrico con paleta de acero inoxidable,
con recipiente de borosilicato de un litro de capacidad y con una velocidad de aproximadamente
10.000 rpm. En € caso que e produzca formacion de espuma durante € mezclado, reducir la
velocidad de agitacion.

Para preparar la solucion de ensayo del producto colocar 550 ml de agua de mar sintética
dentro de recipiente y con una micropipeta adicionar 0,55 ml del producto. Mezclar por 5



segundos.

Para preparar la solucion de ensayo de la mezcla crudo-producto, colocar 550 ml de agua de
mar sintética dentro del recipiente. Mientras la homogeneizadora esta en operacion, adicionar
0,5ml dd crudo y 0,05 ml ddl producto. Mezclar por 5 segundos.

Inmediatamente después de la preparacion de las soluciones, fraccionar para la redizacion del
correspondiente ensayo.

5. ENSAYO DE TOXICIDAD CON ESPECIES DE AGUA DE MAR

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

Ensayo detoxicidad con Artemia salina.

Principio.
Determinacidn de la concentracion ala cud € 50% de las larvas nauplii de Artemia salina
mueren dentro de las 48 horas bgjo |as condiciones descriptas en € presente ensayo.

M ateriales

*QOrganismos de ensayo: debe ser usada una poblacion homogénea de larvas nauplii 11 y

I11 obtenidas a partir de huevos de resistencia (de provisién comercia) de una cepa bien

identificada de Artemia salina.

*Solucion diluyente: agua de mar artificid estandar de 35 +1 %o de sdinidad, tanto parala

incubacion como para e ensayo.

Formulacion: NaCL 21.03 g¢/l, Na&SO, 3,52 g/l, KCl 0,61 g/l, KBr 0,088 g,

MgCl,.6H,0 9,5 g/l, CaCl,.2H,0 1,32 g/l, NaHCO; 0,17 g/l

Después de laaireacion y estabilizacion por 24 horas, la dilucion debera tener un pH de 8 +

0,5 y un contenido ce oxigeno equivaente por 1o menos d 90 % de saturacion. S es

necesario @ pH podra ser gustado con &cido clorhidrico o con hidréxido de sodio. Antes

de ser usada € agua debe ser filtrada a través de un filtro de 1 um y aireada; puede ser

amacenada durante dos semanas a bgja temperatura.

*Muestra: se andizardlatoxicidad del producto.

*Equipamiento:

- Gabinete atemperatura congtante; 25+ 1°C

- Cgas de vidrio de Petri (60 mm x 12 mm) o Tubos de ensayo con una capacidad de 30

ml.

- Pipetas Pasteur con aberturas planas.

-Tubos de incubacion cilindricos o preferentemente cilindroconicos (didmetro aproximado
35 mm) con una capacidad de a menos 100 ml.

- Medidor de oxigeno disuelto.

- Lupabinocular para diseccion.

- Bomba de aire (de acuario)

- Tubos fluorescentes, tipo luz dia

- Materiales usuales de laboratorio.

*Téxico de referencia: € quimico de referencia seleccionado es d laurilsulfato de sodio

(grado 98%) para su utilizacion en controles positivos.



5.1.3. Procedimiento.
5.1.3.1.Cultivoy preparacion de las larvas nauplii.

Para cada ensayo son incubados aproximadamente 10 mg de huevos de resstencia en 100
ml de agua de mar en un tubo de incubacion, a una temperatura de 25 + 1°C 'y con una
intensidad de luz de 500 lux. Todos los huevos y larvas deben ser mantenidas en suspension
continua con una leve aireacion provigta por un tubo de aire extendido sobre € fondo del

tubo de incubacion. Después de 18 a 24 horas se detiene la aireacion y las larvas nauplii que
se encuentran en e fondo dd tubo son succionadas con una pipeta Pasteur y transferidas a
un vaso de precipitado conteniendo 200 ml de agua de mar. Esta suspension debe ser

aireada y mantenida durante exactamente 24 horas a una temperatura de 25 + 1°Cy con
una iluminacion de 500 - 1000 lux. Durante este tiempo todas las larvas nauplii mudaran d

estadio Il y dgunas de dlas hastad estadio I11. Unadicuota de las nauplii es colocada en un
tubo de ensayo para su subsecuente distribucion manud alos tubos o cgjas de ensayo.

5.1.3.2.Ensayo de toxicidad.

El ensayo es llevado a cabo en tubos de ensayo o cgas de petri. 10 larvas nauplii son

transferidas con una pipeta Pasteur dentro de cada tubo o cga de ensayo. El volumen de
agua de mar transferido con las nauplii, no puede exceder los 0,05 ml. En cada tubo o cga
se adicionan 10 ml del toxico alas distintas concentraciones a ensayar (aclimatado a 25 °C)
y se incuban en la oscuridad a una temperatura de 25 + 1°C. Después de 48 horas €

nimero de larvas muertas en cada tubo o cgja es determinado bgjo lalupa. Las larvas nauplii
Se consideran muertas S no se observa movimiento de sus gpéndices durante 10 segundos.
Inmediatamente después de contadas, se mide la concentracion de oxigeno en € recipiente
de ensayo con la concentracion més baja de toxico que provoco € 100% de mortaidad.

5.1.3.3.Ensayo prdiminar.

Egte ensayo se rediza para determinar € intervao critico. Una serie de diluciones ddl toxico
son preparadas con agua de mar artificia ( por g.: 10.000 - 1000 - 100 - 10 - 0,1 - 0,001
mg/l).

En este ensayo se utiliza un recipiente de ensayo por cada concentracion, y uno adiciond
con 10 larvas nauplii en 10 ml de agua de mar artificia como control.

5.1.3.4.Ensayo definitivo.

El objetivo del ensayo es la determinacion de la CL50g a partir de las concentraciones de
intervalo critico determinadas en  ensayo preliminar.

Las concentraciones (o diluciones) son degidas en una escala logaritmica. En principio cinco
concentraciones seran suficientes, sin embargo, para una CL 50 satisfactoria,  menos dos
datos deben ser situados en € intervao de mortdidad de 5%y 95 %. S éte no es € caso,
el ensayo deberd ser repetido con concentraciones intermedias adicionaes de la escala de
dilucion. Para cada concentracion, incluyendo € control, se redizaran 3 réplicas.



5.1.3.5.Verificacion de la sensibilidad de las larvas de Artemia salina y la conformidad con

5.1.4.

5.1.5.

5.2.

521.

5.2.2.

5.23.

el procedimiento experimental.

La CL50 dd quimico de referencia, laurilsulfato de sodio, deber ser determinada
parddamente con € ensayo definitivo para estandarizar d procedimiento experimentd. Las
siguientes concentraciones de laurilsulfato de sodio deben ser ensayadas con tres réplicas: 1
-5-10-15y 20 mg/l.

Para preparar la solucion patrdn de 100 mg/l de laurilsulfato de sodio, se disuelve € quimico
a 25 °C usando un agitador magnético, ya que € compuesto no se disueve rgpidamente. La
solucion patron no debe ser conservada durante mas de 48 horas.

Célculoy validez delos resultados.

La CL50g puede s calculada por interpolacion gréfica. Los porcentgjes de mortaidad

entre 5y 95 son calculados por la media de larvas nauplii muertas por cada concentracion y

volcadas en un pape logaritmico. Una linea recta es trazada a través de los puntos. La

interseccion de esta linea con la abscisa de 50 % de mortaidad determina la CL504. Un

procedimiento aternativo (més preciso) es usar € méodo de la TREVORS 1986 con €

cud d limite de confianza ddl 95 % puede ser caculado con programas de computadora.

El ensayo puede ser considerado vadido S las siguientes condiciones son cumplidas:

-l porcentge de mortalidad en € control no excede & 10 %.

-la CL50g del ensayo con laurilsulfato de sodio es Stuada entre 5 mg/l y 10 mg/l.

-la concentracion de oxigeno disudto d find dd ensayo es superior a 2 mg/l en la
concentracion mas bgjaala cua se produce unamortdidad del 100 % de las larvas.

Criterio de aceptacion del producto: El CL50 g deberd ser mayor de 10ppm.
Ensayo detoxicidad aguda con “ Cnester odon descemmcaculatus’.

Principio.

Determinacion de la concentracion ala cua d 50% de los organismos mueren dentro de las
96 horas bajo |as condiciones descriptas en € presente ensayo.

Materiales.

*QOrganismos de ensayo: e utilizaran organismos obtenidos en laboratorio con més de dos
meses de vida

*Solucion diluyente: agua dulce artificid, dureza 150 gr CaCOs/litro.

Formulacion: CaCl.2H,0 0,1764 g/l; KCI 0,00345 g/I; MgSO,H,0 0,07395 g/l; NaHCO;
0,240 g/l.

* Muestra: se andizaralatoxicidad del producto solo.

*Equipamiento:

- Gabinete atemperatura constante de 20 + 1°C.

- Recipientes de vidrio de 3 litros de capacidad.

- Tubos fluorescentes, tipo luz dia, lamparas de mercurio hal ogenado.

- Materides usuaes de laboratorio.

Procedimiento.



Se utilizaran 1 peces por cada recipiente de ensayo, Con 3 réplicas por concentracion. El
nUmero de peces por concentracion deberd ser de20, como minimo y de 30 como maximo.
Las concentraciones de ensayo deberan ser 5 como minimo y tener un factor de dilucién de
0,300,5.

El volumen de la solucion de ensayo serd de 1 litro, renovada cada 24 horas.

El fotoperiodo sera de 12 horas luz-oscuridad y 1a aireacion serd la necesaria para asegurar
el 50 % de saturacion de oxigeno (150 burbujas/minuto).

Para el amente se redlizaran blancos por triplicado.

El ensayo se redizara durante 96 horas d findizar se registrara la CL50. Se, consderara
vdido d ensayo s lamortaidad en los controles esinferior a 90%.

5.2.4. Criterio de aceptacion dd producto: La toxicidad del producto solo debera tener un
CL50,95 > [100 mg/lt.]. Este criterio de aceptacion sera gplicado exclusivamente para
productos denominados “ dispersantes’. Para otro tipo de producto laDPMA determinara e
tipo de ensayo detoxicidad y € correspondiente criterio de aceptacion.
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