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RESUMEN

En este proyecto final de carrera se ha llevado a cabo la determinacion de la
biodegradabilidad y toxicidad de un determinado polimero comercial. Para ello se ha
realizado, por una parte, un ensayo respirométrico con el que se mide la
biodegradabilidad del polimero en medio acuoso siguiendo las directrices marcadas por
la Norma UNE-EN ISO 14852. Por otro lado, se ha determinado la toxicidad del
polimero mediante ensayo con Microtox®, utilizando bacterias liofilizadas (ensayo
basado en la Norma UNE-EN ISO 11348-3).

Titulo: Determinacion de la Biodegradabilidad y Toxicidad de materiales
pldsticos. Aplicacion de las Normas UNE-EN ISO 14852 y 11348-3
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BLOQUE |I: INTRODUCCION

Capitulo 1

ALCANCE Y ESTRUCTURA DEL PROYECTO

Este capitulo expone la justificacion y los objetivos que han
motivado la realizacion de este Froyecto Final de Carrera. En
segundo lugar, se presenta la estructura del documento describiendo

contenido.



Capitulo 1

1.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los polimeros sintéticos constituyen un nuevo grupo de materiales que ha
revolucionado la historia de la humanidad en el siglo XX, hasta el punto de que la vida
en la actualidad seria dificilmente concebible sin ellos. Por otro lado, los materiales
plasticos son, posiblemente, los que en mayor grado se transforman en productos
manufacturados con una aplicacién muy temporal (como por ejemplo el embalaje).
Como consecuencia, cada dia es mayor la cantidad de residuos de estos materiales,
creando problemas ambientales y un despilfarro irracional de recursos. Estas razones
son motivo suficiente para recuperar y reciclar los residuos plasticos.

La envergadura del problema estd haciendo que proliferen iniciativas para
reducir el consumo de materiales plasticos y facilitar su reciclaje una vez se convierten
en residuo. Es en este punto donde surgen los estudios encaminados a la busqueda de
materiales plasticos de facil biodegradacion. Sin embargo, no resulta ser un problema
de facil solucién, ya que se busca que el material sea facilmente biodegradable sin
perder las caracteristicas y propiedades que se requieren en la fase de aplicacion del
mismo. Ademas, si lo que se pretende es conseguir un material que sea facilmente
asimilable por el medio, se presenta la necesidad de estudiar los posibles efectos
téxicos del mismo.

El objetivo de este proyecto fin de carrera es realizar la determinacién de la
toxicidad y la biodegradabilidad de un material polimérico comercial. Dicho material se
pretende aplicar en el campo del embalaje y los materiales plasticos de uso
alimentario. Para ello se realiza un ensayo de determinacion de la biodegradabilidad
del material en medio acuoso basado en la Norma UNE-EN ISO 14852, y un ensayo de
toxicidad aguda utilizando el sistema Microtox® (descrito en la Norma UNE-EN ISO
11348-3).
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Alcance y estructura del proyecto

1.2. ESTRUCTURA DEL PROYECTO

El proyecto se divide en tres bloques que se describen a continuacion:

Bloque I.

Se trata de un bloque introductorio que cuenta con dos capitulos
diferenciados: en el primero de ellos se expone la justificacion del proyecto
realizado y los objetivos que se pretenden conseguir, y en el segundo se realiza
una breve introduccion tedrica en la que se recogen los aspectos basicos
generales comunes a cualquier polimero.

Bloque Il.

Es el bloque correspondiente al estudio de biodegradabilidad del
material plastico. Recoge una primera parte tedrica acerca de polimeros
biodegradables y sus caracteristicas, continda con la descripcion del ensayo de
biodegradabilidad realizado y finaliza con la presentaciéon de los resultados
obtenidos en el ensayo.

Bloque llI.

Este bloque final describe el estudio de toxicidad realizado, siguiendo la
misma estructura del bloque anterior: marco tedrico en el que se explica el
fundamento de los ensayos analiticos de ecotoxicidad y se recogen los
principales tipos de ensayos; descripcion del ensayo realizado, asi como del
material y equipos utilizados; y por ultimo expresiéon de los resultados
obtenidos y conclusiones.
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INTRODUCCION TEORICA A LOS POLIMEROS

El vocablo polimero deriva del término griego TOAUMEPNS, que
significa « compuesto de varias partes ».

Con el desarrollo de /a tecnologia y /a industria quimica el
hombre ha aprendido a imitar a la naturaleza, e incluso mejoraria,
sintetizando nuevos polimeros artificiales inexistentes en ella. En la
actualidad la sintesis y el procesado de materiales poliméricos es
uno de los sectores mas importantes de la industria quimica.
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2.1. DESARROLLO HISTORICO DE LOS POLIMEROS

Desde la antigliedad, el hombre ha utilizado polimeros naturales como la
madera, el cafiamo, las resinas, etc. en multitud de aplicaciones. Los primeros seres
humanos aprendieron a procesar, tejer y teiir fibras naturales como la lana, la seda, el
lino y el algoddn. Las civilizacidon azteca utilizaba caucho (extraido del arbol Hevea
brasiliensis) para fabricar articulos eldsticos o impermeabilizar tejidos.

Con el paso del tiempo se aprendié gradualmente a mejorar las propiedades de
dichas sustancias mediante distintas técnicas, como la purificacién y la modificacién
con otras sustancias. El desarrollo de los primeros polimeros se inicid en los
laboratorios industriales debido a la necesidad de obtener nuevos tipos de materiales
como cauchos, adhesivos, plasticos, fibras y pinturas. Al contrario de muchos otros
productos, cuya estructura y reacciones eran bien conocidas antes de su aplicacién,
algunos polimeros se fabricaron a escala industrial sin que sus caracteristicas quimicas
y fisicas hubieran sido estudiadas.

De esta forma, los cientificos dedicados a los polimeros realizaron numerosos
descubrimientos empiricos antes que se desarrollase la ciencia de los polimeros. Por
ejemplo, mucho antes de que Kekulé desarrollara su técnica para escribir las formulas
de los compuestos orgdnicos, Charles y Nelson Goodyear transformaron el caucho, un
material termopldstico pegajoso, en un elastomero de utilidad (caucho vulcanizado) o
en un pldstico duro (ebonita) al formarse, respectivamente, pocos o muchos enlaces
cruzados de azufre cuando se le afiadia determinadas cantidades de este elemento y
se calentaba.

Inicialmente, las propiedades de los polimeros parecian andmalas respecto a
las de los materiales conocidos. Por ejemplo, utilizando las leyes de Raoult y Van’t Hoff
para la determinacién de pesos moleculares, varios quimicos obtuvieron elevados
pesos moleculares para algunos polimeros lineales; pero concluyeron que sus
resultados no eran correctos porque no eran conscientes de la existencia de las
macromoléculas.

Uno de los primeros investigadores en el campo de los polimeros fue el quimico
britanico Alexander Parkes, el cual patenta en 1862 un material (parkesina) de aspecto
similar al marfil. Dicho producto se obtuvo a partir de nitrocelulosa, sustancia
inflamable empleada en la manufactura de explosivos, que fue desarrollada por
Schénbein en 1846 combinando celulosa y acido nitrico. El producto obtenido era duro
y fragil, por lo que Parkes le afiadié alcanfor, descubriendo asi el primer plastificante.
El norteamericano John Wesley Hyatt, tras realizar el mismo descubrimiento en 1869,
comercializd el producto con el nombre de celuloide. En 1867, quimicos alemanes
obtienen un nuevo material (galatita) mediante la precipitacion de caseina (proteina
presente en la leche).
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El primer polimero totalmente sintético fue la bakelita, sintetizada por Leo
Hendrick Bakeland en 1909. Aunque no existen muchas pruebas de que Baekeland
conociera la existencia de macromoléculas, si entendia el concepto de funcionalidad y,
utilizando cantidades controladas de fenol y formaldehido, obtuvo resinas
termoplasticas que podian convertirse en plasticos termoestables; el producto
obtenido tenia la propiedad, desconocida entonces, de termoendurecerse.

Cerca de 50 anos fueron necesarios para desarrollar el plexiglds; en 1880 se
sabia que el acido acrilico solidificaba a altas temperaturas bajo presion, pero fue
necesario esperar hasta la década de 1920 para que tuviera interés su produccién
industrial (efectiva en 1930). El plexiglds, o polimetilmetacrilato, permitié la sustitucion
del vidrio en ciertas aplicaciones que requerian cristales resistentes a impactos.

La Primera Guerra Mundial condujo al uso extensivo del acetato de celulosa
como recubrimiento de las alas de los aeroplanos. Tras la guerra se buscaron usos
alternativos para dar salida a la produccion de este material. Su facilidad de hilado y
laminado hizo que se empleara en la produccién de fibras textiles y peliculas de
celulosa no inflamables.

En 1953, Hermann Staudinger recibe el premio Nobel de quimica por una teoria
ya avanzada el 1922: |a teoria de los polimeros. Es en esta ultima fecha cuando publica
un articulo donde sugiere que los cauchos estan constituidos por largas cadenas
formadas por una unidad basica (mondmero) que se repite. Staudinger conjetura que
la elasticidad de los cauchos estd relacionada con la existencia de dichas cadenas.

En 1928, Meyer y Mark utilizaron técnicas de rayos X para determinar las
dimensiones de las cristalitas de la celulosa y el caucho natural. En 1927 se obtiene el
primer caucho sintético, la buna, a partir de butadieno. Poco después, Wallace
Carothers y su equipo desarrollan el neopreno (1931) y el nylon 66 (1935), entre otros
polimeros. Durante el mismo periodo se descubre el politetrafluoroetileno, de
extraordinaria resistencia quimica. Partiendo del trabajo de Carothers, los quimicos
ingleses Whinfield y Dickson desarrollaron en 1941 una excelente fibra textil sintética
de poliéster, obtenida por policondensacion de acido tereftalico y etilenglicol, que
recibio el nombre de tergal.

El polietileno, muy importante en los campos del transporte de informacién y
generacion de energia, fue descrito en 1933 por cientificos ingleses que investigaban la
termodindmica del gas etileno a muy altas presiones (2000 bar). El experimento es
peligroso porgue la reaccion es explosiva; los investigadores de la empresa ICl tardaron
2 anos en controlar la reaccion, si bien la produccion industrial no se inicié hasta 1939
con la proximidad de la guerra (industria militar).
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El desarrollo por Ziegler del primer catalizador basado en aluminio permitié el
desarrollo de procesos de sintesis a baja presidén a partir de 1953; este trabajo fue
ampliado por Giulio Natta, quién obtendria el premio Nobel junto a Ziegler en 1963.
En 1942 Standley Kipping logré la primera sintesis de polisilicios o siliconas, su
produccién se incrementd rapidamente durante la guerra, tanto en su forma liquida
(aceites de alta temperatura) como en forma sdlida (piezas de motor). El
descubrimiento de nuevos plastificantes permitid en 1943 el inicié de la produccién
industrial de PVC (policloruro de vinilo), descubierto ya en 1835 por Henri Regnault,
pero inservible debido a su dureza y fragilidad.

El desarrollo de la tecnologia de los polimeros a partir de la década de 1940 ha
sido extremadamente rapido y, en pocas décadas han sustituido en un gran nimero de
aplicaciones a otros materiales de naturaleza metalica y ceramica tradicionalmente
utilizados. Por otro lado, los polimeros sintéticos, han ido substituyendo a polimeros
naturales, como el caucho, el algodén y la celulosa, debido a la facilidad de
transformacién, a sus mejores propiedades mecanicas y a la resistencia frente a la
accion de sustancias quimicas agresivas.

El rapido crecimiento de los materiales poliméricos fue debido a factores como:

a) Los materiales de partida (el petrdleo, el gas natural y el carbén) que
existian en gran cantidad y tenian un precio bajo.

b) El elevado nimero de mondmeros disponibles ha facilitado generar
un gran numero de polimeros y copolimeros diferentes, lo que ha permitido
obtener un amplio espectro de composiciones, estructuras y propiedades en
estas macromoléculas organicas.

c) La exploraciéon sistematica del comportamiento mecanico, 6ptico,
eléctrico y térmico ha suministrado una gran cantidad de informacién sobre
propiedades y caracteristicas practicas.

d) Desde hace algunas décadas, se han desarrollado nuevos procesos de
transformacién de los polimeros que permiten obtener productos en multitud
de formas distintas, como fibras, placas, filmes, tubos, recipientes, etc.

e) Las muchas aplicaciones que presentan estos materiales han
estimulado la sintesis y el desarrollo de nuevos miembros de la familia de los
polimeros.
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A continuacidn, se presenta una tabla resumen de la evolucién de los polimeros
a lo largo de la historia:

Alzedan,

IEmMBantos

sada, widnio ¥
celulasa  en

lino, lana

hidraulicos,
lamimas (papsel}; caucho natural, v laca
Mitracion de la celulosa (Schénbain)
hisldzado de lz laca

Peliculas  fotograficas de ‘nifrato de
celulosz (Faichenback)

Fibras de rayon viscosa (Cros. Bevan »
Beadle}

Sohiciones de acetzto deé celulosa

Laminas d= celulesz regenerada {celofan}

Fibras de acetato de celuloza
Eecubrimientes de clorure de pelivintlo
para paredes

Elastomers sintético de pehsulfire
Elastomeros de peliclecroprenc
Etilcalulosa

Fohestrensa

Fibras de nylon-8 6 (Carothers)
Elastomeres de isobutilenc-1soprenc
Poligsteres insaturados (Ellis ¥ Bust)
Silicomas

Fesmas Epeo

Fibras de peliacnlomtrilo
Pohoximetilano

Polipropilenc

Elastomerc: de copolimeros de efilanc-
propiienc

Polizuliona

Politerefialate de butileno

Aramndas, poligsterss moldeables
Bizmaleimidas, polianudas aromiaticas

1.83%

1.851
1.86%

1.8940

1.807

1.908
1920

1.526
1927

L.e28
1531
1.5938
1837

1539
1941
1.943
1943
1.948

1.950
1.957
1.95%

1.964

1963
1971
1973
1978

MATERIAL

Vuleanizacion del cavche (Charle: Geoodyear)

Ebenita {caucho duro: Melzon Goodyear)
Celulonde (nitrate de celuloza plastfizada;
Hyatt)

Fibraz de rayon cupramonio (Despeizses)

Feamas de fenol-formaldahide (haguelita;
Baekeland)

Peliculaz fotozraficas de acetate de celuloza
Fresentzcion hupotesis macromelecular
(Staudinger)

Poheztar alquidico (Kisnle)

Bamas v laminas de acetato de celuloza

Fesinas de urea-formaldahida

Flazticos de polimstacriizio de matilo
Acatato de pelivimila

Elastomeres copolimeros de estireno-
butadienc ¥ estireno-acrlonifiile

Fesinas melzpuna-formaldehide

Folhetilene de baja densidad (LDPE)
Fesmas fuorocarbonadas (Teflon; Plunkatt)
Polmretano: {Bayer)

Copalimeros de acrilonsilo, butadiene ¥
estireno (ABS)

Fibras de poligster (Whmfiald v Dickzon)
Polietileno (lineal) de alta densidad (HDEE}
Elastémero: da polibntadieno-cis v
poliiscpropenc-cis

Foli {axido da fanilenc)

Copolimeros de blogques estrena-butadiens
Sulfure de polifentlenc

Polumidas segunda generacion
Felifemlzulfona (RADEL)

TABLA 1. DESARROLLO CRONOLOGICO DE LOS POLIMEROS
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2.2. DEFINICION DE POLIMERO

Un polimero puede definirse como un material constituido por moléculas
formadas por unidades constitucionales que se repiten de una manera mas o menos
ordenada. Dado el gran tamafio de las moléculas con la estructura indicada, reciben el
nombre de macromoléculas. De hecho el nombre de estos compuestos ya sugiere su
constitucidn interna, puesto que la palabra polimero deriva de los términos griegos
poliy meros, que significan mucho y partes, respectivamente. Cuando la molécula esta
formada por pocas unidades, se habla de un oligdmero, derivado etimoldgicamente
del término griego oligo que significa poco.

En los polimeros, las unidades que se repiten a lo largo de la estructura reciben
el nombre de unidad constitucional repetitiva (UCR), también denominado residuo.

El proceso quimico mediante el cual se obtiene un polimero se conoce con el
nombre de polimerizacion. En este proceso, el polimero se forma a partir de la unién
entre si de pequefias moléculas, llamadas monédmeros. Para que una molécula pueda
generar el polimero, es necesario que presente dos o mas grupos funcionales que
puedan reaccionar, es decir, debe tener una funcionalidad igual o superior a dos.

2.2.1. POLIMERIZACION

A partir de los mondmeros se obtienen los polimeros mediante el proceso de
polimerizacién. Basicamente existen dos tipos de reacciones de polimerizacién: de
adicién y de condensacion. Las polimerizaciones de condensacién proceden a través de
reacciones por etapas de los grupos funcionales mientras que las polimerizaciones de
adicién son reacciones en cadena que implican centros activos de tipo radical o idnico.

En los polimeros de adicidn, la formula de la unidad estructural es la misma
gue la del monémero, exceptuando los dobles enlaces que han desaparecido. En tales
polimeros no aparecen grupos funcionales en las cadenas, sino que estan formados
por la sucesién de atomos de carbono, aunque ciertos grupos funcionales pueden
estar presentes como sustituyentes laterales. Al desarrollarse el polimero a partir de
un centro activo, se obtienen polimeros de peso molecular elevado. El avance de la
reaccién transcurre mediante un mecanismo en cadena.

Un ejemplo de polimerizacién de adicidén es la polimerizacién radicalaria del
estireno. Este tipo de reaccidn tiene lugar después de la formacion de radicales libres
por la descomposicion de un iniciador. Cada uno de los radicales libres formados
reacciona con un doble enlace del estireno monémero, formandose un nuevo radical
que reacciona con otro mondmero y da lugar a un nuevo radical.
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En los polimeros de condensacidn, la féormula de la unidad estructural tiene
normalmente algunos atomos menos que la del mondmero, ya que casi siempre se
desprende una particula pequeia en la polimerizacién. Por otra parte, en estos
polimeros los grupos funcionales generalmente forman parte del esqueleto de la
cadena. El mecanismo de la reaccion por etapas consiste en la reaccion sucesiva de dos
mondmeros que tienen funciones complementarias o un mondmero con dos funciones
complementarias. Los polimeros resultantes se caracterizan por tener pesos
moleculares inferiores a los obtenidos mediante mecanismos en cadena.

Un ejemplo tipico de polimerizacion de condensacidn es la poliamida 6,6 que se
obtiene a partir de la reaccidon entre la hexametilendiamina y el acido adipico. A
medida que transcurre la policondensacion, por cada grupo amida que se forma, se
forma también una molécula de agua. Al reaccionar los mondmeros entre si, dan lugar
a dimeros que posteriormente reaccionan entre ellos produciendo cadenas cada vez
mayores.

2.3. LA ESTRUCTURA MOLECULAR

Cada polimero tiene una estructura quimica determinada. Esta estructura
incluye la composicion, la constitucion molecular y el tamafio molecular. La
composicion viene definida por la composicién atdmica y se expresa mediante el
analisis elemental. Los polimeros organicos se caracterizan por la presencia inevitable
de los atomos de carbono e hidrégeno. Otros dtomos frecuentes, denominados
heteroatomos, son el oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo, silicio y ciertos halégenos.

La constitucion molecular determina de forma inequivoca la identidad de un
polimero y comprende la constitucién quimica, la arquitectura de la molécula y la
configuracion.

El tamafio molecular se define mediante valores promedios, dado el caracter
polidisperso que inevitablemente tienen los polimeros. Los pesos moleculares pueden
oscilar entre unos cuantos miles y varios millones, y en el caso de los polimeros
fuertemente entrecruzados, se puede considerar que el peso molecular es infinito.

Asimismo, una molécula de polimero puede adoptar diversas formas espaciales
o conformaciones. La conformacién puede modificarse por rotacién de los enlaces
simples. La conformacidn particular que adopta una cadena de polimero, es decir
aquella mas estable, viene determinada por su constitucién y por su tamafio, pero
también por las condiciones del entorno en que se encuentra.
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2.4. LA ESTRUCTURA SUPRAMOLECULAR

2.4.1. EL ESTADO AMORFO

El estado amorfo se caracteriza por una ausencia tanto de orden axial como de
orden ecuatorial, no conociéndose con precisidn su estructura detallada, ya que dada
la ausencia de orden, las técnicas estructurales habituales suministran una informacion
escasa. Los estudios realizados, de cardcter preferentemente tedrico, suministran
modelos conceptuales mas o menos capaces de explicar el comportamiento fisico de
este estado.

Ovillo estadistico Meandros Plegado

2Gn 73] |k
“

h

o —

FIGURA 1. MODELOS MAS CARACTERISTICOS DEL ESTADO AMORFO

Entre los modelos propuestos, el ovillo estadistico (Ver Figura 1) es el mas
aceptado porque permite un tratamiento estadistico capaz de explicar de manera
cuantitativa un buen numero de propiedades.

2.4.2. ELESTADO CRISTALINO

El estado cristalino en polimeros es en realidad bifasico, coexistiendo la fase
cristalina junto con la amorfa, por lo que estos materiales deberian ser denominados
como semicristalinos (Figura 2). La relacién cuantitativa entre estas dos fases viene
expresada por la cristalinidad.

FIGURA 2. MODELO DEL ESTADO CRISTALINO SEGUN FLORY
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> Cristalinidad

La cristalinidad se define como la fraccion en peso de fase cristalina presente:

W, = peso de fase cristalina
W = peso total de muestra

w¢ = indice de cristalinidad cuyo valor oscila entre 0.4 para polimeros poco
cristalinos y 0.95 para muestras muy bien cristalizadas de polimeros de
constitucion muy regular.

El indice de cristalinidad es una magnitud relativa cuya medida puede
efectuarse por densitometria, calorimetria o espectroscopia. El método densitométrico
resulta el mas simple y asequible si se conocen las densidades amorfas y cristalinas del

polimero:

_ Pc P—Pa

W, =
¢ Pa Pa — Pa

p = densidad de la muestra problema

densidad de una muestra 100% cristalina

Pc

densidad de una muestra 100% amorfa

Pa

- Factores determinantes de la cristalinidad

En las condiciones éptimas de cristalizacidn, el grado de cristalinidad de un
polimero viene determinado por la constitucién de su cadena molecular. En general
puede decirse que todo defecto que reduzca la regularidad constitucional de la cadena
afecta negativamente a la cristalinidad.

- Comondmeros: la cristalinidad disminuye con la copolimerizacién,
siendo este efecto mayor cuanto mas diferentes sean las estructuras de los

comondmeros.

- Tamaio: la cristalinidad disminuye con el peso molecular.
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- Configuracion: la cristalinidad estd estrechamente vinculada a la
estereoregularidad, hasta el punto de que la ausencia de tacticidad suele ser
sindnimo de cardcter amorfo.

- Ramificaciones: la presencia de ramas disminuye la cristalinidad,
siendo el efecto mas pronunciado cuanto mas irregulares sean éstas.

2.4.3. LA ESTRUCTURA DE FIBRA

A escala macroscopica una fibra se define como un objeto flexible vy
homogéneo que presenta una relacion longitud/didmetro de cdmo minimo 100. Sin
embargo lo que caracteriza la estructura de fibra es la existencia de un orden
monoaxial a escala molecular con direccidn paralela al eje del filamento. Aunque es
posible obtener fibras en fase amorfa, la mayor parte de ellas (naturales o sintéticas),
poseen un elevado grado de cristalinidad.

Los parametros estructurales definitorios de la estructura de fibra son la
cristalinidad y el grado de orientacién. La medida de este ultimo se lleva a cabo
mediante diferentes técnicas como la difraccion de rayos X o la microscopia éptica de
polarizacién.

2.5. CLASIFICACION DE LOS POLIMEROS

2.5.1. SEGUN EL ORIGEN
e Polimeros Naturales. Son los que se pueden presentar en la naturaleza (reino

vegetal y animal), por ejemplo: la celulosa, el caucho natural, las resinas, etc.

e Polimeros semisintéticos. Son los obtenidos por la transformacion quimica de
los polimeros naturales, sin que se destruya de modo apreciable su naturaleza
macromolecular. Ej. : la seda artificial obtenida a partir de la celulosa.

e Polimeros Sintéticos. Son los que se obtienen por via puramente sintética a
partir de sustancias de bajo peso molecular. Ej.: el Nylon.

2.5.2. SEGUN LA ESTRUCTURA MOLECULAR

e Polimeros lineales. La molécula esta constituida por una cadena de la que sélo
cuelgan los grupos laterales, los cuales ya estaban presentes en el monémero.
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2.5.3.

2.5.4.

Polimeros ramificados. Existen cadenas mds o menos largas, en mayor o menor
frecuencia, que emergen de manera aleatoria de la cadena principal. La
constitucién quimica de la rama es idéntica a la de la cadena principal.

Polimeros peine. Constituyen un caso intermedio entre polimeros lineales y
ramificados. Contienen ramas de similar longitud, dispuestas con alta
frecuencia y regularidad a lo largo de la cadena principal. Por lo general cuelga
una rama de cada UCR. La constitucion quimica de la rama es por lo general
diferente a la de la cadena principal. En los polimeros estrella, las diferentes
ramas irradian desde un origen comun.

Polimeros entrecruzados. Son polimeros ramificados en los que las ramas
entrelazan las cadenas unas con otras, de manera que todo el conjunto puede
concebirse como una sola macromolécula de tamano limitado. Los polimeros
escalera son unos polimeros entrecruzados constituidos por una sucesion
regular de ciclos. Los polimeros semiescalera son un caso particular en el que
las unidades ciclicas alternan con segmentos lineales.

SEGUN LAS REACCIONES DE FORMACION

Polimeros de adicidn. Son polimeros cuyas macromoléculas se han formado por
unidon de moléculas monédmeras no saturadas. Ej.: el polietileno.

Polimeros de condensacién. Son polimeros cuyo enlace entre las
macromoléculas son multifuncionales, con separacion de algin producto de
bajo peso molecular. Ej.: Nylon, las proteinas.

Polimeros poliaductos. Son aquellos cuyo enlace entre las macromoléculas son
multifuncionales, sin separacion de moléculas sencillas. Ej.: poliuretanos vy
resinas.

SEGUN LA COMPOSICION QUIMICA DE LA CADENA PRINCIPAL

Polimeros homocadena. Son aquellos en los que la cadena principal no
contiene heterodtomos. Dentro de este grupo de polimeros, se distinguen
cinco familias principales: las poliolefinas, los poliestirénicos, los insaturados
(polienos), los polivinilos y los poliacrilicos.
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2.5.5.

2.5.6.

Polimeros heterocadena: En esta clase de polimeros (que contienen
heterodatomos en la cadena principal) hay tantas familias como funciones
quimicas distinguiéndose en cada caso los tipos A-B y A-A-B-B segun que las
funciones complementarias de los mondémeros estén sobre la misma molécula
0 no.

SEGUN SUS PROPIEDADES FiSICAS

Termoestables: Son polimeros que no se pueden fundir a través de un proceso
de calentamiento simple, puesto que su masa es tan dura que necesita
temperaturas muy elevadas para sufrir algun tipo de destruccién.

Elastdmeros: Son polimeros que aunque pueden ser deformados, una vez que
desaparece el agente que causo la pérdida de su forma pueden retornar a ella.

Termoplasticos: Este es un tipo de polimeros que tienen facilidad para ser
fundidos, y por lo tanto pueden ser moldeados. Si tienen una estructura regular
y organizada, pertenecen a la subdivisién de los cristalinos, pero si su
estructura es desorganizada e irregular, se consideran amorfos.

SEGUN SU uso

Plasticos “commodities”: Son plasticos de uso cotidiano, que se caracterizan
por ser econdmicos y de consumo masivo.

Plasticos “specialities”: Son plasticos destinados a aplicaciones mas especificas
y con un valor anadido considerable.
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Capitulo 3

TEORIA DE BIODEGRADABILIDAD DE POLIMEROS

E/ presente capitulo trata de definir los conceptos relacionados
con la degradacion, y mas en concreto, con la biodegradacion de
materiales plasticos, basandose en definiciones genéricas sobre
cualguier tipo de material. Definiendo los conceptos basicos y
aplicandolos a los envases plasticos degradables, se pretende
establecer una base tedrica sobre la que se apoya el estudio de
biodegradabilidad realizado.
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3.1. INTRODUCCION

La principal propiedad que permite que los polimeros puedan competir con
otros materiales como el vidrio y los metales es su resistencia quimica, fisica y
mecanica. Por este motivo las investigaciones en este campo siempre han ido
encaminadas a aumentar la vida de ciertos polimeros. No obstante, la longevidad
puede derivar en problemas.

En los ultimos afos, los residuos poliméricos sintéticos han aumentado su
porcentaje dentro de los residuos sélidos totales. Como resultado, las investigaciones
han cambiado de direccidn, orientandose hacia la sintesis de polimeros degradables,
ya sea por efecto de la temperatura (degradacion térmica), debido al contacto con el
agua (degradacién hidrolitica), o por efectos medioambientales como la luz solar
(fotodegradacion) o los microorganismos (biodegradacion).

Habitualmente, en articulos de prensa, revistas técnicas o sectoriales, e incluso
en el leguaje comun, se utilizan términos relacionados con la degradacion de los
materiales. En el campo de la degradacién de los envases de plastico, se estan
empleando en la actualidad la terminologia confusa de un plastico degradable, frente a
un plastico biodegradable, sin olvidar que hay otros conceptos que también les son de
aplicacion.

A continuacion se expone el concepto de degradacién y los distintos
mecanismos posibles de actuacién sobre la estructura de un polimero; haciendo
hincapié en el concepto de biodegradabilidad. Ademas se incluye una clasificacion de
los polimeros biodegradables y se citan los principales polimeros biodegradables de
uso comercial.

3.2. POLIMEROS BIODEGRADABLES

Los polimeros biodegradables son aquellos capaces de ser degradados
medioambientalmente. Representan una nueva generaciéon de materiales capaces de
reducir significativamente el impacto ambiental en términos de consumo de energia y
generacion de residuos después de su utilizacion. En principio, deben comportarse
como los materiales plasticos tradicionales, si bien, todavia presentan algunas
limitaciones.

La biodegradabilidad de los plasticos depende de la estructura quimica del
material y de la composicién del producto final, no sélo de la materia prima empleada
para su fabricacién.
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Por esta razdon, podemos encontrarnos con materiales biodegradables obtenidos
a partir de resinas naturales o sintéticas. Los plasticos biodegradables naturales se
obtienen principalmente a partir de recursos renovables, tales como el almidén, y
pueden ser producidos de forma natural o sintética. Las resinas sintéticas proceden
principalmente de derivados del petrdleo y de otros productos e incluyen polimeros de
poliéster y polietileno. Un ejemplo de polimero sintético biodegradable es la
policaprolactona, una resina de poliéster termoplastica.

Como cualquier otro plastico comercial, los materiales biodegradables deben
cumplir una serie de requerimientos orientados a la funcién a que van destinados. Por
esta razén, a menudo los plasticos biodegradables naturales se mezclan con polimeros
sintéticos para obtener un producto final cuyas propiedades funcionales sean
adecuadas para el mercado.

— Resinas sintéticas . No Biodegradable

o PETROLEO

- » Resinas sintéticas + aditivos ___,. Biodegradable
ORIGEN

— Biopolimeros naturales

L » BIOMASA Biodegradables

—— Biopolimeros sintéticos

FIGURA 3. CAPACIDAD DE BIODEGRADACION EN FUNCION DEL ORIGEN DEL PLASTICO

3.2.1. DEGRADACION DE POLIMEROS

Cualquier material, en concreto el plastico, se dice que es degradable cuando su
estructura quimica puede sufrir cambios significativos que resultan en la pérdida de
algunas propiedades que pueden variar segun la prueba que se aplique y la unidad de
tiempo en que se aplique dicha prueba. Sus resultados determinaran la clasificacidn
del plastico estudiado partiendo de sus caracteristicas fundamentales (basicamente su
composicion quimica). (Definicion de la American Society for Testing & Materials -
ASTM.)
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El concepto degradable se presenta, por tanto, como un efecto y no una causa,
pero sin embargo, es una caracteristica potencial del material, en este caso un plastico.

7 A | [egradacicn A )
—  [aracieristicas B E— B g DEGRADADD
C c

FIGURA 4. ESQUEMA DEL PROCESO DE DEGRADACION

Siempre que se cumpla que A’<A y/o B’<By/o C’'<C.

Un requisito indispensable para que los materiales poliméricos sean
considerados degradables es que contengan grupos en la cadena principal que se
puedan romper facilmente por la accion de agentes externos de naturaleza fisica o
guimica. Lo que se pretende conseguir es el mantenimiento de las propiedades
durante el periodo de utilizacion del polimero y posterior cambio de estructura
guimica para descomponerse en componentes compatibles con el medio ambiente.
Las reacciones que tienen lugar pueden ser de oxidacién o de hidrélisis y generalmente
comportan una disminucion del grado de polimerizacion del material.

Como consecuencia de la degradacién, en un polimero pueden ocurrir cambios
fisicos o quimicos. Los cambios fisicos pueden consistir en la decoloracién, pérdida del
brillo superficial, formacion de grietas, superficie pegajosa, erosién superficial y
pérdida de propiedades como la resistencia a la traccion y el alargamiento. Los
cambios quimicos consisten en la rotura de cadenas, cambios en los sustituyentes
laterales, aparicion de reacciones de entrecruzamiento, etc.

Por otra parte, es importante recalcar que cuanto mds bajo sea el peso
molecular de un polimero la degradacion serd mas rdpida y para los polimeros con
mayor peso molecular, la combinacién de grupos funcionales fotosensibles e
hidrolizables hace mas efectiva la degradacion medioambiental.

La degradacion corresponde a un proceso de tipo quimico y por lo tanto para
los compuestos organicos la bibliografia define como degradacién a la pérdida de
atomos de carbonos. Por ejemplo la degradacién de hidratos de carbono se concreta
en una pérdida de didéxido de carbono pasando a un hidrato de carbono inferior en su
longitud de cadena.
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Los mecanismos causantes de la degradacion son:

* Causade latemperatura - Termodegradacion

e Causade la luz (radiacién UV) - Fotodegradacion

» Causa quimica = Degradacion quimica
- Oxidacion: oxo-degradacion
- Hidrdlisis: hidrodegradacion

» Causa biolégica = Biodegradacion

Cualquiera de estos tipos de degradaciéon requiere de tres componentes
esenciales para que se verifique el fendmeno degradativo. En ausencia de alguno de
ellos la degradacién no se produce. Estos componentes fundamentales para que
ocurra la degradacion son:

¢ tiene que haber un sustrato (sustancia quimica o materia orgdnica).
¢ tiene que haber un agente que efectue la degradacion.

¢ tiene que haber un ambiente de caracteristicas especificas: humedad,
oxigeno (0O;) en estado molecular si se considera aportado por el aire, o
dentro de los procesos anaerobios el aportado por las sales (por
ejemplo los sulfatos), con su correspondiente generacion de gas
metano, agua, temperatura adecuada, pH y cantidad basica de
nutrientes limitantes.

Finalmente, se forman tres fracciones de productos como consecuencia de la
degradacion de un plastico:

e Sustancias volatiles a temperatura ambiente y de tamano molecular
analogo o menor al del mondmero original. Se pueden recoger en forma de
gases y vapores y analizar detalladamente.

¢ Sustancias volatiles a la temperatura de degradacion térmica, pero no
volatiles a temperatura ambiente. Entre ellos aparecen polimeros fraccionados,
de estructura desconocida, semejantes a los oligdmeros y que pueden ser
dimeros, trimeros o tetrameros del mondmero original.
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e Residuo no volatil

solido duro a temperatura ambiente, de

consistencia resinosa o en forma de polvo, frecuentemente no soluble en agua,

acidos, bases y disolventes orgdnicos y de gran estabilidad térmica. Es, por lo

tanto, un producto siempre presente y dificil de eliminar.

En la siguiente tabla se resumen el agente, efecto y restos en el medio que

participan en cada uno de los tipos de degradacion.

RESTOS EN EL
AGENTE EFECTO ALCANCE
MEDIO
Pérdida de color Compuestos
Termodegradacion | Temperatura y propiedades fendlicos tras la Todos los plasticos
fisicas degradacion
Cambios en las Oxidos de Zn, Fe,  PVC, PS, ésteres de
Fotodegradacion Luz UV propiedades Mg, Ti, de los celulosa,
fisicas aditivos poliolefinas
L, Toxicidad en el Compuestos ,
Degradacion ) o Polimeros
L. Todos medio no guimicos de d dabl
uimica oxodegradables
9 controlable toxicidad variable E
Residuo . i
. .. Hongos, algas, CO, + H,0 + o Biopolimeros
Biodegradacion ] asimilable por las )
bacterias humus preferiblemente

plantas

TABLA 2. MECANISMOS DE DEGRADACION

Se abordan a continuacidon estos conceptos, y se amplia la descripcién del

proceso de biodegradacion.
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3.2.1.1. FOTODEGRADACION

En el caso de la fotodegradacion el agente es la luz, que produce
modificaciones en las estructuras del material que permiten la posterior degradacion a
otros compuestos mas pequefios. Se dice que un plastico es fotodegradable cuando la
degradacion se produce, por tanto, como resultado de la accién de la luz natural.

La accidon continuada y directa de la radiacidn solar, superior en energia a la de
muchos de los enlaces presentes en polimeros, conduce a reacciones fotoquimicas de
ruptura y degradacién, cuyos resultados son también alteraciones y cambios en
propiedades épticas y mecanicas.

Son particularmente sensibles a la fotodegradacion plasticos tipo PVC,
poliolefinas, ésteres de celulosa, PS y poliamidas.

Existen dos maneras de obtener polimeros fotodegradables:

- Introduciendo en el polimero grupos funcionales sensibles a Ila
radiacion ultravioleta, como los grupos carbonilo, mediante la modificacién del
polimero y copolimerizacidn con mondmeros portadores del grupo carbonilo,
tales como cetonas vinilicas.

- Introduciendo aditivos fotosensibles, catalizadores y peroxidantes que
aceleren el proceso de degradacion.

La fotodegradacion empieza con la produccién del macro-radical (P’) en las
regiones amorfas del substrato polimérico. Este radical reacciona rapidamente con el
oxigeno para dar el radical peréxido (POQ’), que extrae un atomo de hidrégeno de la
cadena principal del polimero para producir un grupo hidroperéxido (POOH). Este
grupo estda fuertemente adherido de manera que se producen los radicales altamente
reactivos que permiten continuar el ciclo de degradacién de la cadena en el polimero.
El ciclo termina cuando se combinan dos radicales.

La variedad de estabilizantes fotoquimicos (absorbentes o disipadores de luz),
disponibles en el mercado, frecuentemente facilita que su accion se confunda con la
que corresponde a aditivos de otro tipo. Por ejemplo, muchos pigmentos utilizados
como tales en otros sectores industriales (negro de humo, éxido de cinc, éxido de
magnesio, carbonato de calcio, sulfato de bario, éxido de hierro, éxido de titanio y
otros) son estabilizantes absorbentes de luz frente a la fotodegradaciéon y se suelen
incluir en las formulaciones de los plasticos. También son utilizados como
estabilizantes, esta vez disipadores, las hidroxibenzofenonas, salicilatos y benzoatos,
benzotriazoles, aminas terciarias y niquel-quelatos.
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3.2.1.2. DEGRADACION TERMICA

En el procesado de polimeros interviene de forma muy directa el calor, y por
este motivo la degradacion térmica es de gran importancia. El proceso estd
acompafiado por la ruptura hemolitica de los enlaces covalentes de la cadena o de los
grupos laterales como consecuencia del aumento de la temperatura.

Dependiendo de la reactividad de cada radical se producirdan unas reacciones u
otras. Tanto si hablamos de fotodegradacién como de degradacion térmica, los
mecanismos fundamentales de degradacion de los polimeros estan basados en los
mismos principios. La Unica excepcion es que la fotodegradacion tiene lugar a una
velocidad mas rapida que la degradacién térmica y que los hidroperdxidos estan
térmicamente adheridos a los radicales reactivos en la degradacién térmica.

Una de las lineas de investigacion mas importante de la ciencia de los polimeros
se encuentra dirigida al desarrollo de los polimeros termoestables, en los cuales el
calor no produce pérdida de propiedades. Para conseguir este objetivo se puede
actuar de dos formas: aumentando la rigidez del polimero o aumentando la
cristalinidad. Esto se consigue con la inclusion de grupos rigidos (anillos) en la cadena
polimérica y también con polimeros estereoregulares. Estos dos hechos hacen
aumentar la temperatura de reblandecimiento, con lo que la resistencia térmica se
acentua.

Aguellas constantes fisicas, parametros y determinaciones relacionados con la
degradacion térmica de los plasticos, que son de utilidad preventiva, se detallan a
continuacion:

a. Valor de temperatura a la que un pldstico se descompone, lo cual se
hace notorio al observar un cambio de color o sefiales en su superficie. Un
parametro técnico tabulado de manufactura de un plastico es el intervalo de
estabilidad térmica en el que se garantizan sus prestaciones. Sin embargo, la
mayoria de las veces y debido a los diversos factores que se aunan en el
procesamiento de los plasticos, éstos se degradan a temperaturas inferiores a
lo que cabria esperar, o bien el calor desarrollado en el interior de maquinas y
equipos es suficiente para alcanzar los limites de confianza comercialmente
garantizados. Este valor de temperatura es el correspondiente a una
degradacion comprobada, con evidencia de una emision importante de
contaminantes, segln se desprende de pruebas experimentales y referencias
bibliograficas. Para muchos plasticos temperaturas que rondan este valor son
alcanzadas, habitualmente, en prensas, extrusoras e inyectoras, durante los
procesos de transformacion.
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b. Los estabilizantes térmicos contenidos en la composicion de un
pldstico, que son compuestos organicos como los fenoles y derivados
(monofenoles, dihidroxi y trihidroxi-bencenos, bisfenoles, éteres fendlicos y
aminofenoles), o bien, aminas y mezclas de aminas (naftilamina, difenilamina,
fenilendiamina y alquildifenilamina). La mayor parte de estas sustancias son
también antioxidantes.

3.2.1.3. DEGRADACION QUIMICA

Existen dos principales formas de la degradacion quimica: Oxidacion e
Hidrdlisis. En el caso de la degradacidon quimica, son ciertos agentes quimicos los que
actuan sobre el plastico. A continuacidn se explica cada uno de ellos:

a. Oxodegradacidn. E| sistema de oxidacion o de oxodegradacion
consiste en emplear aditivos para facilitar la degradacion de un plastico
convencional. La primera etapa de degradacion puede ser iniciada por la luz
ultravioleta (UV) de la radiacion solar, calor y/6 tensién mecanica que inician el
proceso de degradacién por oxidacion. De ésta manera se reduce el peso
molecular del polimero debido a la rotura de las cadenas moleculares
guedando un remanente con suficientemente bajo peso molecular que seria
susceptible de desarrollar un proceso de biodegradacidn con el tiempo.

Aunqgue esta tecnologia y sus productos no son nuevos, desde su
aparicién en el mercado en los afios 80 han surgido muchas dudas con respecto
a si son verdaderamente biodegradables segun las normas internacionales de
biodegradacion. Asimismo existen dudas de que los residuos que quedan tras la
degradacion tengan efectos toxicos para el medio ambiente provocados por
residuos metalicos con potencial toxicidad. Otra desventaja adicional de los
polimeros oxo-biodegradables es que si se reciclan mezclados con polimeros
comunes éstos se tornan degradables con lo que se impide su reciclado a usos
de larga duracidon como tubos, cables, postes, etc.

b. Degradacion hidrolitica. La degradacion hidrolitica de un polimero se
produce como consecuencia del contacto del material con un medio acuoso. La
penetracion del agua dentro de la matriz provoca el inflamiento, ruptura de
puentes de hidrogeno intermoleculares, hidratacion de las moléculas vy
finalmente la hidrélisis de los enlaces inestables. La rotura de los grupos
funcionales por hidrélisis, puede suceder tanto en los grupos situados en la
cadena principal como en los sustituyentes laterales.
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El concepto de degradacion de un polimero se asocia con el
decrecimiento del peso molecular, por este motivo, es necesario que la cadena
principal se rompa en diferentes puntos. Por tanto, la degradacién implica la
hidrdlisis de los grupos funcionales que estén situados en la cadena principal.

3.2.1.4. BIODEGRADACION

El término biodegradacidn hace referencia a la transformacion y deterioro que
se producen el polimero debido a la acciéon de enzimas y/o microorganismos como
bacterias, hongos y algas. La biodegradacidn puede ser parcial o total.

Se podria definir también el término biodegradacidon como el resultado de los
procesos de digestion, asimilacion y metabolizacién de un compuesto organico llevado
a cabo por bacterias, hongos, protozoos y otros organismos. En principio, todo
compuesto sintetizado bioldgicamente puede ser descompuesto biolégicamente. Sin
embargo, muchos compuestos bioldgicos (lignina, celulosa, etc.) son dificilmente
degradados por los microorganismos debido a sus caracteristicas quimicas.

La biodegradacion es un proceso natural, ventajoso no sdlo por permitir la
eliminacidon de compuestos nocivos impidiendo su concentracion, sino que ademas es
indispensable para el reciclaje de los elementos en la biosfera, permitiendo la
restitucion de elementos esenciales en la formacién y crecimiento de los organismos
(carbohidratos, lipidos, proteinas). La descomposicion puede llevarse a cabo en
presencia de oxigeno (aerdbica) o en su ausencia (anaerdbica). La primera es mas
completa y libera energia, didéxido de carbono y agua, es la de mayor rendimiento
energético. Los procesos anaerdbicos son oxidaciones incompletas y liberan menor
energia.

En el caso de la biodegradacién, el agente esta dado por los microorganismos
como las bacterias y hongos, que degradan la materia a fragmentos mas pequefios, de
menor peso molecular. Estos organismos requieren de ciertos factores ambientales
para metabolizar sustratos: humedad, oxigeno, pH, temperatura adecuada. Las
enzimas son las ejecutoras de la degradacién. Una enzima no es mas que una proteina
con una funcién especifica sobre un sustrato.
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3.2.2. BIODEGRADABILIDAD

En este apartado, se complementa lo ya explicado en el punto anterior acerca
de biodegradacion de materiales poliméricos.

Es muy complicado definir de forma consensuada el término biodegradacién,
sobre todo debido a las fuertes interacciones entre un método de degradacién y otro.
El término biodegradacidn, como ya se explicé en el apartado anterior, indica un
proceso de degradacion quimica llevado a cabo por agentes bioldgicos (enzimas,
bacterias o microorganismos).

En concreto, la biodegradacion producto de la exposicion ambiental implica la
accién de microorganismos y tiene como consecuencia una reduccién del grado de
polimerizacién, asi como la degradacion del polimero en fragmentos orgdnicos
simples.

La definicién de biodegradaciéon requiere un sistema bioldgico y excluye
cualquier accion de enzimas sintetizados en el laboratorio sobre los polimeros (incluso
en aquellos casos en los que se dispone de un enzima idéntico al de una especie
natural). Esta limitacion tiene un impacto pequefio en la mayoria de los procesos de
biodegradacidn interesantes

3.2.2.1. TIPOS DE BIODEGRADABILIDAD

Puede distinguirse entre:

a) biodegradabilidad parcial: alteracion en la estructura quimica y
pérdida de propiedades especificas.

b) biodegradabilidad total: se asocia generalmente a una mineralizacidn
completa con produccion de CO, (en condiciones aerobias), metano (en
condiciones anaerobias), agua, sales minerales y biomasa; en algunos casos
pueden quedar fragmentos (oligdmeros) resistentes a la degradacién.

Los polimeros biodegradables pueden ser hidrolizados tanto pasiva como
activamente por via hidrodlisis enzimatica. Ambos mecanismos compiten uno contra
otro, y el mas rdpido es el que controla el mecanismo de degradacidn global. Teniendo
en cuenta el tipo de ataque producido por los enzimas, existen dos clases de
biodegradabilidad, que se encuentran esquematizados en la (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.).
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a) ataque al azar en la cadena principal realizado por endoenzimas:
produce una pérdida significativa de peso molecular debido a la rotura al azar
de las cadenas.

b) ataque especifico a los extremos de las cadenas realizado por
exoenzimas: no produce una pérdida significativa del peso molecular, ya que
solo se desprenden mondémeros, dimeros o trimeros.

3.2.2.2. MECANISMOS DE BIODEGRADABILIDAD

La mayor parte de sistemas poliméricos conocidos son susceptibles de
degradacion en condiciones mas o menos severas, que pueden variar sustancialmente
de unos sistemas a otros. De forma general, se pueden considerar dos tipos de
procesos:

I. Aquellos que se inician mediante la absorcion de algun tipo de
energia, lo que origina el desarrollo y propagacion de la degradacién molecular
mediante reacciones secundarias. Las condiciones ambientales necesarias para
que se produzcan estos procesos incluyen temperaturas elevadas
especialmente en presencia de oxigeno para dar lugar a procesos
termooxidativos, radiaciones electromagnéticas, tensiones mecdanicas a
elevadas temperaturas y vibraciones ultrasonicas.

Il. Mecanismos puramente hidroliticos que dan lugar a la fragmentacion
de las cadenas macromoleculares, lo que normalmente ocurre con polimeros
gue contienen heterodtomos en la cadena principal. Para ello, el polimero debe
poseer enlaces hidroliticamente inestables y debe ser hidrofilico para que el
proceso biodegradativo se produzca en un tiempo razonable.

3.2.2.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA BIODEGRADABILIDAD

Los factores que influyen en la velocidad de degradacién son:
- Condiciones del medio: temperatura, humedad, pH...

- Caracteristicas del polimero: presencia de enlaces quimicos
susceptibles a la hidrdlisis, estereoquimica, peso molecular, superficie
especifica, temperatura de transicion vitrea y de fusidn, presencia de
mondmero residual o aditivos, distribucién de la secuencia, etc.

- Caracteristicas de los microorganismos: cantidad, variedad, fuente,
actividad, etc.
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FIGURA 5. DIAGRAMA DE LOS FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA DEGRADACION DE UN POLIMERO

3.2.2.4. CARACTERISTICAS QUE INFLUYEN EN LA DEGRADACION ENZIMATICA
e Caracteristicas fisicas que influyen en la degradacion enzimdtica

La degradacién enzimatica tiene lugar preferentemente en las regiones amorfas
y, una vez se han consumido, se inicia la degradacion de la zona cristalina. Esta
selectividad observada se atribuye a una disposicion menos ordenada de las moléculas
en las zonas amorfas que permite la penetracion de los enzimas en el polimero.

También se tienen datos de la influencia del grado de reticulacién en muestras
de policaprolactona, observandose que al aumentar el grado de entrecruzamiento
radicalario se reduce la degradabilidad. Esto es debido a que se limita la movilidad de
las cadenas poliméricas y, por tanto, la accesibilidad de los enzimas.

e Caracteristicas quimicas que influyen en la degradacion enzimdtica

En general, los factores relacionados con la estructura del estado sélido (factores
fisicos) influyen en la velocidad en que tienen lugar los procesos de biodegradacion,
mientras que la estructura quimica determina la capacidad de degradacion.
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Los principales factores relacionados con la constitucion quimica del polimero
que afectan a la biodegradabilidad son:

a) Presencia de enlaces hidrolizables: polimeros que contengan grupos
amida, urea, uretano o éster a lo largo de la cadena.

b) Flexibilidad de la cadena: los polimeros mas flexibles pueden
adaptarse mejor al centro activo del enzima.

c) Presencia de grupos laterales: polimeros que contengan grupos
benzilicos, fenilicos, hidroxilicos o carboximetilicos en los grupos laterales, ya
gue muchos enzimas proteoliticos catalizan especificamente la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos adyacentes a grupos sustituyentes.

d) Caracter hidréfilo/hidréfobo del polimero: deben poseer segmentos
de los dos tipos debido a que las reacciones catalizadas por enzimas tienen
lugar en medios acuosos.

3.2.3. ASPECTOS A TENER EN CUENTA EN EL DISENO DE MATERIALES BIODEGRADABLES

El conocimiento de los factores mencionados anteriormente permite saber el
tipo de modificaciones quimicas que deben efectuarse en un polimero para facilitar su
biodegradacion y también para aumentar su velocidad. Ademas es necesario seguir los
dos siguientes criterios: asegurar la estabilidad estructural y funcional del material
durante el procesado, almacenaje y uso, y garantizar la no toxicidad de los productos
de degradacién generados.

Por otra parte, es importante recalcar que cuanto mds bajo sea el peso
molecular de un polimero, la degradacién sera mas rapida. Para los polimeros con
mayor peso molecular, la combinacién de grupos funcionales fotosensibles e
hidrolizables hace mas efectiva la degradacion medioambiental.

3.2.4. CLASIFICACION DE POLIMEROS BIODEGRADABLES

Atendiendo a su origen los polimeros biodegradables pueden clasificarse en
distintas categorias:

- Polimeros naturales

- Polisacaridos: Unidades basicas de azucar unidas mediante enlaces
glucosidicos. Hidrolizables abidticamente y por enzimas. Ejemplos: almiddn,
celulosa...
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- Proteinas: Poliamidas naturales formadas por la union de aminodcidos.
Ejemplos: lana, seda, colageno...

- Polimeros naturales modificados: Preparados mediante la modificacion
bioldgica y/o quimica, como el acetato de celulosa o los polialcanoatos, de los
cuales destaca el copolimero polihidroxibutirato/valerato (PHBHV).

- Materiales compuestos: Combinan particulas biodegradables (por
ejemplo, el almiddén) con polimeros sintéticos biodegradables (por ejemplo, el
copolimero de almiddn y alcohol vinilico).

- Polimeros sintéticos.

3.2.5. POLIMEROS BIODEGRADABLES DE USO COMERCIAL

Los polimeros biodegradables son un nuevo campo emergente. Recientemente
se han sintetizado un numero considerable de polimeros biodegradables, al mismo
tiempo que se han identificado varios microorganismos y enzimas capaces de
degradarlos. Atendiendo a la constitucién quimica, los polimeros biodegradables de
mayor uso comercial pueden clasificarse en tres categorias.

» La primera categoria corresponde a polimeros naturales derivados de
carbohidratos.

El almiddn es un termoplastico natural de caracter fuertemente
hidroéfilo, de bajo coste y alta disponibilidad; el principal inconveniente
que presenta es que se hincha y deforma con mucha facilidad en
ambientes medianamente humedos, por lo que no puede utilizarse sélo
aungue si en mezclas con polietileno (Ecostar), con polietileno y otros
poliésteres (Ecolan), con derivados del petréleo de bajo peso molecular
(Novon), con policaprolactona (Greenpol), etc.

Otro de los polimeros naturales empleado gracias a su gran
abundancia es la celulosa, ya que su principal inconveniente (no puede
ser digerida por los tejidos) puede subsanarse mediante alteraciones
guimicas que modifiquen su estructura altamente ordenada; se puede
citar como ejemplo el acetato de celulosa (elevada resistencia a la
tension) y la celulosa oxidada (contiene una porcidén sustancial de
funciones carboxilicas y se utiliza para gasas estériles).
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a) b)

FIGURA 6. LA AMILOSA A) Y LA AMILOPECTINA B), CONSTITUYENTES DEL ALMIDON

La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza, de
forma que tanto ella como sus derivados han sido ampliamente
estudiados sobre todo para usos biomédicos. Se pueden citar como
ejemplo el acetato de celulosa (AC), que se caracteriza por su elevada
resistencia a la tension, y la celulosa oxidada (Oxycel Surgical), aplicada
en gasas estériles.

» Los poliésteres constituyen el segundo grupo en importancia.

Su interés como biomateriales radica en que los enlaces éster
son degradables hidroliticamente. Se encuentran dentro de este grupo
los polihidroxialcanoatos, la policaprolactona y los dcidos poliglicdlico y
polildctico. Los poliésteres biodegradables tienen aplicacion en el campo
de la medicina (basicamente como suturas quirdrgicas), en agricultura,
en envasado y en la fabricacién de bolsas en las que se recoge el
material que debe ser comportado.

» En el Ultimo grupo puede mencionarse el alcohol polivinilico (PVOH) y
su copolimero con etileno (PEVOH).

A continuacion (Figura 7) se muestran las estructuras quimicas de algunos de
los polimeros biodegradables de mayor uso comercial:
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FIGURA 7. UNIDADES BASICAS DE LOS POLIMEROS BIODEGRADABLES DE MAYOR USO COMERCIAL
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En la siguiente tabla se muestran las principales propiedades de algunos de los
polimeros biodegradables que se acaban de mencionar:

Almiddn AC PHA PVOH PEVOH
Ty (°C) 230 190 -E0+5 58-85 72
Tm (°C) 220 - 240 230 -250 54 175 180 — 240 191
Td (°C) 220 - - - 240
Resistencia a la - 17 - &0 40 40 - 50 72
tension (MPa)
Elongacion (%) Sin ensayar 10-30 - 300 — 400 200
Difusion de O Sin ensayar - 45 01-2 0.2
(em™/m*® dia)
Factores Relacion de Grado de Longitud de la Peso moleculary | Porcentaje de
influyentes amilasa y sustitucion cadena lateral y porcentaje de etileno
amilopeptina composicion de hidralisis
copolimero
Ventajas Baijo coste y Resistenciaa | Biodegradacién | Biodegradacidn | Durezavy baja
biodegradacion la tensidn rapida y rapida y baja permeabilidad
rapida estabilidad al permeabilidad
agua
Inconvenientes Hidrofilicidad Grado de Elevado coste Solubilidad en Lenta
sustitucion agua biodegradacion
Aplicaciones Espumas para | Moldeado por Laminados de Pesticidas, Empaquetado
potenciales empaquetar, inyeccion papel fertilizantes, de alimentos
balsas de abono dispersadores
vegetal de detergentes

TABLA 3. PRINCIPALES PROPIEDADES DE POLIMEROS BIODEGRADABLES DE USO COMERCIAL
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En la tabla siguiente, (Tabla 4), se recogen los nombres comerciales de algunos

polimeros biodegradables presentes en el mercado.

1.

PRODUCTO COMPANIA
Basado en productos naturales
AMIPOL® Japan Cornstarch
BIOFIL® Samyang Genex Co.
GREENPOL® Yukong Ltd.
MATER-BI® Novamont
NOVON® Chisso

Warner Lanbert
Producido por microorganismos
BIOPOL® Monsanto Co.
De naturaleza sintética
BAK1095% Bayer
BAK2195% Bayer
BIONOLLE® Showa Highpolymer Co.
DEXON® Davis & Geck, Inc.
MONOCRYL® Ethicon, Inc.
PDS® Ethicon, Inc.
PLA Cargill

Shimadzu
ELVANOL® DuPont
VICRYL® Ethicon, Inc.

CONSTITUYENTES

Almidan (100%)

Almidén, poliestireno

Almidén, policaprolactona
Almidon (60%), alcohol polivinilico
Almidon (90-85%), aditivos

Poli(hidrexibutirato), poli(hidroxivalerato)

Acido adipico, e-caprolactama, butanodiol
Acido  adipico,  hexametilendiamina,
butanodiol, etilenglicol

Acido adipico, acido succinico, etilenglicol,
butanodiol

Poliglicélico

Policaprolactona/poliglicolico
Poli{p-dioxanona)

Polilactico

Alcohol polivinilico
Polilactico/poliglicolico

TABLA 4. POLIMEROS BIODEGRADABLES DE USO COMERCIAL
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3.3. ENVASES DE PLASTICO DEGRADABLES

Se define un envase plastico degradable como aquel que esta constituido por un
material plastico tal que permite mantener completamente la integridad fisica durante
su manufactura, posterior almacenamiento, envasado, vida en estanteria y uso por
parte del consumidor, pero que, al final de su vida util es desechado y comienza a
cambiar quimicamente por influencia de agentes ambientales, que lo transforman en
sustancias simples 6 en componentes menores que eventualmente se asimilan al
medio ambiente.

Si esos agentes son de tipo biolégico (hongos, algas, bacterias,
fundamentalmente) el envase pasa a denominarse, envase pldstico biodegradable.

Como cualquier material degradable en la naturaleza, la biodegradacién podra
verificarse en medio aerobio y en medio anaerobio.

- Reacciodn tipo en medio aerobio
Polimero + O2 + microorganismos = CO2 + H20 + S0O2 + NO2 + biomasa + calor
- Reaccion en medio anaerobio

Polimero + bacterias anaerobias = CO2 + CH4 + SH2 + NH3 + residuo + calor

De lo descrito hasta aqui, de los distintos mecanismos de degradacién, asi como
de la propia procedencia del polimero, los envases de plasticos degradables, por tanto,
pueden clasificarse de la siguiente forma predominante en que actia el medio.
Téngase en cuenta, ademas, la fina linea que separan unos de otros, aunque el
resultado final sea el mismo, fruto de combinaciones de todos los factores
ambientales:

- Envases biodegradables
- Envases compostables

- Envases oxo-degradables
- Envases fotodegradables
- Envases solubles en agua

- Envases biodesintegrables
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3.3.1. ENVASES DE PLASTICOS BIODEGRADABLES

Son envases capaces de desarrollar una descomposicién aerdbica 6 anaerdbica
por accién de microorganismos tales como bacterias, hongos y algas bajo condiciones
que naturalmente ocurren en la biosfera. Son degradados por accidén enzimatica de los
microorganismos bajo condiciones normales del medio ambiente.

Se corresponden a envases fabricados con polimeros procedentes de:

a) Fuentes naturales. Son polimeros naturales, facilmente disponibles,
extraidos de animales marinos o vegetales. Algunos ejemplos son los
polisacaridos (almiddn, celulosa) y las proteinas (caseina, gluten).

b) Sintesis quimica clasica a partir de mondémeros bioldgicos
renovables. El mejor ejemplo es el acido polilactico (PLA), un biopoliéster
obtenido a partir de mondmeros de acido lactico.

c) De microorganismos o bacterias modificadas genéticamente. Los
principales polimeros de este grupo son los polihidroxialcanoatos (PHAs). Son
bioplasticos producidos directamente por las bacterias que desarrollan
granulos de un plastico llamado Polihidroxialcanoato (PHA) dentro de la célula
misma. La bacteria se desarrolla y reproduce en un cultivo y el material plastico
luego se separa y purifica.

FOTOGRAFIA 1. MUESTRAS DE PHB EXTRAIDO DE CULTIVOS BACTERIANOS (Almeida et al., 2004)

d) Provenientes del petrdleo, pero biodegradables. Como por ejemplo,
la policaprolactona (PCL) que es un poliéster alifatico que es verdaderamente
biodegradable sin el requerimiento previo de la fotodegradacion.
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En ambiente de compost la policaprolactona es asimilada totalmente
por los microorganismos y la velocidad de degradacion depende de varios
factores tales como espesor de la muestra, humedad, temperatura, oxigeno,
etc.

Otras mezclas de poliésteres biodegradables son:
- Almidén + PET modificado
- Almidon + PCL (policaprolactona)
- Almidén+PBS (polibutileno succianato)/PBSA (polibutileno succianato adipato)
- Almiddén + PVOH (polivinil alcohol)

- PLA (acido polilactico) + PHA (polihidroxi alcanoato)

Los poliésteres juegan un papel predominante como pldsticos biodegradables
debido a su potencialmente hidrolizable grupo éster. Como se muestra en la siguiente
figura (Figura 8), la familia de los poliésteres esta formada por dos grupos principales:
poliésteres alifaticos (lineales) y poliésteres aromaticos (anillos). Los poliésteres
biodegradables que han sido desarrollados comercialmente son:

PRODUCCION NATURAL -
RENOVABLES
m< PBAT SINTETICOS - RENOVABLES
PTMAT SINTETICOS — NO RENOVABLES

FIGURA 8. FAMILIA DE LOS POLIESTERES BIODEGRADABLES.
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Mientras los poliésteres aromaticos como el PET muestran excelentes
propiedades como material, han demostrado ser casi totalmente resistentes al ataque
microbiano, los poliésteres alifaticos son facilmente biodegradables, pero carecen de
las propiedades mecanicas que son criticas para la mayor parte de usos. Todos los
poliésteres se degradan tarde o temprano mediante hidrdlisis (la degradacion inducida
por agua) que es el mecanismo dominante.

Los poliésteres alifaticos sintéticos son sintetizados a partir de dioles y acidos
dicarboxilicos via reacciéon de polimerizacion-condensacién, y se sabe que son
completamente biodegradables en el suelo y el agua. Estos poliésteres alifaticos son,
sin embargo, mucho mas caros y carecen de la fuerza mecanica comparada con
plasticos convencionales como el polietileno. Muchos de estos poliésteres se mezclan
con polimeros de almidén, como se ha comentado anteriormente, para hacer plasticos
biodegradables con un coste mds competitivo. Los poliésteres alifaticos tienen mejor
resistencia a la humedad que los almidones, que tienen muchos grupos hidroxilos.

3.3.2. ENVASES DE PLASTICO COMPOSTABLES

Se define como “envase compostable” a aquel que es biodegradable,
generando basicamente didxido de carbono, agua, y humus, a una velocidad similar a
la de los materiales orgénicos sencillos (por ejemplo la celulosa) y que no deja residuos
toxicos ni visibles.

Existe normativa en la Unidén Europea, como la Norma EN 13432 en vigencia
desde enero de 2005, entre otras, que permite certificar los plasticos compostables y
los envases fabricados a partir de éstos, de forma tal que el consumidor pueda
distinguirlos facilmente. La certificaciéon y el etiquetado de los bioplasticos como
biodegradables / compostables, permitiria tratar estos materiales post-consumo junto
con la fraccidon organica (restos de comida, poda, papeles) de los residuos sélidos
urbanos en plantas de compostaje.

3.3.3. ENVASES DE PLASTICO OXO-DEGRADABLES

Se definen como aquellos envases degradables fabricados con polimeros que
desarrollan la descomposicion mediante un proceso de etapas multiples usando
aditivos quimicos para iniciar la degradacién. La primera etapa de degradacion puede
ser iniciada por la luz ultravioleta (UV) de la radiacién solar, calor y/6 tension mecanica
gue inician el proceso de degradacion por oxidacion. De esta manera se reduce el peso
molecular del polimero debido a la ruptura de las cadenas moleculares quedando un
remanente con suficientemente bajo peso molecular que seria susceptible de
desarrollar un proceso de biodegradacién con el tiempo.
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Aunque esta tecnologia y sus productos no son nuevos, desde su aparicion en
el mercado en los afios 80 han surgido muchas dudas con respecto a si son
verdaderamente biodegradables segun las normas internacionales de biodegradacién.
Asimismo existen dudas de que los residuos que quedan tras la degradacién tengan
efectos toxicos para el medio ambiente provocado por residuos metalicos con
potencial toxicidad. Otra desventaja adicional de los polimeros oxobiodegradables es
que si se reciclan mezclados con polimeros comunes éstos se tornan degradables con
lo que se impide su reciclado a usos de larga duracion como tubos, cables, postes, y
otros productos.

3.3.4. ENVASES DE PLASTICO FOTO-DEGRADABLES

Son envases que comienzan a degradarse por la accién de los rayos ultravioleta
de la radiacién solar de tal manera que pierden resistencia y se fragmentan en
particulas diminutas. La fotodegradacién (desintegracion) no implica biodegradacion,
pero si es un paso previo para el conjunto de los polimeros degradables.

Todos los plasticos de uso comercial en envasado son fotodegradables por
naturaleza misma del polimero, en mayor o menor grado. Este proceso se basa en que
la energia de la luz ultravioleta procedente de la luz solar es mayor que la energia de
union de los enlaces moleculares C-C y C-H y por lo tanto rompen las cadenas
moleculares reduciendo su peso molecular y propiedades mecanicas. Como ejemplo
practico tenemos que una pelicula de polietileno comin con un espesor medio se
degrada completamente (se desintegra) al estar sometida continuamente a la luz solar
durante los meses maxima radiacion, primavera, verano y otofo. Cabe sefialar que
desde la década del 70 existen patentes de aditivos que agregados al polietileno
aceleran la foto degradacién considerablemente, reduciendo el periodo de
degradacion a solo semanas de exposicion al sol.

3.3.5. ENVASES DE PLASTICO HIDROSOLUBLES

Son materiales que se solubilizan en presencia de agua, usualmente dentro de
un rango especifico de temperatura y luego se biodegradan mediante la accion de los
microorganismos. Pueden ser de origen natural como los polisacdridos por ejemplo el
almidon y la celulosa 6 de origen sintético 6 petroquimico como el alcohol polivinilico
0 copolimeros de acrilamida con derivados del acido acrilico.
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3.3.6. ENVASES DE PLASTICO BIODESINTEGRABLES

Son materiales compuestos que estan constituidos por una mezcla de una parte
organica biodegradable con poliolefinas por ejemplo mezclas de almidon con
polietileno, polipropileno y sus copolimeros, etc. Los microorganismos metabolizan y
biodegradan la fraccién organica (almiddn) mientras que la fraccion polimérica queda
sin atacar con lo cual la fraccion de poliolefina no sufre cambios importantes.

Estos materiales no son plasticos biodegradables propiamente dicho y a pesar
que se conocen desde la década del 70 no son usados comercialmente. Se han
producido bolsas de comercio con mezclas de polietileno con almidén que no han
tenido éxito comercial debido a que el agregado del almiddn reduce significativamente
todas las propiedades fisico-mecanicas con lo cual se debe aumentar mucho el espesor
de la bolsa con el consecuente aumento del costo. Existen empresas que venden
concentrado (Masterbatch) de polimero con almidén que se agregan durante la
extrusion de la pelicula 6 inyeccion de articulos diversos para transformarlos en
biodesintegrables. Una desventaja adicional de esta técnica es la gran sensibilidad del
almidoén a la humedad (higroscépico) lo que hace que deban tomarse precauciones
especiales durante la transformacion para evitar defectos provocados por la humedad
del polimero. Desde el punto de vista de la “contaminacion”, se percibe que no son
una mejora al problema, por dejar ese residuo sintético sin degradar.

Como resumen, se incluye a continuacién una tabla esquema que recoge las
principales propiedades y aplicaciones de los polimeros biodegradables mas
destacados (Tabla 5).
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PROPIEDADES APLICACIONES PROCESADO ELIMINACION PROVEEDORES
Propiedades
mecanicas Menaje,
similares a envasado de Inyeccién y Novamont, Bistec
. G alimentos, extrusion- GmbH, Nacional
ALMIDON ElETEES : Compostable
convencionales  cuidado personal, soplado, Starch &
bolsas de basura, termoformado Chemical
Resistente a etc.
grasas y alcoholes
Posibilidad de
Asas de
transparente, .
translucido y cubiertos,
CELULOSA L. boligrafos, Inyeccién Biodegradable = Mazzuccheli 1849
opaco. Fragil en oo
o recubrimientos,
congelacion.
. etc.
Buen aislante.
ERTTRN. o . Universal Textile
esistente. No otones, cajas, ., . .
PROTEINAS L. ! Inyeccion Reciclado Technologies,
toxico. asas. .
Biopolymer
Posibilidad de Menaje, cuchilla .
. . Soplado, Compostaje, .
combinar hasta de afeitar (PHA), . . ., Metabolix
PHAs ] inyeccion y degradacién en )
100 mondémeros botella de B (Biopol), P & G.
. B extrusion. agua.
diferentes. champu (PHBV).
Claridad, buena . ., o
L. . Filmsy Inyeccion, Reciclaje, .
estética (brillo). . . Cargill Dow LLC,
PLA . ) materiales de soplado, compostaje o
Fragil, requiere ) ., o D, Nestle Corp.
- envase. Fibras. extrusion. incineracion.
aditivos.
Buena resistencia .
. Resinas para
al agua, aceite y L .
. . recubrimientos . Solvay, Union
PCL disolventes; bajo ) Compostaje )
. adhesivos, Carbide.
punto de fusidn, .
o . bolsas, fibras.
baja viscosidad.
Combina las .
edades del Degradacion por
i ropiedades de
COPOLIMEROS | P :ET | Bol . Inyeccion, hidrolisis,
. con la olsas, menaje .
ALIFATICOS- . i o Iy soplado, reciclaje, DuPont
. biodegradabilidad recipientes. trusi tai
extrusion. compostaje o
AROMATICOS de los poliésteres . 2 ,J,
o incineracion.
alifaticos.

TABLA 5. POLIMEROS BIODEGRADABLES Y MEJOR SISTEMA DE GESTION SEGUN SU FABRICANTE
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PARTE EXPERIMENTAL |l.

ENSAYO RESPIROMETRICO EN MEDIO ACUOSO

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para
realizar la determinacion de la biodegradabilidad de Jla muestra
polimérica a ensayar. £l ensayo realizado se basa en el método
establecido  por la Norma UNE-EN /SO 148572 para Ia
determinacion de la biodegradabilidad de materiales plasticos en
medio acuoso (ensayo respirométrico).
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4.1. INTRODUCCION

Con este método de ensayo se realiza la determinacion de la biodegradabilidad
de un material plastico. Esta basado en la Norma UNE-EN ISO 14852, Determinacion de
la biodegradabilidad aerdbica final de materiales pldsticos en medio acuoso.

Siguiendo la norma antes citada, se especifica un método basado en la medicion
de la cantidad de diéxido de carbono generado, para la determinacion del grado de
biodegradacion aerdbica de los materiales plasticos, incluyendo aquellos que
contienen aditivos en su formulacidn. El material de ensayo se expone en un medio
sintético bajo condiciones de laboratorio a un inéculo procedente de compost de RSU.
El método permite la evaluacion de la biodegradabilidad y se puede complementar
mediante el calculo del balance de carbono del sistema.

El método se puede aplicar a los siguientes materiales: polimeros naturales y/o
sintéticos, copolimeros o mezclas de ellos; materiales plasticos que contienen aditivos
como plastificantes, colorantes u otros compuestos; polimeros solubles en agua y
materiales que, bajo condiciones de ensayo, no inhiben la presencia de
microorganismos en el indculo.

Se ha aplicado el método para la determinacién de la biodegradabilidad sobre
dos muestras diferentes:

- ENSAYO 1. El polimero ensayado es una muestra de polietileno de alta
densidad que contiene aditivos para facilitar su biodegradacion. El ensayo
tiene como objetivo el comprobar si el funcionamiento del sistema
experimental es correcto. Se trata, por tanto, de una prueba previa al
ensayo a realizar.

- ENSAYO 2. La muestra ensayada se compone de una mezcla
homogénea de distintos tipos de polietileno de alta densidad con
contenido en aditivos, al igual que la muestra utilizada en el ensayo 1. La
particularidad de esta muestra es que ha sido degradada previamente
mediante radiacion ultravioleta, lo que en teoria facilita su biodegradacion
durante el ensayo. El objetivo de esta parte experimental es calcular la
biodegradabilidad de esta muestra.
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4.2. FUNDAMENTO DEL METODO

La biodegradabilidad del material plastico se determina utilizando
microorganismos aerébicos en un sistema acuoso. La mezcla de ensayo contiene un
medio inorgdnico, el material de ensayo organico (Unica fuente de carbono y energia)
con una concentracion entre 100 mg/l y 2000 mg/I de carbono orgénico, y un lodo
activado o, como en este caso, una suspensiéon de tierra activa o compost como
indculo. La mezcla se agita en los frascos de ensayo y se airea con aire libre de diéxido
de carbono durante un periodo de tiempo que depende de las cinéticas de
biodegradacion y que no debe ser superior a seis meses. En este caso, el tiempo de
ensayo para la muestra estudiada ha sido de aproximadamente 5 semanas.

El didxido de carbono generado durante la degradacién microbiana se
determina mediante un método analitico adecuado, que en este caso ha sido una
volumetria. El nivel de biodegradacién se determina por comparacién de la cantidad
generada de diéxido de carbono con la cantidad tedrica (ThCO,) y se expresa en
porcentaje. El resultado del ensayo debe ser el nivel de biodegradacién maximo,
determinado a partir de la fase de estancamiento de la curva de biodegradacion.

Opcionalmente, se puede realizar un balance de carbono para dar informacion
adicional de la biodegradacion.

4.3. REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADAS

4.3.1. PREPARACION DEL MEDIO DE ENSAYO

La Norma ISO 14852 propone dos medios de ensayo de composicion diferente
segun el propdsito del ensayo. Si se pretende simular un medio natural se emplea un
medio de ensayo normalizado, mientras que si se analiza un material con
concentraciones altas, se emplea un medio de ensayo optimizado. El medio de ensayo
optimizado tiene una mayor capacidad de tamponamiento y es mas rico en nutrientes
inorganicos.

En este caso se utiliza el medio de ensayo normalizado ya que se pretende
simular un medio natural para determinar el grado de biodegradacion del material
plastico objeto de ensayo.
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La preparacion del medio de ensayo se realizard mezclando:
- 10 ml de solucién A
- 1 ml de las soluciones B, Cy D

y enrasando a 1 L con agua destilada.

Solucion A.
- Dihidrégeno fosfato de potasio anhidro (KH,PO4) = 4.25¢g
- Hidrégeno fosfato de potasio anhidro (K,HPO,4) =10.875 g
- Hidrégeno fosfato de sodio dihidratado (Na,HPO, - 2H,0) =16.7 g
- Cloruro de amonio (NH4Cl) =0.25¢g

en agua destilada y enrasando hasta completar un volumen de 500 ml.

Solucion B.

Se disuelven 2.25 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQ, - 7H,0) en
agua destilada y se enrasa hasta completar un volumen de 100 ml.

Solucion C.

Se disuelven 3.64 g de cloruro de calcio dihidratado (CaCl, - 2H,0) en agua
destilada y se enrasa hasta completar un volumen de 100 ml.

Solucion D.

Se disuelven 0.025 g de cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCls - 6H,0) en
agua destilada y se enrasa hasta completar un volumen de 100 ml.

4.3.2. SOLUCION DE HIDROXIDO DE BARIO

La solucion de hidroxido de bario utilizada para recoger el CO, generado en los
reactores tendrd una concentracion de 0.0125 mol/l. Para su preparacién, se toman
3.94 gramos de Ba(OH); - H,0 y se disuelven en 1 L de agua destilada.
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La solucién presenta un aspecto turbio y es facil la precipitacion del hidréxido
de bario disuelto en ella. Se utiliza tanto en la serie de frascos que recogen el didxido
de carbono generado en los reactores como en los frascos indicadores colocados tras
las trampas de hidréxido de sodio.

4.3.3. SOLUCION DE ACIDO CLORHIDRICO

Esta solucidn es la utilizada en la valoracion de los frascos que recogen el CO..
El 4cido clorhidrico debe tener una concentracion de 0.05 mol/Il. Para su preparacion
se parte de acido clorhidrico 0.6 N. Se toman 83 ml de este acido y se llevan a un
volumen de 1 L afadiendo agua destilada.

4.3.4. SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO

Se utiliza para absorber el CO, del aire que entra al sistema. Para asegurar que
todo el CO, queda atrapado en ella, la solucion alcalina es muy concentrada. Se
utilizara una solucion de NaOH de concentracion 1 M. Para su preparacion se toman
40g de hidréxido y se diluyen en 1 litro de agua destilada.

4.4. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

4.4.1. MONTAJE DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

El material necesario para realizar el montaje del sistema utilizado en el ensayo es:
- 2 borboteadores de aproximadamente 200 mm de altura.

- 9 borboteadores: 2 indicadores en la trampa de CO,, 6 como borboteadores
de recogida del CO, generado y el restante como botella de referencia.

- 2 recipientes. Utilizados como reactores.

- tubo impermeable al gas.

- 2 grifos reguladores de caudal.

- 2 difusores de gas. Utilizados en la trampa de CO,.
- Caudalimetro

- Material necesario para realizar valoraciones.
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Los recipientes necesarios se sitlan en serie como se muestra en la figura,
divididos en dos lineas: una correspondiente a la muestra a estudiar y otra para el
recipiente utilizado como blanco. Todo estd conectado a través de tubos
impermeables al gas. Se hace pasar un caudal de aproximadamente 250 ml/min de
aire libre de CO, a través de cada linea. Este caudal se regula mediante un controlador
de caudal adecuado.

En la siguiente figura, se representa el esquema para una de las lineas (se repite
de la misma forma para la otra).

— | Caudalimetro

Trampa Indicador | T
\-..,_________d___,/
o, Ba(OH), Recipiente de
ensayo

\x___________r-'

‘ Agitador maognético

Botellas
absorbedoras de
€O, con Ba(OH),

FIGURA 9. ESQUEMA DEL MONTAJE EXPERIMENTAL PARA ENSAYO RESPIROMETRICO

El sistema se divide en varias partes las cuales se describen a continuacién:
.- Parte I. Distribucién y regulacion del caudal.

El montaje experimental estard dividido en dos lineas: una primera para la
muestra a ensayar y otra utilizada como blanco.

Distribucién del caudal de entrada al sistema = La linea de suministro de aire se
divide en tres antes de entrar al sistema:

- Una de las lineas cumple la funcion de escape, lo que nos permite que
el sistema esté presurizado y ademas se evitan sobrepresiones que se
puedan producir debido a obstrucciones o contratiempos en las lineas.
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- Las dos lineas restantes suministran caudal a los biorreactores. En cada
una de ellas, y antes de las trampas de CO,, se coloca un grifo regulador
gue nos permite ajustar el caudal de borboteo.

Debido a la configuracion del montaje experimental del ensayo, resulta dificil
una regulacidn precisa del caudal que entra al sistema debido a las pérdidas de carga
gue se producen en los distintos componentes. Alun asi se ha intentado mantener un
caudal constante e igual en ambos reactores.

.- Parte Il. Trampa de CO,.

El aire que entra al sistema debe ser libre de CO,. Para eliminar el gas, se coloca
al inicio de cada linea una trampa de CO, que utiliza una solucion de NaOH de
concentracion 1 N para absorber el didxido de carbono. Se hace pasar el aire a través
de un borboteador que contiene aproximadamente 450 ml de la solucion anterior en
la que quedara atrapado el CO, del aire.

Para mejorar la distribucion del gas en el liquido se colocan difusores de gas en
el borboteador. De esta forma se consigue un tamafio de burbuja mucho menor lo que
hace que el contacto entre el liquido y el gas sea mas eficiente y por tanto se favorece
la absorcidn. También influye en la absorcidn del gas las dimensiones del borboteador:
a mayor altura, aumenta el tiempo de contacto gas-liquido y se mejora la difusion.

A continuacién se coloca una botella con solucién de Ba(OH), que actua como
indicador de la posible presencia de didéxido de carbono en el aire a la salida de la
trampa de CO,. El didxido de carbono que escapa a la trampa de CO, queda absorbido
en el hidréxido de bario, asegurandonos de esta forma su total eliminacion del aire
gue serd introducido en los biorreactores.

.- Parte lll. Recipientes de ensayo (Biorreactores).

Tras la trampa de CO,, son colocados los recipientes de ensayo. En ellos se
borbotea aire libre de CO, para proporcionar el oxigeno necesario para el desarrollo de
los microorganismos aerobios responsables de la biodegradacién de la muestra.

Como consecuencia de la degradacion del polimero de ensayo, se genera CO,
gue serd necesario recoger y cuantificar para determinar el porcentaje de
biodegradacion.
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.- Parte IV. Recogida del CO, generado.

Se colocan, por cada linea, tres borboteadores en serie que actlan como
botellas absorbedoras del CO, que se haya generado consecuencia de la
biodegradacion del material polimérico. En cada botella se colocan aproximadamente
80 ml de la solucidn de hidréxido de bario 0.0125 M.

Se realizara una valoracién periédica de las soluciones absorbedoras para
determinar el CO, generado por el sistema.

En la siguiente fotografia se muestra el sistema experimental utilizado.

FOTOGRAFIA 2. MONTAJE EXPERIMENTAL UTILIZADO EN EL ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD

4.4.2. PUESTA EN MARCHA

Una vez realizado el montaje del sistema experimental, se realiza la puesta en
marcha del ensayo siguiendo las siguientes indicaciones.

1) Se colocan las trampas de CO; iniciales. Para ello se afiaden 450 mi
de solucién de hidréxido de sodio 1 N a los borboteadores descritos
anteriormente. Se conecta cada borboteador a una de las lineas de
aire.

2) Se coloca una botella absorbedora por linea con 80 ml de Ba(OH),
de concentracidon 0.0125M en cada una. Actuaran como indicador de
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3)

4)

5)

6)

7)

la presencia o no de CO, en el aire que se suministra a los reactores
y, junto con los borboteadores, formardn las trampas de CO,.

Se realiza la preparacion del indculo, tal y como se describe mas
adelante, y se afiade a los reactores. El volumen total en cada uno
de ellos sera de 3 L.

Se realiza la preparacion del polimero, tal y como se describe a
continuacion, y se afiade a los reactores. Se conectan los indicadores
de la trampa de CO, directamente a los reactores.

Con el objetivo de purgar el CO, que haya en este momento en el
sistema, se pone en marcha el sistema haciendo pasar aire por él
(sin conectar las botellas absorbedoras finales) y dejando escapar a
la atmosfera el aire a la salida de los biorreactores. Se consigue asi
purgar el sistema de CO, y disminuir los errores que se puedan
cometer al comenzar la toma de datos.

Tras los reactores, se disponen, por cada linea, tres botellas
absorbedoras colocadas en serie con 80 ml de solucién de hidréxido
de bario 0.0125 M en cada una. Se conectan a los reactores
haciendo borbotear en ellas el aire procedente de ellos, de tal forma
que el CO, que se genere quede absorbido en la solucién alcalina
que contienen.

Por ultimo, se conecta el sistema al suministro de aire a presion y se
regula el caudal hasta conseguir un borboteo que debe ser
constante e igual en ambas lineas. En este caso, el caudal de aire es,
aproximadamente de 250 ml/min.

A continuacion, se explica como realizar la preparacion, tanto del indculo como
de la muestra de polimero a analizar.

» Preparacion del inéculo

El indculo necesario para este ensayo se puede preparar a tanto a partir de
lodo activado procedente de una planta de tratamiento de aguas residuales
domésticas como a partir de tierra y suspensiones de compost. Si se fuera a
determinar la biodegradacidon en un sistema de tratamiento de aguas especifico, se
recogeria el inéculo procedente de ese medio ambiente. En este ensayo en concreto se
utilizdé una suspension de compost maduro procedente del tratamiento de RSU.
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Por tanto, el indculo estara formado por una mezcla de medio de ensayo y una
solucidn preparada a partir de compost. El volumen de indculo en cada reactor es de
3L.

- Solucion a partir de compost de RSU. Se toman 10 g de compost procedente
de RSU y se suspenden en 100 ml de medio de ensayo. Se deja sedimentar durante
unos 30 minutos. Posteriormente se decanta y filtra el liquido sobrenadante a través
de un filtro de poros gruesos.

Se afiaden a cada reactor 150 ml de extracto y se completa hasta un volumen
de 3 L con medio de ensayo, formando asi el indculo encargado de la biodegradacién
del polimero. De esta forma se obtiene una concentracion del 5% (v/v) de extracto de
compost en medio de ensayo.

» Preparacion de la muestra de ensayo

Segun la norma que regula el ensayo, se debe utilizar una concentracion del
material de ensayo de forma que el contenido en TOC sea al menos de 100 mg/I.
Considerando tal concentracidn, y sabiendo que el volumen de indculo en cada reactor
es de 3Ly que el polimero tiene una fraccion molar de carbono del 85%, la cantidad de
muestra a ensayar es:

100 mg/ |- 3L - 100/85 = 356 mg de muestra

Para asegurar que el TOC no es inferior a 100 mg/l, la cantidad de muestra en
cada ensayo es de 0.5 g.

La norma establece que el material de ensayo debe ser utilizado
preferiblemente en forma de polvo, pero puede también introducirse en forma de
peliculas, piezas, fragmentos o articulos de diferentes formas. El estilo y la forma del
material de ensayo pueden influir en su biodegradabilidad. En este caso se llevado a
cabo la preparacion de las muestras cortando el plastico a ensayar en fragmentos muy
pequefios, con tamafio lo mas homogéneo posible.

En la siguiente fotografia se puede ver la muestra utilizada en el ensayo 2.
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FOTOGRAFIA 3. MUESTRA UTILIZADA EN EL ENSAYO 2

OPERACION DEL ENSAYO Y TOMA DE DATOS

La duracién de los ensayos 1y 2 fue de 12 y 32 dias respectivamente. Durante

este tiempo se realizd diariamente la determinacidn del didxido de carbono generado

por los dos reactores. A partir de estas mediciones se obtienen los datos de CO,

generado con los que se realiza el calculo de |a biodegradabilidad de la muestra.

» Operacion

Como ya se dijo anteriormente, se realiza la determinacion periddica de didxido

de carbono generado por el sistema. Para ello, se siguen los siguientes pasos:

1.- Se interrumpe el suministro de aire al sistema mediante los grifos
situados en cabeza de cada una de las lineas.

2.- Para una de las lineas, se toman cuatro muestras de 20 ml: una de
cada botella absorbedora y una del indicador de la trampa de CO,.

3.- Se realiza la valoracion con acido clorhidrico (el método se describe
mas detenidamente a continuacion) de cada muestra tomada. Se determina asi
el CO, absorbido en cada botella. Se realiza la misma operacion para la otra
linea.

4.- Se reponen las botellas absorbedoras y la botella indicador de ambas
lineas con 80 ml de solucién de hidréxido de bario.

La solucion de hidroxido de bario se preparara cada dia asegurando asi
una minima absorcién de CO, de la atmdsfera.

5.- Se realiza la valoracion de una alicuota del hidroxido de bario
preparado ese dia y utilizado para reponer las botellas absorbedoras.
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Se coloca una botella con 80 ml de esta solucién (la cual no esta conectada a la
linea de aire) que se valora al dia siguiente. Esto nos sirve para cuantificar si la
solucion de hidréxido de bario absorbe CO; de la atmosfera por si sola. Si fuera
asi, habria que tenerlo en cuenta en la determinacién del CO, generado por el
sistema.

6.- Periddicamente, se desecha la solucion de NaOH de las trampas de
CO, vy se reponen con solucién nueva. Es importante evitar que la solucién se
sature en CO,. En este caso se reponian cada 2 dias.

» Meétodo valorimétrico para la determinacion de CO, utilizando Ba(OH),

El dioxido de carbono producido se determina mediante un método
valorimétrico utilizando hidréxido de bario.

El CO, producido es arrastrado por el caudal de aire hacia las botellas
absorbedoras y reacciona con el hidroxido de bario (Ba(OH),), precipitando como
carbonato de bario. La cantidad de CO, generado se determina por valoracion del
Ba(OH), sobrante con HCl.

CO, + Ba(OH), - BaCO; + H,0

Ba(OH), + 2HCI - BaCl, + 2 H,0

Solucidn de Ba(OH), -- En primer lugar se prepara la solucién de hidréxido de

bario: se disuelven 3.94 gramos de Ba(OH), -8H,0 en agua desionizada o destilada y se
enrasa a 1000 ml para obtener una solucién de 0.0125 mol/I. A continuacidn, se filtra
de materiales sélidos y se determina la concentracion exacta mediante valoracion con
una solucién de HCI patrdn, utilizando fenolftaleina como indicador. Se almacena la
solucidon en un frasco sellado para evitar la absorcién de CO, del aire.

Solucién de HCl -- Se diluyen 50 ml de solucién 1 mol/l de HCI (36.5 g/l) en 1
litro de agua destilada obteniendo una solucién de 0.05 mol/I.

Al inicio del ensayo se colocan 80 ml de solucién de Ba(OH), en cada una de las
tres botellas absorbedoras (se puede modificar este volumen en funcién de la cantidad
de diéxido de carbono generada).
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Periédicamente se extrae el contenido de las botellas para la valoracién de una
alicuota de cada una. Cuanto mayor sea la cantidad de carbonato formado mayor sera
la turbidez de la solucidn basica.

Después de retirar cada botella se sella con un tapdn hasta su valoracion para
evitar que la solucion pueda absorber CO; de la atmosfera. Se realiza la valoraciéon de 2
o 3 alicuotas de solucion de Ba(OH), con la solucion de HCl preparada y se anotar3 el
volumen de acido consumido.

En funcién del volumen de d4cido consumido, la siguiente ecuacién nos
permitira calcular el CO, absorbido en la botella:

2-cC Vv
B—VA-£>- Cyq- 22
Ca Vpz

masa CO, = (

donde:

m = masa de CO, atrapada en la botella (mg)

ca = concentracion del HCI (mol/l) cg = concentracion del Ba(OH), (mol/l)
Vo = volumen inicial de Ba(OH), en la botella (ml)

Vs: = volumen final de Ba(OH), en la botella (ml)

V7 = volumen de Ba(OH), valorado (ml)

V4 = volumen de HCI utilizado en la valoracion (ml)
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Capitulo 5

CALCULOS Y RESULTADOS |

En este capitulo se recogen los resultados obtenidos en el
ensayo de biodegradabilidad descrito en el capitulo numero 4.



Capitulo 5

5.1. CALcuLos
5.1.1. FORMULAS UTILIZADAS

5.1.1.1. CANTIDAD TEORICA DE CO, GENERADO POR EL MATERIAL DE ENSAYO

Se calcula la cantidad tedrica de diéxido de carbono (ThCO,) generado,
expresada en miligramos, utilizando la siguiente ecuacidn:

ThCO, =m- X.- = = 500- 0.85 - = =15583mg  (A)
donde:
- m: masa del material de ensayo introducido en el sistema de ensayo, en mg.

- X.: es el contenido en carbono del material de ensayo, determinado mediante
la formula quimica o calculado a partir de un andlisis elemental y expresado
como una fraccion mdsica.

-44y 12 son las masas moleculares de dioxido de carbono y carbono.

5.1.1.2. PORCENTAIJE DE BIODEGRADACION A PARTIR DE LA EVOLUCION DEL CO,

A partir de la cantidad acumulada de diéxido de carbono generada en ambos
reactores, se calcula el porcentaje de biodegradacion (D;) para los frascos de ensayo
para cada intervalo de medicién utilizando la ecuacidn (B). Los resultados se presentan
en el siguiente punto de forma tabulada.

co —-(COo
p, = (21— (02 Z)TTWEZ 25.100 ()

donde:
- (CO,)r: cantidad de CO, generado en el reactor de ensayo.
- (CO,)s: es la cantidad de CO, generado en el frasco que actua como blanco.

- ThCO, : cantidad tedrica de CO, generado por el material de ensayo,
expresada en miligramos.
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5.1.2. RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacién, se presentan los valores obtenidos a partir de las medidas
experimentales realizadas a lo largo del ensayo. La tablas siguientes, contienen los
datos de CO, determinado en cada botella absorbedora, el CO, total generado en ese
intervalo y el CO; total acumulado durante el ensayo.
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Capitulo 5

Con los datos recogidos en las tablas anteriores y utilizando las ecuaciones (A) y
(B) se obtiene el grado de biodegradacién del polimero. Los resultados obtenidos para
el ensayo numero 2 son los siguientes:

ENSAYO 2
Medida Fecha Dt (%) 2 Dt (%)
Inicio 27.06.2011 0,000 0,000
1 28.06.2011 0,113 0,113
2 29.06.2011 0,141 0,254
3 30.06.2011 0,000 0,254
4 1.07.2011 0,311 0,565
5 4.07.2011 0,000 0,565
6 5.07.2011 0,000 0,565
7 6.07.2011 0,169 0,734
8 7.07.2011 0,141 0,875
9 8.07.2011 0,169 1,045
10 11.07.2011 0,000 1,045
11 12.07.2011 0,141 1,186
12 13.07.2011 0,056 1,242
13 14.07.2011 0,000 1,242
14 15.07.2011 0,000 1,242
15 18.07.2011 0,000 1,242
16 19.07.2011 0,141 1,384
17 20.07.2011 0,762 2,146
18 21.07.2011 0,000 2,146
19 22.07.2011 0,169 2,315
20 25.07.2011 0,000 2,315
21 26.07.2011 0,113 2,428
22 27.07.2011 0,000 2,428
23 28.07.2011 0,169 2,598

TABLA 10. VALORES DE BIODEGRADACION PRUEBA 2
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Cdlculos y resultados 1

5.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS Y CONCLUSIONES

A continuacién se muestran los resultados y conclusiones obtenidos a partir del
ensayo de biodegradabilidad namero 2.

5.2.1. GENERACION DE CO, EN LOS REACTORES

Con el fin de comparar el CO, generado en el reactor de ensayo con el
generado en el reactor blanco, se representa la cantidad de CO, acumulado durante el
ensayo 2 frente al tiempo.

CO2 acumulado
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€02 acumulado (mg)

FIGURA 10. COMPARACION DEL CO, TOTAL ACUMULADO EN AMBOS REACTORES

- EI CO, total acumulado a lo largo del ensayo es de 396 mg en el reactor blanco

y 410.5 mqg en el reactor de ensayo.

- Observamos claramente en la grafica cémo la cantidad de CO, producido es
aproximadamente igual en ambos reactores. Esto indica que la biodegradacion del
polimero en las condiciones de ensayo ha sido baja, y por tanto, la cantidad de diéxido
de carbono aportada por éste no es significativa respecto a la cantidad que produce el
inéculo por si mismo.
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Capitulo 5

5.2.2. EVOLUCION DE LA PRODUCCION DE CO,

La (Figura 11) se muestra la evolucion del CO, que se genera en los reactores

por hora. Se representa el CO,/hora generado frente al tiempo de ensayo.

Evolucion CO2 acumulado / hora
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FIGURA 11. EVOLUCION DEL CO, ACUMULADO/HORA

En cuanto a la produccién de CO,/h en los reactores podemos afirmar que:

- La evolucidén que experimenta este parametro es muy parecida en

ambos reactores, en concordancia con lo visto en la Figura 10. Se confirma por tanto,

gue el porcentaje de biodegradacion que se espera en el polimero es bajo.

- La produccidn de CO, /hora se mantiene aproximadamente estable en
torno al rango de valores 0.4-0.5 mg/h. Al final del ensayo se observa una pequeia

tendencia al alza.
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5.2.3. PORCENTAJE DE BIODEGRADACION

El porcentaje de biodegradacidn total se ha calculado mediante el sumatorio de
los porcentajes de biodegradacion parcial para cada intervalo de tiempo. La siguiente
grafica (Figura 12) muestra la evolucién de Dy(%) a lo largo del ensayo 2:

% Biodegradacion
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FIGURA 12. %BIODEGRADACION DE LA MUESTRA (ENSAYO 2)

Tras un tiempo de ensayo de aproximadamente 740 horas se obtiene un
porcentaje de biodegradacion del 2.598%, en las condiciones de ensayo establecidas.

Se trata de un valor muy bajo, teniendo en cuenta que la muestra utilizada en el
ensayo habia sido degradada previamente mediante radiacién ultravioleta (lo que
deberia haber facilitado su degradacion).
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BLOQUE Ill: ESTUDIO DE TOXICIDAD

Capitulo 6

ENSAYOS ANALITICOS DE ECOTOXICIDAD

Este capitulo presenta un estudio de los diferentes bioensayos
utiizados en el campo de la ecotoxicidad, y en particular del ensayo
de bioluminiscencia con FPhotobacterium phosphoreum, debido a sus
caracteristicas  de  simplicidad, rapidez,  sensibilidad y  buena
correlacion con los deméas ensayos



Capitulo 6

6.1. INTRODUCCION

La ecotoxicidad es una ciencia que nace como unidon de otras dos, una
reconducionista como la toxicologia y otra de gran capacidad predictiva como la
ecologia.

Se considera un residuo ecotdxico a aquellas sustancias o desechos que si se
liberan, tienen o pueden tener efectos adversos inmediatos o retardados en el medio
ambiente, debido a la acumulacién o a los efectos toxicos sobre los sistemas bidticos.
La ecotoxicidad se define como el estudio de los efectos tdxicos producidos por
agentes fisicos y quimicos en los organismos vivos, especialmente en poblaciones y
comunidades dentro de los ecosistemas. Combina la via de trasferencia de las
sustancias y su interaccidén con el medio. Esta definicidn incluye tanto el destino de los
agentes contaminantes en el medio como la exposicién a ellos. Los estudios de
ecotoxicidad incluyen efectos en las poblaciones de los ecosistemas, sin restringirlos a
la toxicidad individual de los organismos.

Los sedimentos son un componente muy importante de los ecosistemas
acuaticos. Por un lado, la mayoria de los componentes quimicos estan asociados a los
sedimentos y por otro lado, muchas especies de consumo humano y una gran mayoria
de los organismos de la cadena trofica desarrollan la mayor parte de su ciclo de vida
viviendo dentro do sobre los sedimentos marinos. Esto da lugar a una via de
transferencia entre el sedimento y los consumidores de especies relacionadas con
éste, e incluso puede extenderse a especies de aves y humanos, relacionados de forma
indirecta con los sedimentos mediante la ingestion de especies directamente
relacionados con él. La transferencia directa de sustancias quimicas de los sedimentos
a los organismos se considera como una de las mayores rutas de exposicién para
muchas especies que tienen contacto directo con el sedimento o incluso que forma
parte de sus nichos, como es el caso de las especies bentodnicas.

6.2. ENSAYOS DE ECOTOXICIDAD. TIPOS DE ENSAYOS

Debido a la gran contaminacion que soportan los ambientes acuaticos, se ha
hecho necesaria la realizacién de ensayos que permitan la evaluacion del riesgo
existente para el ecosistema.

Los ensayos de ecotoxicidad son muy Uutiles en evaluaciones de impacto
ambiental y de peligro quimico, debido a que son mas econdmicos y mas rapidos que
los analisis quimicos que se precisarian y su interpretacion es mas sencilla.

86



Ensayos analiticos de ecotoxicidad

El ensayo de ecotoxicidad mas utilizado hasta el presente el “test” de letalidad
de peces. La necesidad de pesquerias y de sus posibles limitaciones por la toxicidad
existente, condujeron a que fueran los peces los primeros organismos elegidos para
llevar a cabo el ensayo de toxicidad en los rios. Segun la Directiva 79/831/CEE, toda la
industria quimica de nueva instalacion deberd someterse al ensayo de toxicidad con
peces asi como al de Daphnia magna.

En la busqueda de nuevos ensayos se han llevado a cabo gran variedad de
bioensayo “in vitro” que han sido desarrollados para determinar el riesgo potencial de
diversos contaminantes para los ecosistemas acuaticos. Sin embargo, continda
existiendo una gran problematica a la hora de realizar extrapolaciones con los datos
experimentales llevados a cabo con determinadas especies, de ahi que se continua
investigando y realizando nuevos modelos que permitan aproximar lo maximo posibles
los datos de laboratorio a los datos de campo, es decir, poder llegar a conocer los
efectos reales en los ecosistemas en estudio gracias a la utilizacidon de otras especies
gue permitan de una u otra forma esta extrapolacién con el minimo error.

La mayoria de los estudios de ecotoxicidad van dirigidos a la obtencion de
informacidén para evaluar el riesgo ecoldgico. El aumento notable de estos estudios se
ha debido al gran nimero de contaminantes que potencialmente pueden dafiar el
funcionamiento de los ecosistemas. La experiencia muestra que es mejor y mas barato
prevenir la posible contaminacion de un ecosistema que su posterior recuperacion. El

III

objeto de la llamada “calidad ambiental” consiste en ofrecer proteccion al 95% de las
especies del ecosistema en estudio. Debido al pequefio nimero de especies que son
estudiadas y al gran numero de ellas que no pueden ser cultivadas o estudiadas en el

laboratorio, el porcentaje de especies no protegidas es mayor del deseado.

El riesgo que existe en una comunidad acudatica es funcion de la distribucion de
las concentraciones medioambientales, de las sustancias a ser evaluadas y del tanto
por ciento de especies afectadas por exposicion a esas sustancias. No hay que olvidar
que la susceptibilidad relativa de las especies depende del tipo de contaminacion
guimico estudiado. Asi mismo, la toxicidad de los compuestos depende de la especies,
de su ciclo de vida, de las condiciones de alimentacién, de diversos factores que
puedan dar lugar a estrés, asi como de la presencia de otros compuestos.

Para obtener buenos resultados se deben conocer previamente las relaciones
dosis/respuesta para las diferentes especies afectadas.

Esto implica una gran complejidad, no sélo debido a la variacion de los recursos
utilizados por las diferentes especies tanto espacial como temporal, sino porque no se
pueden reflejar todas las interacciones que se producen en la naturaleza. A nivel
bioldgico, la respuesta va a depender de la sensibilidad del tejido diana y de la dosis
que va a desencadenar la respuesta.
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Si a esto le afiadimos la extrapolacion necesaria una vez obtenidos los datos del
laboratorio, se pueden apreciar la dimensién del problema al que nos enfrentamos. Se
sugiere a menudo que los estudios de campo deben de dar la Ultima respuesta para
conocer los efectos adversos en los individuos, poblaciones o ecosistemas, pero dichos
estudios dan solo respuestas a preguntas muy concretas y sin embargo, resultan
imprescindibles cuando se quiere conocer el comportamiento de los ecosistemas, pero
siempre teniendo en cuenta que un estudio de campo en un ecosistema concreto no
es representativo de todos los demas.

En la actualidad las medidas de toxicidad mas utilizadas se aplican en la
evolucidn de la toxicidad crénica como “ensayo de supervivencia y efectos producidos
en el crecimiento y reproduccion de los organismo objetos de ensayo”, generalmente
macroinvertebrados. Se mide normalmente la tasa de crecimiento y de reproduccién
en ensayos de periodos de 7 dias. El parametro utilizado es el NOEC o Concentracién
de Efecto No Observable, es decir el NOEC es la mayor concentracidon a la que el
crecimiento y la reproduccién del organismo no se ve afectada por alguno de los
compuestos presentes. Las especies utilizadas para estos ensayos son especies de
peces sensibles, algas como Selenastrum sp, invertebrados como Neresis vivens,
Mysidopsis bahia, Daphnia magna; e incluso algun vertebrado benténico como es caso
de anfipodos del genero Gamarus, aunque el uso de especies bentdnicas para
toxicidad crdénica no es lo mds habitual.

Estos estudios reflejan los efectos reales de las sustancias en estudio sobre las
poblaciones implicadas o en los organismos que se utilizan como sustitutos para los
ensayos. Sin embargo, tienen un gran coste tanto econdmico como de tiempo
empleado. Existen estudios recientes, donde utilizan estos bioensayos in situ para
evaluar la calidad del agua de una zona agricola. Estos bioensayos suministran
informacidn adicional, de apoyo a otras técnicas utilizadas.

Otra forma de medir la toxicidad en los ecosistemas es mediante el ensayo de
toxicidad aguada, que conduce a la muestre del 50% de los organismos al final del
periodo de tiempo especificados. Para este tipo de estudios se utilizan los bioensayos
gue se caracterizan por ser realizados en el laboratorio o “in situ” y determinan el
efecto que produce la exposiciéon del organismo prueba de la muestra en estudio. El
parametro que se mide es ECsg O Concentracion Efectiva Media, concentraciéon de la
sustancia que se estima causa su efecto especifico en el 50% de los individuos
expuestos a esa concentracion.

Los organismos utilizados son bacterias, invertebrados, crustaceos, o si son
ensayos de toxicidad de sedimentos se utilizan invertebrados benténicos como
anélidos, anfipodos o rotiferos.

88



Ensayos analiticos de ecotoxicidad

6.2.1. ENSAYOS BACTERIANOS

Existen diferentes test bacterianos que se describen brevemente a
continuacion. Son métodos de determinacion de la tasa de crecimiento celular o de la
actividad metabdlica.

6.2.1.1. METODOS DE CRECIMIENTO

Estos métodos determinan la tasa de crecimiento especifica. Un pequefio
inéculo es introducido en un medio éptimo (control) y la concentracién celular se
determina entre las 6 y las 16 horas. Se preparan cultivos similares con diferente grado
del contaminante en estudio al igual que se hizo con el nutriente en la muestra control.
El logaritmo de la concentracidn celular se toma frente al tiempo.

El porcentaje de inhibiciéon para concentracion de la sustancia quimica se
calcula segun la siguiente ecuacion:

1=( —M)* 100

He

Donde:
Uc: tasa de crecimiento especifico del cultivo control

Ug: tasa de crecimiento especifico del cultivo que contiene la sustancia quimica a
concentracion I.

El valor de ECsy se obtiene de la interpolacidon de la curva del logaritmo de la
concentracion de la sustancia quimica en estudio frente al porcentaje de inhibicion,
utilizando normalmente series de 5 concentraciones. Se puede obtener hasta unos
limites de confianza del 95%. La concentracion celular se mide por peso seco, o0 mas
usualmente por turbidez o densidad dptica.

» Ensayo de inhibicién de multiplicacion celular con Pseudomona putrida

Se ha estandarizado un método en el que un inoculo en su fase logaritmica de
crecimiento es inoculado en un medio control. La biomasa producida después de una
incubacién de 16+1 hora a una temperatura fijadas entre 25-30°C, es medida por
turbidez/densidad éptica.
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Se incuban al menos 5 concentraciones de la sustancia quimica prueba en
series logaritmicas a la vez que los controles, que no contienen ninguna sustancia
guimica a ser estudiada.

6.2.1.2. METODOS METABOLICOS

Consisten en ver los efectos a corto plazo de las actividades metabdlicas al
afiadir gradientes de cantidades de las sustancia quimica en estudio a la mezcla
preformada, o cultivos densos con sustrato disponible donde se determinan la tasa de
respiracion, que es la tasa de eliminacion del sustrato, o la fase de formacién de
productos metabdlicos, en un periodo que puede ir desde unos pocos minutos a unas
horas.

La tasa de inhibicién se mide por comparacion de las tasas de respiracion o de
las actividades enzimaticas obtenidas a varias concentraciones de la sustancio en
estudio con respecto al control.

» Ensayo de inhibicién de la respiracion con lodos activados

El ensayo consiste en la simulacion de lodos activados en presencia de
efluentes contaminados. Se lleva a cabo a una temperatura de 20°C. Se utilizan lodos
sintéticos junto con las sustancias quimicas en estudio que dan lugar a una inhibicion
entre 0 y 90%, los lodos se colocan en un respirdmetro de electrodo de oxigeno
midiendo la tasa de disminucion del oxigeno disuelto. El grado de inhibicion se calcula
de las tasas de respiraciéon del control y de las mezclas de las sustancias en estudio. Los
valores de ECso se obtienen a partir de estos datos tal y como se ha descrito
anteriormente.

Este método tiene algunas limitaciones pues el lodo es bastante resistente a los
compuestos téxicos teniendo el método por ello, menos sensibilidad que otros. Por
otro lado existe una gran variedad de la composicién bacteriana dependiendo del lodo,
por lo que los resultados no son comparables con otros ensayos de toxicidad.

» Ensayo de la inhibicion de la bioluminiscencia con Photobacterium
phosphoreum

El proceso denominado bioluminiscencia es el fendmeno por el que se produce
la emisidn de luz por dtomos o moléculas que se encuentran en estado de excitacién
electrdénica y que son producidas por un organismo vivo.
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La luz en este caso va asociada a la respiracion metabolica de la bacteria. Una
disminucion de la bioluminiscencia indicara una disminucion de la respiracion celular.

En términos generales, la toxicidad de una muestra se expresa como la
concentracion de muestra que produce un determinado efecto biolégico en el
organismo prueba. El caso del ensayo de luminiscencia, el parametro bildgico que se
determina es la disminucién de la luz emitida por las bacterias. La disminucién de la luz
emitida por las bacterias en presencia de la muestra en estudio, indica un efecto
adverso a la muestra problema.

Photobacterium phosphoreum se caracteriza por poseer una intensa emision de
luz, estabilidad de emisidn y alta sensibilidad a un amplio espectro de compuestos
diferentes. El control de la temperatura y salinidad es muy critico pues afecta a la
bioluminiscencia, igualmente se pueden producir interferencias debidas a la turbidez
causada por la particulas en suspensién.

6.2.1.3. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA

» Ensayo de Mytitus edules (mejillon)/Crasotrea gigas (ostra)

Los ensayos de toxicidad aguda utilizan normalmente moluscos bivalvos (ostra
o mejillén) en un estado embrionario determinado denominado “D”. Se emplean
generalmente para ensayos de toxicidad aguda a pequefia escala. La medida realizada
es la proporcion de éculos fecundados que se desarrollan en el estado embrionario “D”
en presencia del material en estudio en un rango de concentraciones dadas. Los datos
obtenidos se expresan como PNR (porcentaje de respuesta neta) segun la siguiente
ecuacion:

PNR = (%anomalia test — %anomalia control) * 100

100 — %anomalia en el control

Se obtiene un 50% de respuesta por andlisis estadisticos del rango de
concentraciones ensayado. A partir de ahi se obtiene ECsq para 24 horas. El nivel de
aceptacion depende de la autoridad reguladora.

» Ensayo de Daphnia magna

Para obtener medidas de ecotoxicidad se deben de incluir valores de ECsg
obtenidos con ensayos del crustdceo D. magna como especie representativa de los
invertebrados.
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Este valor se basa en la inmovilizacion del organismo problema calculado
después de la exposicién al residuo bajo condiciones de laboratorio por un periodo
maximo de 48 horas. Se evaluan los efectos potenciales de esa sustancia quimica en el
crecimiento y reproduccion de D. magna.

Debido a los diferentes estudios realizados anteriormente se vio que D. magna
era una especie caracterizada por ser sensible a un amplio rango de estructuras
guimicas, y los resultados estaban muy cercanos a los obtenidos con los ensayos de
letalidad en peces. El cultivo de D. magna, asi como su transporte, es facil al contrario
gue su mantenimiento que precisa cuidados importantes.

6.2.1.4. ENSAYO DE TOXICIDAD SUBCRONICOS O CRONICOS

Los ensayos de toxicidad subcrdnicos o crdnicos se caracterizan por ser de
mayor duracion, utilizandose animales macroscépicos. Hasta ahora, la eleccion de las
especies dependia de las preferencias nacionales, pero cada vez mas se buscan
procedimientos uUnicos unificados. Los ensayos de toxicidad crénica son importantes
cuando evallan el impacto ambiental de los efluentes, dado que las descargas de
determinados residuos tienden a ser continuas durante periodos prolongados de
tiempo.

Se realizaron ensayos con sustancias toxicas con la dioxina TCDD (2,3,7,8-
tetraclorodibenceno-p-dioxina) considerada uno de los contaminantes conocidos mas
peligrosos, debido a que esta dioxina no es soluble en agua y que se absorbe en
particulas organicas; por ello se eligi6 una especia filtradora sedentaria como el
mejillén para realizar los ensayos. De esta forma la materia insoluble puede ser
tomada por ingestion a partir de la columna de agua.

Cuando se evalua la toxicidad de sedimentos marinos se utilizan especies
tipicas como Nereis vivens, Mysidopsis bahia, o Echinocardium cordatum (erizo de
mar).

» Ensayo de Artemia salina

Artemia salina es un crustaceo caracterizado por habitar zonas muy salinas por razones
ecoldgicas. En determinadas condiciones ambientales pueden estar en forma de
huevos en reposo que bajo condiciones secas mantienen su viabilidad. Esto es
aprovechado para la distribucion del organismo en esta forma, de manera que no es
necesario su cultivo en el laboratorio. En el bioensayo, el pardmetro utilizado es la
mortalidad de las larvas (considerando como muertas si no presentan ningun
movimiento ni interno ni externo en 10 segundos de observacion.
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Debido a que no se encuentra en el mar o en estuarios, muchos investigadores
se oponen a que sea considerado un organismo “marino” e incluido como posible
representante del medio marino. Su uso potencial no es descartado y se utiliza en
baterias de toxicidad.

» Ensayo de Brachionus calyflorus

En este bioensayo el parametro a medir es la variacién de la reproduccion y
supervivencia del rotifero de la especie B. calciflorus en contacto con el compuesto en
estudio. Los organismos se presentan en forma de huevos dormidos, que en 24 horas
pueden estar las larvas preparadas para ser utilizadas. Esto evita tener un criadero de
laboratorio.

Se utilizan en toxicidad acuatica aunque no excesivamente. Su uso es debido a
gue en medios acuaticos, los rotiferos intervienen en procesos ecolégicos importantes.
Forman parte del zooplancton, son filtrados y se alimentan del fitoplancton y de
bacterias. Ejercen por ello una gran presidon sobre aquellos organismos de los que se
alimentan y a su vez son una fuente de alimento importante para las larvas y muchos
peces, entre otros, que se alimentan de zooplancton.

» Ensayo de Mysidopsis bahia

Los camarones juveniles son expuestos al efluente durante un periodo de siete
dias. Se controla su supervivencia, la ganancia de peso (crecimiento) y su fertilidad
(%de hembras con huevos). Los resultados se expresan como NOEC (Concentracién de
Efecto No Observable). Las especies pertenecientes al género Mysidopsis tienen un
tamafio menor que otras, por lo que suponen un ahorro tanto de espacio como de
material empleado en los ensayos.

» Ensayo de Nereis vivens

Nereis vivens es un anélido usado en la evaluacién de la toxicidad de
sedimentos. Las formas juveniles de los gusanos son expuestas al fango contaminado
durante diez dias, mientras son alimentados con una dieta estandar. El incremento de
peso y el tanto por ciento de supervivencia se compara con el control. Segun la
disponibilidad o no de esa especie pueden ser utilizadas otras que habiten igualmente
en los sedimentos marinos como Echinocardium cordatum.

93



Capitulo 6

6.2.2. ENSAYOS DE ALGAS

Las algas microscopicas son el primer eslabdn en la cadena tréfica de los
sistemas acuaticos. Cualquier posible toxicidad puede alterar la composicion de las
diferentes especies de algas presentes, dando lugar a cambios en los productores
secundarios. Las algas microscopicas tienen caracteristicas que son de gran utilidad
para determinar la calidad de las aguas debido a su facilidad para poder crecer, lo cual
permite poder tener cultivos en el laboratorio y realizar estudios, modificando las
condiciones necesarias, sobre cambios o variaciones de sus rangos de sensibilidad a
diferentes compuestos.

Los ensayos se basan en una inoculacion durante un periodo de tiempo de
exposicion determinado, 4 horas, 4 dias, 8 dias, etc. Y con un medio de crecimiento,
una fuente de luz y una temperatura de incubacién (24 + 2°C) serd suficiente para su
crecimiento y su division celular.

Las especies empleadas normalmente son algas verdes pertenecientes a los
géneros Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus y Selenastrum, siendo una de las
mas utilizadas, la especie Selenastrum capricornotum debido a que permite ser
cultivada sin apenas problemas en el laboratorio. El efecto que produce un efluente
sobre estas algas unicelulares se determina a las 96 horas mediante un test estativo.
Se busca un valor ECso que mida la inhibicidn del crecimiento expresada en valores de
densidad celular, absorbancia o contenido de clorofila. Estos pardmetros tienen valor
mayor cuando las células estan vivas que cuando estan muertas.

Los parametros a estudiar dependen del tipo de toxicidad buscada, pues si es
toxicidad letal se mide la viabilidad celular, potencial de regeneracién, supervivencia
de esporas y germinacion. Si se busca una toxicidad subcrénica o crénica, se utiliza la
tasa de crecimiento de germinales, reproduccion, movilidad de gametos, actividades
fisioldgica, respiracion, etc. Algunas veces también pueden utilizarse los ensayos con
algas para conocer las interacciones que aparecen ante la presencia de un toxico y
evaluar los impactos a corto y largo plazo como resultado de una exposicidn aguda.

Cabe citar como ejemplo los estudios del impacto producido por herbicidas en
determinadas condiciones acudticas. También las algas marinas pueden utilizarse para
conocer los efectos de la capa de metales disueltos en el agua de mar, sin embargo no
son los ensayos mas frecuentes.

Se puede decir que aun no hay muchos protocolos establecidos para el uso de
ensayos con algas. Existen algunos problemas asociados al uso de algas como pueden
ser, por un lado, la variacion genética entre diferentes poblaciones de las mismas
especies, de forma que pueden tener tolerancias distintas aun siendo las mismas
especies, y por otro lado, la existencia de una gran variaciéon entre los datos
estadisticos obtenidos.
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6.2.3. ENSAYOS DE PECES

La mayoria de los estudios ecotoxicoldgicos no poseen la informacion necesaria
para evaluar el riesgo ecolégico que se produce. Normalmente se lleva a cabo la
eleccion de las sustancias quimicas, nimero de individuos y de especies, dependiendo
del uso y niveles de produccion de esos productos.

Los ensayos de toxicidad con peces se aplican segun la Directiva 79/831/CEE
para obtencion de un LCso (concentracion letal) determinado en un periodo maximo de
96 horas, para la clasificacidn de las sustancias peligrosas. Cuando la produccién de
esas sustancias excede de 100 toneladas al afio se precisa un estudio de toxicidad mas
prolongado con peces, durante un periodo de al menos 14 dias. Para los estudios de
bioacumulacién se recomienda la utilizacion de peces para los ensayos. En el caso de
gue el nivel de produccion exceda las 1000 toneladas al afio, el estudio de toxicidad
con peces serd de una duracién aun mayor, pues deben estudiarse los efectos que
causan esas sustancias quimicas en la reproduccion. Las especies de peces mas
utilizadas son Salmo gairdneri, Leuciscus idus, Pimephales promelas, Ciprinodon
variedatus.

La eleccién de los peces de debido a que se les consideré6 como especies
ecolégicamente representativas. Los peces estdn expuestos continuamente a las
sustancias quimicas de su entorno. Los lipidos de sus membranas atraen a los
compuestos lipofilicos. Debido a la acumulacién de cantidades importantes de
contaminantes en sus tejidos, se han utilizados muy a menudo para conocer la
contaminacién existente. Los datos obtenidos en los estudios sirven posteriormente
para evaluar el riesgo ecoldgico que existe en el medio.

Sin embargo no hay ninguna necesidad de utilizar estos organismos para
obtener los valores de LCso, factores de seguridad que luego seran aplicados a los
datos de evaluacion de riesgo. Los Niveles de Efecto No Observados (NOELs) tienen
mayor relevancia que los LCsy obtenidos de los ensayos con peces, por lo que éstos
pueden ser sustituidos por otros procedimientos donde los organismos utilizados sean
diferentes.

6.2.4. METODOS ALTERNATIVOS

Se busca cada vez mas nuevas alternativas que reemplacen totalmente la
experimentacion animal. Esta establecido el uso de alternativas frente a métodos que
utilizan animales siempre que sea posible. Para ello deben de usarse técnicas fisicas y
quimicas basadas en predicciones y propiedades fisicoquimicas: aplicar modelizaciones
por computador, y utilizar organismos pertenecientes a los niveles bajos como son
bacterias, hongos, plantas o invertebrados.
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Asimismo se utilizaran métodos “in vitro” como ensayos de cultivos celulares
qgue permiten estudiar el efecto de sustancias quimicas en la viabilidad celular. Los
ensayos con peces quedarian relegados por lo tanto para aquellos compuestos de baja
toxicidad, para aquellos ensayos cuyo LCsg sea mayor de 100 mg/l, valor por debajo
del cual una sustancia se le considera “ecotdxica”.

6.3. METODOS BACTERIANOS. ENSAYO DE LUMINISCENCIA

6.3.1. SELECCION DE LOS METODOS BACTERIANOS

Los microorganismos son especies muy utilizadas para los estudios de toxicidad
aguda. Los ensayos microbiolégicos han sido elegidos por su rapidez, simplicidad,
sensibilidad y reproductividad. La eleccion de bacterias como una alternativa a los
bioensayos con otros organismos como peces ha sido debido a las siguientes razones:

* Presentan rutas metabdlicas presentes en organismos superiores.

e Tienen un significativo grado de organizacion en la estructura de la
membrana.

* Larespuesta toxica a muchas sustancias quimicas se produce a través de
mecanismos similares a los organismos superiores.

* Representa el eslabén mas bajo en la cadena trofica ecoldgica.

e Facil manipulacién.

e Su tasa de crecimiento es elevada.

e Su ciclo de via es corto, por lo que los ensayos con bacterias tienen una
duracidn menor y se requieren pequefios volimenes de muestra.

* Su mantenimiento y crecimiento es mas barato.
* El gran numero de individuos utilizados en cada test da ventajas

estadisticas sobre otros ensayos donde el numero de individuos
utilizado es menor.
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En particular Photobacterium phosphoreum posee una intensa emisién de luz,
estabilidad de emisidon y alta sensibilidad a un amplio espectro de compuestos
diferentes.

En la actualidad se esta trabajando en la realizacion de bases de datos
utilizando bioensayos de luminiscencia para diferentes tipos de residuos. De esta
manera no soélo se conocera la toxicidad de los vertidos residuales de las diferentes
industrias, sino también se podra estimar la eficiencia de los tratamientos aplicados
para la detoxificacion, la correlacion de los diferentes parametros y los resultados del
bioensayo asi como evaluar los efectos de las interacciones que se producen ante las
mezclas de contaminantes.

6.3.2. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO DE BIOLUMINISCENCIA

Todo lo referente al bioensayo con Photobacterium phosphoreum se refiere al
ensayo comercializado como test Microtox®. A continuacion se comentan algunas
caracteristicas de dicho ensayo.

6.3.2.1. PRECISION

Es una de las caracteristicas mas importantes del ensayo. Cuando se utilizan
metodologias en las que intervienen ensayos con organismos vivos se esta sujeto a una
varianza de los datos que no es controlable, pero que de alguna manera se puede
intentar minimizar para conseguir que su influencia sobre el método sea despreciable.
Una de las formas en que se minimiza este componente es mediante la utilizacion de
bacterias, ya que en cada cubeta utilizada para realizar las medidas hay mas de un
millén de microorganismos con respuesta individual ante la sustancia problema. Al
medir un Unico parametro, las desviaciones individuales entre los microorganismos no
son estadisticamente significativas.

6.3.2.2. SIMPLICIDAD

El sistema posee gran simplicidad de manejo, lo que mejora la precisién, la
repetitividad y la exactitud, teniendo menor subjetividad, ay que no depende del
operador la toma de datos sino del fotdmetro analizador de que consta el equipo, asi
como menor error experimental.
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6.3.2.3. RAPIDEZ

La rapidez suele ser un factor clave en los ensayos de toxicidad. Se valora
mucho un tiempo de respuesta corto. El bioensayo de luminiscencia es uno de los
ensayos calificados como mas rapidos en la actualidad, pudiendo saber si una muestra
es toxica en 15 minutos.

6.3.2.4. EQUIVALENCIA

En general los datos obtenidos por los bioensayos de luminiscencia han sido
comparados con los datos de otros ensayos donde el organismo test era diferente. Se
obtuvieron buenas correlaciones con hongos, protozoos, algas, plantas superiores,
moluscos, crustaceos, insectos y peces.

En un estudio de 267 compuestos, Kaiser y Esterby [International join
Commission (1JC),(1998). Procedures for the assessment of contaminated sediment
problems in the great Lakes. IJC. Sediment subcommittee. Windsor, Ontorio, Canadd]
encontraron buenas relaciones entre el sistema de bioluminiscencia y otras especies
de agua dulce. Blum y Spence [Richardson M.L. (1993): Ecotoxicology Monitoring. Ed.
por Mervyn Richardson WCH (Federal Republic of Germany)] consideraban para sus
estudios una buena correlacion cuando la desviacion estdndar de los métodos
experimentales estaba comprendida entre 0.4 y 0.5, aceptable entre 0.5 y 0.7, no
siendo aceptada por encima de este valor. Entre el ensayo de bioluminiscencia y el de
peces se ha encontrado una correlacion de 0.46. Aunque existen mejores correlaciones
entre otros grupos de especies prueba, este sistema tiene ventajas afiadidas como las
de ser el mas rapido, facil y sobre todo el mas reproducible de todos ellos.

Diferentes autores han encontrado unos valores medios del coeficiente de
variacion del ensayo con Photobacterium phosphoreum (10-20%) muy por debajo de
los valores medios con peces (38.8%), es decir, su reproductividad es mayor, siendo el
valor obtenido aceptable en cualquier tipo de método bioldgico. Esto apoya la eleccion
del bioensayo de luminiscencia de la Photobacterium phosphoreum como posible
ensayo para sustituir a los costosos ensayos de letalidad de peces.

6.3.2.5. MEZCLA DE CONTAMINANTES

En general, unos de los problemas de los ensayos de toxicidad es que la
mayoria de las muestras contienen mezclas de contaminantes, mientras que en los
estudios de calibrado en el laboratorio se utilizan compuestos simples.
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La metodologia existente para detectar sustancias quimicas en muestras,
requiere el uso de unos equipos sofisticados y, en general, caros.

Los analisis pueden detectar cantidades minimas de microcontaminantes pero
no dan informacidén de los posibles efectos toxicos. Sin embargo los bioensayos
muestran los efectos téxicos de una mezcla quimica pero no identifican al compuesto
responsable. Los analisis quimicos y bioldgicos deben de ser por lo tanto considerados
complementarios. En estudios realizados con residuos procedentes de distintos tipos
de actividades industriales se puede ver la complementariedad de ambos tipos de
ensayos, en los que los analisis quimicos apoyan la catalogacion de los residuos
obtenida mediante los datos de los bioensayos.

Los ensayos de una mezcla compleja en un ecosistema conllevan una dificultad
afiadida y es que el mismo tiempo de exposicion dependiendo del organismo diana,
del estado de desarrollo, etc., da lugar a un efecto toxico que puede ser diferente (un
mismo individuo dependiendo de su fase de desarrollo puede tener una mayor o
menor sensibilidad frente a un tdéxico). El uso de microorganismos como
Photobacterium phosphoreum permite que estas variaciones no intervengan debido a
la simplicidad del organismo utilizado y a la elevada poblacion que se utiliza.

Las diferentes interacciones que se producen ante la presencia de varios
contaminantes pueden ser de tipo antagonico, cuando la toxicidad resultante es
menor que la que se esperaria sumando la toxicidad individual de los contaminantes
gue interaccionan; sinérgico, cuando la toxicidad final es mayor que la esperada por la
adicion de las toxicidades individuales de los contaminantes; y por ultimo, se puede
dar el caso de un tipo de interaccién aditiva, en la que la presencia de ambos
contaminantes da como resultado una toxicidad equivalente a la suma de las
toxicidades individuales.

Los resultados de los estudios realizados por A. Andrés [Andrés, A.; Irabien, A.
(1990): “Evaluacion de toxicidad en disolucion con plomo, cromo y cadmio mediante el
ensayo de fotobacterias.” Actas y Congreso Internacional de Quimicas. “Residuos
Solidos 'y Liquidos: su mejor destino”. Puerto de la Cruz, Tenerife.] muestran una
relaciéon de antagonismo entre el cromo y el cadmio con respecto al plomo. Cuando el
plomo se encuentra en presencia del cromo y cadmio, se produce un incremento de la
concentracion de plomo admisible.

Otras investigaciones han dado lugar a las relaciones indicadas en la siguiente
tabla (Tabla 11).
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MEZCLA INTERACCION
Cadmio — Zinc Sinergia
Cadmio — Niquel Antagonismo
Cobalto — Niquel Aditivo
Arsénico - Plomo Aditivo

TABLA 11. INTERACCIONES DE DIFERENTES MEZCLAS DE METALES

Los efectos derivados de la presencia de una o mads sustancias quimicas en
peces han sido estudiados desde hace muchos afios, siendo Bliss (1939) uno de los
pioneros. En la actualidad existe gran numero de investigaciones que estan siendo
llevadas a cabo en este campo. Esto es debido a que en los ecosistemas acuaticos, el
estudio del efecto téxico de dos o mas metales traza en los microorganismos se
combina con la presencia de otros muchos contaminantes en el medio.

Los diferentes tipos de interacciones que aparecen no solo dependen de
aquéllos en estudio, sino también de la composicién y proporcion de los diferentes
contaminantes presentes, asi como del organismo sobre el que actuan.

Es conveniente determinar previamente las diferencias de sensibilidad de los
organismos frente a los diversos contaminantes ya que los resultados de un analisis de
toxicidad pueden estar alterados por el exceso de sensibilidad de los organismos test a
un compuesto particular.

6.4. BIODISPONIBILIDAD Y TOXICIDAD

A la hora de realizar ensayos de toxicidad se debe tener en consideracién el
hecho de que los sedimentos poseen un determinado potencial toxico que puede no
ser equivalente a la carga de contaminantes que contiene. Es decir, existe un desfase
entre el contenido total de sustancias toxicas y la porcidn de éstas que, efectivamente,
puede tener efectos nocivos en el ecosistema. Esta porcidn de alto riesgo ecoldgico se
conoce con el nombre de fraccion biodisponible y es aquella a la que los organismos
tienen acceso.
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La biodisponibilidad de las sustancias quimicas esta afectada por la interaccién
entre las propiedades quimicas y las condiciones del medio, las cuales incluyen tanto
aspectos intrinsecos del ecosistema (fisicos, quimicos, bioldgicos) como
antropogénicos. Dicha interaccion se manifiesta en procesos quimicos basico tales
como especiacion, solubilidad o particion de las sustancias quimicas, asi como en
procesos metabadlicos.

Uno de los contaminantes que se encuentran en mayor proporciéon en los
sedimentos y cuya disponibilidad ha sido objeto de estudio, son los metales traza. En lo
que se refiere a los metales traza presentes en los sedimentos, es materia de discusién
y de estudio que porciones de dichos elementos son biodisponibles y, por
consiguiente, con un mayor potencial de efectos bioldgicos. La biodisponibilidad es
una cuestion fundamental para evaluar la toxicidad de los metales pesados en los
sedimentos.

Las concentraciones totales de metales en los sedimentos no dan una idea
fiable de la fraccion “libre” y biodisponible del total de la sustancia quimica presente.
Diferentes sedimentos pueden diferir en cuanto a toxicidad en un factor de 10 o mas
para la misma concentracién total del metal. A la hora de realizar estimaciones
aproximadas del riesgo potencial de los metales en sedimentos y/o desarrollar
criterios de calidad de sedimentos para metales, es esencial identificar aquella fraccion
del metal total que es biodisponible. Algunas estimaciones incluyen la normalizacion
con arreglo al contenido en carbono organico, 6xidos de hierro y manganeso y
sulfuros, todos ellos componentes que reducen la biodisponibilidad de metales
pesados en los sedimentos
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Capitulo 7
PARTE EXPERIMENTAL Il.

BIOENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA MICROTOX®

Este capitulo describe la técnica utilizagda para evaluar la
toxicidad aguda de muestras ambientales como pueden ser efluentes
industriales, aguas naturales superficiales o subterréneas, lixiviados de
residuos solidos industriales, etc. mediante el sistema Microtox®. Se
trata de wun bioensayo normalizado que emplea como organismo
indicador una cepa liofilizada de la bacteria marina luminiscente
Vibrio fischeri ( Photobacterium phosphoreum ).

El ensayo se ha realizado siguiendo las directrices marcadas.
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7.1. INTRODUCCION

Los bioensayos permiten obtener datos reproducibles y representativos
referentes a la presencia de sustancias toxicas en muestras ambientales,
preferentemente vertidos liquidos industriales, residuos peligrosos, aguas naturales,
sedimentos, etc. En general, en un bioensayo se utilizan seres vivos como indicadores
de la toxicidad estudiando y determinando algunos efectos como son: mortalidad,
inhibicion enzimatica, inmovilizacién, inhibicion de la luminiscencia, alteraciones del
crecimiento, reproduccion, alteraciones del comportamiento o induccién enzimatica.

La politica medioambiental actual va encaminada a prevenir situaciones
desastrosas y antepone una accién preventiva, fijando limites maximos autorizados
por encima de los cuales el vertido no serd autorizado, o bien se clasificara el residuo
como toxico y peligroso y por tanto debera someterse a un tratamiento adecuado o
bien ser almacenado precautoriamente en un depdsito de seguridad. Las
investigaciones apuntan la necesidad de disponer de ensayos eficaces vy
representativos para determinar el efecto toxico potencial de los residuos sélidos y
vertidos liquidos sobre el medio receptor. Es también necesario que el ensayo sea
rapido y sencillo.

Durante los ultimos quince afnos se ha utilizado el bioensayo de toxicidad,
distribuido comercialmente como Microtox®, para evaluar la toxicidad de muestras
medioambientales. El sistema Microtox® es un bioensayo que examina la toxicidad
aguda de muestras medioambientales y compuestos puros basdndose en la reduccién
de la bioluminiscencia natural de la bacteria marina Vibrio fischeri en presencia de
agentes contaminantes. La toxicidad se expresa como la concentracion de agente que
produce la reduccién del 50% de la luminiscencia inicial (ECs).

El ensayo Microtox® es ampliamente utilizado por sus caracteristicas en cuanto
a sensibilidad, poder discriminante, reproducibilidad y facil aplicacién para
contaminantes organicos e inorgdnicos. Ademas resulta mas rapido y barato que otros
ensayos bioldgicos. Aunque Microtox® se aplicé inicialmente para medir la toxicidad
aguda de aguas naturales y residuales también es aplicable tanto a muestras sdlidas
(sedimentos y suelos) como a sus extractos acuosos.

Los ensayos de toxicidad aguda utilizando bacterias han adquirido esta gran
importancia en los Ultimos afios no sélo por las caracteristicas mencionadas
anteriormente, sino también debido a la correlacidon existente entre los resultados
obtenidos a través de estos ensayos y los bioensayos convencionales de amplia
utilizacién. Asi, para muchos compuestos y muestras, los datos de toxicidad obtenidos
con el ensayo Microtox® se corresponden bien con las toxicidades agudas obtenidas
con los ensayos de toxicidad estandar; por tanto, la toxicidad en Vibrio fischeri puede
aplicarse para predecir toxicidad para otros organismos acuaticos.
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De hecho, Microtox® es el ensayo que ha mostrado mayor sensibilidad y
correlacién con los resultados obtenidos en peces y en Daphnia, siendo desde 1984
una de las pruebas recomendadas por la EPA (Environmental Protection Agency), junto
con pruebas en dafnidos, en la evaluacion de la toxicidad aguda de muestras de agua.

Las normas europeas AFNOR T 90-320 y DIN 38412, la norma espafiola UNE-EN
ISO 11348 y la norma americana ASTM D 5660-95 definen el ensayo y describen el
método de andlisis, los reactivos y productos usados, |la especie bacteriana, el equipo
analitico necesario, la preparacion de las muestras y la interpretacion, validez y
expresion de los resultados del ensayo.

7.2. FUNDAMENTO DEL METODO MICROTOX®

El bioensayo bacteriano Microtox®, disefiado por Strategic Diagnostic Inc. (Azur
Environmental) se basa en monitorizar los cambios en las emisiones de luz natural de
una bacteria luminiscente, Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum).

Vibrio fischeri es una bacteria gran negativa, anaerobia facultativa, de la familia
Vibrionaceae cuya caracteristica mas representativa es la bioluminiscencia (produccion
de luz por parte de ciertos organismos vivos). Es importante destacar la estabilidad en
la emision de luz asi como la gran sensibilidad que presenta a una amplia variedad de
sustancias toxicas.

Las reacciones de emisién de luz en la mayoria de las bacterias involucran la
oxidacién de riboflavin fosfato reducido (FMNH,) en una larga cadena de un aldehido
con emision de luz verde-azulada, Amax = 490-505 nm. La reaccidon en conjunto se
muestra a continuacién:

EMNH, + O, + RCHO = EMN + H,0 + R-COOH + lV (490 nm)

Dicha reaccion estda catalizada por la enzima luciferasa bacteriana, una
heterodimérica (ap) flavin monooxigenasa.

En la siguiente figura (Figura 13) se esquematiza la reaccion de luminiscencia
bacteriana.
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cigreductasa

Luciferasa bacteriana

FIGURA 13. REACCION DE LUMINISCENCIA BACTERIANA

Flavin mononucleétido, FMN, junto con flavin adenin dinucleétido, FAD, son los
dos coenzimas que se derivan de la riboflavina (vitamina B,). De la reaccion anterior
gueda puesto de manifiesto que, en una bacteria luminosa, la forma reducida de FMN
(FMNH,) es un componente esencial de la reaccion de luminiscencia y FMNH, puede
ser suministrada in vivo por NAD (P)H y FMN mediante la siguiente reaccién
enzimatica, catalizada por flavin reductasa.

NAD(P)H + H" + FMN = NAD(P)" + FMNH,

FMNH, es oxidado rdpidamente por el oxigeno molecular para dar peréxido de
hidrogeno y FMN, segun el siguiente esquema: flavin reductasa es una flavoproteina
gue contiene un mol de FMN como grupo prostético por mol de enzima. Cuando NADH
se une a flavin reductasa, dos hidrogenos (electrones) son transferidos por una
reaccion enzimdatica a FMN para dar FMNH,, que se disocia inmediatamente de la
enzima. Bajo condiciones aerdbicas, FMNH, es rapidamente oxidado no
enzimaticamente por oxigeno molecular para dar peréxido de hidrogeno y FMN, que
se une al apoenzima (Figura 14).
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Flavin Reductasa

Flavin Reductasa

Flavin Reductasa

H0,

FIGURA 14. ESQUEMA DE REACCION DE FLAVIN REDUCTASA BAJO CONDICIONES AEROBIAS

Sin embargo, en bacterias luminosas, el FMNH, libre es utilizado para la
reaccidon de luminiscencia. Luciferasa bacteriana cataliza la reaccién de produccién de
la luz utilizando el citado FMNH,, oxigeno molecular y un aldehido alifatico.

En esta reaccidon, FMNH, libre se une a luciferasa, que es proporcionada por
flavin reductasa.

La reaccion de bioluminiscencia bacteriana esta ligada al sistema de transporte
de electrones en la respiracion celular y es indicativa del estado metabdlico de la
célula, de modo que una disminucion de la bioluminiscencia indica la disminucién de la
respiracion celular. Los contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos afectan a la
respiracion celular alterando el porcentaje de sintesis de proteinas y lipidos vy
modificando por tanto el nivel de emisién de luminiscencia.

En presencia de agentes contaminantes, la bioluminiscencia natural de Vibrio
fischeri disminuye y la toxicidad se expresa como concentracién efectiva 50 (CEsp):
concentracion del agente contaminante que produce una reduccion del 50% en la
emision de luz inicial.
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7.3.

INTERFERENCIAS

- Turbidez. En caso de aguas con gran turbidez, se debe centrifugar la
muestra a 4000 rpm durante 30 minutos., transferir el sobrenadante a un
nuevo recipiente limpio y etiquetado, y realizar el test con dicha fraccién de la
muestra.

- pH. Las bacterias son sensibles al pH, pero el efecto es minimo dentro
del rango 6 — 8.5. Siempre se debe el pH de la muestra, asi como la
temperatura, conductividad y salinidad.

- Oxigeno disuelto. No se requiere aireacion de la muestra. Bajos niveles

de oxigeno en agua no afecta a los resultados del test. La manipulacién normal
de las muestras, y las diluciones al 50 % con soluciones aireadas, se considera
suficiente para proveer de oxigeno adecuado para el test, a pesar de la
deficiencia de oxigeno en la muestra. Sin embargo la aireacién de la muestra
puede ser una opciodn si y solo si, el oxigeno disuelto en la muestra es < al 40 %
0 > al 100 % de la saturacion en aire.

- Color. Si la muestra posee calor, se realiza el test basico y se determina
la IC5o de la misma. Se debe comprobar si a esta concentracidon la muestra tiene
color visible.

- Muestras cloradas. Las bacterias, al igual que la mayoria de los

microorganismos, son sensibles al cloro. Para neutralizar el cloro residual en
una muestra de agua, se agrega una parte de la solucion stock de tiosulfato de
sodio (Na,S,03) a 100 partes de la muestra. De esta forma la concentracidn final
de tiosulfato de sodio en la muestra es de 100 mg/I. Solucidn stock de tiosulfato
de sodio: se pesan 1 g de Na,S,03 y agregar a 100 ml de diluyente.

7.4. APLICACIONES DEL METODO

El bioensayo Microtox® tiene aplicabilidad en muchos campos entre los que se

pueden citar:

- Efluentes de plantas de tratamiento de aguas.

- Evaluaciones de reduccion de la toxicidad y evaluaciones de identificacidon de
toxicidad.

- Monitoreo de aguas superficiales para la identificacion de fuentes
contaminantes.
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- Monitoreo de aguas de bebida para detectar contaminacién.
- Ensayos en sedimentos.

- Monitoreo y seguimiento de suelos contaminados en procesos de
remediacion.

- Monitoreo de biocidas en aguas industriales.

7.5. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS EVALUADAS

El ensayo tiene como finalidad determinar la toxicidad aguda de muestras de
distintos materiales plasticos. Se pretende comprobar si se produce o no migracién de
posibles téxicos desde el material hacia el liquido en contacto con él, lo cual se
determina midiendo la toxicidad del lixiviado mediante ensayo con Microtox®.

En concreto, se realiz el ensayo para 6 plasticos distintos, obtenidos todos ellos
mediante modificacién de polietileno de alta densidad por acciéon de aditivos en
distinta proporcion.

7.5.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
La preparacién de las muestras se realiza de la siguiente forma:

1) Se pesan 0.5 g de material plastico cortado a tiras y se introducen en
frascos de vidrio limpios y quimicamente inertes.

2) Se anaden 15 ml de agua destilada.

3) Se sella el recipiente herméticamente

De esta forma se preparan cuatro viales con cada tipo de plastico: uno de ellos
se almacena a temperatura ambiente y en contacto con la luz, el segundo se conserva
a temperatura ambiente sin contacto con la luz, el tercero se conserva en una nevera a
8°C aproximadamente y el cuarto en una estufa a 100°C. El tener muestras de un
mismo pldstico en cuatro ambientes diferentes nos permitird comprobar si la
temperatura afecta al proceso de degradacion del plastico y por tanto, afecta también
a la toxicidad del fluido en contacto con él. Se almacenaron las muestras durante un
periodo de aproximadamente 2 meses.
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FIGURA 15.A) MUESTRAS DE POLIMERO CONSERVADAS A T2 AMBIENTE, B) MUESTRAS EN ESTUFA

7.6. MATERIAL UTILIZADO

7.6.1. ANALIZADOR MIcrROTOX® 500

El Analizador Microtox® modelo 500 es un fotémetro de laboratorio con control
de temperatura (15 o 27°C) el cual mantiene el reactivo luminiscente bacteriano y las
muestras de ensayo a la temperatura adecuada para realizar el test.

Este instrumento mide la produccion de luz del reactivo bacteriano y cuenta con
la posibilidad de conectarlo a un ordenador para recoger, analizar y almacenar los
datos obtenidos.

FOTOGRAFIA 4. SISTEMA MICROTOX®
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A continuacién se describen detalladamente las partes del aparato:

| — B

A. INCUBATOR BLOCK. Se trata de 30 pocillos destinados a la incubacion, donde la
temperatura esta controlada. En ellos se colocan los viales en los cuales se ponen en
contacto las bacterias y el toxico.

B. REAGENT WELL. Pocillo con control de temperatura destinado a almacenar la
solucion bacteriana una vez reconstituida.

C. READ WELL. Pocillo de lectura. En él se introduce la cubeta de la que se quiere
conocer el dato de luminiscencia.

D. SET BUTTON. Sirve para la calibracion del aparato. El analizador se calibra
automadticamente en base a la luminiscencia emitida por las bacterias reconstituidas
que se encuentran en ese momento en el pocillo de lectura (C).

E. READ BUTTON. Es el botdn de lectura. Cuando una cubeta que contiene solucién
bacteriana se coloca en el pocillo de lectura y se pulsa este botdn, el analizador mide la
luz que emite la solucién.

F. WARNING AND INDICATIONS LIGHTS. Pantalla de avisos en la cual se indicara
situaciones como cuando esta listo el aparato o si la calibracién se ha realizado o no
correctamente.
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G. DIGITAL DISPLAY. Es la pantalla de lectura donde se leen los datos proporcionados
por el aparato cuando se introduce una cubeta en el pocillo de lectura y se pulsa READ.

H. Sistema de refrigeracion encargado de mantener los pocillos a la temperatura
adecuada.

|. Botdn de encendido/apagado, toma eléctrica a la red, selector de voltaje y salida que
permite conectar el equipo al ordenador.

J. Selector del modo de funcionamiento del aparato. Pueden configurarse tres modos
diferentes mediante este selector, en funcidn del fin del ensayo a realizar:

120 rmE
T e L
LINE Vs 5 . 1 pusg 100V | 120w azow Jaon
A3 440-200 VA MAX I A
- Mutatox® Genotoxicity Test (pulsador hacia arriba)
- Mutatox® Acute Toxicity Test (pulsador situado en el centro)

- Mutatox® Chronic Toxicity Test & ATP Test  (pulsador hacia abajo)

7.6.2.  VIALES DE ENSAYO Y MICROPIPETAS

Se utilizan tubos de ensayo (viales), fabricados con un material quimicamente
inerte, adecuados para el aparato utilizado y con una capacidad que facilite la lectura
sobre una superficie lo mas amplia posible y de un tamafio apropiado para su
colocacién en el bloque térmico.

Se utilizan micropipetas con capacidad nominal de 10, 2500 y 50000 pl, ademas
de jeringas de pldstico para extraer la muestra del vial donde se almacena.
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7.7. REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADAS

Los reactivos y soluciones utilizados en el ensayo son los comercializados por
AZUR Environmental para el ensayo de toxicidad con Microtox®. Se incluye una
descripcién de cada uno de ellos.

7.7.1. BACTERIAS DE ENSAYO

Se utiliza una cepa de bacterias luminiscentes perteneciente a la especie Vibrio fischeri
NRRL B-11177. Las suspensiones de bacterias utilizadas para las medidas de toxicidad
se preparan a partir de reactivos liofilizados disponibles comercialmente, que se
conservan en un congelador entre -18 oc y -20 OC. Las bacterias comienzan a emitir luz
inmediatamente después de su reconstitucidn y estan listas para su utilizacién en el
ensayo. (Ver ANEXO A. VIBRIO FISCHERI)

El reactivo se debe utilizar antes de una o dos horas después de haber sido
reconstituidas, ya que trascurrido ese tiempo la sensibilidad del reactivo es invariante.

7.7.2. SOLUCION DILUYENTE

Es una disolucion no téxica al 2% de NaCl utilizada para diluir la muestra y el
reactivo. Se puede mantener durante un afio a temperatura ambiente. Las bacterias
marinas que se utilizan en el ensayo necesitan una cierta presién osmética, que es
proporcionada con el 2% de la sal.

7.7.3. SOLUCION DE AJUSTE OSMOTICO

La solucién de ajuste osmatico (OAS) es una solucion de cloruro de sodio al 22%
de concentracion especialmente preparada.

Se utiliza para dar a las muestras una salinidad del 2% aproximadamente,
necesaria debido al origen marino de las bacterias utilizadas. La cantidad de OAS que
se debe anadir a la muestra es:

X ml de muestra - 0.1 = Y ml de OAS

Se asegura asi que la presién osmética sea la adecuada para que la bacteria se
mantenga viva. Un requisito fundamental para el test es la utilizacién de una solucién
de ajuste osmodtico que no cause ningun efecto toxico sobre la muestra.
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7.7.4. SOLUCION RECONSTITUYENTE

Se utilizada para realizar la reconstitucion de las bacterias que se encuentran
liofilizadas. Se utiliza como solucién reconstituyente agua ultrapura.

7.8. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

7.8.1. PREPARACION DE LA SUSPENSION MADRE. RECONSTITUCION DE LAS BACTERIAS

En primer lugar, se lleva a cabo la reconstitucién de las bacterias liofilizadas. Se
realiza su reconstitucion mediante la adicion de 1 ml de solucidn reconstituyente que
se mantiene fria. Se vierte el volumen de reconstituyente sobre las bacterias
liofilizadas en su propio vial, reduciendo de esta forma el dafio celular durante el
proceso de rehidratacién. Es importante que el agua se afiada de forma rapida, a fin de
permitir que las bacterias entren en contacto con el agua simultdneamente vy evitar asi
gue formen aglomerados y pierdan actividad.

La suspension de bacterias luminiscentes reconstituidas sirve de solucién
madre, que se traslada a un vial de ensayo y se situa en el pocillo correspondiente a
bacterias reconstituidas del equipo. No es recomendable utilizar la solucién bacteriana
una vez transcurridas 1 6 2 horas tras su reconstitucion ya que se pierde la sensibilidad
del reactivo y por tanto no se obtienen datos fiables.

FOTOGRAFIA 5. SOLUCION MADRE BACTERIANA
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7.8.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

Para realizar la preparacidon de la muestra, se toman 2.5 ml de la muestra
extrayéndola con la ayuda de una jeringuilla graduada.

Se coloca la muestra en una cubeta de ensayo a la que se afiaden
posteriormente 0.25 ml de solucion osmotica de ajuste, debido a que la bacteria es
marina y necesita la presién osmotica adecuada para mantenerse viva. Se coloca el vial
en el ultimo hueco de la primera fila (A5).

En los demas pocillos de la primera fila se colocan viales con 1 ml de solucién
diluyente y se realizan las diluciones de la muestra: se toma 1 ml de muestra
concentrada y se lleva al vial que estd justo a su izquierda y se va repitiendo esta
misma operacion en todos los viales menos en el ultimo, que se dejard como blanco.
Por tanto, la concentracién de muestra en cada uno serd, de derecha a izquierda: 90%,
45%, 22.5%, 11.25% y 0%.

Contro 1 ml 1 ml. 1 ml. Muestra concentrada

&N
Fila 1 O Q O O O

0% 11.2% 22,8% 45% 90% (concentracion buscada)

7.8.3. MEDIDAS A REALIZAR

En la segunda fila de pocillos se colocaran viales de ensayo con 0.5 ml de
solucidn diluyente en cada uno. A continuacién se afadiran 10 pL de solucion madre
bacteriana a cada vial.

Fila 2 O O O O O Bacterias reconstituidas

+10pd  +10pl +10pl  +10pl  +10ul
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Una vez transcurridos 15 minutos, se realizara la medida de la luminiscencia de
estos cinco viales obteniendo un valor de lp para cada uno de ellos. Debemos
comprobar que estos valores son préximos entre ellos.

Para realizar cada lectura, en primer lugar debemos calibrar el equipo. Para
ello, tomamos el primer vial al cual queramos medir su luminiscencia y lo introducimos
en el pocillo de lectura. Se pulsa el botén SET, y el equipo realizard la calibraciéon
automatica.

Si la calibracién se ha llevado a cabo correctamente, aparecera el icono verde
de READ en la parte derecha del display del equipo, que indica que se puede comenzar
a realizar las medidas. La calibracion se realiza sélo una vez al principio del ensayo.

Manteniendo el vial anterior en el pocillo de lectura, se pulsa el boton de READ,
y aparecerd en la pantalla el valor medido. De la misma forma, se introducen
sucesivamente los demas viales en el pocillo de lectura y se realizan las lecturas.

Una vez se tiene el valor de lp para los 5 viales de la fila 2, se trasvasan 0.5 ml de
las diluciones de la muestra de la fila primera al vial de la fila segunda situado justo
debajo.

Fila 1 O O O O

0,41111. 0.5 ml. 0. ml. 0.5 ml.

Fila2z () O O O

O—0
:

Asi, pondremos en contacto la solucién bacteriana con la muestra y, teniendo
como referencia Iy podremos determinar su efecto toxico. Se realiza la medida de
estos viales a los 5, 15 y 30 minutos después de afiadir la muestra (s, l15 y l30) y se
anota el valor obtenido en cada caso.

7.8.4. ENSAYOS DE ESTABILIDAD

Se han realizado 4 ensayos de estabilidad que, como ya se explicd
anteriormente, tienen como finalidad ver cémo evoluciona la emision de luz de la
solucidn bacteriana con el tiempo, sin que se vea afectada por la accidon de ningun
toxico.
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Para realizar estos ensayos, se ha procedido de la siguiente forma:

1) Se preparan 5 viales de ensayo con 0.5 ml de solucién diluyente en cada uno
de ellos, y se colocan en una de las filas del equipo.

2) Se ainaden a cada vial 10 pl de solucién bacteriana.

3) Transcurridos 15 minutos, se mide la emisién de luz de cada vial. Se anotan
los resultados.

4) De la misma forma, se realizan medidas de los 5 viales a intervalos periddicos
de tiempo (entre 5 y 10 minutos) y se van anotando los resultados en funcion
del tiempo.
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CALCULOS Y RESULTADOS I

En este capitulo se recogen los resultados obtenidos en el
ensayo de toxicidad aguda realizado por Microtox®.



Capitulo 8

8.1. EXPRESION DE LA TOXICIDAD DE UN CONTAMINANTE: ECsq

Un parametro tabulado en la literatura para expresar la toxicidad de distintos
contaminantes es la ECso. Se define como la concentracion nominal efectiva de
contaminante que reduce la intensidad de la emisién de luz de las bacterias un 50 %
tras 15 minutos en contacto con el contaminante.

Para el tratamiento de los datos y expresién de los resultados se utiliza el
programa MicrotoxOmni mediante el cual se obtienen dos valores de ECsg (alos 15y a

los 30 minutos). La media de ambos es el resultado final ECsg para el téxico analizado

Segln la regulacidon espafiola [BOE, Orden de 13 de octubre de 1989], un
residuo se caracteriza como ecotéxico, y por tanto peligroso, cuando el valor del

parametro ECso< 3000 mg/L.

Los resultados del ensayo de inhibicion de la bioluminiscencia se pueden
también expresar como unidades de toxicidad (UT), también llamadas Equitox. La
definicion de Equitox desarrollada en las disposiciones particulares de la evaluaciéon de
la contaminacién, en la norma AENOR T90-320, indica la necesidad de expresar los
resultados en esta unidad. Considerando que el numero de Equitox contenidos por
metro clbico de agua es igual a la inversa de la ECso expresada en %”

x100

Equitox/m” =
Cs

La expresidn de la ecotoxicidad en forma de Equitox/m3 evita la confusion que
se crea por la relacidn inversa existente entre un valor de ECsq bajo y su significado de
elevada toxicidad.

En los documentos adjuntos al proyecto, se recogen los informes generados por
el software MicrotoxOmni a partir de los datos obtenidos en los ensayos.

120



Cdlculos y resultados 11

8.2. RESULTADOS OBTENIDOS Y CONCLUSIONES

Se realizo la determinacion de la toxicidad de las siguientes muestras:

- 6 muestras conservadas a temperatura ambiente en contacto con la luz.

- 1 de las muestras conservadas en la nevera.

- 1 muestra almacenada a temperatura ambiente y oscuridad.

- 6 muestras conservadas en la estufa a 100°C.

.-Observaciones

- No se midio la toxicidad a todas las muestras preparadas (muestras

conservadas en la nevera y muestras a temperatura ambiente sin contacto con la luz)

ya que se observd que, tanto los resultados obtenidos para una de las muestras de

cada grupo anterior, como los resultados de las 6 muestras a temperatura ambiente en

contacto con la luz, mostraban una baja toxicidad.

- Se esperaba una mayor toxicidad de las muestras conservadas en la estufa

debido a la posible degradacion del material polimérico por accion de la temperatura

(aspecto que presentan las muestras tras 2 meses almacenadas a una temperatura de

100°C). Es por esto por lo que se decidid realizar la medida de la toxicidad de todas

ellas.

Se recogen a continuacion, de forma tabulada, los resultados de ECsp, a los 15 y

30 minutos, obtenidos para cada muestra analizada.

Muestra Material Conservacion ECs0(15min) EC50(30min)
1 Plasticon? 1 T2Ambiente/Luz 60% --
5 Plastico n2 2 T2Ambiente/Luz -- -
9 Plastico n? 3 T2Ambiente/Luz 55% 46%
13 Plastico n? 4 T2aAmbiente/Luz - -
17 Plastico n2 5 T2Ambiente/Luz - =
21 Plastico n2 6 T2Ambiente/Luz - -

TABLA 12. RESULTADOS MUESTRAS A TEMPERATURA AMBIENTE/LUZ

121



Capitulo 8

4 Plastico n2 1 Estufa 100°C 45% 37%
8 Plastico n2 2 Estufa 100°C 23% 19%
12 Plastico n? 3 Estufa 100°C 36% 33%
16 Plastico n? 4 Estufa 100°C 66% 55%
20 Plastico n? 5 Estufa 100°C 28% 33%
24 Pldstico n2 6 Estufa 100°C 63% 51%

TABLA 13. RESULTADOS MUESTRAS ESTUFA

.- Conclusiones

- La mayoria de los valores obtenidos para las muestras a temperatura
ambiente/luz no son validos: el programa muestra que no se puede realizar el calculo
de la ECso con los valores introducidos (ver documentos adjuntos al proyecto) Los datos
de luminiscencia tomados para el control durante el ensayo son muy préximos a los
gue se obtienen en los viales que contienen muestra, por lo tanto, no podemos
considerar las muestras como toxicas. Se aplica esto de igual forma a las muestras
conservadas en la nevera y las muestras a temperatura ambiente/sin luz es muy
similar.

- Las muestras conservadas en la estufa, tal y como se observa en la tabla
anterior, si presentan una mayor toxicidad. Teniendo en cuenta que un residuo se
caracteriza como peligroso cuando el valor del parametro ECso< 3000 mg/L, podemos
concluir que las muestras almacenadas a 100°C no se pueden considerar como
ecotoxicas o peligrosas.

- Se aprecia que la toxicidad de las muestras conservadas a alta temperatura es
mayor que la de las demas muestras. Esto confirma que la temperatura a la que han
sido almacenadas ha provocado cierta degradacion del plastico y por tanto ha
aumentado su toxicidad (aunque sin llegar a considerarse peligrosas).
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Anexo A

Vibrio fischeri is a gram-negative rod-shaped bacterium found globally in
marine environments. V. fischeri has bioluminescent properties, and is found
predominantly in symbiosis with various marine animals, such as the bobtail squid. It is
heterotrophic and moves by means of flagella. Free living V. fischeri survive on
decaying organic matter (see saprotroph). The bacterium is a key research organism
for examination of microbial bioluminescence, quorum sensing, and bacterial-animal
symbiosis.[zl It is named in honor of Bernhard Fischer, a german microbiologist.

A.1l. SCIENTIFIC CLASSIFICATION

Scientific classification

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gamma Proteobacteria
Order: Vibrionales

Family: Vibrionaceae

Genus: Vibrio

Species: V. fischeri
Binomial name

Vibrio fischeri
(Beijerinck 1889)
Lehmann & Neumann 1896

A.2. CELL STRUCTURE AND METABOLISM

Vibrio fischeri is an oxidase-positive, Gram-negative bacteria, composed of a
cell wall that consists of an outer membrane containing lipopolysaccharides, a
periplasmic space with a peptidoglycan layer, and an inner, cytoplasmic membrane
(Hoi Ho, et al.).

One of its most distinguishing characteristics, bioluminescence, is controlled by
a small set of genes known as the /ux operon.

Luminescence is a chemical reaction in which the enzyme, luciferase, oxidizes
organic compounds, such as long chain aldehyde and reduced flavin mononucleotide,
so as to release free energy in the form of blue-green light at 490nm. The reaction that
occurs in Vibrio fischeri is as follows: FMNH2 + RCHO + 02 --> FMN + RCOOH + H20 +
hv(490nm) (Davis, Aubrey).
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A.3. EcoLoGgY

The Hawaiian bobtailed squid, Euprymna scolopes, is a host for a population of
Vibrio fischeri cells that symbiotically colonize its internal light-emitting organ (image
courtesy of MJ McFall-Ngai).

Luminescent bacteria are found in free-living, symbiotic, saprophytic or
parasitic relationships. The symbiotic relationship between Euprymna scolopes, a small
Hawaiian squid, and Vibrio fischeri provides an example of specific cooperativity during
the development and growth of both organisms (Geszvain, K., and K. L. Visick). For
instance, once Vibrio fischeri cells utilize type IV pili to interact with the squid host,
maturation of the light organs begin. Vibrio fischeri are helpful to the squid, a
nocturnal forager, by erasing the shadow that would normally be seen as the moon's
rays strike the squid, protecting the squid from its predators. The squid, in turn,
provide the bacteria with shelter and a stable source of nutrients.

Quorum sensing bacterias help the regulation of the gene expression of Vibrio
Fisheri in response to changes in cell density. Quorum sensing bacteria produce and
release autoinducers. Autoinducers modify gene expression after a sudden change in
the cell population density. Quorum sensing bacteria relies upon the synthesis of a
signal molecule (N-acylhomoserine lactone or AHL). The protein Luxl synthesizes AHL.
Then, the AHL diffuses out the bacterial cells. Since, more bacteria are present, the cell
density increases. After stimulation, The LuxR AHL complex bind to the lux box causing
the activation of luminescence genes. V.fisheri exists at low cell densities when they
are free-living. On the contrary, V.fisheri has high cell densities when they are
colonising the light organ.
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A.4. PATHOLOGY

Among the Vibrio species that are capable of causing human disease, there are
two main groups: Vibrio cholerae infection and noncholera Vibrio infections. Vibrio
infections are often characterized as a foodborne disease due to consumption of
contaminated seafood, exposure of wounds to contaminated seawater, or injury
caused by shark and/or alligator bites (Finkelstein RA).

Infections associated with noncholera Vibrio species are gastroenteritis, wound
infection and septicemia, which is blood poisoning. Vibrio vulnificus is responsible for
causing septicemia. Several mechanisms contribute to the virulence of Vibrio
vulnificus. For instance, iron is an key growth factor. However, because it is not present
in humans, Vibrio vulnificus constructs siderophores that get their iron from transferrin
or lactoferrin and transport it to the bacteria. The inability to make siderophores
decreases the virulence of Vibrio vulnificus. Among all foodborne diseases, Vibrio
vulnificus infection is linked with the highest fatality rate.

Patient symptoms associated with gastroenteritis include diarrhea, abdominal
cramps, nausea, vomiting, headaches, bloody stools, etc. Symptoms associated with
noncholera wound infection include swelling, pain, erythema, bullae, and necrosis.
And symptoms associated with septicemia include fever, hypothermia, hypotension,
acute respiratory distress syndrome, and multiple organ dysfunction (Hoi Ho, et al.).

A.5. APPLICATION TO BIOTECHNOLOGY

The ability of Vibrio fischeri cells to produce bioluminescence results from the
expression of the lux operon.

The lux operon is a 9 kb fragment that consists of genes that code for the
subunits of luciferase (luxAB) and for enzymes (/luxCDE) that convert compounds to
oxidizable substrates. This 9 kb fragment includes all that is necessary to carry out the
functions of luminescence in other organisms such as E. coli. It has been found that
expression of luminescence is dependent on cell density and thus light is not seen
unless the bacteria are in high concentration, like in light emitting organs of fish and
squid. This phenomenon is known as quorum sensing.

The rationale behind quorum sensing has to do with the proteins encoded on
the lux operon. The lux operon is actually set up like two differently transcribed
operons. As mentioned before, luxA and luxB code for the subunits of the enzyme
luciferase. LuxCDE codes for enzymes that convert fatty acids into aldehydes which are
needed for the reaction to proceed.
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These genes, in addition to luxl and /uxG, make up one operon. Luxl is at the
head of this first operon and is responsible for the production of the autoinducer
protein, homoserine lactone. This is the molecule that is involved in sensing the
concentration of bacterium in a space. This protein can easily diffuse out of the cell,
and if Vibrio fischeri were found floating freely in the ocean, as is sometimes seen, this
auto inducer would diffuse out of the cell and float away. However, when in a
restricted space, it is forced to react with the protein produced from the second
operon, the regulator, luxR. This results in increasing the affinity of RNA polymerase to
the promoter region of the first operon and eventually producing luminescence
(Stevens AM, Greenberg EP). Luminescence is then used to measure the level of gene
expression in an organism.

A.6. CURRENT RESEARCH

In order for researchers to understand how Vibrio fischeri and its host,
Euprymna scolopes, communicate, they began to look for bacterial genes that were
involved in the colonization of the symbiotic light organ. They expected that Vibrio
fischeri mutants that were unable to reach high cell densities in the light organs would
also reveal deficiencies in their symbiotic luminescence levels. They were indeed
correct. They identified two mutants, KV712 and KV733, that had significant
colonization defects by screening a library of mutant Vibrio fischeri cells (Miyamoto,
M.C., Lin,H.Y., Meighen,A.E.). The similarity of the sequences between the gene
defective in KV712, also known as RscS (regulator of symbiotic colonization), and
sensory kinases allowed them to predict the role of RscS in the symbiosis. Researchers
believed that the periplasmic loop of RscS recognized the signal sent by the squid. The
signal was then transmitted to a response regulator protein(RscR), which in turn
functioned to increase the transcription of genes required for the symbiotic phase of
the Vibrio fischeri life cycle (Yip, E.S., et al.).

Currently, researchers are trying to find the critical time points during which
bacterial signaling occurs. In order to facilitate the process, they have constructed
cDNA libraries at these time points of both aposymbiotic and symbiont juveniles
(Visick, KL and MJ McFall-Ngai). They are now subtracting these libraries to determine
the gene expression brought about by interaction with Vibrio fischeri. Once potential
genes have been identified, they will then conduct further research concerning the
timing and location of gene expression in colonized host tissues.

Discoveries have been made that Vibrio fischeri de-regulates the expression of
the peroxidase gene in tissues where it acts as a beneficial symbiont and conversely
up-regulates the expression of the peroxidase gene in tissues where it is viewed as a
pathogen (Small, AL and MJ McFall-Ngai).

129



Anexo A

This illustrates the fact that some of the same genes are involved in the control
of beneficial and pathogenic associations. Therefore, it is the modulation of the genes
that describes the outcome of the relationship.
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Ensayo de Biodegradabilidad

TOMA DE DATOS VALORACIONES. PRUEBA n°1
Fecha-> 16.6.2011 // Hora - 18:00h // Tiempo de borboteo = 1 diay 6 horas

Muestra - Pldsticon?6 (1%)

Matraz VBz Va Vo VBt Ca Cs atx::Z:?;g)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
c 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs at:‘\:::?zlacc():lg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
c 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2

Fecha—> 17.6.2011 // Hora—> 12:00h //  Tiempo de borboteo = 18 horas

Muestra - Pldstico n® 6 (1%)

Matraz Vsz Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
C 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Trampa inicial 20 10 80 80 0,05 0,0125 0
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
C 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2

1 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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Fecha-> 20.6.2011 // Hora = 10:00 h

Muestra - Pldstico n 6 (1%)

// Tiempo de borboteo = 1 diay 22 horas

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Botella blanco 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va VBo VBt Ca Cs Masa 02
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
c 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 8,1 80 80 0,05 0,0125 8,36
Botella blanco 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4

Fecha > 21.6.2011 // Hora = 17:00 h

Muestra - Pldsticon?6 (1%)

// Tiempo de borboteo = 1 diay 7 horas

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
B 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
C 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Muestra - Blanco
Matraz Vsz Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
C 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Trampa inicial 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88

2 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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Fecha> 22.6.2011 // Hora = 10:00h // Tiempo de borboteo = 17 horas
Muestra - Pldstico n 6 (1%)

Masa CO2 atrapada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs
(mg)
A 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
C 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88

Muestra = Blanco

Masa CO2 atrapada

Matraz Vsz Va VBo Vst Ca Cs
(mg)
A 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
B 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88

Fecha-> 23.6.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo = 1 diay 8 horas

Muestra - Pldstico n® 6 (1%)

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa €02
atrapada (mg)
A 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
B 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
C 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Trampa inicial 20 10,2 80 80 0,05 0,0125 -0,88
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa €02
atrapada (mg)
A 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
B 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
c 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Trampa inicial 20 10 80 80 0,05 0,0125 0
Botella blanco 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88

3 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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Fecha> 27.6.2011 // Hora = 12:00h // Tiempo de borboteo = 3 diasy 18 horas

Muestra - Pldstico n? 6 (1%)

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 10 80 80 0,05 0,0125 0
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Botella blanco 20 10 80 80 0,05 0,0125 0

4 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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TOMA DE DATOS VALORACIONES. PRUEBA n® 2

1 // Fecha> 28.06.2011 // Hora > 17:00h // Tiempo de borboteo = 1 diay5 horas

Muestra = Muestra degradada

M 2
Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs asa CO
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Botella blanco 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Muestra = Blanco
M 2
Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs asa CO
atrapada (mg)
A 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
B 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76

2 // Fecha > 29.06.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo > 1diay 1 hora

Muestra = Muestra degradada

M 2
Matraz VBz Va VBo VBt Ca Cs asa CO
atrapada (mg)
A 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
B 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Muestra - Blanco
Matraz Vsz Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
B 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Cc 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44

5 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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3 // Fecha> 30.06.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo > 1dia

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44

4 // Fecha> 1.07.2011 // Hora > 11:00h // Tiempo de borboteo = 17 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
B 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
(o 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Botella blanco 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vst Ca Cs Masa CO2 atrapada
(mg)
A 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Botella blanco 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32

6 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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5 // Fecha > 4.07.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo = 3 diasy 7 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
C 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Botella blanco 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
B 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
C 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 10,1 80 80 0,05 0,0125 -0,44
Botella blanco 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52

6 // Fecha > 5.07.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo = 1 dia

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
c 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
c 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Botella blanco 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08

7 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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7 // Fecha > 6.07.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo = 1 dia

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
B 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Botella blanco 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
B 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
C 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Trampa inicial 20 10,2 80 80 0,05 0,0125 -0,88
Botella blanco 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64

8 // Fecha > 7.07.2011 // Hora > 19:00h // Tiempo de borboteo = 1diay 1 hora

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
c 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Trampa inicial 20 10 80 80 0,05 0,0125 0
Botella blanco 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
c 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Trampa inicial 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Botella blanco 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32

8 Toma de datos valoraciones. Pruebas




Ensayo de Biodegradabilidad

9 // Fecha - 8.07.2011 // Hora = 18:00h // Tiempo de borboteo = 23 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
C 20 9,7 80 80 0,05 0,0125 1,32
Trampa inicial 20 10 80 80 0,05 0,0125 0
Botella blanco 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
B 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
C 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Trampa inicial 20 10,5 80 80 0,05 0,0125 -2,2
Botella blanco 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52

10 // Fecha > 11.07.2011 // Hora = 12:00 h // Tiempo de borboteo = 2 diasy 16 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 10,5 80 80 0,05 0,0125 -2,2
B 20 10,5 80 80 0,05 0,0125 -2,2
Cc 20 10,8 80 80 0,05 0,0125 -3,52
Trampa inicial 20 11,1 80 80 0,05 0,0125 -4,84
Botella blanco | 20 11,2 80 80 0,05 0,0125 -5,28
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 10,4 80 80 0,05 0,0125 -1,76
B 20 10,6 80 80 0,05 0,0125 -2,64
Cc 20 11 80 80 0,05 0,0125 -4,4
Trampa inicial 20 11,2 80 80 0,05 0,0125 -5,28
Botella blanco 20 11,2 80 80 0,05 0,0125 -5,28

9 Toma de datos valoraciones. Pruebas




Ensayo de Biodegradabilidad

11 // Fecha > 12.07.2011 // Hora => 18:00 h // Tiempo de borboteo = 1 diay 6 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
B 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
C 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
B 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
C 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96

12 // Fecha > 13.07.2011 // Hora = 18:00 h // Tiempo de borboteo = 1 dia

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
B 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
C 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,3 80 80 0,05 0,0125 7,48
B 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
C 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Botella blanco 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08

10 Toma de datos valoraciones. Pruebas




Ensayo de Biodegradabilidad

13 // Fecha = 14.07.2011 // Hora - 18:00 h // Tiempo de borboteo = 1dia

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
C 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
B 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
C 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Botella blanco 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96

14 // Fecha > 15.07.2011 // Hora = 13:00 h // Tiempo de borboteo = 19 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
B 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
c 20 8,9 80 80 0,05 0,0125 4,84
Trampa inicial 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Botella blanco 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
B 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
c 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
Trampa inicial 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Botella blanco 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4

11 Toma de datos valoraciones. Pruebas




Ensayo de Biodegradabilidad

15 // Fecha > 18.07.2011 // Hora > 18:00h // Tiempo de borboteo = 3 diasy 5 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
B 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
C 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
B 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
C 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
Trampa inicial 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Botella blanco 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76

16 // Fecha > 19.07.2011 // Hora = 17:00 h // Tiempo de borboteo = 23 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
B 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
c 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Trampa inicial 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa 02
atrapada (mg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
c 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2

12 Toma de datos valoraciones. Pruebas



Ensayo de Biodegradabilidad

* _ADICION DEL AGAR

17 // Fecha > 20.07.2011 // Hora = 17:00 h // Tiempo de borboteo = 24 horas

Muestra - Muestra degradada

M 2
Matraz VBz Va VBo VBt Ca Cs asa CO
atrapada (mg)
A 20 6,8 80 80 0,05 0,0125 14,08
B 20 7,8 80 80 0,05 0,0125 9,68
C 20 8 80 80 0,05 0,0125 8,8
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
Muestra - Blanco
M 2
Matraz VBz Va VBo Vst Ca Cs asa CO
atrapada (mg)
A 20 7,8 80 80 0,05 0,0125 9,68
B 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
C 20 9,1 80 80 0,05 0,0125 3,96
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6

18 // Fecha > 21.07.2011 // Hora > 17:00 h // Tiempo de borboteo = 24 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vet Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 7 80 80 0,05 0,0125 13,2
B 20 7,9 80 80 0,05 0,0125 9,24
C 20 8,1 80 80 0,05 0,0125 8,36
Trampa inicial 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
Muestra - Blanco
Matraz Vsz Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 6,4 80 80 0,05 0,0125 15,84
B 20 7,5 80 80 0,05 0,0125 11
C 20 8 80 80 0,05 0,0125 8,8
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6

13 Toma de datos valoraciones. Pruebas



Ensayo de Biodegradabilidad

19 // Fecha - 22.07.2011 // Hora - 11:00 h // Tiempo de borboteo > 18 horas

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 7,3 80 80 0,05 0,0125 11,88
B 20 7,7 80 80 0,05 0,0125 10,12
C 20 8,6 80 80 0,05 0,0125 6,16
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 7,7 80 80 0,05 0,0125 10,12
B 20 8,3 80 80 0,05 0,0125 7,48
C 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
Trampa inicial 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Botella blanco 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6

20 // Fecha > 25.07.2011 // Hora = 17:00 h // Tiempo de borboteo = 78 h

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 6,8 80 80 0,05 0,0125 14,08
B 20 7,9 80 80 0,05 0,0125 9,24
c 20 8,5 80 80 0,05 0,0125 6,6
Trampa inicial 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 7,3 80 80 0,05 0,0125 11,88
B 20 7,9 80 80 0,05 0,0125 9,24
c 20 8 80 80 0,05 0,0125 8,8
Trampa inicial 20 9,6 80 80 0,05 0,0125 1,76
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2

14 Toma de datos valoraciones. Pruebas



Ensayo de Biodegradabilidad

21 // Fecha = 26.07.2011 // Hora - 17:00 h // Tiempo de borboteo = 24 h

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
B 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
C 20 9,4 80 80 0,05 0,0125 2,64
Trampa inicial 20 9,8 80 80 0,05 0,0125 0,88
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
B 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
C 20 9,3 80 80 0,05 0,0125 3,08
Trampa inicial 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44
Botella blanco 20 9,9 80 80 0,05 0,0125 0,44

22 // Fecha > 27.07.2011 // Hora = 18:00 h // Tiempo de borboteo = 25 h

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 8,3 80 80 0,05 0,0125 7,48
B 20 8,8 80 80 0,05 0,0125 5,28
c 20 8,3 80 80 0,05 0,0125 7,48
Trampa inicial 20 9,2 80 80 0,05 0,0125 3,52
Botella blanco 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72
Muestra = Blanco
Matraz Vez Va VBo Vst Ca Cs Masa €02
atrapada (mg)
A 20 8,1 80 80 0,05 0,0125 8,36
B 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
c 20 8,2 80 80 0,05 0,0125 7,92
Trampa inicial 20 9 80 80 0,05 0,0125 4,4
Botella blanco 20 8,7 80 80 0,05 0,0125 5,72

15 Toma de datos valoraciones. Pruebas



Ensayo de Biodegradabilidad

23 // Fecha - 28.07.2011 // Hora - 18:00 h // Tiempo de borboteo = 24 h

Muestra - Muestra degradada

Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 7,5 80 80 0,05 0,0125 11
B 20 7,6 80 80 0,05 0,0125 10,56
C 20 7,8 80 80 0,05 0,0125 9,68
Trampa inicial 20 8,3 80 80 0,05 0,0125 7,48
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2
Muestra - Blanco
Matraz Vez Va Veo Vet Ca Ce Masa CO2
atrapada (mg)
A 20 7,7 80 80 0,05 0,0125 10,12
B 20 7,9 80 80 0,05 0,0125 9,24
C 20 7,9 80 80 0,05 0,0125 9,24
Trampa inicial 20 8,4 80 80 0,05 0,0125 7,04
Botella blanco 20 9,5 80 80 0,05 0,0125 2,2

16 Toma de datos valoraciones. Pruebas
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

TOMA DE DATOS

- OBSERVACIONES GENERALES

1. Tener en cuenta que en la plantilla de toma de datos los pocillos estdn
representados al revés: comenzando desde el pocillo 5 hasta el 1, de derecha a
izquierda (de la solucion con mayor concentracion de muestra hasta el blanco).

2. Tener en cuenta los ensayos de estabilidad realizados a las bacterias.




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 28.02.2011

Numero (n?) 1

HORA RECONSTITUCION

Peso 0.48 g BACTERIAS 12:00h

Conservacion | T2 Ambiente/Luz

Observaciones

muestra
Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (12:22 h)
LINEA 2 @ (12:27 h)
LINEA 3 @ @ @ @ (12:32 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (13:07 h)
LINEA 2 @ (13:12 h)
LINEA 3 @ @ (13:17 h)




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (13:25 h)
LINEA 2 @ @ (13:30h)
LINEA 3 @ (13:35 h)
OBSERVACIONES

* Se ha derramado una gota del vial al agitar.

1- El paso de la columna 2 a la 3 (en la medida de |35 y |3p) deberia aumentar la luz emitida.




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 01.03.2011

Numero (n?) 2

HORA RECONSTITUCION

Peso BACTERIAS 10:45h

Conservacion | T2 Ambiente/Luz

Observaciones

muestra
Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (11:10 h)
LINEA 2 @ @ @ (11:15 h)
LINEA 3 @ (11:20 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (11:48 h)
LINEA 2 (11:53 h)
LNEA 3 (11:58 h




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 (12:03 h)
LINEA 2 @ (1208 h)
LINEA 3 (12:13 h)

OBSERVACIONES




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 03.03.2011

Numero (n?) 3

HORA RECONSTITUCION

Peso 0.44g BACTERIAS 17:50h

Conservacion | T2 Ambiente/Luz

Observaciones

muestra
Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 (18:05 h)
LINEA 2 (18:10 h)
LINEA 3 (18:15 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 (18:35 h)
LINEA 2 @ (18:40 h)
LINEA 3 @ (18:45 h)




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (18:50 h)
LINEA 2 @ @ (18:55 h)
LINEA 3 @ @ (19:00 h)
OBSERVACIONES

--- Lectura no vdlida: he trasvasado 1 ml del vial de la fila 1 al vial de la fila 2 (en realidad hay
que trasvasar 0.5 ml).




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 03.03.2011

Numero (n?) 4

HORA RECONSTITUCION

Peso 0.44g BACTERIAS 17:50h

Conservacion | T2 Ambiente/Luz

Observaciones

muestra
Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 (19:30 h)
LINEA 2 @ (19:35 h)
LINEA 3 @ @ (19:40 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (19:50 h)
LINEA 2 (19:55 h)
LNEA 3 @ (2000 h)




10
Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (20:05 h)
LINEA 2 @ (20:10 h)
LINEA 3 (20:15 h)
OBSERVACIONES

1- Vemos como la emision de luz no disminuye claramente al afiadir el lixiviado.
2- El blanco experimenta practicamente la misma disminucion.

3- No hay diferencia clara entre l;5 y I3, por lo que la disminucidn de luz se produce en los
primeros 15-20 min tras afadir el lixiviado.




Muestra

Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Fecha Ensayo: 04.03.2011

11

Numero (n?)

Peso

HORA RECONSTITUCION
BACTERIAS

11:00 h

Conservacion

T2 Ambiente/Luz

Observaciones
muestra

Medida Iy

LINEA 1

LINEA 2

LINEA 3

Medida 15
LINEA 1

LINEA 2

LINEA 3

(o]

OO ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ©®-

OO ®-
OO0 ©®-
OO0 ©®-
OO0 ®-

(11:35 h)

OO0 ®-

(11:57 h)

OO0 ©®-
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (12:12 h)
= O O00O0
w O O OO O
OBSERVACIONES

1- En este ensayo sélo he realizado una linea porque se espera que la muestra no aporte
datos significativos como para afirmar que es tdxica (las demds muestras estudiadas
anteriormente no parecen afectar de manera clara a la emision de luz).

2- Los datos obtenidos no son, como se esperaba, nada significativos, siendo la disminucién
de luz para las distintas concentraciones parecida a la que se produce en el blanco.

3- En la lectura de I3g se obtiene un valor de emisidn de luz del blanco menor que el obtenido
en alguno de los viales a los que se les ha afiadido la muestra diluida (no tiene sentido).
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 04.03.2011

Numero (n?) 6

HORA RECONSTITUCION

Peso BACTERIAS 11:00h

Conservacion | T2 Ambiente/Luz

Observaciones
muestra

Medida |

LINEA 1 (11:40 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO0 ®-
OO0 -
OO0 ®-
OO0 ®-
OO ®-

Medida |5

LINEA 1 (12:02 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO ®-
OO0 ©®-
OO0 ©®-
OO0 ®-
OO0 ©®-
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ (12:17 h)
= OO 000
w O O OO O
OBSERVACIONES

1- El ensayo de esta muestra se ha realizado a la vez que el ensayo de la muestra 17.

2- Observacion 1 (muestra 17).
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 04.03.2011
Numero (n9) 2
HORA RECONSTITUCION
Peso 045g BACTERIAS 11:00h
Conservacion Nevera/ T2 =

Observaciones
muestra

Medida |

LINEA 1 (12:38 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-

Medida |5

LINEA 1 (13:05 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
LINEA 1 (13:20 h)

LINEA 2

LINEA 3

00 ®-
OO0 ©:
OO0 ®-
OO0 ©®-
OO0 ®-

OBSERVACIONES

1- Los viales utilizados sos reutilizados (lavados del ensayo anterior).

2- Observacion 1 (muestra 17).
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 04.03.2011

Numero (n?) 2

HORA RECONSTITUCION

Peso BACTERIAS 11:00h

Conservacion | T2 Ambiente/Sin luz

Observaciones
muestra

Medida |

LINEA 1 (12:45 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ®-
00 ®-
OO0 ©®-

Medida |5

LINEA 1 (13:15 h)

LINEA 2

LINEA 3

OO0 ®-
OO0 -
OO0 ©®-
OO0 ®-
OO0 ®-




18
Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
LINEA 1 (13:30 h)

LINEA 2

LINEA 3

O 0 ©-
OO0 ©:
OO0 ®-
OO0 ®-
OO0 ©®-

OBSERVACIONES

1- Ensayo realizado en paralelo con el de la muestra anterior.

2- No hay practicamente diferencia entre la disminucidn de luz del blanco y la de las diferentes
concentraciones de muestra.

3- Observacion 1 (muestra 17).
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 17.03.2011

Numero (n?) 1

HORA RECONSTITUCION

14:00 h

Conservacion | Estufa/ T2 = 100 °C

Observaciones | _ Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.

muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presién en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (14:50 h)
LINEA 2 (14:55 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (15:15 h)
LINEA 2 @ (15:20 h)
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (15:30 h)
LINEA 2 @ @ @ (15:35 h)

OBSERVACIONES

(*) La linea 3 no la he realizado en paralelo ala 1y 2, como suelo hacer normalmente.
Olvidé apuntar la hora a la que medi esta linea, pero se ven claramente unos valores
menores: con el tiempo las bacterias van perdiendo luz por si mismas.

- Obtengo valores mas cercanos a lo esperado.

Para esta muestra y sélo con la linea nimero 3, he realizado la medida Is.

5 4 3 2 1

(=)
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 17.03.2011

Numero (n?) 2

HORA RECONSTITUCION

14:00 h

Conservacidon | Estufa/ T2 =100°C

Observaciones | - Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.
muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presidn en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida |y
5 4 3 2 1
w OO OO0 O
Medida ;s
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (17:15 h)
SNONONO
w OO OO O
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ @ (17:30 h)
LINEA 2 @ (17:35 h)
e OO OO0
OBSERVACIONES

1- == Estas lecturas las voy a considerar no validas porque es imposible que haya una
disminucion del nivel de luz tan grande en el vial correspondiente al blanco. Creo que
no he cometido ningun error al hacer las disoluciones, aunque supongo que en algo
he fallado durante el proceso.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 18.03.2011

Numero (n?) 3

HORA RECONSTITUCION

10:50 h

Conservacidon | Estufa/ T2 =100°C

Observaciones | - Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.
muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presidn en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida |y
5 4 3 2 1
oNCLe
SONONG
w OO OO O
Medida ;s
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (11:46 h)
SNONO (D e
w OO OO O
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (12:01 h)
LINEA 2 @ @ (12:01 h)
= O O O00O
OBSERVACIONES

1- Los valores en la columna 2 son menores de lo esperado. Creo que es debido a que
he puesto menos de 10 ul de bacterias ya que la medida de |y es también mas baja de
lo normal.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 18.03.2011

Numero (n?) 4

HORA RECONSTITUCION

10:50 h

Conservacidon | Estufa/ T2 =100°C

Observaciones | - Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.
muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presidn en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida |y
5 4 3 2 1
®
w OO OO O
Medida ;s
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (12:55 h)
SN ONONONGROLS
w OO OO O
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ (13:10 h)
LINEA 2 @ (13:10 h)
w OO OO O

OBSERVACIONES

1- Se observa un AUMENTO de la luz emitida por el blanco. No sé a qué puede ser debido.
(émala lectura de Ig?)

2- Ademas, en las columnas 3 y 4, la luz no disminuye al aiadir la disolucién de la muestra,
sino que se mantiene o incluso aumenta un poco.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 21.03.2011

Numero (n?) 5

HORA RECONSTITUCION

17:30 h

Conservacidon | Estufa/ T2 =100°C

Observaciones | - Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.
muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presidn en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida |y
5 4 3 2 1
LINEA 2 @ (18:05 h)
w OO OO O
Medida ;s
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (18:30 h)
@ @ ol
w OO OO0 O
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ (18:45 h)
LINEA 2 @ @ @ (18:45 h)
e OO OO0

OBSERVACIONES
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Muestra Fecha Ensayo: 21.03.2011

Numero (n?) 6

HORA RECONSTITUCION

17:30 h

Conservacidon | Estufa/ T2 =100°C

Observaciones | - Algunas partes de la muestra (sobre todo los bordes) tienen color marrén.
muestra - Dejo enfriar el vial unos 20 min antes de extraer la muestra.

- Hay mas presidn en el interior del vial (T2): tapdn curvado hacia arriba.

Medida |y
5 4 3 2 1
w OO OO O
Medida ;s
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ @ (19:35 h)
SNONO (D o
w OO OO O
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida lso
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ (19:50 h)
LINEA 2 @ @ (19:50 h)
e OO OO0

OBSERVACIONES




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

TOMA DE DATOS DEL
ESTANDAR
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo con estandar (n°1) /|  FechaEnsayo: 14.02.2011

Estdndar de ZnSO,- 7 H,0

Concentracion = 10 mg/I

5 4 3 2 1
s () (O
5 4 3 2 1
T ORORORO
5 4 3 2 1
war OO0 O

OBSERVACIONES

- Estandar demasiado concentrado: altamente téxico para las bacterias.

- Estandar tomado directamente de la disolucién inicial de sulfato de cinc heptahidratado.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo con estandar (n°2) /| FechaEnsayo: 14.02.2011

Estdndar de ZnSO,- 7 H,0

Concentracion = 1 mg/|

5 4 3 2 1

s Q
5 4 3 2 1
T ORORORO
5 4 3 2 1
was O OO0 O

OBSERVACIONES

- Estandar demasiado concentrado: altamente toxico.

- Estandar preparado tomando 1 ml de la disolucidn inicial de sulfato de cinc de concentra-
cién 10 mg/l y anadiendo 9 ml de diluyente.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo con estandar (n°3) /|  FechaEnsayo: 22.02.2011

Estdndar de ZnSO,- 7 H,0

Concentracion = 0.2 mg/I

5 4 3 2 1
s () O
5 4 3 2 1
T ORORORO
5 4 3 2 1
war OO0 O

OBSERVACIONES

- Las bacterias utilizadas para realizar el ensayo llevaban reconstituidas aproximadamente
1 hora y 15 min. De ahi que los valores de | no sean muy elevados.

- La disolucion de estandar se ha preparado tomando 0.2 ml del estandar inicial (10 mg/l) y
completando hasta 10 ml con solucién diluyente. Por lo tanto obtengo una disolucion de
concentracién 0.2 mg/I.

- El blanco ha disminuido considerablemente en el tiempo transcurrido entre la medida de
loy |15 (aproximadamente unos 30 minutos).
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo con estandar (n°4) [/  FechaEnsayo: 22.02.2011

Estdndar de ZnSO,- 7 H,0

Concentracion = 0.1 mg/I

5 4 3 2 1
s o
5 4 3 2 1
wen (D O OO
5 4 3 2 1
war OO0 O

OBSERVACIONES

- Muestra preparado tomando 0.1 ml de la disoluciéon estandar inicial (10 mg/I) y completan-
do hasta 10 ml con solucion diluyente.

- Las bacterias utilizadas en el ensayo han sido reconstituidas aproximadamente 1 horay
45 minutos antes de realizarlo.

- En este caso, a diferencia que en el ensayo con estdndar n23, la medida del blanco pode-
mos considerarla estable a lo largo del tiempo. Creo que puede ser debido a que las bacterias
llevan reconstituidas entre casi dos horas.
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo con estandar (n®5) /|  FechaEnsayo: 25.02.2011

Estdndar de ZnSO,- 7 H,0

Concentracion = 0.01 mg/I -- Reconstitucién bacterias -- 11:15 h
Medida Iy
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (12:22 h)
LINEA 2 (12:27 h)
LINEA 3 @ (12:32 h)
Medida 15
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ (00:00 h)
LINEA 2 @ @ (00:00 h)
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Medida I39
5 4 3 2 1
LINEA 1 @ @ @ @ (00:00 h)
S ONONORORGE.
LINEA 3 @ @ @ @ (00:00 h)
OBSERVACIONES

- Cuando se ha hecho la medida de I, las bacterias llevaban reconstituidas unos 20-25 min.

- En este caso las bacterias no llevaban mucho tiempo reconstituidas pero he
obtenido valores no muy altos y bastante préximos entre si, comparados con los obtenidos
en otros ensayos.

- La muestra la he preparado tomando 0.01 ml del estandar inicial (10 mg/I) y completando
hasta 10 ml con la disolucién diluyente.

- Otra vez se observa una gran caida de luz en el blanco.

- Este ensayo lo he realizado por triplicado porque se observa mejor la accion del estandar.




Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

ENSAYOS DE
ESTABILIDAD EN LA
EMISION DE LUZ
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Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo de estabilidad (n®1) [/ FechaEnsayo: 14.02.2011

Vial
5 4 3 2 1
Tiempo
15 min 96 95 83 80 104
17 min 92 96 79 79 95
19 min 87 92 74 73 93
21 min 86 90 72 73 88
23 min 83 88 70 72 85
25 min 82 85 72 70 85
27 min 80 85 71 70 85
29 min 80 85 70 70 85
31 min 77 83 67 69 84
33 min 78 82 67 69 85
35 min 77 81 67 70 83
40 min 72 77 64 66 79
Ensayo Estabilidad (n21)
100 ?\
90
o 20 —4—\/ial 1
E ——Vial 2
g 70 .
=e=Vial 3
60 —><=Vial 4
50 —¥=Vial 5
40 . . . . . . . . . . . . .

15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41
Tiempo (min)

* Bacterias reconstituidas aproximadamente 20 minutos antes de realizar el ensayo.




Tiempo (min)

TOMA DE DATOS | 40
Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos
Ensayo de estabilidad (n22) [/ FechaEnsayo: 22.02.2011
5 4 3 2 1
15 min 89 76 79 80 86
20 min 90 60 58 64 60
25 min 74 57 62 60 58
30 min 71 54 57 58 56
35 min 67 50 54 56 54
40 min 66 50 53 67 58
45 min 64 49 50 59 56
60 min 56 53 53 47 47
Ensayo Estabilidad (n22)
100
90
80
\\\& —o—Vial 1
o
2 70 - Vial 2
Q
g \W\ —4—Vial 3
60 \K =>é=\Vial 4
=3t=\/ial 5
50
40 T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

* Bacterias reconstituidas aproximadamente 20 minutos antes de realizar el ensayo.




TOMA DE DATOS | 41
Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

Ensayo de estabilidad (n©3) [/ FechaEnsayo: 28.02.2011

Vial
5 4 3 2 1
Tiempo
15 min 49 42 47 45 48
20 min 48 49 48 44 48
25 min 49 48 48 45 50
30 min 47 50 50 47 47
35 min 47 45 49 44 45
40 min 46 45 48 41 44
Ensayo Estabilidad (n23)
70
65
60
55 —o—Vial 1
e
> .
g 50 A — —I—VTaIZ
45 =fe=Vial 3
—>é=Vlial 4
40
==\/ial 5
35
30 T T T T T
15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

* Bacterias reconstituidas aproximadamente 1 hora y 30 minutos antes realizar el ensayo.




Ensayo de estabilidad (n2 4)

TOMA DE DATOS | 42

Ensayo Microtox: Determinacion de la toxicidad de materiales plasticos

/]

Fecha Ensayo: 01.03.2011

Tiempo (min)

Vial
5 4 3 2 1
Tiempo
15 min 42 40 32 42 46
20 min 42 41 29 43 44
25 min 39 38 28 40 43
30 min 39 38 28 41 42
35 min 38 37 29 41 42
40 min 38 38 29 41 43
Ensayo Estabilidad (n24)
55
50
45 O
“ & —————— |
© —— T —4—Vial 1
235 ~B-Vial 2
5 30 ‘\x — - e Vial 3
—— —— ——Vial 4
% =i=\/ial 5
20
15 ] ; ] ; :
15 20 25 30 35 40

* Bacterias reconstituidas aproximadamente 1 hora y media antes de realizar el ensayo.




Date: 17/09/2011 07:09

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample estandar 0.01

Toxicant: -
Reagent Lot no.: -

MicrotoxOmni Test Report

Test description: Estandar 0.01 mg/1
Test name: Estandar 0.01 mg/1
Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

100+

101

Gamma

% effect

0,1

Concentration

@15 A 30 / Fit

Sample

Control

Control
1

0NN W kW

Conc
0.000
0.000
11.00
11.00
22.00
22.00
45.00
45.00
90.00
90.00

Io
60,00
58,00
56,00
56,00
54,00
47,00
56,00
46,00
62,00
52,00

Plot of %Effect vs Concentration

15 Mins Data:

It Gamma
44,00 0.0000 #
43,00 0.0000 #
17,00 1.000 #
21,00 0.0000 #
11,00 2.000 #
13,00 1.000 #
8,00 4.000 #
10,00 2.000 #
14,00 2.000 #
10,00 2.000 #

100+
y 2 4 -
| = 5# A
75 B3% me# B
m1 P4
50+ m2#
25+
0 : : : : |
0 20 40 60 80 100
Concentration
B 15 A 30
30 Mins Data:
% effect It Gamma % effect
42,00 0.0000 #
44,00 0.0000 #
58.00% 5,00 7.000 87.00%
49.00% 7,00 4.000 82.00%
72.00% 3,00 12.00 92.00%
62.00% 4,00 7.000 88.00%
80.00% 2,00 19.00 95.00%
70.00% 3,00 10.00 91.00%
69.00% 7,00 5.000 84.00%
73.00% 3,00 11.00 92.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:11.00% (95% confidence range: 4.000 to 35.00)

95% Confidence Factor: 2.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000
Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.

Highest % effect: 95.00%

There is no QA data available for this test.



Signature:

Printed: 17/09/2011 07:27



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:05

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 1

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: -

Test name: Sample 1

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration

1 B8 100
N =
A 1
) n N 75
g B4y 6itA §
§ 0,14 A 5 507 m 54
= N m7i
25+ A
=
024 o 6# 4 ¥
0,01 : | 0 Asr : : |
1 10 100 0O 20 40 60 80 100
Concentration Concentration
| @15 A30 /Fit | | m15 A3 |
15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 75,00 44,00 0.0000 # 41,00 0.0000 #
Control 0.000 72,00 44,00 0.0000 # 43,00 0.0000 #
1 11.00 82,00 40,00 0.0000# 18.00% 35,00 0.0000# 25.00%
2 11.00 69,00 34,00 0.0000# 17.00% 33,00 0.0000# 16.00%
3 22.00 75,00 44,00 2.000* 2.000% 41,00 4.000 * 4.000%
4 22.00 80,00 41,00 0.0000# 14.00% 44,00 3.000 * 3.000%
5 45.00 87,00 28,00 0.0000# 46.00% 36,00 0.0000# 27.00%
6 45.00 74,00 39,00 0.0000# 11.00% 37,00 0.0000# 12.00%
7 90.00 68,00 27,00 0.0000# 33.00% 34,00 0.0000# 12.00%
8 90.00 69,00 33,00 0.0000# 20.00% 36,00 9.000# 8.000%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:65.00% (95% confidence range: 8.000 to 509.0)
95% Confidence Factor: 7.000

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000

Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:6.000% (95% confidence range: 0.0000 to 194.0)
95% Confidence Factor: 30.00

EC50 value was calculated from extrapolated data.



Estimating Equation:LOG C =-1.000 x LOG G +0.0000
Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000

Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:45



Date: 17/09/2011 06:32

Test Protocol: Basic Test
Sample: Sample 4
Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 4
Test name: Sample 4

MicrotoxOmni Test Report

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

101

Gamma

% effect

0,1
10

Concentration

| B 15 A 30 / Fit

Sample

Control

Control
1

0NN W kW

Conc
0.000
0.000
11.00
11.00
22.00
22.00
45.00
45.00
90.00
90.00

Io
99,00
104,00
91,00
99,00
95,00
100,00
75,00
99,00
93,00
99,00

Plot of %Effect vs Concentration

100+
75+
B
50 64
A
Kt
257 Ba2#
0 1 : : 1 |
0 20 40 60 80 100
Concentration
[ m15 A3 |
30 Mins Data:

15 Mins Data:

It Gamma
72,00 0.0000 #
80,00 0.0000 #
54,00 0.0000 #
58,00 0.0000 #
48,00 0.0000 #
48,00 0.0000 #
28,00 1.000 #
38,00 0.0000 #
23,00 2.000 #
27,00 1.000 #

% effect

20.00%
21.00%
32.00%
35.00%
50.00%
48.00%
66.00%
63.00%

It Gamma % effect
73,00 0.0000 #
75,00 0.0000 #
49,00 0.0000# 26.00%
54,00 0.0000# 25.00%
45,00 0.0000# 35.00%
43,00 0.0000# 41.00%
26,00 1.000# 52.00%
33,00 1.000# 54.00%
21,00 2.000# 69.00%
23,00 2.000# 68.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:45.00% (95% confidence range: 42.00 to 48.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):0
Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

.0000

EC50 Concentration:37.00% (95% confidence range: 35.00 to 41.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:36



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:12

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 5

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 5

Test name: Sample 5

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration Plot of %Effect vs Concentration
1T 100+
75+
< S
g E ao 50+
= o
6] X O3
o 25,,
2’ ms * @3 ms 2
0 6% 1 |
o | B840 60 80 100
10 100 25k
Concentration Concentration
[ m15 A3 | [ m15 A3 |
15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 76,00 56,00 0.0000 # 41,00 0.0000 #
Control 0.000 69,00 43,00 0.0000 # 39,00 0.0000 #

1 11.00 73,00 53,00 -6.000 * -6.000% 43,00 -6.000 * -6.000%
11.00 71,00 49,00 -1.000 * -1.000% 41,00 -4.000 * -4.000%
22.00 85,00 48,00 0.0000 16.00% 40,00 0.0000 14.00%
22.00 76,00 54,00 -4.000* -4.000% 43,00 -2.000 * -2.000%
45.00 75,00 44,00 0.0000 13.00% 42,00 -1.000 * -1.000%
45.00 72,00 49,00 -7.000 * -7.000% 40,00 -5.000 * 0.0000%
90.00 84,00 41,00 0.0000 28.00% 41,00 0.0000 11.00%
90.00 75,00 36,00 0.0000 29.00% 35,00 0.0000 15.00%

0NN W kW

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Satistical calculations could not be performed on the 15 Mins data.
Highest % effect: 29.00%

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.
Highest % effect: 15.00%

There is no QA data available for this test.

Signature:




Printed: 17/09/2011 07:44



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:35

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 8

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 8

Test name: Sample 8

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration Plot of %Effect vs Concentration
100+ 100+ A
il A
RE & B
g § A O 6#
: S s A
O x| A#
4.3
25+
0,1 | 0 | | | | |
10 100 0 20 40 60 80 100
Concentration Concentration
| @15 A 30 / Fit | [ m15 A3 |
15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 62,00 60,00 0.0000 # 59,00 0.0000 #
Control 0.000 64,00 60,00 0.0000 # 62,00 0.0000 #
1 11.00 66,00 40,00 0.0000# 36.00% 37,00 0.0000# 41.00%
2 11.00 64,00 41,00 0.0000# 32.00% 38,00 0.0000# 38.00%
3 22.00 61,00 28,00 1.000# 51.00% 24,00 1.000# 59.00%
4 22.00 61,00 31,00 0.0000# 46.00% 28,00 1.000# 52.00%
5 45.00 60,00 17,00 2.000# 70.00% 13,00 3.000# 77.00%
6 45.00 59,00 22,00 1.000# 60.00% 19,00 1.000# 66.00%
7 90.00 62,00 14,00 3.000# 76.00% 12,00 3.000 # 79.00%
8 90.00 58,00 14,00 2.000# 74.00% 3,00 17.00# 94.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:23.00% (95% confidence range: 19.00 to 27.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000

Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:19.00% (95% confidence range: 13.00 to 28.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 1.000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:35



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:16

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 9

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: -

Test name: Sample 9

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 98,00 62,00 0.0000 # 59,00 0.0000 #
Control 0.000 90,00 59,00 0.0000 # 54,00 0.0000 #
1 11.00 90,00 56,00 3.000 * 3.000% 52,00 4.000* 3.000%
2 11.00 99,00 58,00 9.000# 9.000% 56,00 6.000# 5.000%
3 22.00 104,00 62,00 8.000# 7.000% 60,00 4.000* 4.000%
4 22.00 84,00 42,00 0.0000# 22.00% 35,00 0.0000# 30.00%
5 45.00 79,00 40,00 0.0000# 21.00% 40,00 0.0000# 15.00%
6 45.00 95,00 58,00 5.000# 5.000% 54,00 0.0000# 5.000%
7 90.00 88,00 39,00 0.0000# 31.00% 41,00 0.0000# 22.00%
8 90.00 94,00 56,00 8.000# 7.000% 53,00 6.000# 6.000%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:55.00% (95% confidence range: 6.000 to 512.0)
95% Confidence Factor: 9.000

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):4.000

Slope: 0.0000

Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:46.00% (95% confidence range: 2.000 to 714.0)
95% Confidence Factor: 15.00

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):5.000
Slope: 8.000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:43



Date: 17/09/2011 06:39

Test Protocol: Basic Test
Sample: Sample 12
Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 12

Test name: Sample 12

MicrotoxOmni Test Report

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 80,00 83,00 1.000 # 73,00 0.0000 #
Control 0.000 78,00 71,00 0.0000 # 69,00 0.0000 #
1 11.00 73,00 57,00 0.0000# 19.00% 50,00 0.0000# 23.00%
2 11.00 61,00 38,00 0.0000# 36.00% 32,00 0.0000# 41.00%
3 22.00 78,00 48,00 0.0000# 36.00% 43,00 0.0000# 38.00%
4 22.00 77,00 45,00 0.0000# 39.00% 44,00 0.0000# 36.00%
5 45.00 76,00 31,00 1.000# 58.00% 28,00 1.000# 58.00%
6 45.00 77,00 37,00 1.000# 50.00% 34,00 1.000# 50.00%
7 90.00 82,00 24,00 2.000# 69.00% 21,00 2.000# 71.00%
8 90.00 82,00 27,00 1.000# 66.00% 23,00 2.000# 68.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:36.00% (95% confidence range: 28.00 to 47.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000
Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:33.00% (95% confidence range: 25.00 to 45.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:32



Date: 17/09/2011 06:21

Test Protocol: Basic Test
Sample: Sample 13
Toxicant: -
Reagent Lot no.: -
Test description: -
Test name: Sample 13
Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Gamma

MicrotoxOmni Test Report

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Satistical calculations could not be performed on the 15 Mins data.
Highest % effect: 14.00%

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.
Highest % effect: 12.00%

There is no QA data available for this test.

Signature:
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 68,00 51,00 0.0000 # 51,00 0.0000 #
Control 0.000 60,00 49,00 0.0000 # 48,00 0.0000 #
1 11.00 64,00 49,00 2.000 * 2.000% 49,00 1.000 * 1.000%
2 11.00 58,00 48,00 -5.000 * -5.000% 47,00 -4.000 * -4.000%
3 22.00 61,00 47,00 1.000* 1.000% 46,00 2.000 * 2.000%
4 22.00 71,00 58,00 -4.000 * -4.000% 55,00 4.000 * 4.000%
5 45.00 61,00 45,00 6.000 5.000% 45,00 5.000 4.000%
6 45.00 61,00 47,00 1.000* 1.000% 46,00 2.000 * 2.000%
7 90.00 66,00 44,00 0.0000 14.00% 45,00 0.0000 12.00%
8 90.00 63,00 44,00 0.0000 10.00% 45,00 8.000 7.000%



Printed: 17/09/2011 07:42



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:44

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 16

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 16

Test name: Sample 16

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 62,00 83,00 1.000 # 81,00 1.000 #
Control 0.000 70,00 96,00 1.000 # 97,00 1.000 #
1 11.00 65,00 72,00 0.0000# 18.00% 72,00 0.0000# 17.00%
2 11.00 65,00 72,00 0.0000# 18.00% 73,00 0.0000# 16.00%
3 22.00 73,00 66,00 0.0000# 33.00% 64,00 0.0000# 34.00%
4 22.00 62,00 60,00 0.0000# 28.00% 61,00 0.0000# 26.00%
5 45.00 66,00 53,00 0.0000# 40.00% 51,00 0.0000# 42.00%
6 45.00 64,00 51,00 0.0000# 41.00% 48,00 0.0000# 44.00%
7 90.00 68,00 40,00 1.000# 56.00% 35,00 1.000# 61.00%
8 90.00 68,00 41,00 1.000# 55.00% 36,00 1.000# 60.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:66.00% (95% confidence range: 58.00 to 75.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000

Correction Factor: 1.000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:55.00% (95% confidence range: 48.00 to 63.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 0.0000
Correction Factor: 1.000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:30



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:23

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 17

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 17

Test name: Sample 17

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 80,00 60,00 0.0000 # 57,00 0.0000 #

1 11.00 83,00 63,00 -1.000 * -1.000% 61,00 -3.000 * -3.000%
2 22.00 85,00 63,00 1.000* 1.000% 60,00 9.000 * 0.0000%
3 45.00 83,00 63,00 -1.000* -1.000% 60,00 -1.000 * -1.000%
4 90.00 88,00 56,00 0.0000 15.00% 50,00 0.0000 20.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Satistical calculations could not be performed on the 15 Mins data.
Highest % effect: 15.00%

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.
Highest % effect: 20.00%

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:40



Date: 17/09/2011 06:58

Test Protocol: Basic Test
Sample: Sample 20
Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 20

Test name: Sample 20

MicrotoxOmni Test Report

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

101

Gamma
-—

A

s

% effect

0,1
10

Concentration

@15 A 30 / Fit

Sample

Control

Control
1

0NN W kW

Conc
0.000
0.000
11.00
11.00
22.00
22.00
45.00
45.00
90.00
90.00

Io
79,00
72,00
82,00
79,00
80,00
68,00
80,00
88,00
92,00
81,00

Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data:

It Gamma
54,00 0.0000 #
52,00 0.0000 #
37,00 0.0000 #
38,00 0.0000 #
30,00 0.0000 #
26,00 0.0000 #
22,00 1.000 #
23,00 1.000 #
20,00 2.000 #
20,00 1.000 #

% effect

35.00%
31.00%
46.00%
45.00%
60.00%
62.00%
69.00%
64.00%

30 Mins Data:

It Gamma % effect
43,00 0.0000 #
42,00 0.0000 #
34,00 0.0000# 26.00%
33,00 0.0000# 25.00%
25,00 0.0000# 44.00%
22,00 0.0000# 42.00%
18,00 1.000# 60.00%
20,00 1.000# 59.00%
16,00 2.000# 69.00%
17,00 1.000# 62.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:28.00% (95% confidence range: 23.00 to 33.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000
Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:33.00% (95% confidence range: 28.00 to 40.00)

95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =1.000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 0.0000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:29



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 06:25

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 21

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 21

Test name: Sample 21

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 82,00 63,00 0.0000 # 57,00 0.0000 #

1 11.00 87,00 65,00 2.000* 2.000% 60,00 7.000* 0.0000%
2 22.00 85,00 59,00 0.0000 9.000% 57,00 3.000* 3.000%
3 45.00 73,00 50,00 0.0000 10.00% 49,00 3.000* 3.000%
4 90.00 79,00 54,00 0.0000 11.00% 55,00 -1.000 * 0.0000%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Satistical calculations could not be performed on the 15 Mins data.
Highest % effect: 11.00%

Satistical calculations could not be performed on the 30 Mins data.
Hormesis detected.

Lowest % effect: 0.0000%

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:38



MicrotoxOmni Test Report

Date: 17/09/2011 07:01

Test Protocol: Basic Test

Sample: Sample 24

Toxicant: -

Reagent Lot no.: -

Test description: Sample 24

Test name: Sample 24

Database file: C:\Program Files\MicrotoxOmni\db1.mdb

Plot of Gamma vs Concentration

Plot of %Effect vs Concentration
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15 Mins Data: 30 Mins Data:
Sample Conc Io It Gamma % effect It Gamma % effect
Control 0.000 40,00 33,00 0.0000 # 35,00 0.0000 #
Control 0.000 43,00 35,00 0.0000 # 37,00 0.0000 #
1 11.00 38,00 27,00 0.0000# 13.00% 26,00 0.0000# 21.00%
2 11.00 40,00 29,00 0.0000# 11.00% 29,00 0.0000# 16.00%
3 22.00 42,00 25,00 0.0000# 27.00% 25,00 0.0000# 31.00%
4 22.00 43,00 26,00 0.0000# 26.00% 28,00 0.0000# 24.00%
5 45.00 43,00 22,00 0.0000# 37.00% 20,00 0.0000# 46.00%
6 45.00 42,00 21,00 0.0000# 38.00% 20,00 0.0000# 45.00%
7 90.00 42,00 14,00 1.000# 59.00% 13,00 1.000 # 64.00%
8 90.00 42,00 14,00 1.000# 59.00% 13,00 1.000 # 64.00%

# - used in calculation; * - invalid data; D - deleted from calcs.

Calculations on 15 Mins data:

EC50 Concentration:63.00% (95% confidence range: 56.00 to 72.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000

Coeff. of Determination (R?):0.0000

Slope: 1.000

Correction Factor: 0.0000

Calculations on 30 Mins data:

EC50 Concentration:51.00% (95% confidence range: 44.00 to 59.00)
95% Confidence Factor: 1.000

Estimating Equation:LOG C =0.0000 x LOG G +1.000



Coeff. of Determination (R?):0.0000
Slope: 1.000
Correction Factor: 0.0000

There is no QA data available for this test.

Signature:

Printed: 17/09/2011 07:18
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