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DIRECTIVA DEL CONSEJO
de 22 de noviembre de 1973

referente a la aproximacion de las legislaciones de los Estados miembros relativas a los métodos de
control de la biodegradabilidad de los tensioactivos anidnicos

(73/405/CEE)

EL CONSEJO DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econdmica
Europea y, en particular, su articulo 100,

Vista la Directiva del Consejo, de 22 de noviembre de
1973, referente a la aproximacién de las legislaciones de los
Estados miembros relativas a los detergentes () y, en
particular, su articulo 4,

Vista la propuesta de la Comisién,
Visto el dictamen del Parlamento Europeo (2),
Visto el dictamen del Comité econémico y social (3),

Considerando que, para que los Estados miembros puedan
determinar los indices de biodegradabilidad de los tensioac-
tivos anionicos, parece acertado remitirse a los métodos de
control ya utilizados con este fin en varios Estados miem-
bros; que, no obstante, en caso de impugnacién, seria
necesario que el control de la biodegradabilidad se efectua-
se seglin un método de referencia comun;

Considerando que tal y como esta previsto en el articulo 4
de la Directiva de 22 de noviembre de 1973, deben fijarse
los margenes de tolerancia adecuados en la determinacién
del indice de biodegradabilidad con el fin de evitar que las
inexactitudes de los métodos de control pudieran conducir
a decisiones de rechazo del producto, con las consiguientes
repercusiones econdmicas; que s6lo podri adoptarse una
decisién de rechazo cuando el anilisis indique un indice de
biodegradabilidad inferior al 80%,

(') DO n® L 347 de 17. 12. 1973, p. 51.
() DO n® C 10 de 5. 2. 1972, p. 29.
(*) DO n° C 89 de 23. 8. 1972, p. 13.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

La presente Directiva se refiere a los métodos de control de
la biodegradabilidad de los tensioactivos anidnicos.

Articulo 2

De conformidad con lo dispuesto en el articulo 4 de la
Directiva de 22 de noviembre de 1973, y teniendo en
cuenta las inexactitudes propias de los métodos de control,
los Estados miembros prohibiran la comercializacién y uso
en su territorio de un detergente si el indice de biodegrada-
bilidad del mismo fuere inferior al 80% y hubiere sido
determinado mediante un unico anlisis y segiin uno de los
métodos siguientes:

— método vigente en Francia, aprobado por el Decreto de
11 de diciembre de 1970, publicado en el Boletin
Oficial de la Republica Francesa, n® 3 de 5 de enero de
1971, y la Norma Experimental T 73-260 de febrero de
1971, editada por la Asociacién Francesa de Normali-
zacion (AFNOR),

— método vigente en la Republica Federal Alemana, apro-
bado por el «Verordnung iiber die Abbaubarkeit von
Detergentien in Wasch- und Reinigungsmitteln » de 1 de
diciembre de 1962, publicado en el Bundesgesetzbiatt
1962, parte 1, p. 698,

— método de la OCDE publicado en el informe técnico de
la OCDE, de 19 de diciembre de 1970, relativo a la
«determinacién de la biodegradabilidad de los tensioac-
tivos sintéticos anionicos ».

Articulo 3

En el marco del procedimiento definido en el pérrafo 2,
articulo 5 de la Directiva de 22 de noviembre de 1973, el
dictamen del laboratorio se emitira, en lo que respecta a los
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tensioactivos anionicos, sobre la base del método de refe-
rencia consistente en la «prueba de confirmacién» del
método de la OCDE descrito en el Anexo a la presente
Directiva.

Articulo 4

1. Los Estados miembros aplicaran, en un plazo de diez y
ocho meses a partir de su notificacidn, ‘las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas necesarias para
cumplir a la presente Directiva e informaran de ello inme-
diatamente a la Comisién.

2. Los Estados miembros comunicarin a la Comisidon
el texto de las disposiciones bésicas de Derecho interno

que adopten en el ambito regulado por la presente Direc-
tiva.

Articulo 5

Los destinatarios de la presente Directiva seran los Estados
miembros.
Hecho en Bruselas, el 22 de noviembre de 1977.
Por el Consejo
El Presidente
J. KAMPMANN
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ANEXO

DETERMINACION DE LA BIODEGRADABILIDAD DE LOS TENSIOACTIVOS

1.1.

1.2

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.2.1.

1.3.2.2.

ANIONICOS

METODO DE REFERENCIA

CAPITULO I

Equipo necesario

El método de medida se basara en el empleo de una pequeiia planta de lodos activados, cuyo esquema -

bisico se representa en la figura 1y, de forma mas detallada, en la figura 2.

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

Los recipientes A y F deberan ser de vidrio o de una materia plastica transparente apropiada, y de una
capacidad de 24 litros, como minimo. La Bomba B deber4 asegurar un flujo constante de agua
residual sintética hacia la cuba de aireacion que, durante una operacién normal, debera contener unos
3 litros de mezcla. En el vértice del cono inferior de la cuba C se suspenderd un difusor de vidrio
fritado G para la aireaci6n.

La cantidad de aire inyectado a través del dispositivo de aireacién se controlara con un medidor de
flujos.

Agua residual sintética

Para efectuar este ensayo se utilizara agua residual sintética, preparando para ello 24 litros (volumen
diario) de una solucién que contenga, por cada litro de agua del grifo, las siguientes sustancias:

160 mg de peptona,
110 mg de extracto de carne,
30 mg de urea,
7 mg de cloruro sédico,
4 mg de cloruro de calcio 2 H20,
2 mg de sulfato de magnesio 7 H20 y
20 + 2 mg de substancia activa al azul de metileno (MBAS).

Se extraera la MBAS del producto a ensayar por el método indicado en el Capitulo 2 (2.1.2). El agua
residual sintética se preparara diariamente.

Preparacion de las muestras

Los productos de base que contengan unicamente MBAS podran examinarse en su estado original. El
contenido en MBAS deberd determinarse con el fin de preparar la solucién (M) utilizada para el
ensayo.

Cuando se trata de f(')rmulas, se procedera a la determinacién del contenido en MBAS y en jabén. Se
Y )
procederé a una extraccion alcohdlica en las snguientes condiciones :

Extraccion con isopropanol si el contenido en jabén es inferior al de MBAS. (Ver capitulo 2).

Extraccién con isopropanol y eliminacién del jabén si la muestra contiene mas jabén que MBAS.
{Ver capitulo 2).
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1.4

1.5.

1.6.

1.7.

1.7.1.

1.7.2.

Los extractos se desecaran, procediéndose a determinar su contenido en MBAS en vistas a preparar
las soluciones (M).

Funcionamiento de la instalacion

En primer lugar se llenaran la cuba de ventilacién C y el decantador D con el agua residual sintética.
El decantador D deber4 fijarse a la altura precisa para que el volumen contenido en la cuba de
aireacién C sea de 3 litros. Seguidamente se pondrén en funcionamiento el dispositivo de admisién de

aire, la bomba de aire comprimido E y el dosificador B. El agua residual sintética deberd pasar a.

través de la cuba de aireacién C a razén de un litro por hora, resultando un tiempo medio de
retencién de unas 3 horas.

Se debera regular el ritmo de aireacién de manera que el contenido de la cuba C esté constantemente
en suspension y que el contenido en oxigeno disuelto sea como minimo de 2 mg por litro. Se impedird
la formacién de espuma por medios adecuados; no obstante, no se utilizardn antiespumantes que
tengan una accién inhibitoria sobre el lodo activado o que contengan MBAS. La bomba E deber4 ser
regulada de manera que en la cuba de ventilacion C se produzca un reciclaje continuo y regular del
lodo activado salido del decantador. El lodo que se haya acumulado en la parte superior de la cuba de
ventilacién C, en el fondo del decantador D, o en el circuito de circulacién deberd ponerse de nuevo
en circulacion, al menos una vez al dia, mediante un escobillén o cualquier otro medio apropiado.
Cuando el lodo deje de sedimentar, podré aumentarse la densidad mediante la aportacién, repetida si
fuera necesario, de dosis de 2 ml de una solucién al 5% de cloruro férrico.

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

Control del dispositivo de medida

El contenido en MBAS (en mg/litro) del agua residual sintética deberd determinarse inmediatamente
antes de su uso.

El contenido en MBAS (en/litro) del efluente retenido durante 24 horas en el colector F se
determinar4 utilizando el mismo método de analisis, inmediatamente después de efectuar la toma. La
concentracién se determinar4 con un aproximacion de (0,1 mg MBAS/1.

Para comprobar la eficiencia del proceso, se medird, al menos dos veces por semana, la demanda
quimica de oxigeno (DQO) del agua residual sintética almacenada en la cuba A, asf como la de los
efluentes acumulados en el colector F. La DQO se determinara después de filtracion. La disminucion
de 1a DQO se expresara en %.

La disminucion de la DQO se estabilizara cuando la degradacion diaria de la MBAS se mas o menos
regular, es decir, al final del periodo inicial indicado en la figura 3.

El contenido en materias secas del lodo activado contenido en la cuba de aireacidon deberd
determinarse dos veces por semana (en g/litro). Si éste sobrepasase los 2,5 g/litro, se eliminari el
exceso de lodo activado. El ensayo se efectuara a la temperatura ambiente. Esta temperatura debera
ser regular y nunca podra descender por debajo de 18 °C, ni rebasar los 30 °C.

Célculo de la biodegradabilidad

El porcentaje de degradacién de las MBAS deberd calcularse diariamente a partir del contenido en
MBAS (expresado en mg/litro) del agua residual sintética y del efluente correspondiente recogido en
el colector F.

Los valores de degradacién obtenidos se representaran graficamente, segun se indica en la figura 3
(nota 1.7.2).

Para calcular la biodegradabilidad de la MBAS se hallard la media aritmética de los valores obtenidos
en el transcurso de los ventitin dias siguientes el periodo inicial, plazo durante el cual Ja degradacién
tendr4 que haber sido regular y la planta haber funcionado sin ninguna perturbacién. La duracién del
periodo inicial de adaptacién no sobrepasard, en ningun caso, las seis semanas.

Notas

En algunas legislaciones se hace intervenir en el cdlculo de la biodegradabilidad, el contenido en
jabon.

En algunos casos se podra disminuir la frecuencia de las tomas reduciéndola a un muestra cada dos o
tres dias. Sin embargo, para hallar la media se utilizaran, com minimo, los resultados de catorce
tomas diarias distribuidas, a lo largo del periodo de 21 dias que se menciona en el parrafo 1.6.
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2.1.

2.1.1.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

2.1.1.3.

CAPITULO 2

TRATAMIENTO PRELIMINAR DE LOS PRODUCTOS SOMETIDOS A EXAMEN

Extraccidén alcohédlica

El objetivo de la extraccion sera eliminar de los productos comerciales los componentes insolubles e
inorganicos que pudiesen perturbar el ensayo de degradacion.

Tan necesaria como la eliminacién cuantitativa es la transferencia cuantitativa al extracto de las
substancias activas de lavado. Por lo tanto se concentrarin en el extracto al menos un 90% de las
substancias presentes en el producto examinado que reaccionen al azul de metileno.

Podran utilizarse dos métodos para la extraccién alcohélica: el del etanol y el del isopropanal. El
primero convendri especialmente cuando se trate de extraer cantidades importantes, como en el caso
de la prueba de confirmacién.

Extracctién con etanol

Preparacidn de la muestra
(i)  Productos en polvo:

Preparar una muestra representativa de 250 gramos aproximadamente, bien por el método de
cuarteo o de acuerdo con la Norma ISO n° 607.

Pulverizar esta muestra en un molinillo doméstico rotativo hasta que el polvo obtenido no
contenga particulas de mas de 200 micras.

Mezclar bien el polvo y transferirlo a un recipiente adecuado.
(ii) Productos liquidos:

Pesar, con una aproximacion de 0,1g, alrededor de 40 gramos de producto previamente
homogeneizado. Colocarlos en un matraz como el descrito en 2.1.1.2 (iii}.

Aiadir 50 ml de etanol — 2.1.1.2 (ii) —. Evaporar a sequedad al bafio maria, eliminando los
productos volatiles por vacio hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no supere los
0,01 g. Cualquier balanza con una precision de 0,01 g ser4 adecuada.

Preparacion de la solucién erandlica de base
(i) Fundamento:

Extraccién con etanol de una cantidad de producto suficiente para poder determinar el
contenido en jabén y en otros aniénicos, asi como el ensayo biolégico.

(ii) Reactivo: Etanol 95—96%.
(iit) Material:
El material habitual de un laborarorio, especialmente:

Un matraz esférico de fondo redondo de un litro de capacidad cuello corto y esmerilado hembra
CN 29/31,

Un condensator vertical de 400 mm con esmerilado macho CN 29/32,
Un filtro de vidrio fritado de 10—20 micras de porosidad,

Un matraz aforado de 1 1.

Procedimiento

Poner un peso conocido E (por ejemplo 40 + 1g) de producto — 2.1.1.1 (i) — en el matraz de
1 litro o usar el matraz que contiene el extracto seco preparado tal y como se describe en 2.1.1.1

(i1).

Aiadir 500 ml de etanol — 2.1.1.2 (ii) —, conectar el condensador y mantenerlo a reflujo durante
15 minutos. Decantar entonces la capa liquida y filtrarla en caliente a través del filtro mediante
succién. Repetir la operacion dos veces con el residuo que queda en el matraz, usando 200 ml de
etanol cada vez. Recoger los extractos y los lavados del filtro cuantitativamente en el matraz aforado,
completar el volumen hasta 1| con etanol y mezclarlo bien.
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2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1.2.3.

2.1.2.4.

Extraccién con isopropanol

Segun el contenido en MBAS del producto comercial calcular la cantidad necesaria para obtener un

extracto de 50 g aproximadamente, suficiente para dos pruebas de confirmacién.

Material :

Segun sea la escala de la operacién:

Recipientes, de 3 a 25 litros de capacidad, por ejemplo, de cuello largo o recipientes esmaltados.
Agitadores de alta velocidad de rotacién del tipo cesta o bola.

Filtros de succién (Biichner), de hasta 30 cm de didmetro.

Matraces para vacio, de hasta 20 | de capacidad.

Embudos de decantacién, de hasta 20 1 de capacidad.

Matraces de destilacién, de hasta 101 de capacidad.

Capsulas de porcelana, de 20 cm de didmetro aproximadamente.

Equipo de destilacién, refrigerantes, bafio maria.

Reactivos

Agua destilada o desmineralizada.

Isopropanol puro.

Carbonato potasico (K,COj), quimicamente puro.
Hidréxido potasico (KOH), solucién al 10%.
Sulfito sédico (Na,$O;), puro anhidro.

Procedimiento

(i) Tratamiento preliminar

Productos sélidos: se disolveran en agua destilada — 2.1.2.3 (i) — hasta la obtencién de una
pasta fina con el fin de romper todas las particulas (agitar durante 10 minutos). Por cada 100 g
de agua utilizada, ahadir 60 g de carbonato de potasio y agitar (10 minutos) hasta que se

disuelva.

Productos liquidos o pastosos: se tratarén, esencialmente, de la misma manera que los solidos.
La fraccién liquida perdida en el secado al bafio maria, determinada en un ensayo previo con
10 g de producto aproximadamente, debe ser considerada como el contenido en agua, incluso
cuando hubieren disolventes organicos volatiles todavia presentes. La cantidad de carbonato
potdsico a aiiadir, dependerd del contenido en agua determinado de la forma expuesta

anteriormente.

Soluciones o supensiones 4cidas : deberan neutralizarse con una solucién al 10% de hidréxido de

potasio antes de afadirle el carbonate potdsico.

Productos conteniendo liberadores de cloro: se reduciran aiadiendo sulfito sodico a la solucién
o suspensién acuosa, antes de la neutralizacion. Un ligero exceso de sulfito sodico no es

perjudicial.

(i) Extraccién

Se afiadira el isopropanol agitando la mezcla durante 30 minutos y, seguidamente, se filtrara por
succion. Se lavara varias veces el residuo restante en el Biichner con pequefias cantidades de
isopropanol. El filtrado, que en todo caso debe separarse en dos capas en el matraz de vacio, se
trasladar4 a un embudo de decantacién y se enjuagaré con isopropanol. La capa inferior acuosa
se separard y eliminard, La capa superior alcoholica se filtrard mediante filtro plegado y se
pasara a un matraz de destilacién. Se procedera entonces a destilar el isopropanol — 2.1.2.4 (iii)
— lo més completamente posible en un bafio marfa. El residuo de la destilacién se trasladar4
cuantitativamente a una cipsula de porcelana enjuagéndolo con isopropanol. El contenido de la
cépsula se concentrar4 al bafio maria agitandolo frecuentemente. Se proseguird la concentracién
hasta que dos pesadas sucesivas realizadas con una hora de intervalo difieran en menos de 10 g.
Se disolver el extracto en agua en el bafio maria a se determinaré el contenido en MBAS de la

solucion aplieando la férmula siguiente:

g MBAS en la solucién de extracto

100 = % MBA dimi de | t 16
g MBAS en el producto comercializado x S rendimiento de la extraccion

Observaciones

Cuando se realice la extraccion se habra que tener presente:
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(i) La diversidad de los productos comerciales de limpieza es tal que no es posible especificar las
proporciones relativas de agua e isopropanol a usar en el ensayo de un producto determinado, ya
que las mismas varian de un caso a otro. Sin embargo, la experiencia demuestra que las
cantidades requeridas se encuentran dentro de las siguientes proporciones:

Agua Isoproponal
Producto comercial (partes en (partes en
(partes en peso) volumen volumen)
1 : 0,5 —2 : 1—25

No obstante, en principio, no hay limites superiores para el agua y el isopropanol.

Cuanto mas tienda el producto a aglomerarse en la suspensién, mé agua se necesitara. Hay que
afiadir agua hasta que no quede sedimento en el fondo durante la agitacién.

El volumen de isopropanol usado en la prictica, dependera de la cantidad de producto comercial
a extraer, debiendo cumplirse, como minimo:

Producto comercial/lIsopropanol = 1:1

Se requerira un volumen mayor de isopropanol cuando el contenido de MBAS del producto
comercial sobrepase con amplitud el 10% o cuando al agitar hubiere una rapida separacién entre
las fases isopropanol y acuosa.

(i) La fas acuosa tiene que estar saturada de carbonato potasico, no siendo perjudicial un ligero
exceso. Si la concentraci6n de carbonato potésico es muy pequeia, entonces, o bien las capas no
se separardn, o bien la fase de isopropanol resultard muy acuosa, lo cual perturbar4, en ambos
casos, el proceso de extraccion.

(iii) Como el destilado de isopropanol contiene agua, deber4 saturarse con carbonato potisico,
despreciandose entonces la capa inferior que se hubiere separado. El isopropanol que queda
podra usarse en une nueva extraccion. Los destilados que se obtengan cuando se ensayen
productos liquidos comericales deberan ser rechazados ya que podrian contener otros disol-
ventes.

> 2.2. Separacién del jabén en la extraccion con isopropanol

El ensayo de biodegradabilidad de un detergente comercial puede ser distorsionado incluso cuando se
utiliza el extracto con isopropanol. Las curvas de degradacién de un producto facilmente degradable
puede parecerse, a veces, a la de un producto poco degradable, como el TBS. Por lo tanto, antes de
proceder a los ensayos de biodegradabilidad, es necesario eliminar del extracto de isopropanol la
mayor parte posible de jabén para evitar posibles interferencias.

El objeto de 1a anterior puntualizacion es el de asegurar la separacién de cantidades grandes de jabén
del extracto de isopropanol, mediante un método de laboratorio. El extracto obtenido se usari
inicamente para el ensayo de biodegradabilidad y no debera usarse para otras determinaciones o
separaciones analiticas.

2.2.1.  Fundamento

Se disolverd una cantidad suficiente del extracto de isopropanol en metanol para que contenga, al
menos, 25 g de MBAS. La disolucién se acidificara con icido clorhidrico para liberar los acidos
grasos del jabén. Después de la adicién de agua en la proporcién 80:20 (mentanol/agua), se
extraerdn los 4cidos grasos con éter de petroleo (exano) y se desechara el extracto obtenido. La fase
metanol-agua se alcalinizard de nuevo y se evaporari a sequedad.

El residuo seco se usard directamente en el ensayo de biodegradacién, una vez que se hubiere
determinado su contenido en MBAS.

2.2.2.  Procedimiento

Utilizando un matraz cénico (Erlenmeyer) de 21 se disolvera, en aproximadamente 100 ml de
metanol, una cantidad del producto extraido con isopropanol que contenga como minimo 30 g de
MBAS, calentando suavemente. Después de afiadir un total de 800 ml de metanol, se afiadirin de 5 a
10 gotas de una solucion al 0,04% de azul de bromofenol y valorar a pH 3 (coloracién amarilla)
mediante 4cido clorhidrico 2 N (solucién de azul de bromofenol: 0,4 g de azul de bromofenol
disueltos en 200 ml de etanol del 96% y completado a 1 | con agua destilada). Teniendo en cuenta el
volumen de 4cido clorhidrico afiadido, completar hasta un total de 11 con agua destilad.
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Para extraer los 4cidos grasos, se agitard una vez la solucién con 300 ml y dos con 200 ml de
n-hexano en un embudo de decantacién de tamafio apropiado. Si fuera necesario, la separacion podra
llevarse a cabo en varios embudos pequefinos.

Si aparecen capas intermedias turbias, éstas se deberan unir a la fase inferior en las dos primeras
extracciones y a la fase superior en la ultima extraccién. Si el volumen de disolvente no es suficiente
para disolver y extraer grandes contenidos de jabon, podran utilizarse los multiplos correspondien-
tes.

Se recogeran las fracciones de n-hexano y se lavarén con 200 m] de una mezcla de metanol-agua (en la
proporcién de 80:20). Las capas turbias intermedias se retendrdn en la fase de n-hexano y se
desecharan.

Se recogeran las fracciones metanol-agua y valorarin a pH 9 mediante una solucién de hidréxido
sodico 1 N en presencia de fenolftaleina. Se concentrara la solucién en el bafio maria hasta que se
haya evaporado el metanol y se redisolver4 el extracto en agua en el bafio maria. E} contenido en
MBAS de esta solucién se podra determinar entonces segin el método descrito anteriormente.
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Figura 1

. Recipiente de almacenamiento inicial

A
B.
C
D
E

E.
G

Bomba dosificadora

. Cuba de aireacién (capacidad 3 1)
. Decantador

. Bomba de Aire comprimido

Colector de efluente

. Difusor (vidrio fritado)
. Medidor de flujo de aire
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