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DIRECTIVA 2001/59/CE A COMISIEI

din 6 august 2001

de efectuare a celei de-a doudzeci si opta adaptairi la progresul tehnic a Directivei 67/548/CEE a Consiliului
privind apropierea actelor cu putere de lege si a actelor administrative referitoare la clasificarea, ambalarea
si etichetarea substantelor periculoase

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene,

avand in vedere Directiva 67/548/CEE a Consiliului din 27 iunie
1967 privind apropierea actelor cu putere de lege si a actelor
administrative referitoare la clasificarea, ambalarea si etichetarea
substantelor periculoase (1), astfel cum a fost modificatd ultima
datd prin Directiva 2000/33/CE a Comisiei (%), in special
articolul 28,

intrucat:

(1)

()
e

Anexa [ la Directiva 67/548/CEE contine o listd a substan-
telor periculoase, impreund cu detaliile clasificarii si
etichetdrii fiecarei substante. Cunostintele stiintifice si teh-
nice actuale au ardtat cd lista substantelor periculoase din
anexa mentionatd ar trebui adaptati la progresul tehnic. In
special, nomenclatura finlandezi si suedeza trebuie incluse
in tabelele A si B din cuvantul introductiv la anexa L. Unele
versiuni lingvistice ale directivei necesitd corectii tehnice in
anumite sectiuni din cuvantul introductiv la anexa I. Este
util sd se publice o versiune actualizatd si reficutd a
cuvantului introductiv la anexa 1. In plus, este necesar ca
lista insdsi sd fie actualizatd pentru a include noi substante
notificate si alte substante existente; este necesar ca identi-
tatea, nomenclatura, clasificarea, etichetarea si limitele de
concentratie ale anumitor substante si fie modificate astfel
incat sd reflecte noile cunostinte tehnice; este necesar ca
trei intrdri de pe listd si fie eliminate deoarece substantele
in cauzd sunt reglementate la alte intrari.

Anexa II la Directiva 67/548/CEE contine o listd de
simboluri si indicatii de pericol pentru substantele si pre-
paratele periculoase. Anexa III la Directiva 67/548/CEE
contine o listd a frazelor ce indicd natura riscurilor speci-
fice atribuite substantelor si preparatelor periculoase.
Anexa IV la Directiva 67/548/CEE contine o listd a frazelor
de prudentd privind substantele si preparatele periculoase.

JO 196, 16.8.1967, p. 1.
JO L 136, 8.6.2000, p. 90.
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Formuldrile in limbile finlandeza si suedeza trebuie incluse
in anexele II, 11T si IV. Anumite versiuni lingvistice ale direc-
tivei necesitd corectii in anumite sectiuni din anexele II, III
si IV. Este util sd se publice versiunile actualizate si reficute
ale anexelor II, III si IV.

Articolul 1 din Directiva 1993/33/CE a Parlamentului
European si a Consiliului (}) a permis Suediei intre
1 fanuarie 1999 si 31 decembrie 2000 sd ceard utilizarea
frazei de risc suplimentare R340, care nu figureazd in
anexa III, pentru substante clasificate drept cancerigene de
categoria 3, in locul frazei de risc R40. Expertii din statele
membre au convenit sa revizuiascd textul frazei de risc R40
pentru a face referire la substantele cancerigene de
categoria 3. Este necesar s se adauge o noud fraza de risc
R68 in anexa III care sd contind textul original al frazei de
risc R40 pentru clasificarea si etichetarea substantelor
nocive si mutagene de categoria 3 enumerate in anexa L.
Prin urmare, este necesar si se revizuiascd clasificarea,
etichetarea si referirile la limita de concentratie din anexa I
care includ R40 pentru astfel de substante nocive si
mutagene de categoria 3.

Anexa V la Directiva 67/548|CEE stabileste metodele de
determinare a proprietitilor fizico-chimice, a toxicitatii si
ecotoxicitdtii substantelor si preparatelor. Aceastd anexd
trebuie adaptatd la progresul tehnic. Este oportun si se
reducd la minim numdrul animalelor folosite in scopuri
experimentale, in conformitate cu Directiva 86/609/CEE a
Consiliului (4). Prin urmare, este necesar si se elimine
capitolul B.1, deoarece sunt disponibile metode alternative,
care folosesc mai putine animale. Este necesar si se acorde
atentia cuvenitd metodelor recunoscute si recomandate de
organizatiile internationale competente. Este necesar ca
metodele pentru toxicitatea orald subcronicd din capitolele
B.26 si B.27 sd fie revizuite in consecintd, iar capitolele
C.14-C.20 referitoare la toxicitatea fatd de mediu sd fie

JOL 199, 30.7.1999, p. 57.
JO L 358,18.12.1986, p. 1.
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addugate la anexa V. Anumite versiuni lingvistice necesitd
corectii tehnice in anumite sectiuni din anexa V.

Anexa VI la Directiva 67/548/CEE contine un ghid pentru
clasificarea si etichetarea substantelor si preparatelor peri-
culoase. Aceastd anexd trebuie adaptatd la progresul teh-
nic. Anumite versiuni lingvistice ale directivei necesitd
corectii tehnice in anumite sectiuni din anexa VI. Anumite
sectiuni trebuie sd fie publicate in finlandeza si suedeza.
Este util sd se publice o versiune actualizatd si reficutd a
anexei VI, in special incluzdnd trimiterea la Directiva
1999/45/CE a Parlamentului European si a Consiliului din
31 mai 1999 privind apropierea actelor cu putere de lege
si a actelor administrative ale statelor membre referitoare
la clasificarea, ambalarea si etichetarea preparatelor
periculoase (7).

In conformitate cu dispozitiile Directivei 67/548CEE,
orice substantd noud introdusd pe piatd trebuie notificatd
autoritatilor competente din statele membre prin interme-
diul unei notificdri care sd contind anumite informatii,
inclusiv un dosar tehnic. Pentru substantele noi generate si
apoi consumate intr-o reactie chimicd, aflate sub control
strict (produse intermediare cu expunere limitatd), este
justificat si adecvat din punct de vedere tehnic sa fie definit
un pachet de teste redus (PTR). Progresul tehnic actual
poate garanta o expunere minima a omului si a mediului
prin limitarea riguroasd a procesului.

Este necesar ca dosarul tehnic sd contind un pachet de teste
pentru produsele intermediare cu expunere limitata care sd
furnizeze informatiile necesare pentru evaluarea riscului
previzibil pe care il prezintd pentru om si mediu. Anexa VII
trebuie sd precizeze continutul acestui dosar tehnic si
anexa VIII trebuie sa prezinte in detaliu testele si studiile
suplimentare care pot fi cerute pentru produsele interme-
diare comercializate in cantitdti mai mari.

Ar putea fi necesard revizuirea criteriilor de notificare a
produselor intermediare cu expunere limitatd pentru a tine
cont de progresul tehnic si de experienta acumulatd cu
prilejul notificrilor ficute in conformitate cu noile cerinte
specifice din prezenta directiva.

Misurile prevdzute in prezenta directivd sunt in
conformitate cu avizul Comitetului pentru adaptarea la
progresul tehnic a directivelor privind eliminarea bariere-
lor tehnice din calea comertului cu substante si preparate
periculoase,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Directiva 67/548/CEE se modificd dupa cum urmeaza:

()

JO L 200, 30.7.1999, p. 1.

1. Anexa I se modificd dupd cum urmeaza:

(@)

Tabelele A si B din cuvantul introductiv la anexa I includ
nomenclatura finlandezd si suedezd. Anumite versiuni
lingvistice ale directivei includ corectii tehnice in anumite
sectiuni din cuvantul introductiv si din tabelele A si B.
Cuvantul introductiv care cuprinde tabelele A si B se inlo-
cuieste cu anexa 1A la prezenta directivd.

Intrdrile corespunzitoare se inlocuiesc cu intrdrile din
anexa 1B la prezenta directiva.

Se introduc intrdrile din anexa 1C la prezenta directiva.

Se elimind intrdrile din anexa 1D la prezenta directivi.

Intrdrile prezentate in anexa 1E la prezenta directiva se
modificd prin inlocuirea referintelor de clasificare ca
,mutagen de categoria 3; R40” cu ,mutagen de categoria 3;
R68” si prin inlocuirea referintelor de etichetare R40 cu
R68.

Intrdrile prezentate in anexa 1F la prezenta directivd se
modificd prin inlocuirea referintelor de clasificare ca ,Xn;
R40” cu ,Xn; R68” si prin inlocuirea referintelor de etiche-
tare R40 cu R68.

Intrarea prezentatd in anexa 1G la prezenta directivd se
modificd prin inlocuirea referintelor la concentratiile-
limita ca ,Xn; R40/20/21/22” cu ,Xn; R68/20/21/22".

Intrarea prezentatd in anexa 1H la prezenta directivd se
modificd prin inlocuirea referintelor la concentratiile-
limitd ca ,Xn; R20/21/22-40/20/21/22" cu ,Xn;
R20/21/22-68/20/21/22".

Intrdrile prezentate in anexa 1I la prezenta directivd se
modificd prin inlocuirea referintelor de clasificare ca
,mutagen de categoria 3; R40” cu ,mutagen de categoria 3;
R68".

Intrdrile prezentate in anexa 1] la prezenta directivi se
modificd prin inlocuirea referintelor de clasificare ca
,mutagen de categoria 3; R40” cu ,mutagen de categoria 3;
R68” si prin addugarea R68 pe etichetd.

2. Anexa II include versiunile suedezd si finlandezd, precum si
corectiile tehnice in anumite versiuni lingvistice. Prin urmare,
anexa II se inlocuieste cu anexa 2 la prezenta directiva.

3. Anexa III include versiunile suedezi si finlandeza, precum si
corectiile tehnice in anumite versiuni lingvistice. Prin urmare,
anexa III se inlocuieste cu anexa 3 la prezenta directiva.

Anexa IV include versiunile suedezd si finlandezd, precum si

corectiile tehnice in anumite versiuni lingvistice. Prin urmare,
anexa IV se inlocuieste cu anexa 4 la prezenta directiva.
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5. Anexa V se modificd dupd cum urmeaza:
(a) Capitolul B.1 se elimind.

(b) Titlul versiunii in limba engleza a capitolului B13/14 se
inlocuieste cu textul din anexa 5A.

(¢) Ultima tezd din versiunea francezd a alineatului 1.4.2.2 din
capitolul B.39 se inlocuieste cu textul din anexa 5B.

(d) Ecuatia din ultima tezd de la punctul 1.7.1.6 din versiunea
englezd a capitolului B.41 se inlocuieste cu textul din
anexa 5C.

(e) Metoda de testare pentru testele de toxicitate orald
subcronicd la rozdtoare se modificd in conformitate cu
anexa 5D la prezenta directivd, care inlocuieste
capitolul B.26.

() Metoda de testare pentru testele de toxicitate orald
subcronicd la alte specii decat cele din ordinul rozdtoarelor
se modificd in conformitate cu anexa 5E la prezenta direc-
tivd, care inlocuieste capitolul B.27.

(g) Cele sapte noi metode de testare a toxicitdtii pentru mediu
din anexa 5F la prezenta directivi se includ in partea C.

6. Anexa VI include versiunile suedezd si finlandezd, corectiile
tehnice in anumite versiuni lingvistice si alte actualizari teh-
nice detaliate. Prin urmare, anexa VI se inlocuieste cu anexa 6
la prezenta directiva.

7. Anexa VILA include un dosar tehnic continind un pachet de
teste pentru produsele intermediare cu expunere limitatd, care
sd furnizeze informatiile necesare pentru evaluarea riscului
previzibil pe care il prezintd pentru om si mediu. Anexa VILA
se modificd, in consecintd, dupd cum urmeaza:

(a) textul din anexa 7A la prezenta directivd se introduce ina-
inte de sectiunea 0 din anexa VILA;

(b) textul din anexa 7B la prezenta directivi se introduce la
sfarsitul anexei VILA.

8. Anexa VIII include testele si studiile suplimentare necesare
pentru produsele intermediare cu expunere limitatd comercia-
lizate in cantitdti mai mari. Prin urmare, anexa VIII se modi-
ficd dupa cum urmeaza:

(a) textul din anexa 8A la prezenta directivd se introduce intre
,Nivelul 17 si ,Studiile fizico-chimice” din anexa VIII;

(b) textul din anexa 8B la prezenta directiva se introduce intre
,Nivelul 2” si ,Studiile toxicologice” din anexa VIIL

Articolul 2

(1) Statele membre adoptd si publicd actele cu putere de lege si
actele administrative necesare pentru a se conforma prezentei
directive pand la 30 iulie 2002. Statele membre informeaza de
indatd Comisia cu privire la aceasta.

(2) Statele membre aplicd actele cu putere de lege si actele
administrative mentionate la alineatul (1):

(@) de la 30 iulie 2002 sau inainte de aceastd datd pentru
substantele periculoase;

(b) de la 30 iulie 2002 pentru preparate care nu intrd sub inci-
denta Directivei 91/414/CEE a Consiliului (*) sau a Directivei
98/8/CE a Parlamentului European si a Consiliului (2);

(c) dela 30 iulie 2004 pentru preparatele care intrd sub incidenta
Directivei 91/414/CEE sau a Directivei 98/8/CE.

Statele membre informeazd de indatd Comisia cu privire la
aceasta.

Atunci cand statele membre adoptd aceste dispozitii, ele cuprind
o trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicdrii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

(3) Statele membre comunicd Comisiei textul principalelor dis-
pozitii de drept intern pe care le adoptd in domeniul reglementat
de prezenta directivd, precum si un tabel de corespondenta intre
prezenta directiva si dispozitiile nationale adoptate.

Articolul 3

Prezenta directivd intrd in vigoare in a treia zi de la data publicarii
in Jurnalul Oficial al Comunitdtilor Europene.

Articolul 4

Prezenta directiva se adreseazd statelor membre.

Adoptata la Bruxelles, 6 august 2001.

Pentru Comisie
Margot WALLSTROM

Membru al Comisiei

() JOL230,19.8.1991,p. 1.
() JOL123,24.41998,p. 1.
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ANEXA 1A

CUVANT INTRODUCTIV LA ANEXA I

Introducere

Anexa [ este un repertoar al substantelor periculoase pentru care s-au convenit la nivel comunitar o clasificare si o
etichetare armonizate, in conformitate cu procedura previzuti la articolul 4 alineatul (3) din prezenta directivi.

Numerotarea intrarilor

Intrdrile din anexa I se ordoneaza dupd numdrul atomic al elementului celui mai caracteristic al proprietatilor lor. O
listd cu elementele chimice stabilitd in functie de numarul atomic figureazd in tabelul A. Datoritd varietatii lor,
substantele organice au ficut obiectul unei clasificiri conventionale, care se gaseste in tabelul B.

Numdrul de index al fiecdrei substante se prezintd sub forma unei serii de cifre de tipul: ABC-RST-VW-Y, in care:

— ABC reprezintd fie numarul atomic al elementului chimic cel mai caracteristic (precedat de unul sau de doud
zerouri pentru completare), fie numdrul conventional de clasificare a substantelor organice,

— RST reprezintd numdrul de ordine al substantelor in cadrul seriilor ABC,
— VW reprezintd forma sub care substanta este produsd sau comercializati,

— Y reprezintd cifra de control (check digit), stabilitd in conformitate cu metoda ISBN (International Standard Book
Number).

De exemplu, numdrul de index al cloratului de sodiu este 017-005-00-9.

Pentru substantele periculoase cuprinse in Inventarul european al substantelor chimice existente introduse pe piatd
(IESCE, JO C 146 A, 15.6.1990), intrarea cuprinde si numarul IESCE. Aceste numere se prezintd sub forma unei serii
de sapte cifre de tipul XXX-XXX-X, incepand cu 200-001-8.

Pentru substantele periculoase notificate in conformitate cu prezenta directivd, intrarea cuprinde si numdrul substantei
inregistrate in Lista europeand a substantelor chimice notificate (ELINCS). Aceste numere se prezintd sub forma unei
serii de sapte cifre de tipul XXX-XXX-X, incepand cu 400-010-9.

Pentru substantele periculoase din lista de ,ex-polimeri” (no-longer polymers — document al Oficiului pentru Publicatii
Oficiale ale Comunitdtilor Europene, 1997, ISBN 92-827-8995-0) se include si numdrul corespunzdtor din aceasta lista.
Acest numdr se prezintd sub forma unei serii de sapte cifre de tipul XXX-XXX-X, incepand cu 500-001-0.

Numarul CAS (Chemical Abstracts Service) este, de asemenea, mentionat pentru a facilita identificarea intrarii. Trebuie
retinut ¢ numarul IESCE cuprinde atat forma anhidr3, cat si formele hidratate ale substantelor, iar numerele CAS sunt
adesea diferite pentru formele anhidre, respectiv hidratate. Numdrul CAS indicat se referd doar la forma anhidra si,
prin urmare, numdrul CAS prezentat nu descrie intotdeauna intrarea cu aceeasi precizie ca numarul IESCE.

In general, numerele IESCE, ELINCS, ,ex-polimeri” sau CAS nu sunt incluse pentru intririle care cuprind mai mult de
patru substante diferite.

Nomenclatura

Ori de cate ori este posibil, substantele periculoase sunt desemnate prin denumirile utilizate in IESCE, ELINCS sau de
Lex-polimeri”. Celelalte substante neinregistrate in IESCE, ELINCS sau pe lista de ,ex-polimeri” sunt desemnate printr-o
denumire chimicd recunoscuta la nivel international (de exemplu, ISO, IUPAC). In unele cazuri, se adaugd o denumire
uzuald.

De reguld, impuritdtile, aditivii si componentii secundari nu sunt mentionati dect dacd au un aport semnificativ la
clasificarea substantelor.

Anumite substante sunt descrise ca fiind un ,amestec de A si B”. Aceste intrari fac referire la un amestec specific. in
unele cazuri, In care este necesara caracterizarea substantei comercializate, se indicd proportiile principalelor substante
din amestec.
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Anumite substante sunt descrise printr-un procentaj specific de puritate. Substantele care prezintd un procentaj
superior de materie activd (de exemplu, un peroxid organic) nu sunt mentionate in anexa I si pot prezenta alte
proprietdti periculoase (de exemplu, pot fi explozive). Daci se indicd limitele de concentratie specifice, acestea se aplicd
substantei sau substantelor ce figureazd la intrarea respectivi. In special, in cazul intririlor ce corespund unor
amestecuri de substante a ciror descriere cuprinde indicarea unui procentaj de puritate specific, limitele se aplica
substantei asa cum este descrisd in anexa I, nu substantei pure.

Articolul 23 alineatul (2) litera (a) prevede ca pentru substantele previzute la anexa I, denumirea substantei care
urmeaza sd fie utilizatd pe etichetd si fie una din denumirile mentionate in anexa. Pentru anumite substante au fost
addugate informatii suplimentare intre paranteze drepte, pentru a ajuta la identificarea substantei. Aceste informatii
suplimentare nu trebuie si figureze pe etichetd.

Anumite intrdri contin o referire la impurititi. Un exemplu este numdrul de index 607-190-00-X:
acril-amido-metoxiacetat de metil (contine > 0,1 % acrilamida). In aceste cazuri, referinta din paranteza face parte din
denumire si trebuie sa figureze pe etichetd.

Anumite intrdri se referd la grupe de substante. Un exemplu este numarul de index 006-007-00-5:

wsdrurile acidului cianhidric, cu exceptia cianurilor complexe, cum sunt ferocianurile, fericianurile si oxicianura de
mercur” Pentru substantele individuale reglementate la aceste intrari trebuie folositd denumirea IESCE sau o altd
denumire recunoscutd international.

Modul de prezentare a intririlor
Pentru fiecare substantd din anexa I se furnizeazd urmdatoarele informatii:
(a) Clasificarea

(i) procesul de clasificare constd in incadrarea substantei intr-una sau mai multe categorii de pericol [conform
definitiei din articolul 2 alineatul (2) din Directiva 92/32/CEE a Consiliului (JO L 154, 5. 6.1992, p.1.)],
precum si atribuirea uneia sau mai multor fraze de risc corespunzitoare. Clasificarea are consecinte nu doar
asupra etichetdrii, ci si asupra altor acte cu putere de lege si norme administrative cu privire la substantele
periculoase;

(ii) clasificarea in fiecare categorie de pericol se prezintd, de reguld, sub forma unei abrevieri reprezentand
categoria de pericol impreund cu fraza sau frazele de risc adecvate. Cu toate acestea, in unele cazuri (de
exemplu, substantele clasificate ca inflamabile sau sensibilizante ori anumite substante clasificate ca
periculoase pentru mediu) se utilizeazd numai fraza de risc;

(iii) abrevierile pentru fiecare din categoriile de pericol sunt descrise dupd cum urmeaza:
— exploziv: E

— oxidant: O

— extrem de inflamabil: F+

— foarte inflamabil: F

— inflamabil: R10

— foarte toxic: T+

— toxic: T

— nociv: Xn

— coroziv: C

— firitant: Xi

— sensibilizant: R42 sifsau R43

— cancerigen: Carc. Cat. (')

— mutagen: Muta. Cat. (')

— toxic pentru reproducere: Repr. Cat. (1)

— periculos pentru mediu: N sifsau R52, R53, R59;

(iv) se indicd si fraze de risc suplimentare, care au fost atribuite pentru a descrie alte proprietiti (a se vedea
punctele 2.2.6 si 3.2.8 din ghidul de etichetare), chiar dacd nu fac in mod oficial parte din clasificare.

()  Se mentioneaza categoria corespunzitoare de substantd cancerigend, mutagend sau toxicd pentru reproducere (1, 2 sau 3).
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(b) Eticheta include:

(i) litera atribuitd substantei in conformitate cu anexa I [a se vedea articolul 23 alineatul (2) litera (c)]. Aceasta
are rolul de abreviere pentru simbol si pentru indicatia de pericol (dacd acestea sunt atribuite);

(ii) frazele de risc, exprimate printr-o serie de cifre precedate de litera R care indicd natura riscurilor specifice, in
conformitate cu anexa III [a se vedea articolul 23 alineatul (2) litera (d)]. Cifrele sunt despartite:

— fie printr-o liniutd (-) pentru pentru a arita cd e vorba de enunturi separate referitoare la riscuri
specifice (R),

— fie printr-o bard oblici (/) pentru a ardta cd e vorba de un enunt combinat, intr-o singurd fraza, referitor
la riscurile specifice, asa cum figureazd ele in anexa III;

(iii

=

frazele de prudentd, exprimate printr-o serie de cifre precedate de litera S, care indicd recomandarile de
prudentd, in conformitate cu anexa IV [a se vedea articolul 23 alineatul (2) litera (¢)]. Cifrele sunt, de asemenea,
despartite fie printr-o liniutd, fie printr-o bard oblicd; enunturile recomandarilor de prudentd figureaza in
anexa IV. Frazele de prudentd indicate se aplicd numai substantelor; pentru preparate, frazele se selecteazd in
conformitate cu regulile obisnuite.

Trebuie retinut cd unele fraze S sunt obligatorii pentru anumite substante si preparate periculoase vandute
publicului larg.

Frazele S1, S2 si S45 sunt obligatorii pentru toate substantele si preparatele foarte toxice, toxice si corozive
vandute publicului larg.

Frazele S2 si S46 sunt obligatorii pentru toate celelalte substante si preparate vandute publicului larg, cu
exceptia celor clasificate exclusiv ca periculoase pentru mediu.

Frazele de prudentd S1 si S2 sunt mentionate intre paranteze in anexa [ si nu pot fi omise de pe etichetd decét
dacd substanta sau preparatul este comercializat exclusiv in scop industrial.

(c) Limitele de concentratie si clasificirile asociate necesare pentru clasificarea preparatelor periculoase care contin
substanta in cauzd in conformitate cu Directiva 1999/45/CE.

Dacd nu se indicd altfel, limitele de concentratie reprezintd un procent din greutatea substantei, calculate in raport
cu greutatea totald a preparatului.

Atunci cand nu se indicd limitele de concentratie, limitele de concentratie care se vor utiliza la aplicarea metodei
conventionale de evaluare a pericolelor pentru sindtate sunt cele din anexa II, iar cind se aplici metoda
conventionald de evaluare a pericolelor pentru mediu, limitele de concentratie care trebuie folosite sunt cele din
anexa I la Directiva 1999/45/CE a Parlamentului European si a Consiliului (JO L 200, 30.7.1999, p. 1).

Note explicative generale

Grupe de substante

Anexa I cuprinde un anumit numdr de intrdri referitoare la grupe de substante. in aceste cazuri, cerintele de clasificare
si de etichetare se aplicd tuturor substantelor din grupd atunci cand acestea sunt introduse pe piatd, in masura in care
figureaza in IESCE sau ELINCS. Atunci cind o substantd care face obiectul unei intrdri in grupd apare ca impuritate
intr-o altd substantd, pentru etichetarea substantelor se iau in considerare cerintele de clasificare si etichetare descrise
la intrarea in grupa.

Este posibil ca anumite substante la care se referd o intrare in grupa sa facd obiectul unor cerinte specifice de clasificare
si de etichetare. In acest caz, substantele in cauzd vor fi descrise intr-o intrare distinctd in anexa I, iar intrarea in grupa
va fi completatd cu adnotarea ,cu exceptia substantelor special mentionate in aceastd anexa”.

In unele cazuri, unele substante individuale pot face obiectul mai multor intriri in grupd. De exemplu, oxalatul de
plumb (nr. IESCE 212-413-5) face obiectul intrdrii pentru compusii plumbului (nr. de index 082-001-00-6), precum
si a intrdrii pentru sdrurile acidului oxalic (607-007-00-3). In aceste cazuri, etichetarea substantei reflectd etichetarea
pentru fiecare din cele doud intrdri in grupd. In cazurile in care pentru acelasi pericol se dau clasificiri diferite, pentru
etichetarea acelei substante se foloseste clasificarea care face trimitere la pericolul cel mai grav (a se vedea explicatia
la nota A de mai jos).

Intrarile din anexa I pentru sdruri (indiferent de denumire) acoperd atat forma anhidrd, cat si formele hidratate, cu
exceptia cazului in care existd indicatii contrare.
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Substante cu numdr ELINCS
In anexa I, substantele avind un numar ELINCS au fost notificate in conformitate cu dispozitiile prezentei directive.

Producitorul sau importatorul care nu a notificat in prealabil aceste substante trebuie sa facd trimitere la dispozitiile
prezentei directive dacd intentioneazd si introducd pe piatd substantele respective.

Explicarea notelor referitoare la identificarea, clasificarea si etichetarea substantelor

Nota A:
Denumirea substantei trebuie sa figureze pe etichetd sub una din denumirile din anexa I [a se vedea articolul 23

alineatul (2) litera (a)].

In anexa I se foloseste uneori o descriere generald de tipul ,compusi defai ...” sau ,sdruri defale ...”. in acest caz,
producitorul sau orice altd persoand care introduce o astfel de substanta pe piatd este obligat sd precizeze pe etichetd
denumirea chimica exactd, ludnd in considerare in mod corespunzator capitolul intitulat ,Nomenclatura” din cuvantul
introductiv.

Exemplu: pentru BeCl, (nr. IESCE 232-116-4): clorurd de beriliu.

Directiva prevede, de asemenea, ca simbolurile, indicatiile de pericol, frazele R si frazele S ce urmeazi a fi folosite
pentru fiecare substantd sa fie cele mentionate la anexa I [articolul 23 alineatul (2) literele (c), (d) si (e)].

Pentru substantele care apartin unui anumit grup de substante inclus in anexa I, simbolurile, indicatiile de pericol,
frazele R si frazele S ce urmeazi a fi folosite pentru fiecare substantd sunt cele mentionate la intrarea corespunzitoare
din anexa L.

Pentru substantele care apartin mai multor grupe de substante incluse in anexa I, simbolurile, indicatiile de pericol,
frazele R si frazele S ce urmeazd a fi folosite pentru fiecare substantd sunt cele care figureazd la ambele intriri
corespunzitoare din anexa L. In cazurile in care se specificd doud clasificdri diferite la cele doud intrari pentru acelasi
pericol, se foloseste clasificarea care face trimitere la pericolul cel mai grav.

Exemplu:

pentru substanta AB - fard intrare specificd in anexa I:

Intrarea in grupd din anexa I pentru componentii lui A:

Repr. Cat. 1; R61 Repr. Cat. 3; R62 Xn; R20/22 R33 N; R50-53

Intrarea in grupd din anexa I pentru componentii lui B:

Carc. Cat. 1; R45 T; R23/25 N; R51-53

Clasificarea substantei AB devine astfel:

Carc. Cat. 1; R45 Repr. Cat. 1; R61 Repr. Cat. 3; R62 T; R23/25 R33 N; R50-53.

Nota B:

Anumite substante (acizi, baze etc.) sunt introduse pe piatd in solutie apoasd in diferite concentratii si necesitd din
aceastd cauzd o etichetare diferitd, deoarece pericolele pe care le reprezintd variazd in functie de concentratie.

In anexa I, intrarile insotite de nota B au o denumire generald de tipul ,acid azotic ... %”.

In acest caz, producitorul sau orice altd persoand care comercializeazd o substantd in solutie apoasd trebuie si
precizeze pe etichetd concentratia solutiei in procente.

Exemplu: acid azotic 45 %.

Cu exceptia cazului In care existd indicatii contrare, procentajul concentratiei se stabileste intotdeauna pe bazd de
greutate/greutate.

Se admite utilizarea datelor suplimentare (de exemplu, greutatea specificd, grade Baumé etc.) sau a frazelor descriptive
(de exemplu, concentrat fumant, glacial).
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Nota C:

Anumite substante organice pot fi comercializate fie sub o forma izomerica bine definitd, fie sub formd de amestec
de mai multi izomeri.

fn anexa I se foloseste uneori o denumire generici de tipul: ,xilenol”.

In acest caz, producitorul sau orice alti persoand care introduce o astfel de substanta pe piata trebuie s3 specifice pe
etichetd dacd e vorba de: (a) un izomer anume sau (b) un amestec de izomeri.
Exemplu:  (a) 2,4-dimetilfenol

(b) xilenol (amestec de izomeri)
Nota D:

Anumite substante care se pot polimeriza sau descompune in mod spontan sunt, in general, introduse pe piatd sub
o forma stabilizatd. In anexa I la prezenta directivd, ele sunt incluse sub aceastd forma.

Cu toate acestea, astfel de substante sunt uneori introduse pe piati sub o forma nestabilizati. In acest caz, producitorul
sau orice altd persoand care introduce o astfel de substantd pe piata trebuie s inscrie pe etichetd numele substantei
urmat de mentiunea ,nestabilizat(3)".

Exemplu: acid metacrilic (nestabilizat).

Nota E:

Substantelor care au efecte specifice asupra sdndtdtii umane (a se vedea capitolul 4 din anexa VI) si care sunt clasificate
drept cancerigene, mutagene si toxice pentru reproducere in categoria 1 sau 2 li se atribuie nota, atunci cand sunt,
de asemenea, clasificate ca fiind foarte toxice (T+), toxice (T) sau nocive (Xn). Pentru aceste substante, frazele de
risc R20, R21, R22, R23, R24, R25, R26, R27, R28, R39, R68 (nociv), R48 si R65. precum si toate combinatiile
acestor fraze de risc sunt precedate de cuvintele ,de asemenea”.

Exemple: R45-23 ,Poate cauza cancer. De asemenea, toxic prin inhalare.”

R46-27[/28  ,Poate provoca modificdri genetice ereditare. De asemenea, foarte toxic in contact cu
pielea si prin ingerare.”

Nota F:

Aceastd substantd poate contine un stabilizant. Daca stabilizantul modificd proprietatile periculoase ale substante,
astfel cum sunt indicate indicate pe eticheta prevazutd in anexa [, trebuie realizatd o etichetd in conformitate cu regulile
de etichetare pentru preparatele periculoase.

Nota G:

Aceastd substantd poate fi introdusd pe piatd in formd explozivd, caz in care aceasta trebuie evaluatd cu ajutorul
metodelor de testare adecvate si trebuie prevazutd o etichetd care si indice proprietatea sa exploziva.

Nota H:

Clasificarea si eticheta prezentate pentru aceastd substanta se aplicd proprietdtii sau proprietdtilor periculoase indicate
de fraza sau frazele de risc in combinatie cu categoria sau categoriile de pericol mentionate. Cerintele articolului 6 din
prezenta directivd privind producitorii, distribuitorii si importatorii acestei substante se aplicd tuturor celorlalte
aspecte ale clasificarii si etichetdrii. Eticheta finald respectd cerintele sectiunii 7 din anexa VI la prezenta directiva.

Prezenta notd se aplicd anumitor substante derivate din cirbune si petrol, precum si anumitor intrdri pentru grupe
de substante din anexa L

Nota J:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se poate stabili c¢d substanta contine mai putin de 0,1 %
greutate/greutate de benzen (nr. IESCE 200-753-7). Prezenta notd se aplicd numai anumitor substante complexe
derivate din cdrbune sau din petrol prezentate in anexa 1.
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Nota K:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se poate stabili ci substanta contine mai putin de 0,1 %
greutate/greutate de 1,3-butadiend (nr. [ESCE 203-450-8). Daci substanta nu este clasificatd drept cancerigend, trebuie
sd se aplice cel putin frazele S (2-)9-16. Prezenta notd nu se aplicd decat anumitor substante complexe derivate din
petrol prezentate in anexa I.

Nota L:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se poate stabili cd substanta contine mai putin de 3 % gr extract de
DMSO madsurat prin metoda IP 346. Prezenta notd nu se aplicd decat anumitor substante complexe derivate din petrol
prezentate in anexa I.

Nota M:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se poate stabili cd substanta contine mai putin de 0,005 %
greutate/greutate de benzol[a]-piren (nr. IESCE 200-028-5). Prezenta notd nu se aplicd decat anumitor substante
complexe derivate din cirbune prezentate in anexa L.

Nota N:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se cunoaste istoricul complet al rafindrii si dacd se poate stabili cd
substanta din care se produce nu este cancerigend. Prezenta notd nu se aplici decat anumitor substante complexe
derivate din petrol prezente in anexa I.

Nota P:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplici dacd se poate stabili c¢i substanta contine mai putin de 0,1 %
greutate/greutate de benzen (nr. [ESCE 200-753-7).

Daci substanta este clasificatd drept cancerigend, se aplicd i nota E.

Daci substanta nu este clasificatd drept cancerigend, se aplicd cel putin frazele S (2-)23-24-62.

Prezenta notd nu se aplicd decat anumitor substante complexe derivate din petrol prezentate in anexa I.

Nota Q:
Clasificarea drept cancerigend nu se aplicd dacd se poate stabili ¢ substanta indeplineste una din urmatoarele conditii:

— un test de biopersistentd la inhalare, efectuat pe termen scurt, a demonstrat ci fibrele mai lungi de 20 de pm au
un timp de injumdtdtire ponderat mai mic de 10 zile sau

— un test de biopersistentd la instilatie intratraheald, efectuat pe termen scurt, a demonstrat ca fibrele mai lungi de
20 de pm au un timp de injumadtdtire ponderat mai mic de 40 zile sau

— un test intraperitoneal adecvat nu a demonstrat exces de cancerogenezi sau

— un test la inhalare, efectuat pe termen lung, a demonstrat absenta patogenititii sau a modificdrilor neoplastice
relevante.

Nota R:

Clasificarea drept cancerigend nu se aplica fibrelor la care media geometricd a diametrelor ponderatd cu lungimea
minus de doud ori eroarea geometricd standard este mai mare de 6 pm.

Nota S:

Pentru aceastd substantd, eticheta mentionatd la articolul 23 poate sd nu fie necesard in anumite cazuri (a se vedea
sectiunea 8 din anexa VI).
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Explicatia notelor referitoare la etichetarea preparatelor

Notele care figureazd la dreapta limitelor de concentratie au urmitoarea semnificatie:

Nota 1:

Concentratiile indicate sau, in absenta acestora, concentratiile generale din Directiva 1999/45/CE reprezintd procente
greutatea elementului metalic, calculate in raport cu greutatea totald a preparatului.

Nota 2:

Concentratia de izocianati indicatd reprezintd procentul din greutatea monomerului liber, calculat in raport cu
greutatea totald a preparatului.

Nota 3:

Concentratia indicatd reprezintd procentul din greutatea ionilor de cromat dizolvati in apd, calculat in raport cu
greutatea totald a preparatului.

Nota 4:

Preparatele care contin aceste substante sunt clasificate ca nocive si li se atribuie fraza de risc R65 dacd indeplinesc
criteriile de la punctul 3.2.3 din anexa VI.

Nota 5:

Limitele de concentratie pentru preparatele gazoase sunt exprimate in procente de volum/volum.

Nota 6:

Preparatelor care contin aceste substante li se atribuie fraza de risc R67 daca indeplinesc criteriile de la punctul 3.2.8
din anexa VL.

Aceastd notd nu se mai aplicd de la data la care intrd in vigoare criteriile de folosire a frazei de risc R67 stabilite in
Directiva 1999/45/CE.
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TABLA A — TABEL A — TABELLE A — I1INAKAE A — TABLE A — TABLEAU A — TABELLA A —
TABEL A — TABELA A — TABELL A — TAULUKKO A

Lista de los elementos quimicos clasificados por su nimero atémico (Z)
Liste over grundstoffer, ordnet efter deres atomvaegt (Z)

Liste der chemischen Elemente, geordnet nach der Ordnungszahl (Z)
Kataloyog Xqukov oToxeiov Tafvopnpevey oUpgova pe Tov atopko toug apdpo (Z)
List of chemical elements listed according to their atomic number (Z)
Liste des éléments chimiques classés selon leur numéro atomique (Z)
Elenco degli elementi chimici ordinati secondo il loro numero atomico (Z)
Lijst van chemische elementen, gerangschikt naar atoomgewicht (Z)
Lista dos elementos quimicos ordenados segundo o seu nimero atémico (Z)
Lista 6ver grundimnen, ordnade efter deras atomnummer (Z)
Alkuaineiden luettelo jirjestysluvun mukaan (Z)

A se vedea Actul de aderare din 2003 (JO L 236, 23.9.2003, p. 96).
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TABLA BJ TABEL B/ TABELLE B/ MINAKAS B/ TABLE B/ TABLEAU B/ TABELLA B/ TABEL B| TABELA B/ TABELL B TAULUKKO B

Clasificacién especial para las sustancias orgdnicas
Serlig inddeling af organiske stoffer
Spezielle Anordnung fiir die organischen Stoffe
Eidik1) taivopnon tev opyavikev oveiov
Special classification for organic substances
Classification particuliére aux substances organiques
Classificazione speciale per le sostanze organiche
Speciale indeling voor de organische stoffen
Classificagdo especial para as substincias orginicas
Sirskild indelning av organiska dmnen
Erityisryhmit orgaanisille aineille

A se vedea Actul de aderare din 2003 (OJ L 236, 23.9.2003, p. 96).
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601050-00-1

ANEXA 1D

Nr. de index

609-017-00-3

613-006-00-9
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006-005-00-4
006-012-00-2
015-022-00-6
015-048-00-8
015-072-00-9
023-001-00-8
024-012-00-0
602-002-00-2

ANEXA 1E

Nr. de index

602-079-00-2
603-056-00-X
604-009-00-6
604-042-00-6
604-055-00-7
605-016-00-7
609-020-00-X
612-033-00-3

612-111-00-7
612-128-00-X
612-147-00-3
612-148-00-9
613-048-00-8
613-049-00-3
613-140-00-8
615-023-00-7
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048-003-00-6
048-004-00-1
048-005-00-7

ANEXA 1F

Nr. de index

048-007-00-8

602-025-00-8
603-029-00-2

603-066-00-4
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ANEXA 1G

Nr. de index

015-015-00-8
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ANEXA 1H

Nr. de index

603-001-00-X
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ANEXA 11
Nr. de index
016-023-00-4 605-020-00-9 611-001-00-6
601-048-00-0 609-007-00-9 612-035-00-4

603-063-00-8 609-049-00-8 612-051-00-1
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604-005-00-4

ANEXA 1]

Nr. de index

612-145-00-2

612-146-00-8



80

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 32

ANEXA 2

ANEXO II — BILAG I — ANHANG II — TTAPAPTHMA II — ANNEX II — ANNEXE I — ALLEGATO Il — BIJLAGE Il —
ANEXO II — LITE I — BILAGA II

ANEXO II

Simbolos e indicaciones de peligro de las sustancias y preparados peligrosos

BILAG II

Faresymboler og farebetegnelser for farlige stoffer og preparater

ANHANG II

Gefahrensymbole und -bezeichnungen fiir gefihrliche Stoffe und Zubereitungen

TMMAPAPTHMA 11

Zopfola kar eveiteis kivdivou yia emkivluves oveies kar napackevaopata

ANNEX II

Symbols and indications of danger for dangerous substances and preparations

ANNEXE II

Symboles et indications de danger des substances et préparations dangereuses

ALLEGATO II

Simboli e indicazioni di pericolo delle sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE II

Gevaarsymbolen en -aanduidingen van gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO II

Simbolos e indicacdes de perigo das substincias e preparagdes perigosas

LIITE II

Varoitusmerkit ja niiden nimet vaarallisille aineille ja valmisteille

BILAGA 1I

Farosymboler och farobeteckningar for farliga imnen och beredningar

A se vedea Actul de aderare din 2003 (JO L 236, 23.9.2003, p. 96).
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ANEXA 3

ANEXO Il — BILAG Il — ANHANG III — TTAPAPTHMA Il — ANNEX III — ANNEXE IIl — ALLEGATO Il —
BIJLAGE Ill — ANEXO III — LITE IIl — BILAGA III

ANEXO III

Naturaleza de los riesgos especificos atribuidos a las sustancias y preparados peligrosos

BILAG III

Arten af de sarlige risici, der er forbundet med de farlige stoffer og praeparater

ANHANG III

Bezeichnungen der besonderen Gefahren bei gefihrlichen Stoffen und Zubereitungen

TITAPAPTHMA 1II

®lon tev edikov kvdivev ou agopolv enikivduves oveicg kot napackevaopata

ANNEX III

Nature of special risks attributed to dangerous substances and preparations

ANNEXE III

Nature des risques particuliers attribués aux substances et préparations dangereuses

ALLEGATO III

Natura dei rischi specifici attribuiti alle sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE III

Aard der bijzondere gevaren toegeschreven aan gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO III

Natureza dos riscos especificos atribuidos as substincias e preparacdes perigosas

LIITE III

Erityisten vaarojen luonne liittyen vaarallisiin aineisiin ja valmisteisiin

BILAGA III

Riskfraser som tilldelas farliga imnen och beredningar

A se vedea Actul de aderare din 2003 (JO L 236, 23.9.2003, p. 96).



82

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 32

ANEXA 4

ANEXO IV — BILAG IV — ANHANG IV — TIAPAPTHMA IV — ANNEX IV — ANNEXE IV — ALLEGATO IV —
BIJLAGE IV — ANEXO IV — LIITE IV — BILAGA IV

ANEXO IV

Consejos de prudencia relativos a las sustancias y preparados peligrosos

BILAG IV

Forsigtighedsregler for farlige stoffer og praparater

ANHANG IV

Sicherheitsratschlige fiir gefihrliche Stoffe und Zubereitungen

ITAPAPTHMA IV

08nyiec acpalovc Xpiionc ov apopovy emkivduves XNuIKEC OUGIEG KL TAPACKEVAGHATA

ANNEX IV

Safety advice concerning dangerous substances and preparations

ANNEXE IV

Conseils de prudence concernant les substances et préparations dangereuses

ALLEGATO IV

Consigli di prudenza riguardanti le sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE IV

Veiligheidsaanbevelingen met betrekking tot gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO IV

Conselhos de prudéncia relativos a substincias e preparacdes perigosas

LIITE IV

Vaarallisten aineiden ja valmisteiden turvallisuusohjeet

BILAGA IV

Skyddsfraser for farliga imnen och beredningar

A se vedea Actul de aderare din 2003 (JO L 236, 23.9.2003, p. 96).
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ANEXA 5A

EN: B.13/14. Mutagenicity - reverse mutation test using bacteria.
(Nu priveste versiunea ES)

(Nu priveste versiunea DA)

(Nu priveste versiunea DE)

(Nu priveste versiunea EL)

(Nu priveste versiunea FR)

(Nu priveste versiunea IT)

(Nu priveste versiunea NL)

(Nu priveste versiunea PT)

(Nu priveste versiunea FI)

(Nu priveste versiunea SV)
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ANEXA 5B

FR: L’administration du témoin positif par une voie différente de celle utilisée pour la substance d’essai est acceptable.
(Nu priveste versiunea ES)

(Nu priveste versiunea DA)

(Nu priveste versiunea DE)

(Nu priveste versiunea EL)

(Nu priveste versiunea EN)

(Nu priveste versiunea IT)

(Nu priveste versiunea NL)

(Nu priveste versiunea PT)

(Nu priveste versiunea FI)

(Nu priveste versiunea SV)
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ANEXA 5C

Irradiation dose (}/cm2 x 1000)

EN: t(min) = (17 =1Wsec)

Irradiance (mW/cm2 x 60)
(Nu priveste versiunea ES)

(Nu priveste versiunea DA)

(Nu priveste versiunea DE)

(Nu priveste versiunea EL)

(Nu priveste versiunea FR)

(Nu priveste versiunea IT)

(Nu priveste versiunea NL)

(Nu priveste versiunea PT)

(Nu priveste versiunea FI)

(Nu priveste versiunea SV)
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

ANEXA 5D

B.26 TESTUL DE TOXICITATE ORALA SUBCRONICA

STUDIU DE 90 DE ZILE DE TOXICITATE ORALA CU DOZA REPETATA LA ROZATOARE

METODA

Aceastd metoda de testare a toxicitdtii orale subcronice reproduce Orientarea 408 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

La aprecierea si evaluarea caracteristicilor toxice ale unui produs chimic, determinarea toxicititii orale
subcronice folosind doze repetate se poate realiza dupd ce au fost obtinute informatiile initiale asupra
toxicitdtii din teste de toxicitate acutd sau teste de toxicitate de 28 de zile cu dozi repetatd. Studiul de 90
de zile furnizeazd informatii despre posibilele pericole pentru sinitate ce pot fi antrenate de expunerea
repetatd pe o perioadd indelungatd, care se extinde de la intdrcare pand la varsta adulta. Studiul furnizeazd
informatii asupra efectelor toxice majore, indicind organele-tinta si posibilitatea de acumulare, si poate
furniza si o estimare a nivelului de expunere la risc la care nu se observa efecte adverse, care poate fi folositd
in alegerea dozelor pentru studiile de toxicitate cronicd si la stabilirea criteriilor de securitate in cazul
expunerii la risc a oamenilor.

Aceastd metodd de testare pune un accent suplimentar pe efectele neurologice si furnizeaza indicii despre
efectele imunologice si de reproducere. Se subliniazd de asemenea necesitatea observdrii clinice atente a
animalelor, astfel incat s se obtind numdrul maxim posibil de informatii. Studiul ar trebui s3 aiba in vedere
identificarea substantelor care au potentialul de a produce efecte neurotoxice sau imunologice ori efecte
asupra organelor de reproducere, ceea ce ar justifica efectuarea in continuare a unor studii mai aprofundate.

A se vedea si Introducerea generald, partea B.

DEFINITII

Doza: este cantitatea de substantd testatd administrati. Doza este exprimatd ca greutate (g, mg) sau ca
greutatea substantei testate raportatd la unitatea de greutate a animalului de laborator (de exemplu, mg/kg)
ori ca o concentratie constantd in alimentatie (ppm).

Dozajul: este un termen general care cuprinde doza, frecventa acesteia si durata administrarii.

DFEAO: este abrevierea pentru ,doza fird efecte adverse observabile” (NOAEL: No Observable Adverse
Effect Level) si reprezintd doza maximd la care nu s-au constatat stiri adverse legate de tratament.

PRINCIPIUL METODEI

Diferite doze din substanta testatd se administreaza zilnic, pe cale orald, citorva grupuri de animale de
laborator, nivelul dozei fiind acelasi pentru un grup, timp de 90 de zile. in perioada administririi, animalele
se tin sub observatie atentd in scopul de a constata semnele de toxicitate. Animalele care mor sau care sunt
sacrificate in timpul testului sunt autopsiate si la sfarsitul testului animalele supravietuitoare sunt de
asemenea sacrificate si autopsiate.

DESCRIEREA METODEI

Pregitirea animalelor

Trebuie folosite animale sindtoase, care au fost acomodate la conditiile de laborator timp de minimum 5
zile si nu au mai fost folosite in alte experiente. Trebuie precizate specia, susa, provenienta, sexul, greutatea
si varsta. Animalele se repartizeazd aleator in grupurile tratate si grupurile martor. Custile se amplaseaza
astfel incat sa se reducd la minimum posibilele efecte datorate modului lor de dispunere. Fiecarui animal
i se atribuie un numdr de identificare unic.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.3.1.

1.4.3.2.

1.4.3.3.

1.4.3.4.

Pregitirea dozelor

Substanta testatd se administreaza prin introducerea in stomac cu ajutorul unei sonde sau prin alimente ori
apa de biut. Metoda de administrare pe cale orali depinde de scopul studiului si de proprietitile
fizico-chimice ale substantei testate.

Acolo unde este necesar, substanta testatd se dizolva sau se trece in suspensie intr-un purtdtor adecvat. Se
recomandd ca, acolo unde este posibil, sd se ia mai intai in considerare folosirea unei solutii/suspensii
apoase, urmatd de o solutie/emulsie in ulei (de exemplu, ulei de porumb) si in cele din urma de o solutie
in alti purtdtori. Trebuie cunoscute caracteristicile de toxicitate ale purtdtorilor altii decat apa. Se determina
stabilitatea substantei testate in conditiile de administrare.

Conditiile de lucru

Animalele de laborator

Specia preferatd este sobolanul, desi pot fi folosite si alte specii de rozitoare, de exemplu soarecele. Este
recomandabil si se foloseascd animale adulte tinere, sinitoase, provenind din suse de laborator obisnuite.
Femelele trebuie si fie nulipare si sd nu fie insdrcinate. Administrarea incepe cat mai curand posibil dupa
intdrcare si in nici un caz mai tarziu de varsta de noud sdptdmani. La inceputul studiului, diferentele de
greutate intre animalele folosite trebuie si fie minime si sd nu depdseascd + 20 % din greutatea medie a
fiecarui sex. Atunci cind studiul este efectuat in preliminariile unui studiu pe termen lung de toxicitate
cronicd, in ambele studii trebuie folosite animale din aceeasi susd si din aceeasi sursa.

Numdrul si sexul animalelor

La fiecare nivel al dozei se folosesc cel putin 20 de animale (10 femele si 10 masculi). Dacd sunt planificate
sacrificdri pe parcurs, numdrul trebuie suplimentat cu numdrul de animale planificate pentru sacrificare
inainte de sfarsitul studiului. Pe baza cunostintelor existente despre produsul chimic sau un produs foarte
asemandtor, ar trebui sd se ia in considerare includerea unui grup satelit suplimentar de 10 animale (5 de
fiecare sex) in grupul martor si in grupul tratat cu doza cea mai puternicd, pentru a observa, dupa tratament,
reversibilitatea sau persistenta oricarui efect toxic. Durata perioadei posttratament se fixeaza in functie de
efectele observate.

Dozajul

Dozele folosite sunt la minimum trei niveluri si existd un grup martor, in afara cazului in care se face un
test la valori limita (a se vedea punctul 1.4.3.4). Nivelul dozelor este stabilit in functie de rezultatele studiilor
cu dozd repetatd sau ale studiilor preliminare si iau in considerare orice date toxicologice si toxico-cinetice
disponibile pentru substanta testatd sau substante inrudite. Dacd nu existd limitdri datorate proprietatilor
fizico-chimice sau efectelor biologice ale substantei, este recomandabil s se aleagd doza maximd care
induce efectul toxic, dar nu si moartea sau suferinta severa. Se alege o serie descrescitoare de doze, in scopul
de a demonstra legatura intre raspuns si nivelul dozei, precum si nivelul dozei fird efecte adverse observabile
(DFEAO), in cazul celei mai mici doze. In mod frecvent, se dovedeste ci la formarea seriei descrescitoare
a dozelor este optima progresia geometrica cu ratia 2-4 si deseori addugarea unui al patrulea grup de proba
este preferabil folosirii unor ratii foarte mari (de exemplu, mai mari de 6-10) intre doze.

Grupul martor este un grup netratat sau tratat cu purtdtor, dacd se foloseste un purtdtor la administrarea
substantei testate. Cu exceptia substantei testate, animalele din grupul martor trebuie tratate in mod identic
cu acelea din grupurile de probd. Dacd se foloseste un purtdtor, grupul martor primeste purtdtorul in
cantitatea maxima folositd. Dacd substanta testatd se administreazd in alimente si provoaca reducerea
apetitului, un grup martor hrinit in paralel se poate dovedi folositor pentru a determina dacd reducerea se
datoreazd modificdrii caracteristicilor organoleptice ale alimentelor sau alterdrilor toxicologice din
organismul animalelor de laborator.

Trebuie luate in considerare urmdtoarele caracteristici ale purtdtorului si ale altor aditivi, dupd caz: efectele
asupra absorbtiei, circulatiei, metabolizarii sau retentiei substantei testate; efectele asupra proprietatilor
chimice ale substantei testate care pot sa altereze caracteristicile sale toxice si efectele asupra consumului
de hrand sau apd ori asupra starii de nutritie a animalelor.

Testul la valori limitd

Daci testul efectuat la o doza unicd, echivalentd cu cel putin 1 000 mg/kg greutate corporald/zi, folosind
metodologia descrisd pentru acest studiu, nu produce efecte adverse observabile si toxicitatea nu este de
asteptat in baza datelor existente pentru substantele inrudite structural, se considerd cd nu este necesar un
studiu integral cu trei doze de niveluri diferite. Testul la valori limitd este aplicabil cu exceptia cazului in
care expunerea oamenilor aratd ci este necesara folosirea unei doze mai mari.
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1.5.

MODUL DE LUCRU

Administrarea dozelor

Animalelor li se administreazd substanta testatd zilnic, sapte zile in fiecare siptimand, pentru o perioada
de 90 de zile. Orice alt regim de dozare, de exemplu, cinci zile pe siptdménd, trebuie justificat. Cand
substanta testatd se administreaza cu ajutorul sondei introduse in stomac, se administreaza toatd doza o datd
fiecdrui animal, folosind o sondd gastricd sau o canuld de intubare adecvatd. Volumul maxim de lichid care
poate fi administrat o datd depinde de marimea animalului de laborator. Volumul nu trebuie si depdseascd
1 ml/100 g greutate corporald, cu exceptia solutiilor apoase, cand se pot folosi 2 ml/100 g greutate
corporald. Cu exceptia substantelor iritante sau corozive, care provoacd in mod obisnuit efecte exacerbate
la concentratii mai mari, este recomandabil ca variatiile in volumul probei si fie reduse la minimum,
ajustandu-se concentratia astfel incat sd se asigure un volum constant, indiferent de nivelul dozei.

Pentru substantele administrate in alimente sau in apa de baut, este important sd se ia masuri astfel incat
cantititile de substantd testatd implicate sd nu interfereze cu nutritia normala sau cu echilibrul hidric. Cand
substanta testatd este administratd in alimente, se foloseste fie o concentratie constanta in alimente (ppm),
fie 0 dozd de nivel constant in raport cu greutatea animalului; alternativa folosita trebuie specificatd. in cazul
folosirii sondei, doza trebuie administratd aproximativ in acelasi moment al zilei si ajustatd dupa necesitati,
pentru a rdimane constantd in raport cu greutatea corporald a animalului. Atunci cand un studiu de 90 de
zile este folosit in preliminariile unui studiu pe termen lung de toxicitate cronic, se recomanda folosirea
unei alimentatii asemdndtoare in ambele studii.

Observatiile

Perioada de observatie se recomandi si fie de minimum 90 de zile. Animalele din grupul satelit programat
pentru observatie ulterioard trebuie si nu primeascd tratament o perioadd adecvatd, pentru a detecta
persistenta sau reversibilitatea efectelor toxice.

Se recomanda ca observatiile clinice generale si fie facute cel putin o datd pe zi, de preferat la aceeasi ord
(aceleasi ore) in fiecare zi, ludnd in considerare perioada de varf a efectelor anticipate dupd administrare.
Se recomanda inregistrarea stdrii clinice a animalelor. Cel putin de doud ori pe zi, de reguld la inceputul si
la sfarsitul fiecdrei zile, toate animalele sunt examinate pentru constatarea simptomelor de morbiditate si
mortalitate.

Se recomanda efectuarea de observatii clinice detaliate asupra tuturor animalelor cel putin o datd inainte
de prima expunere (pentru a putea face comparatii in cazul aceluiasi individ) si apoi o datd pe siptimana.
Aceste examene se recomandd sa fie facute in afara custii, de preferintd intr-o incintd standardizata si la
aceeasi ord de fiecare datd. Ele se consemneazd cu atentie, de preferat folosind un sistem de notare definit
explicit de laboratorul de testare. Trebuie actionat astfel incat variatia conditiilor de observare si fie minima.
Simptomele urmdrite cuprind, fird a se limita la ele, schimbari ale pielii, blanii, ochilor, mucoaselor,
frecventa secretiilor si a excretiilor, ca si activitatea reflexd (de exemplu, licrimarea, erectia piloasd,
modificarea pupilelor, respiratia anormald). Este recomandabil si fie observate de asemenea schimbrile in
mers, tinutd si reactie la manipulare, precum si prezenta miscarilor clonice si tonice, a stereotipiilor (de
exemplu, ingrijirea corporald excesivd, mersul circular repetat) sau a comportamentelor bizare (de exemplu,
automutilarea, mersul inapoi) (1).

Examinarea oftalmologicd, cu un oftalmoscop sau un aparat echivalent adecvat, de preferat a tuturor
animalelor dar cel putin a animalelor din grupul cu doza cea mai mare si din grupul martor, trebuie efectuata
inainte de administrarea substantei testate si la incheierea studiului. Dacd se constatd modificdri ale ochilor,
toate animalele trebuie examinate.

Spre sfarsitul perioadei de expunere si in orice caz nu inainte de siptimana 11, se evalueazd reactivitatea
senzoriald la diferite tipuri de stimuli (1) (de exemplu, stimuli auditivi, vizuali, proprioceptivi) (2), (3), (4),
se evalueazd forta de apucare (5) si activitatea motorie (6). Detalii suplimentare referitoare la metodele
utilizabile figureaza in referintele bibliografice respective. Se pot folosi si metode diferite de cele mentionate.

Observatiile functionale pot fi omise spre sfarsitul studiului atunci cand sunt disponibile date despre
observatiile functionale din alte studii si observatiile clinice zilnice nu au evidentiat deficite functionale.

In mod exceptional, observatiile functionale pot fi de asemenea omise pentru grupurile care, pe de alti parte,
prezintd simptome de toxicitate in asemenea mdsurd incat ar interfera semnificativ cu desfasurarea testului
functional.
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1.5.2.1.  Greutatea corporald si consumul de hrand/apd

Toate animalele trebuie cantdrite cel putin o datd pe siptimana. Masurarea consumului de hrand se face cel
putin siptimanal. Dacd substanta testatd se administreaza in apa de bdut, se mdsoard si apa de baut cel putin
saptimanal. Este recomandabil sd se misoare consumul de apd si in studiile cu substantd testatd administratd
in alimente sau prin sondd, atunci cand bautul apei poate suferi modificari.

1.5.2.2.  Hematologia si biochimia clinicd

Se preleveazd probe de sange din puncte determinate si se conservd, dacd este cazul, in conditii adecvate.
La sfarsitul perioadei de testare, probele se colecteazd imediat inainte de sacrificarea animalelor sau ca parte
a acestei proceduri.

La sfarsitul perioadei de testare si atunci cand se colecteaza probe de sange pe parcurs, se procedeazd la
urmdtoarele examene hematologice: hematocrit, concentratie de hemoglobind, numdritoarea eritrocitelor
sialeucocitelor, formula leucocitard, numdritoarea plachetelor sangvine, masurarea timpului de coagulare.

Determindrile de biochimie clinicd in scopul determindrii efectelor toxice majore in tesuturi si, in special,
efectele asupra rinichiului si a ficatului sunt practicate pe probe de sange obtinute de la fiecare animal
imediat inainte de sacrificare sau ca parte a acestei proceduri (dar nu de la cele gdsite muribunde sau care
au fost sacrificate pe parcurs). Ca si la investigatiile hematologice, se pot recolta pe parcurs probe pentru
analize de biochimie chimicd. Se recomandi ca animalele sd nu primeasca hrand in timpul noptii dinainte
de recoltare (*). Analizele de plasma sau ser cuprind sodiu, potasiu, glucozd, colesterol total, uree, acid uric
in sange, creatining, proteine si albumine totale si mai mult de doud enzime indicand efectele hepatocelulare
(ca alaninaminotransferaza, aspartat aminotransferaza, fosfataza alcalind, gamaglutamiltranspeptidaza si
sorbitol dehidrogenaza). Pot fi incluse si masurdtori ale altor enzime (hepatice sau de altd origine) si ale
acizilor biliari, care pot furniza informatii utile in anumite situatii.

Optional, pot fi efectuate urmdtoarele analize de urind in ultima sdptimana a studiului, folosind probe de
urind prelevate dupd un anumit orar: aspect, volum, osmolaritate sau densitate, pH, proteinurie, glucozurie,
hematurie.

In plus, trebuie avute in vedere investigatii asupra constantelor plasmatice ale leziunilor generale ale
tesuturilor. Dacd proprietdtile cunoscute ale substantei testate pot sau se apreciazi ci pot si afecteze curbele
metabolice conexe, trebuie efectuate si alte analize, cum sunt: calciu, fosfor, trigliceride a jeun, hormoni
specifici, methemoglobind si colinesterazi. Acestea trebuie identificate pentru substantele chimice din
anumite clase sau de la caz la caz.

In general, este nevoie de o abordare flexibild, in functie de specii si de efectele constatate si scontate ale
substantei in cauzd.

Dacid datele istorice de referintd sunt insuficiente, este cazul sd se ia in considerare necesitatea de a determina
variabilele hematologice si de biochimie clinicd inainte de inceperea administririi; in general, nu se
recomandd ca aceste date sd se obtind inaintea tratamentului (7).

1.5.2.3.  Autopsia

Toate animalele cuprinse in studiu sunt supuse unei autopsii complete si detaliate, care cuprinde examinarea
atentd a suprafetei externe a corpului, a tuturor orificiilor, a cavitdtilor craniand, toracicd si abdominal,
precum si a continutului acestora. Ficatul, rinichii, glandele suprarenale, testiculele, epididimul, uterul,
ovarele, timusul, splina, creierul §i inima fiecdrui animal (cu exceptia celor gasite muribunde si a celor
sacrificate pe parcurs) sunt curdtate de tesuturile aderente, dupd caz, i cintdrite proaspete cat mai repede
dupd disectie, pentru a evita deshidratarea.

Pentru mai multe analize de ser si plasmd, in special pentru glucoza, este de preferat absenta hranei in timpul noptii. Cel mai
important motiv este cd variatia crescutd care ar rezulta inevitabil in urma consumului de hrand ar putea sd mascheze efectele
mai subtile si ar face dificil interpretarea. Pe de altd parte insd, lipsa hranei pe durata noptii poate sd interfereze cu metabolismul
general al animalelor si riscd, in special in studiile in care substanta testat este administratd in alimente, s perturbe expunerea
zilnicd la aceastd substantd. Dacd se opteazd pentru lipsa hranei pe timpul noptii, trebuie efectuate analize de biochimie clinicd
dupd observatiile functionale ale studiului.
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Tesuturile urmdtoare se conserva in mediul de fixare cel mai adecvat atét pentru tipul de tesut cat si pentru
examenul histopatologic prevdzut: toate organele prezentand leziuni macroscopice, creierul (regiunile
reprezentative, cuprinzand encefalul, cerebelul si trunchiul cerebral), mdduva spindrii (din trei segmente:
cervical, medio-toracic si lombar), hipofiza, glanda tiroidd, glandele paratiroide, timusul, esofagul, glandele
salivare, stomacul, intestinul subtire si intestinul gros (inclusiv placile lui Peyer), ficatul, pancreasul, rinichii,
glandele suprarenale, splina, inima, traheea si plimanii (conservati prin exces de fixativ si apoi imersie) aorta,
gonadele, uterul, organele genitale anexe, glanda mamard feminind, prostata, vezica urinard, vezica biliara
(soarece), ganglionii limfatici (de preferintd un ganglion limfatic din zona afectatd de calea de administrare
si un alt ganglion limfatic din alt zon4, aflati la distantd, pentru a detecta eventualele efecte sistemice), nervii
periferici (sciatic sau tibial), de preferat din apropierea mugchiului, o probd de maduva osoasi (si o punctie
aspirativd de maduva osoasd examinatd pe loc), piele si ochi (dacd s-au constat modificiri la examenele
oftalmologice). Observatiile clinice si cele macroscopice pot sd conduci la necesitatea de a examina tesuturi
suplimentare. Se conservi si alte organe considerate probabile organe-{intd pentru substanta testatd, avand
in vedere proprietitile sale cunoscute.

Histopatologia

Se efectueazd un examen histopatologic complet al tesuturilor si organelor tuturor animalelor apartinind
grupului martor si grupului tratat cu doza cea mai mare. Aceste examene trebuie extinse la animalele tratate
cu alte doze, daci se constatd modificari care au legaturd cu tratamentul la grupul tratat cu doza cea mai
mare.

Se examineaza toate leziunile macroscopice.

Atunci cand se foloseste un grup satelit, se efectueazd un examen histopatologic al tesuturilor si organelor
la care au fost identificate efecte in grupurile tratate.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

REZULTATELE

Rezultatele se prezinta individual. in plus, toate rezultatele trebuie rezumate in forma tabelard, ardtandu-se
pentru fiecare grup de experientd, numdrul de animale la inceputul testului, numarul de animale gésite
moarte in timpul testului sau sacrificate din motive umanitare si momentul mortii sau al sacrificirii,
numdrul de animale prezentand simptome de toxicitate, o descriere a simptomelor de toxicitate, inclusiv
momentul aparitiei acestora, durata si severitatea tuturor efectelor toxice, numdrul animalelor prezentand
leziuni, tipul leziunilor §i procentul animalelor prezentand fiecare tip de leziune.

Dacd este cazul, rezultatele numerice se evalueaza printr-o metoda statisticd adecvatd si general acceptata.
Metodele statistice si rezultatele care urmeazd sa fie analizate trebuie si fie selectionate in etapa de redactare
a protocolului de testare.

RAPORTUL TESTULUI

Raportul testului cuprinde urmitoarele informatii:

Substanta testata:
— natura fizicd, puritatea si proprietdtile fizico-chimice;
— datele de identificare chimic3;

— purtdtorul (dacd este cazul); justificarea alegerii purtdtorului daci este altul decat apa.

Animalele de laborator:
— specia si susa folosite;

— numdrul, varsta si sexul animalelor;
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— sursa, conditiile de addpost, regimul alimentar etc;

— greutatea individuald a animalelor la inceputul testului.

Conditiile de lucru:
— motivatia alegerii dozelor;

— detalii privind preparatul hrani/reteta substantei testate, concentratia realizatd, stabilitatea si
omogenitatea preparatului;

— detalii privind administrarea substantei testate;

— dozele reale (mg/kg greutate corporald/zi) si factorul de conversie a substantei testate din concentratia
in hrand sau apa de baut (ppm) in doza reald, daci este cazul;

— detalii privind calitatea hranei si a apei.

Rezultatele:

— greutatea corporald si modificarile in greutatea corporal;

— consumul de hrand si ap3, daci este cazul;

— rezultate privind rdspunsul toxic, pe sexe si nivelul dozelor, inclusiv simptomele de toxicitate;
— natura, severitatea si durata efectelor observate clinic (reversibile sau nu);

— rezultatele examenului oftalmologic;

— activitatea senzoriald, forta de apucare, aprecierea activitatii motorii (dacd sunt disponibile);
— valorile hematologice si valorile de referintd corespunzitoare;

— valorile de biochimie clinicd si valorile de referintd corespunzitoare;

— greutatea corporald la moartea animalului, greutitile organelor interne, raporturile dintre greutatea
organului intern §i greutatea corporali;

— constatdrile de la autopsie;
— o descriere detaliatd a tuturor observatiilor histopatologice;
— date privind absorbtia, dacd sunt disponibile;

— prelucrarea statisticd a rezultatelor, unde este cazul.
Discutarea rezultatelor.

Concluzii.
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1.2

1.3.

1.4.

1.4.1.

ANEXA 5E

B.27 TESTUL DE TOXICITATE ORALA SUBCRONICA

STUDIU DE 90 DE ZILE DE TOXICITATE ORALA CU DOZA REPETATA LA NEROZATOARE

METODA

Aceastd metoda de testare a toxicitatii orale subcronice reproduce Orientarea 409 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

La aprecierea si evaluarea caracteristicilor toxice ale unui produs chimic, determinarea toxicitatii orale
subcronice folosind doze repetate se poate realiza dupd ce au fost obtinute informatiile initiale asupra
toxicititii din teste de toxicitate acutd sau teste de toxicitate de 28 de zile cu doza repetatd. Studiul de 90
de zile furnizeaza informatii despre posibilele pericole pentru sindtate care pot fi antrenate de expunerea
repetatd la risc pe o perioadd indelungatd, care se extinde de la intircare pand la varsta adultd. Studiul
furnizeaza informatii asupra efectelor toxice majore, indicand organele-tinta si posibilitatea de acumulare
si poate furniza si o estimare a nivelului de expunere la care nu se observi efecte adverse, care poate fi
folosita in alegerea dozelor pentru studiile de toxicitate cronicd si la stabilirea criteriilor de securitate in cazul
expunerii la risc a oamenilor.

Metoda are in vedere identificarea la speciile nerozitoare a efectelor adverse ale expunerii chimice si se
foloseste doar:

— in cazul in care efectele observate in alte studii indica necesitatea unei clarificari/caracterizdri cu ajutorul
unei a doua specii, nerozitoare sau

— 1in cazul in care studiile toxico-cinetice indicd faptul cd folosirea unei anumite specii nerozitoare
reprezintd cea mai relevantd alegere a animalului de laborator sau

— in cazul in care alte anumite motive justificd folosirea unei specii nerozitoare.

A se vedea si Introducerea generald, partea B.

DEFINITII

Doza: este cantitatea de substantd testatd administratd. Doza este exprimatd ca greutate (g, mg) sau ca
greutatea substantei testate pe unitatea de greutate a animalului de laborator (de exemplu, mg/kg) sau in
concentratii constante in alimentatie (ppm).

Dozaj: este un termen general care cuprinde doza, frecventa acesteia si durata administrarii.

DFEAO: este abrevierea pentru ,doza fird efecte adverse observabile” (NOAEL: No Observable Adverse
Effect Level) si reprezintd doza maximi la care nu s-au constatat stdri adverse legate de tratament.

PRINCIPIUL METODEI

Diferite doze din substanta testatd se administreaza zilnic, pe cale orald, citorva grupuri de animale de
laborator, nivelul dozei fiind acelasi pentru un grup, timp de 90 de zile. In perioada administrarii, animalele
se tin sub observatie atentd in scopul de a constata semnele de toxicitate. Animalele care mor sau care sunt
sacrificate in timpul testului sunt autopsiate si la sfarsitul testului animalele supravietuitoare sunt de
asemenea sacrificate si autopsiate.

DESCRIEREA METODEI

Alegerea speciei animale

Specia nerozitoare folositd in mod obisnuit este cinele, care trebuie si fie de rasd definitd; frecvent este
folosit basetul. Pot fi folosite si alte specii, de exemplu porcul sau porcul pitic. Nu se recomanda primatele,
iar folosirea lor trebuie justificatd. Trebuie folosite animale tinere si sindtoase, iar in cazul cainelui
administrarea trebuie sd inceapd de preferintd la varsta de 4-6 luni si nu mai tarziu de varsta de noud luni.
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1.4.3.

1.5.

Atunci cand studiul este efectuat in preliminariile unui studiu pe termen lung de toxicitate cronicd, in ambele
studii trebuie folosite animale din aceeasi specie/rasa.

Pregitirea animalelor

Trebuie folosite animale tinere si sdndtoase, care au fost acomodate la conditiile de laborator si care nu au
mai fost folosite in alte experiente. Durata aclimatizarii depinde de specia aleasd si de provenienta sa. Se
recomanda cel putin cinci zile pentru céini sau pentru porci hriniti anume in acest scop in colonia
laboratorului si cel putin doud siptimani pentru aceleasi animale din surse externe. Trebuie precizate specia,
susa, provenienta, sexul, greutatea si varsta. Animalele se repartizeaza aleator in grupurile tratate si grupurile
martor. Custile se amplaseazi astfel incat sa se reducd la minimum posibilele efecte datorate modului lor
de dispunere. Fiecirui animal i se atribuie un numar de identificare unic.

Pregitirea dozelor

Substanta testatd se administreaza in alimente sau in apa de baut ori prin introducerea in stomac cu ajutorul
unei sonde sau in capsule. Metoda de administrare pe cale orald depinde de scopul studiului si de
proprietatile fizico-chimice ale substantei testate.

Acolo unde este necesar, substanta testatd se dizolva sau se trece in suspensie intr-un purtitor adecvat. Se
recomandd ca, acolo unde este posibil, sd se ia mai intdi in considerare folosirea unei solutii/suspensii
apoase, urmatd de o solutie/emulsie in ulei (de exemplu, ulei de porumb) si in cele din urma de o solutie
in alti purtdtori. Trebuie cunoscute caracteristicile de toxicitate ale purtdtorilor, altii decat apa. Trebuie
determinati stabilitatea substantei testate in conditiile de administrare.

MODUL DE LUCRU

Numdrul si sexul animalelor

La fiecare nivel al dozei se folosesc cel putin opt animale (patru femele si patru masculi). Dacad sunt
planificate sacrificari pe parcurs, numdarul trebuie suplimentat cu numdrul de animale planificate sd fie
sacrificate Inainte de sfarsitul testului. Numdrul animalelor la incheierea studiului trebuie sa fie adecvat
pentru ca evaluarea efectelor toxice sd aibd semnificatie. Pe baza cunostintelor existente despre produsul
chimic sau un produs foarte asemandtor, ar trebui s se ia in considerare includerea unui grup satelit
suplimentar de opt animale (patru de fiecare sex) in grupul martor si in grupul tratat cu doza cea mai
puternicd, pentru a observa, dupd tratament, reversibilitatea sau persistenta oricdrui efect toxic. Durata
perioadei posttratament se fixeazd in functie de efectele observate.

Dozajul

Dozele folosite sunt la minimum trei niveluri si existd un grup martor, in afara cazului in care se face un
test la valori limitd (a se vedea 1.5.3). Nivelul dozelor se stabileste in functie de rezultatele studiilor cu doza
repetatd sau ale studiilor preliminare siia in considerare orice date toxicologice si toxico-cinetice disponibile
pentru substanta testatd sau substante inrudite. Dacd nu existd limitdri datorate proprietatilor fizico-chimice
sau efectelor biologice ale substantei, este recomandabil si se aleagd doza maxima care induce efectul toxic,
dar nu si moartea sau suferinta severd. Se alege o serie descrescitoare de doze, in scopul de a demonstra
legdtura intre rdspuns si nivelul dozei precum si nivelul dozei fard efecte adverse observabile (DFEAO), in
cazul celei mai mici doze. In mod frecvent, se dovedeste cd, la formarea seriei descrescdtoare a dozelor, este
optimd progresia geometricd cu ratia 2-4 si deseori addugarea unui al patrulea grup de testare este preferabil
folosirii unor ratii foarte mari (de exemplu, mai mari de 6-10) intre doze.

Grupul martor este un grup netratat sau tratat cu purtatorul, daci se foloseste un purtitor la administrarea
substantei testate. Cu exceptia substantei testate, animalele din grupul martor trebuie tratate in mod identic
cuacelea din grupurile testate. Dacd se foloseste un purtdtor, grupul martor primeste purtdtorul in cantitatea
maxima folositd. Dacd substanta testatd se administreazd in alimente $i provoaca reducerea apetitului, un
grup martor hranit in paralel se poate dovedi folositor pentru a determina dacd reducerea de datoreazd
modificarii caracteristicilor organoleptice ale alimentelor sau alterarilor toxicologice din organismul
animalelor de laborator.
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Trebuie luate in considerare urmdtoarele caracteristici ale purtdtorului si ale altor aditivi, dupd caz: efectele
asupra absorbtiei, circulatiei, metabolizarii sau retentiei substantei testate; efectele asupra proprietatilor
chimice ale substantei testate care pot sa altereze caracteristicile sale toxice; si efectele asupra consumului
de hrand sau apd sau asupra stirii de nutritie a animalelor.

Testul la valori limita

Daci testul efectuat la 0 dozid unicd, echivalentd cu cel putin 1 000 mg/kg greutate corporald/zi, folosind
metodele experimentale descrise pentru acest studiu, nu produce efecte adverse observabile si dacd
toxicitatea nu este de asteptat in baza datelor existente pentru substantele inrudite structural, se considerd
cd nu este necesar un studiu integral cu trei doze de niveluri diferite. Testul la valori limitd este aplicabil cu
exceptia cazului in care expunerea oamenilor aratd cd este necesard folosirea unei doze mai mari.

Administrarea dozelor

Animalelor li se administreaza substanta testatd zilnic, sapte zile in fiecare siptimand, pentru o perioadd
de 90 de zile. Orice alt regim de dozare, de exemplu cinci zile pe sdptimana, trebuie justificat. Cand
substanta testatd se administreaza cu ajutorul sondei introduse in stomac, se administreaza toatd doza o datd
fiecarui animal, folosind o sonda gastricd sau o canuld de intubare adecvatd. Volumul maxim de lichid care
poate fi administrat o datd depinde de mirimea animalului de laborator. in mod normal, volumul trebuie
mentinut cit mai scizut posibil. Cu exceptia substantelor iritante sau corozive, care provoacd in mod
obisnuit efecte exacerbate la concentratii mai mari, este recomandabil ca variatiile in volumul probei si fie
reduse la minimum, ajustdndu-se concentratia astfel incat sd asigure un volum constant, indiferent de
nivelul dozei.

Pentru substantele administrate in alimente sau in apa de baut, este important sd se ia mdsuri astfel incat
cantititile de substantd testatd implicate s nu interfereze cu nutritia normald sau cu echilibrul hidric. Cand
substanta testatd este administratd in alimente, se poate folosi fie o concentratie constantd in alimente
(ppm), fie 0 dozd de nivel constant in raport cu greutatea animalului; alternativa folosita trebuie specificatd.
In cazul administrarii prin sond4 sau in capsuld, doza trebuie administratd aproximativ in acelasi moment
al zilei si ajustatd dupa necesitdti, pentru a rimane constantd in raport cu greutatea corporald a animalului.
Atunci cand un studiu de 90 de zile este folosit in preliminariile unui studiu pe termen lung de toxicitate
cronicd, se recomanda folosirea unei alimentatii asemanatoare in ambele studii.

Observatiile

Perioada de observatie se recomanda sa fie de minimum 90 de zile. Animalele din grupul satelit programat
pentru observatii ulterioare trebuie sd nu primeascd tratament o perioadd adecvatd, pentru a detecta
persistenta sau reversibilitatea efectelor toxice.

Se recomandd ca observatiile clinice generale si fie facute cel putin o datd pe zi, de preferat la aceeasi ord
(aceleasi ore) in fiecare zi, ludnd in considerare perioada de varf a efectelor anticipate dupd administrare.
Se recomandd inregistrarea stdrii clinice a animalelor. Cel putin de doud ori pe zi, de reguld la inceputul si
la sfarsitul fiecdrei zile, toate animalele sunt examinate pentru constatarea simptomelor de morbiditate si
mortalitate.

Se recomanda efectuarea de observatii clinice detaliate asupra tuturor animalelor cel putin o datd inainte
de prima expunere (pentru a putea face comparatii in cazul aceluiasi individ) si apoi o datd pe siptimana.
Aceste examene se recomandd sd fie ficute, dacd e posibil, in afara custii, de preferintd intr-o incintd
standardizatd si la aceeasi ord de fiecare datd. Trebuie actionat astfel incat variatia conditiilor de observare
s fie minima. Simptomele de toxicitate trebuie sd fie consemnate cu atentie, incluzand ora aparitiei, gradul
si durata acestora. Observatiile cuprind, fira a se limita la ele, schimbari ale pielii, blanii, ochilor, mucoaselor,
frecventa secretiilor si a excretiilor, ca si activitatea reflexd (de exemplu, licrimarea, erectia piloasa,
modificarea pupilelor, respiratia anormald). Este recomandabil si fie observate de asemenea schimbdrile in
mers, tinutd si reactia la manipulare, precum si prezenta miscarilor clonice si tonice, a stereotipiilor (de
exemplu, ingrijirea corporald excesivd, mersul circular repetat) sau a comportamentelor bizare.

Examinarea oftalmologicd, cu un oftalmoscop sau un aparat echivalent adecvat, de preferat a tuturor
animalelor si cel putin a animalelor din grupul cu doza cea mai mare si din grupul martor, trebuie efectuatd
inainte de administrarea substantei testate si la incheierea studiului. Daca se constatd modificari ale ochilor
legate de tratament, toate animalele trebuie examinate.
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Greutatea corporald si consumul de hrand/apd

Toate animalele trebuie cantdrite cel putin o dati pe siptimana. Masurarea consumului de hran se face cel
putin siptimanal. Dacd substanta testatd se administreaza in apa de bdut, se misoara si apa de baut cel putin
saptimanal. Este recomandabil sd se masoare consumul de apa si in studiile cu substanta testatd administratd
in alimente sau prin sond, atunci cand bautul apei poate suferi modificari.

Hematologia si biochimia clinicd

Se preleveaza probe de sange din puncte determinate si se conserva, dacd este cazul, in conditii adecvate.
La incheierea testului, probele se colecteazd imediat inainte de sacrificarea animalelor sau ca parte a acestei
proceduri.

Se procedeazd la urmitoarele examene hematologice: hematocrit, concentratie de hemoglobing,
numdritoarea eritrocitelor si a leucocitelor, formula leucocitard, numdritoarea plachetelor sangvine si o
mdsurare a potentialului de coagulare, cum sunt timpul de coagulare, timpul de protombind sau de
tromboplasting, la inceputul studiului si apoi la intervale lunare sau la jumatatea perioadei de testare si, in
cele din urmi, la incheierea testului.

Determindrile de biochimie clinicd in scopul determindrii efectelor toxice majore in tesuturi si, in special,
efectele asupra rinichiului si a ficatului sunt practicate pe probe de sange obtinute de la toate animalele la
inceputul studiului, la intervale lunare sau la jumditatea perioadei de testare si la incheierea testului.
Domeniile de analizd care trebuie luate in considerare sunt balanta electroliticd, metabolismul
carbohidratilor si functiile hepaticd si renald. Alegerea analizelor specifice este influentatd de observatiile
asupra modului de actiune a substantei testate. Se recomandd ca animalele s3 nu primeascd hrand pentru
o perioadd adecvatd speciei inainte de prelevarea probei de singe. Analizele recomandabile cuprind
mdsurarea urmdtoarelor: calciu, fosfor, clor, sodiu, potasiu, glucoza a jeun, alaninaminotransferazd, aspartat
aminotransferazd, ornitin decarboxilazi, gamaglutamiltranspeptidaza, acid uric, albumind, creatinind
sangvind, bilirubind totald §i proteine serice totale.

Analizele de urind trebuie efectuate cel putin la inceput, apoi la jumatatea perioadei si la incheierea testului,
folosind probe de urind prelevate dupd un anumit orar. Analizele cuprind: aspect, volum, osmolaritate sau
densitate, pH, proteinurie, glucozurie, hematurie. Se pot folosi si alti parametri daci este necesar sd se
extindd investigarea efectului (efectelor) observat(e).

in plus, trebuie avute in vedere investigatii asupra constantelor plasmatice ale leziunilor generale ale
tesuturilor. Alte analize care se pot dovedi necesare pentru o evaluare toxicologicd adecvatd includ: analiza
lipidelor, a hormonilor, echilibrul acido-bazic, methemoglobina si inhibarea colinesterazei. Pot fi folosite
analize de biochimie clinici suplimentare, daci este necesar si se extindd investigarea efectelor observate.
Acestea trebuie identificate pentru substantele din anumite clase sau de la caz la caz.

In general, este nevoie de o abordare flexibili, in functie de specii si de efectele constatate si scontate ale
substantei in cauzi.

Autopsia

Toate animalele cuprinse in studiu sunt supuse unei autopsii complete si detaliate, care cuprinde examinarea
atentd a suprafetei externe a corpului, a tuturor orificiilor, a cavitatilor craniand, toracici si abdominala,
precum si a continutului acestora. Ficatul, rinichii, glandele suprarenale, testiculele, epididimul, ovarele,
uterul, glanda tiroidd (cu glandele paratiroide) timusul, splina, creierul si inima fiecdrui animal (cu exceptia
celor gisite muribunde si a celor sacrificate pe parcurs) sunt curdtate de tesuturile aderente, dupd caz, si
cantirite proaspete cat mai repede dupd disectie, pentru a evita deshidratarea.

Tesuturile urmdtoare trebuie conservate in mediul de fixare cel mai adecvat atat pentru tipul de tesut cat
si pentru examenul histopatologic prevdzut: toate organele prezentind leziuni macroscopice, creierul
(regiunile reprezentative, cuprinzand encefalul, cerebelul si trunchiul cerebral), maduva spinarii (din trei
segmente: cervical, medio-toracic si lombar), hipofiza, ochii, glanda tiroidd, glandele paratiroide, timusul,
esofagul, glandele salivare, stomacul, intestinul subtire si intestinul gros (inclusiv placile lui Peyer), ficatul,
vezica biliard, pancreasul, rinichii, glandele suprarenale, splina, inima, traheea si plimanii, aorta, gonadele,
uterul, organele genitale anexe, glanda mamara feminind, prostata, vezica urinard, ganglionii limfatici (de
preferintd un ganglion limfatic din zona afectatd de calea de administrare i un alt ganglion limfatic din altd
zond, aflatd la distantd, pentru a detecta eventualele efecte sistemice), nervii periferici (sciatic sau tibial), de
preferat din apropierea muschiului, o probd de maduva osoasa (si/sau o punctie aspirativd de maduva osoasd
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examinatd pe loc), piele. Observatiile clinice si cele macroscopice pot si conduci la necesitatea de a examina
tesuturi suplimentare. Se conservd si alte organe considerate probabile organe-tinta pentru substanta testata,
avand in vedere proprietdtile sale cunoscute.

Histopatologia

Se efectueazd un examen histopatologic complet al tesuturilor si organelor conservate ale tuturor
animalelor apartinand grupului martor §i grupului tratat cu doza cea mai mare. Aceste examene trebuie
extinse la animalele tratate cu alte doze, dacd se constatd modificdri care au legaturd cu tratamentul la grupul
tratat cu doza cea mai mare.

Se examineazd toate leziunile macroscopice.

Atunci cind se foloseste un grup satelit, se efectueazd un examen histopatologic al tesuturilor si organelor
la care au fost identificate efecte in grupurile tratate.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

REZULTATELE

Rezultatele se prezintd individual. in plus, toate rezultatele trebuie rezumate in formad tabelard, ardtandu-se
pentru fiecare grup de experientd, numdrul de animale la inceputul testului, numdrul de animale gasite
moarte in timpul testului sau sacrificate din motive umanitare si momentul mortii sau al sacrificarii,
numarul de animale prezentand simptome de toxicitate, o descriere a simptomelor de toxicitate, in special
momentul aparitiei acestora, durata si severitatea tuturor efectelor toxice, numdrul animalelor prezentand
leziuni, tipul leziunilor §i procentul animalelor prezentand fiecare tip de leziune.

Daci este cazul, rezultatele numerice se evalueaza printr-o metoda statisticd adecvata si general acceptati.
Metodele statistice i rezultatele care urmeaza s fie analizate trebuie sa fie selectionate in etapa de redactare
a protocolului de testare.

RAPORTUL TESTULUI

Raportul testului cuprinde urmatoarele informatii:

Substanta testata:
— natura fizicd, puritatea si proprietatile fizico-chimice,
— datele de identificare chimica,

— purtdtorul (dacd este cazul); justificarea alegerii purtitorului dacd este altul decat apa.

Animalele de laborator:

— specia si susa folosite,

— numdrul, varsta si sexul animalelor,

— sursa, conditiile de addpost, regimul alimentar etc.,

— greutatea individuald a animalelor la inceputul testului.

Conditiile de lucru:
— motivatia alegerii dozelor,

— detalii privind preparatul hrand/reteta substantei testate, concentratia realizatd, stabilitatea si
omogenitatea preparatului,
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— detalii privind administrarea substantei testate,

— dozele reale (mg/kg greutate corporald|zi) si factorul de conversie a substantei testate din concentratie
in hrand sau apa de baut (ppm) in doza reald, daci este cazul,

— detalii privind calitatea hranei si a apei.

Rezultatele:

— greutatea corporald si modificdrile in greutatea corporald,

— consumul de hrand si apd, dacd este cazul,

— rezultate privind reactia toxicd, pe sexe si nivelul dozelor, inclusiv simptomele de toxicitate,
— natura, severitatea si durata efectelor observate clinic (reversibile sau nu),

— rezultatele examenului oftalmologic,

— valorile hematologice si valorile de referintd corespunzitoare,

— valorile de biochimie clinica si valorile de referintd corespunzitoare,

— greutatea corporald la moartea animalului, greutatile organelor interne, raporturile greutatea organului
intern/greutate corporald,

— constatdrile de la autopsie,

— o descriere detaliatd a tuturor observatiilor histopatologice,
— date privind absorbtia, dacd sunt disponibile,

— prelucrarea statisticd a rezultatelor, unde este cazul.
Discutarea rezultatelor.

Concluzii.
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ANEXA 5F

C.14. TESTUL DE CRESTERE A PUIETULUI DE PESTE

METODA

Metoda de testare a influentei toxicitdtii asupra cresterii reproduce Orientarea 215 a OCDE (2000).

INTRODUCERE

Acest test urmdreste sd evalueze efectele expunerii prelungite la produse chimice asupra cresterii puietului
de peste. Are la bazd o metods, elaboratd si intercalibratd (1) (3) in Uniunea Europeand, de evaluare a
efectelor produselor chimice asupra puietului de pastrav-curcubeu (Oncorynchus mykiss) in regim dinamic.
Pot fi folosite si alte specii, dacd au fost bine studiate. De exemplu, s-a castigat experientd din testele de
crestere cu pestele-zebrd (Danio rerio) (2) (4) (5) si medaka (Oryzias latipes) (6) (7) (8).

A se vedea si Introducerea generald, partea C.

DEFINITII

Concentratia minimi cu efect observabil (CMEO): este cea mai scizutd concentratie testatd a substantei
testate la care se constatd un efect semnificativ (la p < 0,05) in comparatie cu lotul martor. Toate
concentratiile mai mari decdt CMEO trebuie sd aibd efect nociv egal sau mai mare decat cel observat la
CMEO.

Concentratia fird efecte observabile (CFEO): este concentratia testatd imediat sub valoarea CMEO.

CE,: in aceastd metodd de testare este concentratia substantei testate care provoacd o variatie de x % in rata
de crestere a pestelui in comparatie cu lotul martor.

Rata de incircare: este greutatea pestelui pe unitatea de volum de apd.
Densitatea populatiei: este numdirul de pesti pe unitatea de volum de apd.

Rata de crestere specificd individuala: exprimd rata de crestere a unui individ, prin raportare la greutatea
sa initiald.

Rata de crestere specifici medie a bazinului: exprimi rata de crestere medie a populatiei din bazin la
o concentratie datd.

Rata de crestere pseudospecifica: exprimi rata de crestere individuald raportata la greutatea initiald medie
a populatiei din bazin.

PRINCIPIUL METODEI

Puietul piscicol aflat in faza de crestere exponentiald este pus, dupd ce este cantdrit, in incintele
experimentale si expus la o gamd de concentratii subletale din substanta testatd, dizolvatd in apd, de
preferintd in regim dinamic sau, dacd nu este posibil, in conditii semistatice adecvate (regim de curgere
discontinud) Durata testului este de 28 de zile. Pestii sunt hraniti zilnic. Ratia alimentard este in functie de
greutdtile corporale initiale si poate fi recalculatd dupd 14 zile. La sfarsitul testului, pestii sunt cantariti din
nou. Efectele asupra ratelor de crestere sunt analizate folosind un model de regresie, pentru a estima acea
concentratie care ar avea ca efect o variatie a ratei de crestere de x %, adicd a CE, (de exemplu, CE,,, CE,,
sau CE5). O altd varianti este ca datele s fie comparate cu valorile lotului martor, in scopul de a determina
concentratia minima cu efecte observabile (CMEO) si, de aici, concentratia fird efecte observabile (CFEO).

INFORMATII DESPRE SUBSTANTA TESTATA

Trebuie si fie disponibile rezultatele unui test de toxicitate acutd (a se vedea metoda de testare C.1), de
preferintd efectuat cu speciile alese pentru acest test. Aceasta inseamnd cd se cunosc solubilitatea in apd si
presiunea de vapori ale substantei testate, precum si cd existd o metoda analiticd fiabild si disponibild pentru
cuantificarea substantei in solutii, a cdrei precizie si ale carei limite de detectie sunt cunoscute si specificate
in raport.



100 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 13/vol. 32

Informatiile utile cuprind: formula structurald, puritatea substantei, stabilitatea in apd si la lumind, pK,, P,
si rezultatele testului de biodegradabilitate rapidd (a se vedea metoda de testare C.4).

1.5. VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca testul sa fie valid, trebuie sd indeplineascd urmdtoarele conditii:
— mortalitatea in lotul (loturile) martor nu trebuie sd depdseascd 10 % la sfarsitul testului;

— greutatea medie a pestilor in lotul (loturile) martor trebuie sd fi crescut suficient pentru a permite
detectarea variatiei minime a ratei de crestere consideratd ca semnificativa. Un test de intercalibrare (3)
a ardtat ca in cazul pastrdvului-curcubeu greutatea medie a pestelui in lotul martor trebuie s fi crescut
in 28 de zile cu cel putin jumdtate (adicd 50 %) din greutatea initiald; de exemplu, greutatea initiala:
1 g/peste (=100 %), greutatea finald, dupd 28 de zile: > 1,5 g[peste (> 150 %);

— concentratia de oxigen dizolvat trebuie s fi fost pe toatd durata testului de cel putin 60 % din valoarea
de saturatie din aer (VSA);

— temperatura apei trebuie sd nu difere cu mai mult de + 1 °C intre bazine in nici un moment pe durata
testului si sd fie mentinutd intr-un interval de 2 °C in intervalele de temperaturd specificate pentru
speciile de pesti (apendicele 1).

1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

1.6.1.  Aparatura:

Echipamentul obisnuit de laborator si in special urmatoarele:

(a) pH-metru si aparat de misurare a oxigenului;

(b) echipament pentru determinarea duritatii si alcalinitatii apei;

¢) aparaturd adecvatd pentru controlul temperaturii, de preferat cu supraveghere continud;

d) bazine din material chimic inert si de capacitate adaptatd la incdrcarea si densitatea populatiei
recomandate (a se vedea punctul 1.8.5 si apendicele 1);

(e) balantd de precizie adecvatd (adicd pand la £ 0,5 %).

1.6.2.  Apa

In test poate fi folosita orice apa in care specia testatd prezintd o ratd de supravietuire si de crestere pe termen
lung corespunzitoare. Trebuie si fie de calitate constantd pe durata testului. Apa trebuie sd aibd un pH in
intervalul 6,5-8,5, dar pe durata unui test dat trebuie si se incadreze intr-un interval de £ 0,5 unitati de pH.
Se recomandi o duritate (in CaCO5) de peste 140 mg/l. Pentru ca apa de diluare sd nu influenteze in mod
nepermis rezultatele testelor (de exemplu, prin complexare cu substanta testatd), trebuie luate probe la
intervale egale pentru analizd. Acolo unde se cunoaste calitatea relativ constantd a apei de diluare, se
mdsoard la interval de trei luni continutul in metale grele (de exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd si Ni), anioni si
cationi principali (de exemplu, Ca, Mg, Na, K, Cl si SO,), pesticide (de exemplu pesticide organofosforice
totale si pesticide organoclorice totale), carbon organic total, solide in suspensie. Dacd s-a demonstrat cd
apa are calitate constantd pe o perioadd de cel putin un an, analizele se pot face la intervale mai mari (de
exemplu, la fiecare sase luni). Citeva caracteristici chimice ale unei ape de diluare acceptabile sunt enumerate
in apendicele 2.

1.6.3.  Solutiile de lucru
Solutiile de lucru de concentratii date se prepard prin diluarea unei solutii de baza.

Solutia de bazd se prepard de preferintd prin simpla amestecare sau agitare a substantei testate in apa de
diluare, folosind mijloace mecanice (de exemplu cu agitator sau ultrasunete). Pentru obtinerea unei solutii
de bazd cu o concentratie corespunzitoare se pot folosi coloane de saturare (coloane de solubilitate).

In unele cazuri, folosirea solventilor sau a agentilor de dispersie poate fi necesard pentru a realiza solutia
de bazd de concentratie corespunzitoare. Exemple de solventi adecvati sunt acetona, etanolul, metanolul,
dimetilsulfoxidul, dimetilformamida si trietilenglicolul. Exemple de agenti de dispersie adecvati sunt
Cremophor RH40, Tween 80, metilcelulozd 0,01 % si HCO-40. Folosirea compusilor usor biodegradabili
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1.6.5.
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de exemplu, acetona) si a compusilor foarte volatili trebuie sd se faci atent, deoarece acestia pot antrena
proliferarea bacteriand in testele cu regim dinamic. Cand se foloseste agent de dispersie, acesta trebuie, in
demonstratia pe un lot martor tratat numai cu solventul, sd nu provoace efecte semnificative asupra cresterii

! $
pestilor si nici efecte adverse vizibile asupra puietului.

La testele in regim dinamic este necesar un sistem care sa distribuie si sd dilueze continuu solutia de bazd
a substantei testate (de exemplu, pompd dozatoare, diluator proportional, sistem de saturatie) pentru a
asigura seria concentratiilor din incintele experimentale. Debitele solutiilor de bazi si ale apei de diluare se
verificd la intervale definite, de preferinta zilnic, pe durata testului si trebuie sd nu varieze cu mai mult
de 10 % pe parcursul intregului test. Un test de intercalibrare (3) a demonstrat cd, in cazul
pastravului-curcubeu, o frecventd a schimbarii apei de 6 litri/g de peste/zi este acceptabild (a se vedea
punctul 1.8.2.2).

La testele in regim semistatic (regim dinamic discontinuu), frecventa schimbarii apei depinde de stabilitatea
substantei testate, dar se recomanda schimbarea zilnicd. Daci testele de stabilitate preliminare (a se vedea
punctul 1.4) aratd o instabilitate a concentratici substantei testate (adica in afara intervalului de 80-120 %
din concentratia nominald sau sub 80 % din concentratia masurati initial) pe parcursul schimbarii apei,
trebuie luatd in considerare folosirea unui test in regim dinamic.

Alegerea speciilor

Pastravul-curcubeu (Oncorynchus mykiss) este specia recomandata pentru acest test deoarece de aceastd specie
se leagd cea mai mare parte a experientei castigate in testele de intercalibrare (1) (3). Cu toate acestea, pot
fi folosite si alte specii, bine studiate, dar metoda experimentald s-ar putea sd necesite adaptiri, pentru a
asigura conditii de testare adecvate. De exemplu, existd experientd disponibild si cu pestele-zebrd (Danio
rerio) (4) (5) si cu medaka (Oryzias latipes) (6) (7) (8). In acest caz, justificarea alegerii speciei si a metodei
experimentale trebuie specificatd in raport.

ingrijirea pestilor

Pestii de laborator trebuie alesi din aceeasi populatie, de preferintd din aceleasi icre, care a fost ingrijitd
pentru cel putin doud siptimani inainte de test in conditii de calitate a apei si de expunere la lumind similare
cu acelea folosite la test. Pestii trebuie hraniti cu o ratie minima zilnicd reprezentand 2 % din greutatea
corporald, de preferintd 4 %, pe intreaga durata de ingrijire si testare.

Dupd o perioadd de acomodare de 48 de ore, se inregistreazd mortalitatea si se aplicd urmdtoarele criterii:
— mortalitate mai ridicatd de 10 % din populatie in sapte zile: se respinge intregul lot;

— mortalitate intre 5 % si 10 % din populatie: acomodare pentru incd sapte zile; dacd mortalitatea este
peste 5 % in a doua perioadd de sapte zile, se respinge intregul lot;

— mortalitate mai scdzutd de 5 % din populatie in sapte zile: se acceptd lotul.

Pestii nu trebuie sd primeascd tratament pentru boald in cele doud siptimani anterioare testului sau in
timpul testului.

STRUCTURAREA TESTULUI

LStructurarea testului” se referd la alegerea numdrului si a intervalelor de concentratii testate, la numdrul de
bazine pentru fiecare nivel al concentratiei si la numadrul de pesti pe bazin. In mod ideal, structurarea testului
ia in considerare:

(a) obiectivul studiului;

(b) metoda de analizd statistici urmand a fi folosita;

(c) disponibilitatea si costul resurselor alocate.

Enuntul obiectivului ar trebui, daci este posibil, sd specifice puterea statistici la care se cere si fie detectatd
marimea unei diferen;e date (de exemplu, in rata cre§terii) sau, alternativ, precizia cu care se cere estimarea

CE, (de exemplu, cu x = 10, 20 sau 30 si de preferintd nu mai mic decat 10). in absenta acestor informati,
nu se poate indica in mod precis scara de desfasurare a studiului.
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1.7.1.

1.7.2.

1.8.

Este important sa se accepte ideea cd structurarea optimd (care foloseste cel mai bine resursele) in raport
cu o metodd de analizd statisticd nu este in mod necesar optimd in raport cu altd metodd. Structurarea
recomandatd pentru estimarea DMEO/DFEO nu va fi aceeasi cu cea recomandatd pentru analiza prin
regresie.

In cele mai multe cazuri, analiza de regresie este preferabild analizei de variantd, din motivele discutate
de Stephan si Rogers (9). Cu toate acestea, atunci cand nu se giseste un model de regresie corespunzitor
(r* < 0,9), ar trebui si se recurgd la DFEO/DMEO.

Structurarea pentru analiza de regresie

La structurarea unui test care urmeazd sd fie interpretat cu ajutorul analizei de regresie, considerentele
importante sunt:

(a) concentratiile cu efect (de exemplu, CE,q 50 30) $i intervalul de concentratii in care efectul substantei
testate prezintd interes trebuie cu necesitate si fie cuprinse in test. Precizia cu care pot fi ficute estimarile
concentratiilor cu efect va fi mai bund atunci cand concentratia cu efect este la jumadtatea intervalului
de concentratii testate. In alegerea concentratiilor adecvate pentru test este util un test preliminar de
stabilire a intervalului;

(b) pentru a permite o modelare statisticd satisficatoare, testul trebuie s includd cel putin un bazin martor
si alte cinci bazine la concentratii diferite. Unde este cazul, atunci cnd se foloseste un agent de dispersie,
se studiazd, in afard de lotul testat, un lot martor dintr-un bazin continind agentul de dispersie la
concentratia maxima testatd (a se vedea punctele 1.8.3 si 1.8.4);

() se poate folosi o serie geometricd sau una logaritmica adecvatd (10) (a se vedea apendicele 3). Este de
preferat seria logaritmica in definirea intervalelor intre nivelurile concentratiilor testate;

(d) daca sunt disponibile mai mult de sase bazine, bazinele suplimentare ar trebui folosite fie la dublarea
probelor, fie la distribuirea lor in intervalele de concentratii, in scopul ingustdrii acestora. Ambele
mdsuri sunt oportune in egald masurd.

Structurarea pentru DFEO/DMEO folosind analiza de variantd

Ar fi de preferat sd existe bazine-dublurd la fiecare concentratie, iar analiza statistica sd se facd la nivelul
fiecdrui bazin (11). Fard bazine-dublurd nu poate fi luatd in considerare variabilitatea intre bazine separat
de variabilitatea de la un peste la altul. Cu toate acestea, experienta a ardtat (12) cd, in cazul examinat,
variabilitatea intre bazine a fost foarte scizutd comparativ cu cea din interiorul aceluiasi bazin (adica intre
pesti). Prin urmare, o alternativd relativ acceptabild este efectuarea analizei statistice la nivelul fiecdrui
exemplar.

In mod conventional, se folosesc cel putin cinci concentratii dispuse in serie geometricd, cu o ratie care de
preferintd nu depdseste 3,2.

in general, atunci cand testele se fac cu bazine-dublurd, numarul bazinelor martor, si prin urmare cel al
pestilor, reprezintd dublul numarului de bazine testate la fiecare concentratie, iar acesta din urma este acelasi
la toate concentratiile (13) (14) (15). Dimpotrivd, in absenta bazinelor-dublurd, numarul pestilor din lotul
martor este egal cu numdrul pestilor folositi la fiecare concentratie.

Dacd analiza de variantd urmeazd si porneascd de la bazin si nu de la fiecare peste [ceea ce ar presupune
fie marcarea individuald a pestilor, fie folosirea ratelor de crestere pseudospecifice (a se vedea
punctul 2.1.2)], apare necesitatea folosirii unui numar suficient de dubluri pentru a se putea determina
deviatia standard a ,bazinelor cu aceeasi concentratie”. Aceasta inseamnd cd gradele de libertate pentru
erorile din analiza de variant3 trebuie sd fie de minimum 5 (11). Dacd sunt dublate numai bazinele martor,
existd pericolul ca variabilitatea erorilor si fie falsificatd, deoarece ea poate creste odatd cu valoarea medie
a ratei de crestere in cauzd. Deoarece este probabil ca rata de crestere sd scadd odatd cu cresterea
concentratiei, se poate ajunge la o variabilitate supraestimata.

MODUL DE LUCRU

Selectarea si cantirirea pestilor

Este important ca variatia in cantirirea pestilor si fie redusi la minimum la inceputul testului. In
apendicele 1 se dau intervalele corespunzitoare pentru marimea diferitelor specii recomandate in acest test.
Pentru intregul lot de pesti folosit, limitele greutitilor corporale individuale la inceputul testului sunt, in
mod ideal, cuprinse in intervalul de + 10 % din media aritmetica a greutdtilor si, in orice caz, trebuie si nu
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1.8.2.

1.8.2.1.

1.8.2.2.

1.8.2.3.

1.8.2.4.

1.8.3.

depdseasca 25 %. Se recomanda cantdrirea unui sub-esantion de pesti inainte de testare, pentru a estima
greutatea medie.

Pestii nu trebuie hrdniti timp de 24 de ore inainte de inceperea testului. Apoi sunt alesi la intdmplare.
Folosind un anestezic general [de exemplu, o solutie apoasd de 100 mg/l de metansulfonat de tricaind
(MS 222) neutralizatd prin addugarea a doud parti bicarbonat de sodiu la o parte de MS 222], pestii sunt
cantdriti individual ca greutate in vivo zvantati, la precizia indicatd in apendicele 1. Se retin pestii a caror
greutate se afld in intervalul dorit si apoi sunt distribuiti aleator in bazine. Trebuie inregistratd greutatea
totald a pestilor din fiecare bazin. Folosirea anestezicului, precum si manipularea pestilor (inclusiv zvantarea
si cantdrirea) pot sd streseze si sd raneascd puietul, in special pe cel din speciile de talie micd. Prin urmare,
manipularea puietului trebuie ficutd cu cea mai mare grijd pentru a evita stresarea si ranirea animalelor de
experientd.

Pestii sunt cantdriti din nou in a 28-a zi a testului (a se vedea punctul 1.8.6). Cu toate acestea, dacd se
considerd necesar s fie recalculatd ratia alimentard, pestii pot fi cantdriti din nou in ziua a 14-a a testului
(a se vedea punctul 1.8.2.3). Altd metodd, cum ar fi metoda fotograficd, poate fi folositd pentru a determina
schimbdrile in dimensiunile pestilor pe baza cdrora se pot ajusta ratiile alimentare.

Conditiile de expunere

Durata

Durata testului este de 28 de zile.

Rata de incdrcare si densitatea populatiei

Este important ca rata de incdrcare si densitatea populatiei si fie adecvate pentru specia folositi (a se vedea
apendicele 1). Daca densitatea populatiei este prea mare, apare stresul de supraaglomeratie, conducénd la
reducerea ratei de crestere si, posibil, la boli. Daca densitatea este prea micd, poate aparea un comportament
teritorial care de asemenea s afecteze cresterea. In orice caz, rata de incircare trebuie sd fie suficient de
redusa pentru ca o concentratie de oxigen dizolvat de cel putin 60 % VSA si poata fi mentinutd fard aerare.
Un test de intercalibrare (3) a aritat cd, pentru pdstravul-curcubeu, o ratd de incircare de 16 pastravi
de 3-5 g intr-un volum de 40 | este acceptabild. Frecventa recomandatd de schimbare a apei pe durata
testului este de 6 1/g de peste/zi.

Hrdnirea

Pestelui i se administreazd o alimentatie corespunzitoare (apendicele 1) intr-o cantitate suficientd pentru
a induce o ratd de crestere acceptabild. Se vegheazd la evitarea proliferarii microbilor si a turbiditatii apei.
Pentru pastravul-curcubeu, o ratie zilnicd reprezentdnd 4 % din greutatea corporald satisface aceste
conditii (3) (16) (17) (18). Ratia zilnicd poate fi impartitd in doud portii egale si datd in doud etape, la interval
de cel putin 5 ore. Ratia se calculeazd pornind de la greutatea totald a pestilor din fiecare bazin. Daci pestii
sunt cantdriti din nou in ziua a 14-a, ratia se recalculeaza in acea zi. Pestii nu sunt hraniti timp de 24 de
ore inainte de cantdrire.

Alimentele neconsumate si materiile fecale trebuie indepdrtate zilnic din bazine, prin curdtarea atentd a
fundului fiecdrui bazin folosind o teava aspiratoare.

Lumina si temperatura

Perioada in care bazinul este expus la lumind si temperatura apei trebuie si fie adecvate speciei testate
(apendicele 1).

Concentratiile de lucru

fn mod normal, sunt necesare cinci concentratii ale substantei testate, indiferent de structurarea testului (a
se vedea punctul 1.7.2). Cunoasterea prealabild a toxicitatii substantei testate (de exemplu, dintr-un test de
toxicitate acutd si din studii de determinare a intervalelor) ajuti la alegerea concentratiilor adecvate. Trebuie
justificatd folosirea a mai putin de cinci concentratii. Concentratia maxima testatd nu trebuie si depaseascd
limita de solubilitate a substantei in apa.
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Cand se foloseste un agent de dispersie la prepararea solutiei de bazd, concentratia finald a acestuia nu
trebuie sd depdseascd 0,1 ml/l si este de preferat si fie aceeasi in toate bazinele (a se vedea punctul 1.6.3).
Recurgerea la astfel de produse trebuie totusi evitatd pe cat posibil.

1.8.4. Bazinele martor

Numdrul bazinelor martor cu apd de diluare depinde de structurarea testului (a se vedea punctele 1.7-1.7.2).
Dacd se foloseste agent de dispersie, trebuie cuprins in test si un numdr de bazine martor cu agent de
dispersie egal cu numarul bazinelor martor cu apd de diluare.

1.8.5.  Frecventa misuritorilor si determindrilor analitice
Pe durata testului concentratiile substantei testate se determind cu regularitate (a se vedea in continuare).

La testele in regim dinamic, debitele diluantului si al solutiei de bazd continind substanta toxica trebuie
verificate cu regularitate, de preferinta zilnic, si nu trebuie sd varieze cu mai mult de 10 % pe intreaga duratd
a testului. Atunci cand concentratiile substantei testate se asteaptd sd rimand in intervalul £ 20 % fatd de
valoarea nominald (adicd in intervalul 80-120 %; a se vedea punctele 1.6.2 si 1.6.3), se recomandd minimal
analiza celei mai ridicate si a celei mai scdzute concentratii la inceputul testului, iar apoi la intervale de o
sdptdmand. In cazul testului la care concentratia substantei testate nu se asteaptd a ramane in
intervalul + 20 % fatd de valoarea nominald (pe baza datelor de stabilitate privind substanta testatd), este
necesard analizarea tuturor concentratiilor, dar urmand acelasi procedeu.

La testele in regim semistatic (cu schimbarea apei) unde concentratia substantei testate este de asteptat sd
rdmand in intervalul + 20 % fatd de valoarea nominald, se recomandi ca, minimal, concentratia cea mai
ridicatd i cea mai scazutd si fie analizate imediat dupd preparare si imediat inainte de schimbarea apei la
inceputul studiului §i sdptdimanal dupd aceea. La testele unde concentratia substantei testate nu este de
asteptat sd rimand in intervalul + 20 % fatd de valoarea nominald, trebuie analizate toate concentratiile
urmand aceeasi metoda ca si pentru substantele mai stabile.

Se recomandi ca rezultatele sd fie fundamentate pe concentratii masurate. Cu toate acestea, atunci cand,
in mod demonstrabil, concentratia substantei testate in solutie a fost mentinutd pe parcursul intregului test
in intervalul + 20 % fatd de concentratia nominald sau concentratia masuratd initial, rezultatele pot fi
fundamentate pe valorile nominale sau masurate.

Poate fi necesari filtrarea probelor (de exemplu, cu ajutorul unui filtru cu pori de 0,45 pm) sau centrifugarea
lor. Centrifugarea este metoda recomandati. Cu toate acestea, dacd mediul de lucru nu se adsoarbe pe filtru,
filtrarea este in egald masurd acceptabild.

In timpul testului, oxigenul dizolvat, pH-ul si temperatura se mdsoar in toate bazinele. Duritatea totald,
alcalinitatea si salinitatea se masoard (dacd are relevantd) in bazinele martor si in bazinul cu cea mai ridicatd
concentratie. Minimal, oxigenul dizolvat si salinitatea (dacd are relevantd) se masoara de trei ori (la inceput,
la jumitate si la sfarsitul testului). In testele in regim semistatic, se recomandi ca oxigenul dizolvat s se
mdsoare mai frecvent, de preferintd inainte si dupa schimbarea apei sau cel putin o datd pe siptiména. pH-ul
se masoard la inceputul si la sfarsitul fiecdrei schimbari a apei la testele in regim semistatic si cel putin
saptimanal la testele in regim dinamic. Duritatea si alcalinitatea se masoard o datd la fiecare test. Este de
preferat ca temperatura sd fie monitorizatd continuu cel putin intr-unul din bazine.

1.8.6.  Observatiile

Greutatea: la sfarsitul testului toti pestii supravietuitori trebuie cantdriti in vivo zvantati (blotted dry), fie in
grupuri pe fiecare bazin, fie individual. Cantdrirea in grup este preferatd cantaririlor individuale, care
necesitd marcarea individuald a pestilor. In cazul mdsuririi greutatii individuale in scopul determinarii ratei
de crestere specifice individuale, tehnica de marcare aleasa trebuie si evite stresarea animalelor (se poate
folosi 0 metoda diferitd de metoda crio-marcajului, de exemplu un fir de unditd subtire, colorat).

Pestii sunt examinati zilnic pe durata testului i se observa orice anomalii exterioare (cum ar fi hemoragia,
decolorarea) si comportamente anormale. Se inregistreaza cazurile de deces si se indepdrteaza pestii morti
cat mai repede posibil. Pestii morti nu sunt inlocuiti, rata de incarcare i densitatea populatiei fiind suficiente
pentru a evita efectele asupra cresterii provocate de schimbarea numarului de pesti din bazin. Este necesar
totusi sd se ajusteze ratia alimentard.
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2.1.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

PRELUCRAREA REZULTATELOR

Se recomandd implicarea unui statistician atat in structurarea cat si in analiza testului, deoarece aceastd
metodi de testare permite variatii considerabile in modul de lucru, cum ar fi, de exemplu, variatii in numarul
de bazine, de concentratii folosite, de pesti etc. Luand in considerare optiunile disponibile in structurarea
testului, nu sunt prezentate aici indrumarile specifice referitoare la metoda statistica.

Ratele de crestere nu se calculeazd pentru bazinele in care mortalitatea depaseste 10 %. Cu toate acestea,
rata mortalititii trebuie indicatd la toate concentratiile folosite.

Oricare din metode este folositd la analizarea rezultatelor, conceptul central este rata r de crestere specificd

intre momentul t; si momentul t,. Aceasta poate fi definitd in cateva moduri, in functie de prezenta sau
absenta marcajului individual al pestilor sau in functie de necesitatea afldrii unei medii pe bazin.

log,w, - log,w,

T, x 100
b4
log w, - log w
rz - e 2 e 1 100
t-t
27 h
log .w, - log.w,
r, = x 100
-t
27h
unde:
r =rata de crestere specificd individuald
r, =rata de crestere specifici medie a bazinului
I3 = rata de crestere pseudospecifica

w, w, = greutdtile corporale ale unui anumit peste la momentele t, si respectiv t,
log.w; = logaritmul greutdtii corporale a unui anumit peste la inceputul perioadei de studiu

log.w, = logaritmul greutdtii corporale a unui anumit peste la sfarsitul perioadei de studiu

log w, = media logaritmilor valorilor w, pentru pestii din bazin la inceputul perioadei de studiu

g Wy g 1P pes P p

log. w., = media logaritmilor valorilor w, pentru pestii din bazin la sfarsitul perioadei de studiu
g W, g 2 P pes 3 P

t;, t,  =momente (zile) de la inceputul si de la sfarsitul perioadei de studiu

1y, 15, 15 pot fi calculate pentru perioada cuprinsa intre ziua 0 si ziua 28 si acolo unde este cazul (adicd atunci
cand s-a ficut o masurdtoare in ziua 14) pentru perioadele dintre ziua O §i ziua 14 si ziua 14 si ziua 28.

Analiza rezultatelor prin regresie (modelarea concentratie-raspuns)

Aceastd metodd de analizd stabileste o relatie matematica adecvatd intre ratele de crestere specifice si
concentratie, ceea ce permite estimarea marimii ,CE,., adicd orice valoare CE necesard. Folosind aceasta
metodd nu mai este necesar calculul marimii r pentru fiecare peste (r;) si in schimb analiza porneste de la
valoarea medie pe bazin a lui r (r,). Aceastd ultimd metoda este preferabild. In plus, este si mai adecvati in
cazul speciilor de talie mica.

Pentru a studia relatia concentratie-raspuns, ratele de crestere specifice medii ale bazinelor (r,) se aseaza pe
un grafic ca functie de valorile concentratiilor.
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2.3.

Pentru exprimarea relatiei dintre r, si concentratie trebuie ales modelul adecvat, iar alegerea trebuie
sustinutd de o justificare pertinenta.

Dacd pestii supravietuitori sunt in numdr diferit de la un bazin la altul, atunci procesul de ajustare a
modelului, fie acesta simplu sau nelinear, se pondereaza pentru a lua in considerare marimile diferite ale
grupurilor.

Metoda de ajustare a modelului trebuie si facd posibila estimarea, de exemplu, a valorii CE,, si a dispersiei
sale (fie eroare standard, fie interval de incredere). Graficul modelului ajustat este prezentat in relatie cu
rezultatele, asa incét sd poatd fi apreciat gradul de adecvare a modelului (9) (19) (20) (21).

Analiza rezultatelor pentru estimarea DMEO

Daci testul a cuprins bazine-dubluri la toate nivelurile de concentratie, estimarea DMEO poate fi ficutd pe
baza analizei de variantd a ratei de crestere specifice medii a bazinului (a se vedea punctul 2.1), urmati de
o metodd pertinentd [de exemplu, testul Dunnett sau testul William (13) (14) (15) (22)] de comparare a r
medii corespunzitoare fiecrei concentratii cu r medie din bazinele martor, pentru a identifica valoarea cea
mai scdzutd a concentratiei pentru care diferenta este semnificativa la nivelul de probabilitate de 0,05. Dacad
nu sunt indeplinite conditiile impuse pentru metodele parametrice - distributie nenormald (de exemplu,
testul Shapiro-Wilk) sau variantd heterogend (testul Barlett) - trebuie luatd in considerare transformarea
datelor, in scopul omogenizdrii variantelor inainte de efectuarea analizei de variantd, sau efectuarea unei
analize de variantd ponderate.

Dacd testul nu a cuprins bazine-dubluri la fiecare concentratie, o analizd de variantd pe baza rezultatelor
pe bazin va fi insensibild sau imposibila. In aceastd situatie, un compromis acceptabil este sd se efectueze
analiza pornind de la rata de crestere pseudospecificd r; pentru fiecare peste.

r; medie de la fiecare nivel de concentratie se compari cu r; medie din cazul bazinelor martor. DMEO poate
fi identificatd ca mai sus. Trebuie admis cd aceastd metoda nu ia in considerare variabilitatea intre bazine
in afard de ce se poate explica prin variabilitatea intre pesti, tratati individual, si nici nu oferd protectie in
acest sens. Cu toate acestea, experienta a ardtat (9) cd variabilitatea intre bazine a fost foarte micd in
comparatie cu variabilitatea in interiorul aceluiasi bazin (adicd intre pesti). Dacd analiza nu cuprinde fiecare
peste, trebuie sd se prezinte metoda de identificare a valorilor aberante si justificarea folosirii ei.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Rezultatele se interpreteazd cu precautie atunci cind concentratiile masurate ale substantelor toxice ajung
la niveluri apropiate de limitele de detectie ale metodei analitice sau, la testele in regim semistatic, atunci
cand concentratia substantei testate scade intre momentul prepardrii solutiei si momentul schimbrii apei.

RAPORTUL

Raportul testului trebuie sd cuprindd urmatoarele informatii:

Substanta testata:
— natura fizicd §i proprietdtile fizico-chimice relevante;

— datele de identificare chimicd, inclusiv puritatea si metoda analiticd de cuantificare a substantei testate,
dupi caz.

Specia testatd
— numele stiintific, daci este posibil;

— susa, marimea, furnizorul, eventuale tratamente prealabile etc.

Conditiile de lucru:

— metoda folositd (de exemplu, regim semistatic/schimbarea apei, regim dinamic, incdrcare, densitatea
populatiei etc.);

— structurarea testului (de exemplu, numdr de bazine, concentratii folosite si dubluri, numdr de pesti pe
bazin);
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metoda de preparare a solutiilor de bazi si frecventa schimbarii apei (se specificd agentul de solubilizare
si concentratia sa, atunci cand este folosit);

concentratiile nominale, mediile valorilor masurate si deviatiile lor standard in bazine si metoda prin
care au fost obtinute, precum si date care si demonstreze cd masurdtorile se referd la concentratia
substantei testate in solutia reald;

caracteristicile apei de diluare: pH, duritate, alcalinitate, temperaturd, concentratia oxigenului dizolvat,
nivelul clorului rezidual (dacd se mdsoard), carbon organic total, solide in suspensie, salinitatea mediului
de lucru (dacd se masoard) si orice alte masuratori efectuate;

calitatea apei din bazine: pH, duritate, temperaturd si concentratia oxigenului dizolvat;

informatii detaliate despre alimentatie [de exemplu, tipul alimentului (alimentelor), sursa, cantitatea
administratd i frecvental.

Rezultatele

date demonstrand cd loturile din bazinele martor au indeplinit criteriile de validitate referitoare la
supravietuire si date privind mortalitatea de la fiecare nivel de concentratie;

tehnicile de analizd statisticd folosite, statistici intemeiate pe bazine-dublurd sau pe fiecare peste,
prelucrarea datelor si justificarea tehnicilor folosite;

date tabelare privind greuttile corporale individuale si medii din zilele 0, 14 (daci se masoard) si 28,
valorile ratelor de crestere specifice medii ale bazinelor sau pseudospecifice (dupd caz) pentru perioadele
dintre ziua 0 si ziua 28 sau, posibil, ziua 0 si ziua 14 si dintre ziua 14 si ziua 28;

rezultatele analizei statistice (adicd analiza prin regresie sau de variantd), de preferat in forma tabelard
si graficd si DMEO (p = 0,05) si DFEO sau Cex cu erori standard cand este posibil, dupa caz;

incidenta oricdror reactii neobisnuite a pestilor si orice efecte vizibile provocate de substanta testat.
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APENDICELE 2

UNELE CARACTERISTICI CHIMICE ALE UNEI APE DE DILUARE ACCEPTABILE

Substanta Concentratiile
materie in particule <20 mgfl
carbon organic total <2 mgl
amoniac neionizat <1 pgfl
clor rezidual <10 pg/l
pesticide organofosforice totale <50 ngfl
pesticide organoclorice totale plus bifenili policlorinati <50 ngfl

clor organic total

<25ng/l
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APENDICELE 3

SERIILE LOGARITMICE ALE CONCENTRATIILOR ADECVATE PENTRU TESTUL DE TOXICITATE (9)

Coloand (numdr de concentratii intre 100 si 10 sau intre 10 si 1) (*)

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 46 10 16 22 27 32
2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1.8 40 6.8 10 13
1.0 2,5 4,6 7.2 10

1.6 3,2 5,2 7.5

1,0 2,2 3,7 5,6

1.5 2,7 42

1,0 1,9 3,2

1.4 2,4

1,0 1.8

1.3

1,0

(") Dintr-o coloand poate fi aleasd o serie de cinci (sau mai multe) concentratii. Punctele de mijloc dintre concentratiile din coloana
(x) se gasesc in coloana (2x + 1). Valorile enumerate pot sd reprezinte concentratii exprimate ca procente greutate pe unitatea de
volum (mg/l sau pgfl). Valorile pot fi inmultite sau impartite cu orice putere a lui 10, dupi caz. Coloana 1 poate fi folositd dacd
existd o incertitudine semnificativa asupra nivelului de toxicitate.
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C.15. PESTII, TESTUL DE TOXICITATE PE TERMEN SCURT iN STADIILE DE EMBRION SI DE ALEVIN

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

METODA

Aceastd metodd de testare a toxicitdtii pe termen scurt reproduce Orientarea 212 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

Prezentul test de toxicitate pe termen scurt in stadiile de embrion si de alevin ale pestilor este un test in care
sunt expuse toxicitatii stadiile de dezvoltare intre inceputul stadiului de ou fertilizat si sfarsitul stadiului de
alevin. In acest test nu se administreazd hrand si testul trebuie sa se incheie cand alevinii sunt incd hraniti
din sacul vitelin.

Testul urmdreste sd defineascd efectele letale si, in masura limitatd, efectele subletale ale produselor chimice
asupra stadiilor de dezvoltare ale speciilor testate. Acest test furnizeazd informatii utile, putand (a) sd
formeze o punte intre testele letale si subletale, (b) s fie fi folosit ca test preliminar fie pentru un test de
toxicitate complet in stadiile de viatd timpurii, fie pentru testele de toxicitate cronicd si (c) sa fie folosit la
testarea speciilor acolo unde tehnicile de crestere a animalelor de experientd nu sunt suficient de avansate
pentru a acoperi perioada de trecere de la alimentatia endogend la cea exogend.

Trebuie stiut cd numai testele care acoperd toate stadiile din ciclul de viatd a pestelui sunt in general in
mdsurd s prezinte o estimare corectd a toxicitdtii cronice la peste a produselor chimice si orice expunere
care omite vreunul din stadii poate reduce sensibilitatea si astfel poate subestima toxicitatea cronicd. Prin
urmare, este de asteptat ca testul pe embrioni si alevini si fie mai putin sensibil dect un test complet in
stadiile de viatd timpurii, in special in privinta produselor chimice puternic lipofile (log P, > 4) si a celor
avand un mod specific de actiune toxicd. Cu toate acestea, este de asteptat ca diferentele de sensibilitate intre
cele doud teste sd fie mai mici in cazul produselor cu mod de actiune nespecific, narcotic (1).

fnainte de publicarea acestui test, cea mai mare parte a experientei legate de testul pe embrioni si alevini
s-a obtinut cu pestii de rdu Danio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae - nume popular
pestele-zebra). Mai multe indrumdri detaliate asupra modului de lucru in cazul acestei specii sunt prezentate
in apendicele 1. Aceasta nu exclude folosirea altor specii in cazul cirora existd experientd acumulatd
(tabelele IA si IB).

DEFINITII

Concentratia minim3 cu efect observabil (CMEO): este cea mai scdzutd concentratie testatd a substantei
testate la care se constatd un efect semnificativ (la p < 0,05) in comparatie cu lotul martor. Cu toate acestea,
toate concentratiile mai mari decat CMEO trebuie sd aibd efect nociv egal sau mai mare decat cel observat
la CMEO.

Concentratia fird efecte observabile (CFEO): este concentratia testatd imediat sub valoarea CMEO.

PRINCIPIUL METODEI

Embrionii si alevinii sunt expusi la o serie de concentratii ale substantei testate dizolvate in apa. Protocolul
de testare permite alegerea intre regimul semistatic si cel dinamic. Alegerea depinde de natura substantei
testate. Testul incepe prin asezarea oudlor fertilizate in incintele experimentale si se incheie imediat inainte
ca sacul vitelin al fiecdrei larve din fiecare incinta s fi fost complet absorbit sau inainte de a aprea moartea
prin inanitie la loturile martor. Efectele letale si subletale sunt evaluate si comparate cu valorile din loturile
martor, pentru a determina concentratia minima cu efect observabil si, de aici, concentratia fird efect
observabil. O altd metoda este analiza folosind un model de regresie in scopul de a estima concentratia care
ar provoca o variatie procentuald datd (adicd CL/CE,, unde x este definit ca % variatie).

INFORMATII DESPRE SUBSTANTA TESTATA

Ar trebui sd fie disponibile rezultatele testului de toxicitate acutd (a se vedea metoda C.1), de preferintd
efectuat pe specii alese pentru prezentul test. Rezultatele pot fi utile in alegerea intervalului adecvat de
concentratii de lucru la testul in stadiile de viatd timpurii. Ar trebui cunoscute solubilitatea in apa (inclusiv
solubilitatea in apa folosita la test) si presiunea vaporilor substantei testate. Este oportun s fie disponibild
o metodd analiticd fiabild de cuantificare a substantei in solutii testate, a cdrei precizie si ale cdrei limite de
detectie sunt cunoscute si mentionate in raport.



13/vol. 32

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.
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Informatiile asupra substantei testate care sunt utile in fixarea conditiilor de lucru cuprind: formula
structurald, puritatea substantei, stabilitatea la lumind, stabilitatea in conditiile testului, pKa, P
rezultatele unui test de biodegradabilitate rapidd (a se vedea metoda de testare C.4).

ow §1

VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca testul si fie valid, trebuie indeplinite urmatoarele conditii:

— supravietuirea globald a oudlor fertilizate in loturile martor si, unde este cazul, in incintele continand
solvent, dar fird substantd testatd, trebuie s fie mai mare sau egald cu limitele definite in apendicele 2
si 3,

— concentratia oxigenului dizolvat trebuie sa fie intre 60 % si 100 % din valoarea de saturatie in aer (VSA),
pe toatd durata testului,

— temperatura apei nu trebuie sd difere cu mai mult de + 1,5 °C intre incintele experimentale sau intre
zile succesive in orice moment al testului si trebuie s fie in intervalele de temperaturd specificate pentru
specia testatd (apendicele 2 si 3).

DESCRIEREA METODEI

Incintele experimentale

Pot fi folosite orice recipiente de sticld sau din alt material chimic inert. Dimensiunile recipientelor trebuie
sd fie suficient de mari pentru a permite respectarea ratei de incircare (a se vedea punctele 1.7.1.2). Se
recomandd pozitionarea aleatoare a incintelor in laborator. La dispunerea incintelor, o schemi de
randomizare a blocurilor de incinte, fiecare tratament fiind reprezentat in fiecare bloc, este preferabild unei
scheme de randomizare integrald a incintelor, daci in laborator existd efecte sistematice care pot fi
controlate folosind gruparea incintelor. Gruparea in blocuri, dacd se foloseste, trebuie s fie luatd in
considerare in analiza ulterioard a rezultatelor. Incintele experimentale trebuie protejate de orice perturbare
nedorita.

Alegerea speciilor de pesti

Speciile de pesti recomandate sunt prezentate in tabelul 1A. Aceasta nu exclude folosirea altor specii
(exemple sunt prezentate in tabelul 1B), dar modul de lucru trebuie adaptat pentru a asigura conditii
corespunzatoare. In acest caz, justificarea alegerii speciei si a metodei experimentale trebuie specificatd in
raport.

ingrijirea pestilor reproducitori

Detalii despre ingrijirea populatiei de pesti reproducatori in conditii satisficatoare se gdsesc in Linia
directoare 210 a OCDE (') si in referintele bibliografice (2) (3) (4) (5) (6).

Manipularea embrionilor si larvelor

Embrionii si larvele pot fi puse, in interiorul cuvei principale, in recipiente mai mici, cu laturile sau
extremitdtile din plasd, pentru a permite curgerea solutiei prin recipient. Curgerea neturbulentd prin aceste
recipiente mici poate fi indusa prin atasarea lor la un brat mobil, care deplaseaza vertical recipientele, dar
asa incat sd mentind organismele imersate; se poate folosi de asemenea un sistem sifon. Oudle fertilizate de
salmonide pot fi puse pe suporturi sau site cu ochiul suficient de mare pentru a permite larvelor sa traverseze
dupi eclozare. Folosirea pipetelor Pasteur este oportund pentru indepdrtarea embrionilor si a larvelor in
testele semistatice cu schimbarea zilnicd si completd a apei (a se vedea punctul 1.6.6).

Cand au fost folosite recipiente, site sau plase pentru a pdstra oudle in cuva principald, acestea trebuie
indepartate dupd eclozarea larvelor (1), cu exceptia plaselor care sunt pastrate pentru a impiedica pestii sd
scape. Dacd este necesar sd se transfere larvele, acestea nu trebuie expuse la aer si nu trebuie folosite
minciocuri pentru a scoate pestii din recipientele continand oudle (aceste precautii nu sunt necesare in cazul
speciilor mai putin fragile, cum este crapul). Momentul transferului variaza in functie de specie si transferul
nu este intotdeauna necesar. In regim semistatic se pot folosi pahare de laborator sau vase cu inaltimea
redusd si, dacd este necesar, echipate cu o sitd la micd distantd de fundul paharului. Dacd volumul acestor
recipiente este suficient pentru a respecta cerintele de incircare (a se vedea 1.7.1.2) nu este necesar transferul
embrionilor si larvelor.

(") OECD, Paris, 1992, Orientarea 210, Pestele, Teste de toxicitate in stadiile de viatd timpurii.
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1.7.1.1.

Apa

Este corespunzdtoare pentru test orice apd care respectd caracteristicile chimice ale unei ape de diluare
enumerate in apendicele 4 si in care supravietuirea loturilor martor din specia testatd este cel putin la fel
de bund ca aceea prezentatd in apendicele 2 si 3. Apa trebuie sd isi mentind calitatea constantd pe durata
testului. pH-ul trebuie s rdmand in intervalul de + 0,5 unititi. Pentru ca apa de diluare sd nu influenteze
in mod nepermis rezultatele testelor (de exemplu prin complexare cu substanta testatd) sau si afecteze
negativ comportamentul pestilor reproducitori, trebuie luate probe la intervale egale pentru analizd. Acolo
unde se cunoaste calitatea relativ constantd a apei de diluare, se masoard, de exemplu, la interval de trei luni
continutul in metale grele (de exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd si Ni), anioni si cationi principali (de exemplu,
Ca, Mg, Na, K, Cl si SO,), pesticide (de exemplu, pesticide organofosforice totale si pesticide organoclorice
totale), carbon organic total, solide in suspensie. Dacd s-a demonstrat cd apa are calitate constantd pe o
perioadi de cel putin un an, analizele se pot efectua la intervale mai mari (de exemplu, la fiecare sase luni).

Solutiile de lucru
Solutiile de lucru de concentratii date se prepard prin diluarea unei solutii de bazd.

Solutia de bazd se prepard de preferintd prin simpla amestecare sau agitare a substantei testate in apa de
diluare, folosind mijloace mecanice (de exemplu, cu agitator sau ultrasunete). Pentru obtinerea unei solutii
de bazd cu o concentratie corespunzitoare se pot folosi coloane de saturare (coloane de solubilitate).
Folosirea solventilor sau a agentilor de dispersie trebuie evitatd pe cat posibil; totusi, in unele cazuri, astfel
de compusi pot fi necesari pentru a produce o solutie de bazd cu o concentratie corespunzitoare. Exemple
de solventi adecvati sunt acetona, etanolul, metanolul, dimetilsulfoxidul, dimetilformamida
si trietilenglicolul. Exemple de agenti de dispersie adecvati sunt Cremophor RH40, Tween 80,
metilcelulozd 0,01 % si HCO-40. Folosirea compusilor usor biodegradabili (de exemplu acetona) si a
compusilor foarte volatili trebuie sd se facd atent, deoarece acestia pot antrena proliferarea bacteriand in
testele cu regim dinamic. Cand se foloseste un agent de dispersie, acesta trebuie, in demonstratia pe un lot
martor tratat numai cu solventul, si nu provoace efecte semnificative asupra supravietuirii si nici efecte
adverse vizibile asupra stadiilor de viatd timpurii.

La testele in regim semistatic, pot fi adoptate doud moduri de lucru diferite: fie (i) se prepard solutii de lucru
noi in recipiente curate, iar oudle si larvele sunt transferate cu grijd in noile recipiente, intr-un volum mic
din vechea solutie evitand expunerea la aer fie (ii) organismele sunt pastrate in recipientele initiale in timp
ce o fractiune (cel putin trei sferturi) din apa de testare este schimbata. Frecventa schimbarii apei depinde
de stabilitatea substantei testate, dar se recomanda schimbarea zilnica. Daci testele de stabilitate preliminare
(a se vedea punctul 1.4) aratd o instabilitate a concentratiei substantei testate (adicd in afara intervalului de
80-120 % din concentratia nominala sau sub 80 % din concentratia masuratd initial) pe parcursul schimbarii
apei, trebuie luatd in considerare folosirea unui test in regim dinamic. in oricare dintre cazuri, trebuie evitati
stresarea larvelor in timpul operatiunii de schimbare a apei.

La testele in regim dinamic este necesar un sistem care si dozeze si sd dilueze continuu solutia de bazi a
substantei testate (de exemplu, pompa dozatoare, diluator proportional, sistem de saturatie) pentru a asigura
seria concentratiilor din incintele experimentale. Debitele solutiilor de baza si ale apei de diluare trebuie
verificate la intervale definite, de preferintd zilnic, pe durata testului i trebuie sd nu varieze cu mai mult
de 10 % pe parcursul intregului test. Un debit echivalent cu cel putin cinci volume de incintd in 24
de ore s-a dovedit adecvat (2).

MODUL DE LUCRU

Informatii utile despre desfisurarea testelor pe embrioni de peste si alevini sunt disponibile in literaturs,
unele exemple fiind incluse in referintele bibliografice din prezentul text (7) (8) (9).

Conditiile de expunere

Durata

Testul este recomandabil sa inceapd in urmdtoarele 30 de minute dupa fertilizarea oudlor. Embrionii sunt
imersati in solutia testatd inainte sau cat de curdnd dupd inceperea fazei de segmentare a blastodiscului si
in orice caz inainte de debutul fazei de gastrula. in cazul oudlor obtinute de la furnizori comerciali, s-ar putea
sd nu fie posibild inceperea testului imediat dupa fertilizare. Deoarece amanarea inceperii testului poate
influenta puternic sensibilitatea acestuia, testul trebuie initiat in urmdtoarele opt ore dupd fertilizare.
Deoarece larvele nu sunt hranite pe durata expunerii, testul trebuie si se incheie imediat inainte ca sacul
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vitelin al fiecdrei larve din fiecare incintd si fi fost complet absorbit sau inainte de a apdrea moartea prin
inanitie la loturile martor. Durata depinde de specia folositd. Cateva durate recomandate sunt prezentate
in apendicele 2 si 3.

Incarcarea

Numdrul de oud fertilizate la inceputul testului trebuie sd fie suficient pentru a indeplini conditiile statistice.
Ele trebuie distribuite aleator intre tratamente si trebuie folosite la fiecare concentratie cel putin 30 de oud,
impdrtite in loturi egale (sau cit mai uniforme numeric, deoarece poate fi dificil sd se obtina loturi egale cand
se folosesc unele specii) in cel putin trei incinte identice. Rata de incdrcare (biomasd pe volum de solutie
de lucru) trebuie sd fie suficient de scizutd pentru ca o concentratie a oxigenului dizolvat de minimum 60 %
VSA si se poatd mentine fard aerare. La testele in regim dinamic a fost recomandati (2) o ratd de incdrcare
nedepisind 0,5 g/l in 24 de ore si nedepdsind 5 g/l de solutie in orice moment.

Lumina si temperatura

Perioada de expunere la lumind si temperatura apei trebuie si fie adecvate pentru specia testatd
(apendicele 2 si 3). In scopul monitorizarii temperaturii, poate fi adecvata folosirea unui recipient martor
suplimentar.

Concentratiile de lucru

In mod normal, sunt necesare cinci valori de concentratii ale substantei testate, aflate in progresie
geometricd cu o ratie care sd nu depdseascd 3,2. La alegerea intervalului de concentratii trebuie luata in
considerare curba reprezentdnd CLs, in functie de expunere, rezultatd din studiul de toxicitate acut.
Folosirea a mai putin de cinci concentratii, de exemplu, in testele la valori limitd, si un interval mai ingust
se pot dovedi adecvate in unele cazuri. Trebuie justificati folosirea a mai putin de cinci concentratii. Nu este
necesard testarea concentratiilor mai ridicate fie de CLs, la 96 de ore, fie mai ridicate de 100 mg/l (care
valoare este mai scizutd dintre acestea) Concentratia maxima testatd nu trebuie si depdseascd limita de
solubilitate a substantei in apa.

Cand se foloseste un agent de dispersie la prepararea solutiilor (vezi punctul 1.6.6), concentratia finald a
acestuia in recipiente trebuie si nu depdseascd 0,1 ml/l si este de preferat sa fie aceeasi in toate recipientele.

Loturile martor

In paralel cu loturile tratate trebuie si fie studiate si loturile dintr-o incinti cu api de diluare (cu dubluri,
dacd este cazul) si, dacd prezintd relevantd, dintr-o incintd cu agent de dispersie (cu dublurd, dacd este cazul).

Frecventa misuritorilor si a determindrilor analitice
Pe durata testului concentratiile substantei testate se determina cu regularitate.

La testele in regim semistatic in care concentratia substantei testate este de asteptat si rimand in
intervalul + 20 % fatd de valoarea nominala (adica in intervalul 80-120 %; a se vedea punctele 1.4 si 1.6.6),
se recomandd ca, minimal, concentratia cea mai ridicatd si cea mai scazutd sd fie analizate imediat dupa
preparare si la schimbarea apei de cel putin trei ori, la intervale egale pe durata testului (adicd analizele
trebuie efectuate pe o probd din aceeasi solutie, o datd cand este proaspdt preparatd si o datd inainte de
schimbarea apei).

La testele in care concentratiile nu este de asteptat sd rimand in intervalul £ 20 % fata de valoarea nominald
(pe baza datelor referitoare la stabilitatea substantei), trebuie analizate toate concentratiile imediat dupa
preparare si imediat inainte de schimbarea apei, dar urmand aceeasi metoda (adicd de cel putin trei ori la
intervale egale pe durata testului. Determinarea concentratiilor substantei testate inainte de schimbarea apei
este suficient sd fie ficutd numai la un singur recipient la fiecare concentratie. Determindrile trebuie si nu
fie facute la intervale mai lungi de sapte zile. Se recomanda ca rezultatele sa fie fundamentate pe concentratii
mdsurate. Cu toate acestea, atunci cand, in mod demonstrabil, concentratia substangei testate in solugie a
fost mentinutd pe parcursul intregului test in intervalul + 20 % fatd de concentratia nominald sau
concentratia misuratd initial, rezultatele pot fi fundamentate pe valorile nominale sau masurate initial.

La testele in regim dinamic este adecvat un sistem de prelevare a probelor similar cu acela prescris pentru
regimul semistatic (dar masurarea solutiilor ,vechi” nu se aplicd in acest caz). Cu toate acestea, dacd durata
testului este mai mare de sapte zile, este recomandabili cresterea numarului de preleviri in prima saptimana
(de exemplu, trei seturi de masurdtori) pentru a se asigura stabilitatea concentratiilor.
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1.7.5.

1.7.5.1.

1.7.5.2.

1.7.5.3.

1.7.5.4.

1.7.5.5.

Se poate dovedi necesard centrifugarea probelor sau filtrarea lor (de exemplu, cu ajutorul unui filtru cu pori
de 0,45 pm). Cu toate acestea, deoarece se pare ci nici centrifugarea nici filtrarea nu separd intotdeauna
fractia non-biodisponibild a substantei testate de fractiunea biodisponibild, se poate dovedi inutild
supunerea probelor la aceste tratamente.

fn timpul testului, oxigenul dizolvat, pH-ul si temperatura se misoar3 in toate bazinele. Duritatea total3,
si salinitatea (dacd are relevantd) se masoard in incintele martor si in incinta cu cea mai ridicatd concentratie.
Minimal, oxigenul dizolvat si salinitatea (daci are relevantd) se masoara de trei ori (la inceputul, la jumitatea
si la sfarsitul testului). In testele in regim semistatic, se recomanda ca oxigenul dizolvat si se masoare mai
frecvent, de preferintd inainte si dupd schimbarea apei sau cel putin o datd pe siptimana. pH-ul trebuie
mdsurat la inceputul si la sfarsitul fiecdrei schimbdri a apei la testele in regim semistatic si cel putin
sdptdimanal la testele in regim dinamic. Duritatea trebuie misuratd o datd la fiecare test. Temperatura se
mdsoard zilnic si este de preferat sd fie monitorizatd continuu cel putin intr-una din incinte.

Observatiile

Stadiul dezvoltdrii embrionare

Stadiul embrionar (adici stadiul de gastruld) la inceputul expunerii la substanta testatd trebuie verificat cat
mai exact posibil. Aceasta se poate face folosind un esantion reprezentativ de oud péstrate corespunzitor
si curdtate pand devin translucide. Pentru descrierea si ilustrarea stadiilor embrionare se poate consulta si
literatura (2) (5) (10) (11).

Eclozarea si supravietuirea

Observatiile referitoare la eclozare si supravietuire trebuie sa fie facute cel putin o datd pe zi si numarul
oudlor eclozate si al supravietuitorilor trebuie inregistrat. La inceputul testului este de dorit ca observatiile
s fie mai frecvente (de exemplu, la fiecare 30 de minute in primele trei ore), deoarece in unele cazuri timpul
de supravietuire este mai relevant decat numarul deceselor (de exemplu, cand existd efecte toxice acute).
Embrionii i larvele moarte trebuie indepartate imediat ce sunt observate, fiindcd se pot descompune rapid.
La indepartarea exemplarelor moarte trebuie sd se manifeste o griji extremd pentru a nu rdni sau leza
oudle/larvele din vecinitate,acestea fiind extrem de delicate si de sensibile. Simptomele care indicd moartea
organismului variazd in functie de stadiul de viata:

— pentru oud: in special in stadiile timpurii, o pierdere accentuatd a translucidititii si schimbarea
coloratiei, provocatd de coagularea si precipitarea proteinelor, conducand la un aspect alb-opac;

— pentru embrioni: absenta miscdrilor corpului si absenta batdilor inimii si decolorarea opaci la speciile
ai cdror embrioni sunt in mod normal translucizi;

— pentru larve: imobilitatea §i absenta miscdrilor respiratorii si absenta bitdilor inimii si coloratia
alb-opacid a sistemului nervos central i absenta reactiei la stimuli mecanici.

Aspectul anormal

Numarul larvelor prezentand anomalii ale formei corpului si pigmentare, precum si stadiul absorbtiei
sacului vitelin trebuie inregistrate la intervale adecvate, in functie de durata testului si de natura anomaliei
in cauzd. Trebuie spus cd embrioni si larve anormale apar in mod natural i numdrul lor poate reprezenta
cateva procente in loturile martor ale unor specii. Animalele anormale nu trebuie indepartate din recipiente
decat atunci cand mor.

Comportamentul anormal

Anomaliile, de exemplu, hiperventilarea, inotul necoordonat si imobilitatea neobisnuit, trebuie inregistrate
la intervale adecvate, in functie de durata testului. Aceste efecte, desi dificil de cuantificat, pot, atunci cand
sunt inute sub observatie, sd ajute la interpretarea datelor privind mortalitatea, adicd pot furniza informatii
despre modul de actiune toxicd a substantei.

Lungimea

La sfarsitul testului se recomandd masurarea lungimilor individuale; poate fi folositd oricare din lungimile
standard, pani la scobitura caudald sau totald. Cu toate acestea, dacd se constatd o putrefactie sau o rosaturd
la inotdtoarea caudald, se folosesc lungimile standard. in general, intr-un test efectuat corect, coeficientul
de variatie a lungimii in lotul martor este < 20 %.
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2.2.

2.3.

Greutatea

La incheierea testului poate fi mdsuratd greutatea corporald individuald; greutatea organismului uscat (24
de ore la 60 °C) este preferatd greutdtii in vivo (peste zvantat). In general, intr-un test efectuat corect,
coeficientul de variatie a lungimii in lotul martor este < 20 %.

Aceste observatii pun la dispozitia analizei statistice totalitatea datelor urmatoare sau unele dintre acestea:
— mortalitatea cumulatd;
— numairul larvelor sinitoase la incheierea testului;

— momentele de inceput si sfarsit al eclozrii (adicd 90 % oud eclozate in fiecare incintd de la acelasi nivel
al concentratiei);

— numadrul larvelor eclozate in fiecare zi;
— lungimea (si greutatea) animalelor supravietuitoare la incheierea testului;
— numirul larvelor cu diformititi sau cu aspect anormal;

— numdrul larvelor prezentand comportament anormal.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

PRELUCRAREA REZULTATELOR

Se recomandd implicarea unui statistician atat in structurarea cat si in analiza testului, deoarece aceastd
metoda de testare permite variatii considerabile in modul de lucru, cum ar fi, de exemplu, variatii in numarul
de incinte experimentale si de concentratii folosite, in numdrul initial de oud fertilizate i in parametrii
mdsurati. Ludnd in considerare optiunile disponibile in structurarea testului, nu sunt prezentate aici
indrumdrile specifice referitoare la metoda statistica.

Daci urmeaza si fie estimate DMEO/DFEO, este necesar ca variatiile sa fie estimate in cadrul fiecdrui set de
incinte de la aceeasi concentratie, folosind analiza de variatie sau metodele tabelelor de contingenta. Metoda
Dunnett se poate dovedi folositoare (12) (13). pentru a realiza o comparatie multipld intre rezultatele
obtinute la concentratii individuale si rezultatele obtinute in legaturd cu loturile martor. De asemenea sunt
disponibile si alte exemple utile (14) (15). Marimea efectului detectabil folosind analiza de variantd sau alte
metode (adicd puterea testului) trebuie calculatd §i mentionatd in raport. Trebuie spus cd nu toate
observatiile enumerate la punctul 1.7.5.6 sunt adecvate pentru analiza statisticd de variantd. De exemplu,
mortalitatea cumulatd si numdrul larvelor sdndtoase la incheierea testului pot fi analizate folosind metode
probit.

Dacid urmeazd si fie estimate CL/CE,, una sau mai multe curbe, cum ar fi curba logisticd, trebuie ajustate
la datele studiate folosind o metodd precum metoda celor mai mici patrate sau metoda celor mai mici
patrate neliniare. Curba (curbele) trebuie parametrizate astfel incat CL/CE, studiate si eroarea standard
respectivd sd poatd fi estimate direct. Aceasta va usura mult calculul intervalului de incredere din jurul
CL/CE, Dacd nu sunt motive intemeiate si fie preferate alte niveluri de incredere, ar trebui alese nivelurile
de 95 % la ambele capete ale intervalului. Este de preferat ca metoda de ajustare sd asigure un mijloc de a
evalua semnificatia neajustarii. Pot fi folosite metode grafice de ajustare a curbelor. Analiza prin regresie este
adecvatd pentru toate observatiile enumerate la punctul 1.7.5.6.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Rezultatele se interpreteaza cu precautie atunci cind concentratiile masurate ale substantelor toxice ajung
la niveluri apropiate de limitele de detectie ale metodei analitice. Rezultatele se interpreteaza de asemenea
cu precautie in cazul concentratiilor mai mari decat solubilitatea in apd a substantei.

RAPORTUL

Raportul testului trebuie sd cuprindd urmdtoarele informatii:
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Substanta testata:
— natura fizicd si proprietitile fizico-chimice relevante;

— datele de identificare chimicd, inclusiv puritatea si metoda analiticd de cuantificare a substantei, dupd
caz.

Specia testata:

— numele stiintific, susa numdrul pestilor parentali (cite femele au fost folosite pentru a asigura numdrul
necesar de oud), sursa si metoda de colectare a oudlor fertilizate §i manipularea ulterioard.

Conditiile de lucru:

— metoda folositd (de exemplu, regim semistatic, regim dinamic, timpul scurs de la fertilizare pana la
inceperea testului, incdrcare etc.);

— perioada(perioadele) de expunere la luming;
— structurarea testului (de exemplu, numir de incinte si de dubluri, numdr de embrioni pe incintd);

— metoda de preparare a solutiilor de bazi si frecventa schimbarii apei (trebuie specificat agentul de
solubilizare si concentratia acestuia, dacd se foloseste);

— concentratiile de lucru nominale, valorile masurate, mediile lor si deviatiile lor standard in recipiente si
metoda prin care au fost obtinute, precum si, dacd substanta testatd este solubild in apa la concentratii
mai reduse decit cele testate, date care si demonstreze cd misurdtorile se referd la concentratiile
substantei testate in solutie reald;

— caracteristicile apei de diluare: pH, duritate, temperaturd, concentratia oxigenului dizolvat, nivelul
clorului rezidual (daci se masoard), carbon organic total, solide in suspensie, salinitatea mediului de

lucru (dacd se masoard) si orice alte msuratori efectuate;

— calitatea apei din recipiente: pH, duritate, temperaturd si concentratia oxigenului dizolvat.

Rezultatele:
— rezultatele oricdror studii preliminare referitoare la stabilitatea substantei testate;

— date demonstrand ci loturile din incintele martor au indeplinit standardul de supravietuire globald
acceptabild al speciei testate (apendicele 2 si 3);

— rezultate despre mortalitate/supravietuire in stadiile de embrion si larva si mortalitatea/supravietuirea

global;

— zilele de eclozare §i numarul eclozrilor;

— lungimea (si greutatea) corporal;

— incidenta si descrierea anomaliilor morfologice, dacd existd;

— incidenta si descrierea efectelor comportamentale, dacd existd;

— analiza statisticd si prelucrarea datelor;

— la testele analizate folosind analiza de variantd, concentratia minima cu efecte observabile (DMEO) la
p =0,05 si concentratia fird efecte observabile (DFEO) pentru fiecare raspuns evaluat, inclusiv descrierea

metodelor statistice folosite si indicarea marimii efectului care poate fi detectat;

— la testele analizate folosind analiza prin regresie, CL/CE, si intervalele de incredere, precum si un grafic
al modelului ajustat folosit in calcule;

— explicatii pentru orice abatere de la aceastd metoda de testare.
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TABELUL 1A: Specii de pesti recomandate pentru testare

Apd dulce

Oncorhyncus mykiss
Pastrav-curcubeu (9) (16)

Danio rerio
Pestele-zebra (7) (17) (18)

Cyprinus caprio
Crap (8) (19)

Oryzias latipes
Medaka (20) (21)

Pimephales promelas
(8) (22)

TABELUL 1B: Exemple de alte specii de pesti bine studiate care au fost folosite

Apd dulce Apd siratd
Carassius auratus Menidia peninsulae
Caras auriu (8) (23) (24) (25)
Lepomis macrochirus (8) Clupea harengus

Hering (24) (25)

Gadus morhua
Cod (24) (25)

Cyprinodon variegatus
(23) (24) (25)
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APENDICELE 1

GHID PENTRU EFECTUAREA UNUI TEST DE TOXICITATE LA EMBRIONI $I ALEVINI
DE PESTE-ZEBRA (BRACHYDANIO RERIO)

INTRODUCERE

Pestele-zebri provine de pe coasta Coromandel din India unde trdieste in apele repezi. Este un peste obisnuit de acvariu
din familia crapului si datele referitoare la cresterea si ingrijirea acestuia se pot gasi in cirtile de specialitate privind
pestii tropicali. Laale descrie biologia si utilizarea acestuia in studiul privind pestii (1).

Acest peste are rareori o lungime mai mare de 45 cm. Corpul este cilindric cu 7-9 dungi argintii orizontale de culoare
albastru inchis. Aceste dungi ajung pand la inotitoarele caudale si anale. Spatele este de culoare verde-masliniu.
Masculii sunt mai subtiri decat femelele. Femelele sunt mai argintii i abdomenul este umflat, in special inainte de
depunerea icrelor.

Pestii adulti pot s suporte fluctuatii mari de temperaturd, pH si duritate a apei. Cu toate acestea, pentru a obtine pesti
sandtosi care sd produci icre de buni calitate, trebuie asigurate conditii optime.

In timpul depunerii icrelor, masculii urmdresc si lovesc cu capul femelele si astfel se produce fecundarea icrelor atunci
cand sunt expulzate. Icrele, care sunt transparente si nelipicioase, cad la fund unde pot fi mancate de printi. Depunerea
icrelor este influentatd de lumina. Dacd lumina diminetii este corespunzitoare, pestele depune icrele de obicei in
primele ore din zori.

O femeld poate sd produci loturi de cateva sute de icre sdptimanal.

CONDITII PENTRU PESTII PARINTI, REPRODUCERE SI PRIMELE STADII DE VIATA

Se selecteazd un numdr potrivit de pesti sindtosi care se pastreazd in apd corespunzitoare (de exemplu, apendicele 4)
cu cel putin doud sdptimani inainte de data preconizatd pentru depunerea icrelor. Este necesar ca grupul de pesti si
fie ldsat sa se reproducd cel putin o datd inaintea producerii lotului de icre utilizate in test. Densitatea pestelui in
perioada respectivd nu trebuie si depdseascd 1 gram de peste per litru. Schimbdrile regulate de apd sau utilizarea
sistemelor de purificare permit o densitate mai mare. Temperatura din acvarii se mentine la 25 * 2 °C. Pestelui trebuie
sd ise asigure o alimentatie variatd, care poate sd contind, de exemplu hrana uscatd specificd comercializati, Arthemia,
chironomide, dafnia vii proaspat iesiti din ou, viermi albi (Enchytraeide).

In continuare, sunt prezentate doud procedee, prin care s-a obtinut in practicd un lot suficient de icre fecundate,
sandtoase pentru efectuarea unui test:

(i) 8 femele si 16 masculi se introduc intr-un acvariu cu 50 litri apa de dilutie, ecranat de lumina directd si se lasd
cat se poate de linistiti timp de 48 ore. La fundul vasului se aseazd o tava pentru depunerea icrelor in dupd-amiaza
zilei de dinaintea initierii testului. Tava pentru depunerea icrelor este alcituitd dintr-un cadru (plexiglas sau alt
material potrivit) inalt de 5-7 cm, prevazut cu o plasid cu ochiuri mari, de 2-5 mm, fixatd la partea superioard si
o plasi find, cu ochiuri de 10-30 pm, la partea inferioard. La plasele cu ochiuri mari ale cadrului, se ataseazd un
numdr de ,pomi pentru depunerea icrelor” dintr-o franghie de nylon nerdsucitd. Dupd ce pestii au fost lasati in
intuneric timp de 12 ore, se aprinde o lumin slabd care va initia depunerea icrelor. La 2-4 ore dupa depunerea
icrelor, se scoate tava pentru depunerea icrelor si se colecteazd icrele. Cu tava pentru depunerea icrelor se evitd
mancarea icrelor de citre pesti si se faciliteazd colectarea icrelor. Este necesar ca grupul de pesti si fi depus icre
cel putin o datd inaintea depunerii din care se iau icre pentru efectuarea testului.

(i

=

Un numdr de 5-10 masculi si femele se addpostesc individual cu cel putin doud sdptimani inaintea depunerii
icrelor. Dupd 5-10 zile, abdomenele femelelor se umfla si papila genitald a acestora devine vizibild. Masculii nu
au papild. Depunerea icrelor se realizeaza in acvarii de depunere a icrelor prevazute cu un fund fals din plasd (cum
s-a descris anterior). Acvariul este umplut cu apd de dilutie, astfel incat, deasupra plasei apa sd fie de 5-10 cm. O
femeld si doi masculi se introduc in acvariu cu o zi inaintea datei preconizate pentru depunerea icrelor.
Temperatura apei se creste treptat la o valoare cu un grad mai mare decat temperatura de aclimatizare. Se stinge
lumina si acvariul se lasd cat se poate de linistit. Dimineatd, se aprinde o lumind slabd care va initia depunerea
icrelor. Dupd 2-4 ore, pestele se scoate si se colecteazd icrele. Dacd sunt necesare loturi mai mari de icre decat se
pot obtine de la o femeld, se pot instala, in paralel, mai multe acvarii de depunere a icrelor. Prin inregistrarea
rezultatului fiecarei femele inaintea testului (dimensiunea lotului si calitatea), se selecteazd pentru reproducere
femelele cu cele mai bune rezultate la reproducere.
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Este necesar ca icrele si fie transferate in vasele pentru efectuarea testului cu ajutorul unor tuburi de sticld (diametrul
interior de minimum 4 mm) prevdzute cu un bulb de aspiratie flexibil. Cantitatea de apa care se transferd odati cu
icrele trebuie sa fie ct mai micd posibild. Icrele sunt mai grele decat apa si ies pe la fundul tubului. Trebuie avut grija
pentru a preveni ca icrele (si larvele) sd vind in contact cu aerul. Proba (Probele) din lot(uri) se examineaza la microscop
pentru a se asigura cd nu existd anomalii in primele etape de dezvoltare a embrionului. Nu este permisd dezinfectia
icrelor.

Rata mortalititii icrelor atinge apogeul in primele 24 de ore dupi fecundare. In aceastd perioads, se intalneste adesea
o mortalitate de 5-40 %. Icrele degenereazd ca urmare a unei fecundari nereusite sau a dezvoltdrii insuficiente a
embrionului. Calitatea lotului de icre se pare cd depinde de pestele femeld, deoarece unele femele produc in mod
constant icre de bund calitate, iar altele niciodatd. De asemenea, rata de dezvoltare a embrionului si rata de iesire din
ou variazd de la un lot la altul. Icrele fecundate cu succes si larvele din sacul vitelin supravietuiesc bine, in mod normal
peste 90 %. La 25 °C, iesirea din ou se produce la 3-5 zile de la fertilizare si sacul vitelin se absoarbe in aproximativ
13 zile dupd fecundare.

Hisaoka si Battle au descris bine dezvoltarea embrionului (2). Datoritd transparentei icrelor si larvelor dupa iesirea din
ou, se poate urmdri dezvoltarea pestelui si este posibild observarea malformatiilor. La aproximativ patru ore dupa
depunerea icrelor, icrele nefecundate se pot distinge de cele fecundate (3). Pentru a efectua aceastd examinare, icrele
si larvele se aseazd pe vase de laborator de volum mic si se studiaza la microscop.

Conditiile de desfasurare a testului, care se aplicd in primele etape de viatd, sunt prezentate in lista din apendicele 2.
Valorile optime ale pH-ului si duritdtii apei de dilutie sunt 7, 8 si respectiv 250 mg CaCO,/l.

CALCULE SI STATISTICA

Se propune un procedeu in doud etape. Mai intdi, se analizeazd statistic datele privind mortalitatea, dezvoltarea
anormald si momentul iesirii din ou. Apoi, pentru acele concentratii la care nu s-au observat efecte negative asupra
oricdruia din parametrii mentionati, se evalueazd statistic lungimea corpului. Aceastd abordare este recomandabild
deoarece toxicul poate sd ucidd selectiv pestii mai mici, s intarzie momentul iesirii din ou si sd inducd malformatii
majore, obtinandu-se astfel masuratori viciate ale lungimii. In plus, pentru fiecare tratament, va exista acelasi numar
de pesti ce urmeazd s se misoare, asigurandu-se validitatea statisticii testului.

DETERMINAREA LCs, SI EC,

Se calculeaza procentul de icre si larve supravietuitoare si se corecteazd cu mortalitatea din probele martor conform
formulei lui Abbott (4):

’

P:lOO—( ><100)

unde,

P = supravietuirea corectatd, %

P’ = supravietuirea observatd la concentratiile experimentate, %

C = supravietuirea in cazul martorului
Daci este posibil, LCs, se determind printr-o metodd corespunzitoare la sfarsitul testului.

Daci se doreste introducerea anomaliilor morfologice in statistica CEs, se poate folosi lucrarea lui Stephan (5) pentru
orientare.

ESTIMAREA CMEO SI CFEO

Un obiectiv al testului efectuat pe icre si alevini este compararea concentratiilor non-zero cu proba martor, adicd
determinarea CMEO. Pentru aceasta se utilizeazd multiple procedee de comparare (6) (7) (8) (9) (10).
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APENDICELE 4

CATEVA CARACTERISTICI CHIMICE ALE UNEI APE DE DILUTIE ADMISE

Substanta Concentratiile
Substantd impurificatoare <20 mgfl
Carbon organic total <2 mgl
Amoniac neionizat <1 pgfl
Clor rezidual <10 pgfl

Totalul pesticidelor organofosforoase
Totalul pesticidelor organoclorice si a bifenililor policlorurati

Clorul organic total

1
<25ng/l

/
< 50 ngfl
<50 ng/

/
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C.16. ALBINELE - TESTUL DE TOXICITATE ORALA ACUTA

METODA

Metoda de determinare a toxicitatii acute reproduce Orientarea 213 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

Prezentul test de toxicitate este o metodd de laborator, destinatd determindrii toxicititii orale acute a
produselor pentru protectia plantelor si a altor produse chimice la albinele lucritoare adulte.

[n aprecierea si evaluarea caracteristicilor toxice ale substantelor, ar putea fi necesari determinarea toxicitatii
orale acute la albine, de exemplu cand este posibild expunerea albinelor la un anumit produs chimic. Testul
de toxicitate orald acutd se efectueazd pentru determinarea toxicititii inerente a pesticidelor si altor produse
chimice la albine. Rezultatele testului respectiv trebuie utilizate pentru a stabili necesitatea unei evaludri
suplimentare. Prezenta metoda se poate utiliza in special in programele in mai multe etape pentru evaluarea
pericolelor pesticidelor pentru albine, prin inaintare secventiald de la testele de toxicitate de laborator la
experimentdrile de semiteren si teren (1). Pesticidele se pot testa sub forma de substante active (s.a.) sau de
preparate.

Pentru verificarea sensibilitatii albinelor si a preciziei metodei de testare este necesard utilizarea unui etalon
de toxicitate.

DEFINITII

Toxicitatea orald acutd: reprezinti efectele negative care apar in termen de maximum 96 ore (h) de la
administrarea orald unei doze unice de substanti testati.

Doza: reprezintd cantitatea de substantd testatd consumatd. Doza se exprimi ca masa (ug) de substantd
testatd per animal experimental (ug/albind). Nu se poate calcula doza reald pentru fiecare albind, deoarece
albinele sunt hranite in colectiv, dar se poate estima o dozd medie (substanta testatd consumatd in
total/numdrul de albine experimentale dintr-o cuscd).

DL;, (doza letald medie) orald: este o dozd unicd, obtinutd statistic, dintr-o substanta care poate provoca
moartea a 50 % din animale atunci cand se administreaza pe cale orald. Valoarea DLs, se exprima in (ug)
de substanta testatd per albind. Pentru pesticide, substanta testatd poate si fie sub formd de substanta activa
(s.a.) sau de preparat ce contine una sau mai multe substante active.

Mortalitatea: un animal se inregistreazd ca mort atunci cand este complet imobil.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se procedeazd la expunerea albinelor lucrdtoare adulte (Apis mellifera) la o serie de doze de substantd testatd
dispersatd in solutie de zaharozd. Albinele primesc apoi aceeasi hrand, fard substanta testati. Mortalitatea
se inregistreazd zilnic timp de cel putin 48 h i se compard cu valorile pentru proba martor. Dacd rata
mortalitdtii creste in intervalul dintre 24 ore si 48 ore, in timp ce mortalitatea martorului rimane la un nivel
acceptabil, adicd < 10 %, este potrivit sd se prelungeascd durata testului pand la maximum 96 h.
Se analizeazd rezultatele pentru a calcula valoarea DL, la 24 h i 48 h si, dacd studiul se prelungeste,
la 72 h'si 96 h.

VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca un test sd fie valabil, trebuie sd indeplineascd urmadtoarele conditii:

— media mortalitdtii pentru numdrul total de martori trebuie sa fie mai mica sau egald cu 10 % la sfarsitul
testului;

— DL, a etalonului de toxicitate sd se incadreze in intervalul specificat.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Colectarea albinelor

Este necesar sd se utilizeze albinele lucrdtoare adulte tinere din acelasi roi, adicd albinele de aceeasi varsta,
modalitate de hrand etc. Albinele se obtin din colonii hrdnite in mod corespunzitor, sdnitoase, pe cat posibil
fara bolisi care provin din aceeasi regind, cu antecedente si stare fiziologicd cunoscute. Acestea se pot colecta
in dimineata in care se utilizeazd sau in seara de dinaintea testului si tinute in conditiile experimentale pana
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

in ziua urmdtoare. Sunt potrivite albinele colectate din rame fird progenituri. Se evitd colectarea primédvara
devreme sau toamna tarziu, deoarece albinele au o fiziologie modificatd in perioadele mentionate. Daci este
necesard efectuarea testelor la inceputul primaverii sau sfarsitul toamnei, albinele se pot introduce intr-un
incubator si se hranesc timp de o sdptdimand cu ,painea albinelor” (polen recoltat din fagure) si solutie de
zaharoza. Albinele tratate cu substante chimice, ca antibiotice, produse antivirale etc. nu se utilizeazd in
testele de toxicitate timp de patru siptdmani din momentul termindrii ultimului tratament.

Conditii de adidpost si hranid

Se utilizeaza custi usor de curdtat si cu ventilatie bund. Se poate utiliza orice material corespunzitor, de
exemplu otel inoxidabil, plasd de sarmd, custi din material plastic sau din lemn disponibile etc. Se preferd
grupuri de 10 albine in fiecare cuscd. Dimensiunile custilor experimentale trebuie sd corespundd numarului
de albine, adici si asigure spatiul corespunzitor.

Albinele se tin la intuneric intr-o camera experimentald la o temperaturd de 25 £ 2 °C. Pe toatd durata
testului, se inregistreazd umiditatea relativa, care este in mod normal de aproximativ 50-70 %. Manipularea,
care include tratamentul si observatiile se efectueaza la lumina (lumina zilei). Ca hrana se utilizeaza solutie
apoasd de zaharozd cu o concentratie finald de 500g/l (50 % greutate/volum). Dupd administrarea dozelor
de testare, hrana se furnizeazd ad libitum. Este necesar ca sistemul de alimentare si permitd inregistrarea
hranei consumate in fiecare cuscd (1.6.3.1.). Se poate utiliza o eprubetd (cu lungimea de aproximativ 50 mm
si diametrul de aproximativ 10 mm cu capdtul deschis ingustat pand la un diametru de aproximativ 2 mm).

Pregitirea albinelor

Albinele colectate se repartizeazd in mod aleatoriu in custile experimentale, care se aranjeazd in mod
aleatoriu in camera experimentald.

Albinele se pot infometa timp de pand la 2 ore inaintea inceperii testului. Se recomanda ca albinele s3 fie
lipsite de hrand inaintea tratamentului, astfel incat, la inceputul testului, intestinele tuturor albinelor sd aibd
acelasi continut. Albinele muribunde se resping si se inlocuiesc cu albine sinitoase inaintea inceperii
testului.

Pregitirea dozelor

Daci substanta testatd este un compus miscibil cu apa, se poate dispersa direct in solutia de zaharoza 50 %.
Pentru produsele si substantele tehnice cu solubilitate micd in apa, se pot utiliza purtdtori care pot s fie
solventi organici, emulgatori sau agenti de dispersie cu toxicitate micd pentru albine (de exemplu, acetone,
dimetilformamid, dimetilsulfoxid). Concentratia purtitorului depinde de solubilitatea substantei testate si
ar trebui sd fie aceeasi pentru toate concentratiile experimentate ale substantei. Cu toate acestea, in general,
este potrivitd o concentratie a purtdtorului de 1 % care nu trebuie si fie depdasita.

Se prepard solutiile etalon corespunzitoare, adicd, daci se utilizeazd un solvent sau un agent de dispersie
pentru solubilizarea substantei incercate, trebuie sd se utilizeze doud grupe etalon separate: o solutie in apa
si o solutie de zaharoza cu solventul/purtdtorul la concentratia utilizata in solutiile de dozare.

MODUL DE LUCRU

Grupele experimentale si cele martor

Numdrul de doze si probe identice trebuie sd satisfacd conditiile statistice pentru determinarea DL, cu
limite de incredere de 95 %. In mod normal, sunt necesare pentru test cinci doze in serie geometricd, cu
un factor mai mic sau egal cu 2,2 si care sd cuprindd valorile pentru DL .. Cu toate acestea, factorul de dilutie
si numdrul de concentratii pentru dozare trebuie sd se determine in functie de panta curbei de toxicitate
(doza functie de mortalitate) si tindnd cont de metoda statistica aleasd pentru analiza rezultatelor. O proba
pentru determinarea domeniului permite alegerea concentratiilor potrivite pentru dozare.

La minimum trei grupe experimentale identice, fiecare de 10 albine, se administreazd doze cu fiecare
concentratie experimentatd. in afard de seriile tratate cu concentratiile experimentate, se urmdresc
minimum trei serii martor, fiecare de 10 albine. Sunt prevdzute serii martor si pentru solventii/purtatorii
utilizati (1.5.4).

Etalonul de toxicitate

In seria de teste se include un etalon de toxicitate. Se selecteazi cel putin trei doze pentru a cuprinde valorile
preconizate ale DLs,,. Pentru fiecare dozd testatd se utilizeazd minimum trei custi identice, fiecare continand
10 albine. Etalonul de toxicitate preferat este dimetoatul, pentru care DLs,-24 h semnalatd se situeaza intre
valorile 0,10-0,35 pg s.a.[albind (2). Cu toate acestea, dacd se pot furniza suficiente date pentru verificarea
raspunsului preconizat la dozd, se pot accepta alte etaloane de toxicitate (de exemplu, parationul).
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2.2.

2.2.1.

Expunerea

Administrarea dozelor

Fiecdrei grupe de albine i se administreazd 100-200 pl solutie apoasd 50 % de zaharozd, ce contine substanta
testatd la concentratia corespunzitoare. Pentru produsele cu solubilitate micd, toxicitate micd sau
concentratie micd in preparat este necesar un volum mare, deoarece trebuie s se utilizeze proportii mai
mari din solutia de zaharoza. Se monitorizeaza cantitatea de hrand tratatd consumatd per grupd. Dupa
consumarea hranei (de obicei in 3-4 h), vasul de alimentare se scoate din cusc si se inlocuieste cu unul care
contine numai solutie de zaharoza. Solutiile de zaharoza se furnizeaza apoi ad libitum. Pentru unii compusi,
la concentratii mai mari, respingerea dozei incercate poate sd genereze un consum mic sau inexistent de
hrand. Dupd maximum 6 h, hrana tratatd neconsumati se inlocuieste numai cu solutia de zaharozi. Se
evalueazd cantitatea de hrand tratatd consumati (de exemplu, prin masurarea raportului volum/greutate
pentru hrana tratatd neconsumatd).

Durata

Durata testului este de preferintd de 48 ore dupi ce solutia de substantd testata este inlocuitd cu solutia de
zaharozd singurd. Dacd mortalitatea continud si creascd cu mai mult de 10 % dupd primele 24 h, durata
testului se prelungeste la maximum 96 ore, cu conditia ca mortalitatea martorului sd fie mai micd sau egald
cu 10 %.

Observatiile

Mortalitatea se inregistreazd la 4 h dupa inceperea testului si apoi la 24 h si 48 h (adicd dupd administrarea
dozei). Daci este necesard o perioadd prelungitd de observare, se fac alte evaludri la intervale de 24 h, pana
la maximum 96 h, cu conditia ca mortalitatea martorului si fie mai micd sau egald cu 10 %.

Se estimeazd cantitatea de hrand consumatd per grupd. Compararea cantitdtilor consumate din hrana tratatd
si netratatd in 6 ore de administrare poate furniza date referitoare la gustul plicut al hranei tratate.

Se consemneazi toate manifestarile anormale observate in timpul desfdsurarii testului.

Testul la valori limitd

fn unele cazuri (de exemplu cand se preconizeazi cd o substantd testatd are o toxicitate micd) se poate
efectua un test la valori limitd, utilizand 100 pg s.a./albind pentru a demonstra c¢i DL;,, este mai mare decat
valoarea respectivd. Se utilizeaza acelasi mod de lucru, care include trei grupe experimentale identice pentru
dozele experimentate, martorii relevanti, evaluarea cantitdtii de hrand consumata si utilizarea etalonului de
toxicitate. Dacd apar mortalitdti, se efectueazd un studiu complet. Dacd se observa efecte subletale (1.6.4),
se consemneaza.

REZULTATELE $§I PREZENTAREA ACESTORA

REZULTATELE

Rezultatele se sistematizeazd in tabele, care prezintd pentru fiecare grupa supusd tratamentului, precum si
pentru grupele martor si cele tratate cu etalon de toxicitate, numarul de albine utilizate, mortalitatea in
fiecare moment de observare si numdrul de albine cu un comportament negativ. Datele privind mortalitatea
se analizeazd prin metode statistice corespunzitoare (de exemplu, analiza probit, media mobila,
probabilitatea binominald) (3) (4). Se traseaza curbele dozi-raspuns pentru fiecare observare recomandatad
si se calculeazd pantele curbelor si dozele letale medii (DL;,) cu limite de incredere de 95 %. Sunt posibile
corectii pentru mortalitatea martorului cu ajutorul corectiei lui Abbott (4) (5). Dacd hrana tratatd nu se
consumd in intregime, se determind doza de substanta testatd per grupa. DL;, se exprimd in pg de substanta
testatd per albind.

RAPORTUL TESTULUI

Raportul de testare trebuie sd contind urmdtoarele date:

Substanta testatd

— natura fizicd si proprietdtile fizico-chimice relevante (de exemplu, stabilitatea in apd, presiunea
vaporilor);

— datele de identificare chimicd, care includ formula structurald, puritatea [adicd pentru pesticide,
identitatea si concentratia substantei (substantelor) activd (active)].
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Speciile experimentale

denumirea stiintificd, roiul, varsta aproximativd (in siptimani), metoda de colectare, data colectdrii;

datele privind coloniile din care s-au colectat albinele experimentale, care includ starea de sinitate,
eventuale boli ale adultilor, tratamente prealabile etc.

Conditii experimentale

temperatura si umiditatea relativd in camera experimentald;
conditiile de addpost care includ tipul, dimensiunea si materialul custilor;

metodele de preparare a solutiilor mamd si experimentate (se specificd solventul si concentratiile
acestuia, dacd se utilizeazd);

metoda de preparare a solutiilor mamad si frecventa reinnoirii (trebuie sd se specifice agentul de
solubilizare si concentratiile acestuia, dacd se utilizeaza);

protocolul testului, de exemplu numdrul de incerciri si concentratiile experimentate, numarul de
martori; pentru fiecare concentratie experimentatd si martor, numdrul de custi identice, si numdrul de
albine per cuscd;

data efectudrii testului.

Rezultatele

rezultatele studiului preliminar de determinare a domeniului, dacd s-a efectuat;
datele brute: mortalitatea la fiecare doza experimentatd si fiecare moment de observare;
trasarea curbelor doza-raspuns la sfarsitul testului;

valorile DL, cu limite de incredere de 95 %, la fiecare din momentele de observare recomandate, pentru
substanta testatd si etalonul de toxicitate;

metodele statistice utilizate pentru determinarea DLs;
mortalitatea la martori;

alte efecte biologice observate sau masurate, de exemplu comportamentul anormal al albinelor (inclusiv
respingerea dozei cu substanta testatd), rata consumului de hrand la grupele tratate si netratate;

orice abatere de la modul de lucru descris si orice alte date relevante.
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1.5.

C.17. ALBINELE - TESTUL DE TOXICITATE ACUTA PRIN CONTACT

METODA

Metoda de determinare a toxicitatii acute reproduce Orientarea 214 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

Prezentul test de toxicitate este 0 metoda de laborator, destinatd determindrii toxicitdtii acute prin contact
a produselor pentru protectia plantelor si a altor produse chimice la albinele lucritoare adulte.

In evaluarea caracteristicilor toxice ale substantelor, s-ar putea s fie necesard determinarea toxicititii acute
de contact la albine, de exemplu cand este posibild expunerea albinelor la un anumit produs chimic. Testul
de toxicitate acutd prin contact se efectueazd pentru determinarea toxicitatii inerente a pesticidelor si altor
produse chimice la albine. Rezultatele testului respectiv se utilizeazd pentru a stabili necesitatea unei evaludri
suplimentare. Prezenta metoda se poate utiliza in special in programele in mai multe etape pentru evaluarea
pericolelor pesticidelor pentru albine, prin inaintare secventiald de la testele de toxicitate de laborator la
experimentdrile de semi-teren si teren (1). Pesticidele se pot testa sub forma de substante active (s.a.) sau de
preparate.

Pentru verificarea sensibilitatii albinelor si a preciziei metodei de testare este necesard utilizarea unui etalon
de toxicitate.

DEFINITII

Toxicitatea orald acutd: reprezintd efectele negative care apar in termen de maximum 96 ore de la aplicarea
locald a unei doze unice dintr-o substanti.

Doza: reprezinti cantitatea de substanta testatd aplicatd. Doza se exprima ca masa (ug) de substanta testatd
per animal experimental (ug/albin).

DL;, (doza letald medie) de contact: este o dozi unicd, obtinutd statistic, dintr-o substantd care poate
provoca moartea a 50 % din animale atunci cand se administreazd prin contact. Valoarea DLs, se exprima
in (pg) de substant testatd per albind. Pentru pesticide, substanta testatd poate s fie sub forma de substanta
activd (s.a.) sau de preparat ce contine una sau mai multe substante active.

Mortalitatea: un animal se inregistreazd ca mort atunci cind este complet imobil.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se procedeazi la expunerea albinelor lucratoare adulte (Apis mellifera) la o serie de doze de substantd testatd
dizolvatd intr-un purtdtor corespunzitor, prin aplicare directd pe torace (picaturi). Durata testului este de
48 h. Daca rata mortalitdtii creste in intervalul dintre 24 ore si 48 ore in timp ce mortalitatea martorului
rdmane la un nivel acceptabil, adicd < 10 %, este potrivit sd se prelungeasca durata testului pAna la maximum
96 h. Mortalitatea se inregistreaza zilnic si se compard cu valorile martorului. Se analizeaza rezultatele
pentru a calcula valoarea DL, la 24 h si 48 h si, dacd studiul se prelungeste, la 72 h si 96 h.

VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca un test sd fie valabil, trebuie sd indeplineascd urmatoarele conditii:

— media mortalitdtii pentru numdrul total de martori trebuie sd fie mai micd sau egald cu 10 % la sfarsitul
testului;

— DL, a etalonului de toxicitate sd se incadreze in intervalul specificat.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Colectarea albinelor

Este necesar sd se utilizeze albinele lucratoare adulte tinere, adicd albinele de aceeasi varstd, modalitate de
hrand, din acelasi roi etc. Albinele se obtin din colonii hranite in mod corespunzitor, sinitoase, pe cat
posibil fard boli si care provin din aceeasi regind, cu antecedente si stare fiziologicd cunoscute. Acestea se
pot colecta in dimineata in care se utilizeazd sau in seara de dinaintea testului si tinute in conditiile
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

experimentale pand in ziua urmdtoare. Sunt potrivite albinele colectate din rame fird progenituri. Se evitd
colectarea primavara devreme sau toamna tarziu, deoarece albinele au o fiziologie modificatd in perioadele
mentionate. Dacd este necesard efectuarea testelor la inceputul primaverii sau sfarsitul toamnei, albinele se
pot introduce intr-un incubator si se hranesc timp de o sdptimand cu ,painea albinelor” (polen recoltat din
fagure) si solutie de zaharoza. Albinele tratate cu substante chimice, ca antibiotice, produse antivirale etc.
nu se utilizeazd in testele de toxicitate timp de patru siptimani din momentul termindrii ultimului
tratament.

Conditii de adidpost si hranid

Se utilizeazd custi usor de curdtat si cu ventilatie bund. Se poate utiliza un material corespunzitor, de
exemplu otel inoxidabil, plasd de sarmd, custi din material plastic sau din lemn disponibile etc. Dimensiunile
custilor experimentale trebuie si corespundd numdrului de albine, adicd sd asigure spatiul corespunzitor.
Se preferd grupuri de 10 albine in fiecare cuscd.

Albinele se tin la intuneric intr-o camera experimentald la o temperaturd de 25 * 2 °C. Pe toatd durata
testului, se inregistreazd umiditatea relativd, care este in mod normal de aproximativ 50-70 %. Manipularea,
care include tratamentul si observatiile se efectueaza la lumina (lumina zilei). Ca hrana se utilizeaza solutie
apoasd de zaharozd cu o concentratie finald de 500g/l (50 % greutate[volum) si se furnizeazd ad libitum pe
durata testului, intr-un vas de alimentare. Acesta poate s fie o eprubetd (cu lungimea de aproximativ 50 mm
si diametrul de aproximativ 10 mm cu capdtul deschis ingustat pand la un diametru de aproximativ 2 mm).

Pregitirea albinelor

Albinele colectate se anesteziazd cu bioxid de carbon sau azot pentru aplicarea substantei testate. Cantitatea
de anestezic utilizat si durata expunerii trebuie si fie minime. Albinele muribunde se resping si se inlocuiesc
cu albine sdnitoase inaintea inceperii testului.

Pregitirea dozelor

Substanta testatd urmeazd sd se aplice sub forma de solutie intr-un purtitor, adicd un solvent organic sau
o solutie apoasa cu un agent de umectare. Ca solvent organic, se preferd acetona, dar se pot utiliza si alti
solventi organici cu toxicitate micd pentru albine (de exemplu, dimetilformamid, dimetilsulfoxid). Pentru
preparatele dispersate in apd si substantele organice cu polaritate mare, care nu sunt solubile in solventii
organici purtdtori, solutiile se pot aplica mai usor, dacd se prepard intr-o solutie slabd de agent de umectare
comercializat (de exemplu, Agral, Cittowett, Lubrol, Triton, Tween).

Se prepard solutiile etalon corespunzitoare, adicd, daci se utilizeazd un solvent sau un agent de dispersie
pentru solubilizarea substantei testate, trebuie sa se utilizeze doud grupe etalon separate: una tratatd cu apa
si una tratatd cu solventfagent de dispersie.

MODUL DE LUCRU

Grupele experimentale si cele martor

Numirul de doze si probe identice experimentate trebuie si satisfacd conditiile statistice pentru
determinarea DL, cu limite de incredere de 95 %. in mod normal, sunt necesare pentru test cinci doze in
serie geometricd, cu un factor mai mic sau egal cu 2,2 si care sd cuprindd valorile pentru DL;,. Cu toate
acestea, factorul de dilutie si numdrul de concentratii pentru dozare trebuie sd se determine in functie de
panta curbei de toxicitate (doza functie de mortalitatea) si tindnd cont de metoda statisticd aleasd pentru
analiza rezultatelor. O probd pentru determinarea domeniului permite alegerea concentratiilor potrivite
pentru dozare.

La minimum trei grupe experimentale identice, fiecare de 10 albine, se administreazd doze cu fiecare
concentratie experimentatd.

In afard de seriile tratate cu concentratiile experimentate, se urmdresc minimum trei serii martor, fiecare
de 10 albine. Daci se utilizeazd un solvent organic sau un agent de umectare, trebuie si se includd trei serii
martor suplimentare, de cite 10 albine fiecare.

Etalonul de toxicitate

In seria de teste se include un etalon de toxicitate. Se selecteazi cel putin trei doze pentru a cuprinde valorile
preconizate ale DL, Pentru fiecare dozd experimentatd se utilizeazd minimum trei custi identice, fiecare
contindnd 10 albine. Etalonul de toxicitate preferat este dimetoatul, pentru care DLs,-24 h prin contact
semnalatd se situeazd intre valorile 0,10-0,35 pg s.a.falbind (2). Cu toate acestea, dacd se pot furniza
suficiente date pentru verificarea rispunsului preconizat la dozi, se pot accepta alte etaloane de toxicitate
(de exemplu, parationul).
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Expunerea

Administrarea dozelor

Albinele anesteziate se trateaza individual prin aplicare locala. Albinele se distribuie in mod aleatoriu pentru
diferite doze experimentate si diferiti martori. Se aplicd un volum de 1 pl solutie de substantd testatd in
concentratii potrivite cu 0 micropipetd pe partea dorsald a toracelui fiecdrei albine. Dacd este necesar, se
pot utiliza alte volume. Dupd aplicare, albinele sunt repartizate in custi si li se administreazd solutii de
zaharoza.

Durata

Durata testului este de preferintd de 48 ore. Dacd mortalitatea creste cu mai mult de 10 % intre 24 h si 48 h,
durata testului se prelungeste la maximum 96 ore, cu conditia ca mortalitatea martorului sd fie mai mica
sau egald cu 10 %.

Observatiile

Mortalitatea se inregistreazd la 4 h dupd administrarea dozelor si apoi la 24 h si 48 h. Dacd este necesara
o perioadd prelungitd de observare, se fac alte evaludri la intervale de 24 h, pand la maximum 96 h, cu
conditia ca mortalitatea martorului s fie mai micd sau egald cu 10 %.

Se consemneazd toate manifestarile anormale observate in timpul desfasurarii testului.

Testul la valori limitd

In unele cazuri (de exemplu, cand se preconizeazi cd o substantd testatd are o toxicitate micd) se poate
efectua un test la valori limitd, utilizind 100 pg s.a./albind pentru a demonstra cd DL;,, este mai mare decat
valoarea respectivd. Se utilizeaza acelasi mod de lucru, care include trei grupe experimentale identice pentru
dozele experimentate, martorii relevanti si utilizarea etalonului de toxicitate. Daca se observa efecte
subletale (a se vedea punctul 1.6.4), se consemneaza.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

REZULTATELE

Rezultatele se sistematizeazd in tabele, care prezintd pentru fiecare grupa supusd tratamentului, precum si
pentru grupele martor si cele tratate cu etalon de toxicitate, numdrul de albine utilizate, mortalitatea in
fiecare moment de observare si numdrul de albine cu un comportament negativ. Datele privind mortalitatea
se analizeazd prin metode statistice corespunzitoare (de exemplu, analiza probit, media mobild,
probabilitatea binominald) (3) (4). Se traseazd curbele dozi-rispuns pentru fiecare observare recomandatd
(adicd la 24 h, 48 h si, dacd este relevant, 72 h, 96 h) si se calculeazd pantele curbelor si dozele letale medii
(DLs() cu limite de incredere de 95 %. Sunt posibile corectii pentru mortalitatea martorului cu ajutorul
corectiei lui Abbott (4) (5). DLy, se exprimd in pg de substanta testatd per albind.

RAPORTUL TESTULUI

Raportul de testare trebuie sd contind urmdtoarele date:

Substanta testatd

— natura fizicd si proprietatile fizico-chimice relevante (de exemplu, stabilitatea in apd, presiunea de
vapori);

— datele de identificare chimicd, care includ formula structurald, puritatea [adicd pentru pesticide,
identitatea si concentratia substantei (substantelor) activa (active)].

Speciile experimentale
— denumirea stiintificd, roiul, varsta aproximativa (in siptdmani), metoda de colectare, data colectarii,

— datele privind coloniile din care s-au colectat albinele experimentale, care includ starea de santate,
eventuale boli ale adultilor, tratamente prealabile, etc.
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Conditii experimentale
— temperatura si umiditatea relativd in camera experimentald,
— conditiile de addpost care includ tipul, dimensiunea si materialul custilor,

— metodele de administrare a substantei testate, de exemplu, solventul purtdtor utilizat, volumul solutiei
de substanta testatd aplicat, anestezicele utilizate,

— protocolul testului, de exemplu, numdrul de incerciri si concentratiile testate, numarul de martori;
pentru fiecare concentratie experimentatd si martor, numarul de custi identice, si numarul de albine per
cusca,

— data efectudrii testului.

Rezultatele

— rezultatele studiului preliminar de determinare a domeniului, daci s-a efectuat;

— datele brute: mortalitatea la fiecare concentratie experimentatd si fiecare moment de observare;
— trasarea curbelor dozad-raspuns la sfarsitul testului;

— valorile DL;, cu limite de incredere de 95 %, la fiecare din momentele de observare recomandate, pentru
substanta testatd si etalonul de toxicitate;

— metodele statistice utilizate pentru determinarea DLs;
— mortalitatea la martori;
— alte efecte biologice observate sau mdsurate si orice raspunsuri anormale ale albinelor;

— orice abatere de la modul de lucru descris si orice alte date relevante.
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C.18. ADSORBTIA/DESORBTIA PRINTR-O METODA DE STABILIRE A ECHILIBRULUI PROBELOR

1.1.

1.2.

METODA

Prezenta metodd reproduce Orientarea 106 a OCDE, pentru determinarea adsorbtiei/desorbtiei printr-o
metoda de stabilire a echilibrului probelor (2000).

INTRODUCERE

Metoda ia in considerare un test de intercalibrare si un schimb de experientd in vederea selectiei solului
pentru realizarea unei incerciri de adsorbtie (1) (2) (3) (4) si, de asemenea, liniile directoare existente la nivel
national (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

Studiile de adsorbtie/desorbtie sunt utile pentru obtinerea de date esentiale privind mobilitatea substantelor
chimice si distributia acestora in compartimentele solului, apei si aerului din biosferd (12) (13) (14) (15) (16)
(17) (18) (19) (20) (21) . Datele se pot utiliza pentru a prognoza sau estima, de exemplu, predispozitia unei
substante chimice pentru degradare (22) (23), transformare sau asimilare de organisme (24); extractie prin
spdlare in profilul solului (16) (18) (19) (21) (25) (26) (27) (28); volatilitate din sol (21) (29) (30); scurgere
de pe suprafata terenurilor in apele naturale (18) (31) (32). Rezultatele adsorbtiei se pot utiliza pentru
comparare si modelare (19) (33) (34) (35).

Distributia unei substante chimice intre fazele solului si cea apoasd este un proces complex care depinde
de o serie de factori diferiti: natura chimicd a substantei (12) (36) (37) (38) (39) (40), caracteristicile solului
(4) (12) (13) (14) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) (49), factorii climatici cum sunt precipitatiile
atmosferice, temperatura, lumina soarelui si vantul. Astfel, numeroasele fenomene §i mecanisme implicate
in procesul de adsorbtie a unei substante chimice in sol nu se pot explica in intregime printr-un model
simplificat de laborator, cum este prezenta metoda. Cu toate acestea, chiar dacd o experientd de acest fel
nu poate sd cuprindd toate cazurile posibile din mediu, poate furniza date valoroase privind relatia dintre
mediul inconjurdtor si adsorbtia unei substante chimice.

A se vedea si introducerea generald.

DOMENIUL DE APLICARE

Metoda are ca obiect determinarea comportamentului de adsorbtie/desorbtie al unei substante pe diferite
soluri. Scopul este obtinerea unei valori a sorbtiei care sd se poatd utiliza la prognoza repartitiei in conditii
de mediu diferite; in acest scop, se determind coeficientii de adsorbtie la echilibru pentru o substantd chimicd
pe diferite soluri in functie de caracteristicile solului (de exemplu, continutul de carbon organic, continutul
de argild si structura si pH-ul solului). Trebuie si se utilizeze tipuri diferite de soluri pentru a cuprinde cat
mai multe interactiuni posibile ale unei anumite substante cu solurile existente in naturd.

fn prezenta metod, adsorbtia reprezintd procesul de legare a unei substante chimice la suprafetele solurilor;
nu se poate face deosebire intre diferitele procese de adsorbtie (adsorbtia fizica si chimicd) si procese ca
degradarea catalizatd a suprafetei, adsorbtia in grosime sau reactia chimicd. Adsorbtia care apare pe
particulele coloidale (diametrul < 0,2 pm) generate de soluri nu se ia in considerare.

Parametrii solurilor considerati cei mai importanti pentru adsorbtie sunt: continutul de carbon organic (3)
(4) (12) (13) (14) (41) (43) (44) (45) (46) (47) (48); continutul de argild si structura solului (3) (4) (41) (42)
(43) (44) (45) (46) (47) (48) si valoarea pH-ului pentru compusii ionizabili (3) (4) (42). Alti parametri ai
solurilor care pot si aibd un impact asupra adsorbtiei/desorbtiei unei anumite substante sunt: capacitatea
efectivd de schimb de cationi (CESC), continutul de oxizi de fier si aluminiu amorfi, in special pentru solurile
vulcanice si tropicale (4), precum si suprafata specifica (49).

Testarea este destinata evaludrii adsorbtiei unei substante chimice pe diferite tipuri de soluri cu valori diferite

ale continutului de carbon organic, ale continutului de argila si ale structurii solului si ale pH-ului. Aceasta
contine trei etape:

Etapa 1: Studiu preliminar pentru determinarea:
— raportului sol/solutie;

— timpului de stabilire a echilibrului de adsorbtie i a cantitatii de substantd incercatd adsorbitd
la echilibru;

— adsorbtiei substantei incercate pe suprafata vaselor experimentale si stabilitdtii substantei
incercate in timpul incercarii.

Etapa 2: Proba de identificare: se studiazd adsorbtia pe cinci tipuri diferite de soluri cu ajutorul cineticii
adsorbtiei la o singurd concentratie si se determind coeficientii de distributie Ky si K.
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Etapa 3: Determinarea izotermelor de adsorbtie Freundlich pentru stabilirea influentei concentratiei

asupra gradului de adsorbtie pe soluri.

Studiul desorbtiei cu ajutorul cineticii de desorbtie/izotermele de desorbtie Freundlich

(apendicele 1).

1.3. DEFINITII SI UNITATI
Simbol Definitie Unitai
A, adsorbtia la momentul ¢, %
A, adsorbtia la stabilirea echilibrului de adsorbtie %
m:ds(ti) masa substantei incercate adsorbite pe sol la momentul ¢, ng
m‘:ds (At) masa substantei incercate adsorbite pe sol in intervalul de timp At ng
mzds(ec) masa substantei incercate adsorbite pe sol la echilibrul de adsorbtie g
m, masa substantei incercate din eprubetd, la inceputul analizei de g
adsorbtie
mfﬁs(ti) masa substantei incercate misurate intr-un alicot (vaA) la ng
momentul t;
mjgs(ec) masa substantei incercate in solutie la echilibrul de adsorbtie pg
my, cantitatea fazei de sol, exprimatd in substanti uscatd a solului g
Cem concentratia masicd a solutiei mama de substantd pg cm™
Co concentratia masicd initiald a solutiei incercate in contact cu solul pg cm™?
CZSS () concentratia masicd a substantei in fazd apoasi la momentul t; de ug cm™?
efectuare a incercarii
C"S‘ds(ec) continutul de substantd adsorbitd pe sol la echilibrul de adsorbtie pgg !
ngs(ec) concentratia masicd a substantei in faza apoasd la echilibrul de pg cm™?
adsorbtie
Vo volumul initial al fazei apoase in contact cu solul in timpul cm?
incercdrii de adsorbtie
A volumul alicotului in care se midsoard substanta testatd cm?
Ky coeficientul de distributie pentru adsorbtie cm® gt
K., coeficientul de adsorbtie normalizatd a carbonului organic cm’ g7
Ko coeficientul de distributie normalizatd a substantei organice cm’ gt
Kads coeficientul de adsorbtie Freundlich pg' 1 (cm?) 1jng™!
1/n exponentul Freundlich
D, desorbtia la momentul ¢, %
Dy, desorbtia corespunzitoare unui interval de timp At; %
Koo coeficientul de desorbtie aparenti cm’ g7
K;‘es coeficientul de desorbtie Freundlich ug M (em?) 1jng?
mjgs(ti) masa substantei incercate desorbite din sol la momentul t, ug
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Simbol Definitie Unitai
rnggs(Ati) masa substantei incercate desorbite din sol in intervalul de timp At ng
mfrfs(ec) masa substantei, determinati analitic in fazd apoasi la stabilirea ug

echilibrului de desorbtie
mgff(ec) masa totald a substantei incercate desorbite la stabilirea echilibru- ng
lui de desorbtie
mges(mi) masa substantei adsorbiti in continuare pe sol dupd intervalul de ug
timp At
m;\q masa substantei rimase de la stabilirea echilibrului de adsorbtie ng
datoritd inlocuirii incomplete a volumului

Cf“(ec) continutul de substanti testatd adsorbitd in continuare pe sol la pg g’

stabilirea echilibrului de desorbtie

Cg;s(ec) concentratia masicd a substantei incercate in fazd apoasd la ng cm™

stabilirea echilibrului de desorbtie

Vo volumul total al fazei apoase in contact cu solul in timpul cm?
experimentdrii cineticii de desorbtie prin metoda in serie

Vir volumul supernatantului scos din eprubetd dupi stabilirea echili- cm’
brului de adsorbtie si inlocuit cu acelasi volum dintr-o solutie
0,01 M de CaCl,

vP volumul unui alicot din care s-au luat probe pentru analizi la cm’?
momentul (i), in timpul experimentdrii cineticii de desorbtie prin
metoda in serie

Vi volumul solutiei luate din eprubeta (i) pentru determinarea sub- cm’
stantei incercate, in experimentarea cineticii de desorbtie prin
metoda paraleld

VE volumul solutiei luate din eprubetd pentru determinarea substan- cm’?
tei incercate, la stabilirea echilibrului de desorbtie

BM bilantul masic %

mg masa totald a substantei incercate extrase din sol si peretii vasului ng
experimental in doud etape

Viec volumul supernatantului recuperat dupd stabilirea echilibrului de cm’®
adsorbtie

P,. coeficientul de partitie octanol/apd

pKa constanta de disociere

S, solubilitatea apei gl!

1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se adaugd volume cunoscute de solutii ale substantei incercate, nemarcate sau marcate radioactiv, in
concentratii cunoscute in CaCl, 0,01 M, la probele de sol cu un continut de substanta uscatd cunoscut, care
au fost aduse in prealabil la echilibru in CaCl, 0,01 M. Se agitd amestecul un timp corespunzdtor. Suspensiile
de sol se separd apoi prin centrifugare si, dacd se doreste, prin filtrare si se analizeazd faza apoasi. Se
calculeazd cantitatea de substantd testatd adsorbitd pe proba de sol prin diferenta dintre cantitatea de
substantd testatd prezentd initial in solutie si cantitatea rimasa la sfarsitul experimentarii (metoda indirectd).

Ca alternativd, cantitatea de substantd testatd adsorbitd se mai poate determina direct prin analiza solului
(metoda directd). Aceastd metodd, care include extractia treptatd a solului cu un solvent potrivit, se
recomandd in cazurile in care concentratia diferitd in solutie a substantei nu se poate determina cu precizie.
Exemple de asemenea cazuri sunt: adsorbtia substantei incercate pe suprafata vaselor experimentale,
instabilitatea substantei incercate pe durata experimentrii, adsorbtia slaba care genereazd doar modificari
mici ale concentratiei in solutie si adsorbtia puternicd care genereazd concentratii mici care nu se pot
determina cu precizie. Dac se utilizeazd o substantd marcatd radioactiv, se poate evita extractia solului prin
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1.5.

1.6.

1.7.

analiza fazei de sol prin calcinare si numdratoarea in scintilatie lichidd. Cu toate acestea, numardtoarea in
scintilatie lichidd este un procedeu nespecific care nu poate si facd diferenta dintre produsele de bazd si cele
de transformare; prin urmare, se utilizeazd numai in situatia in care substanta chimica incercati este stabild
pe durata studiului.

DATE PRIVIND SUBSTANTA TESTATA

Reactivii chimici trebuie sd fie de tip analitic. Se recomandd utilizarea substantelor de testare nemarcate cu
o compozitie cunoscut si, de preferat, cu o puritate de minimum 95 % sau a substantelor de testare marcate
radioactiv cu o compozitie §i puritate cunoscute. La indicatorii cu perioada de injumatdtire scurtd se aplica
corectii de dezintegrare.

Tnaintea realizarii unei incerciri de adsorbtie/desorbtie, trebuie s3 fie cunoscute datele referitoare de
substanta testatd, prezentate in continuare:

(a) solubilitatea in apd (A.6);

(b) presiunea de vapori (A.4) si constanta legii lui Henry;

(c) degradarea abioticd: hidroliza in functie de pH (C.7);

(d) coeficientul de partitie (A.8);

() biodegradabilitatea imediatd (C.4) sau transformarea aerobici si anaerobicd in sol;
(f) pKa pentru substantele ionizabile;

(g) fotoliza directd in api (adicd spectrul de absorbtie UV-vizibil in apd, randamentul cuantic) si
fotodegradarea pe sol.

APLICABILITATEA INCERCARII

Testarea se poate aplica substantelor chimice pentru care este disponibild o metodd analitica suficient de
precisd. Un parametru important care influenteazd credibilitatea rezultatelor, in special atunci cand se
utilizeazd metoda indirectd, este stabilitatea substantei incercate in scara de timp a probei. Prin urmare, este
necesard verificarea stabilitatii intr-un studiu preliminar; dacd, in scara de timp a incercirii, se observd o
modificare, se recomanda ca studiul principal sd se realizeze prin analizarea atat a solului cat si a fazelor
apoase.

In realizarea prezentei incerciri, pot si apard dificultiti pentru substantele cu solubilitate micd in api
(S, <10™ * g1 "), precum si pentru substantele cu sarcini mari, deoarece concentratia in faza apoasi nu
se poate misura analitic cu suficientd precizie. n situatiile de acest fel, trebuie s3 se ia masuri suplimentare.
Modalitatea de rezolvare a acestor probleme se indicd, orientativ, la punctele respective ale prezentei
metode.

La testarea substantelor volatile, trebuie s se aiba grijd si se evite pierderile in timpul studiului.

DESCRIEREA METODEI

Aparatura §i reactivii chimici

Aparaturd standard de laborator, in special cea prezentatd in continuare:

(a) Eprubete sau vase pentru realizarea experimentelor. Este important ca epubetele si vasele respective:
— si fie instalate direct in centrifugd pentru a minimiza erorile de manipulare si transfer;

— sd fie obtinute dintr-un material inert, care minimizeazd adsorbtia substantei incercate pe suprafata
acestora.

(b) Agitator: agitator actionat de sus sau un dispozitiv echivalent; agitatorul mentine solul in suspensie in
timpul agitarii.
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(c) Centrifugd: de preferintd una de vitezd mare, de exemplu fortele de centrifugare > 3 000 g,
termoreglabild, care sd poatd sd separe particulele cu diametrul mai mare de 0,2 pm din solutia apoasa.
Recipientele trebuie sd fie inchise in timpul agitarii si centrifugarii pentru a evita volatilizarea i pierderile
de apd; pentru a minimiza adsorbtia pe acestea, se recomanda utilizarea capacelor dezactivate, cum ar
fi capacele cu filet ciptusite cu teflon.

=
&

Optional: dispozitiv de filtrare; filtre cu o porozitate de 0,2 pm, sterile, de unicd folosintd. Trebuie sd
se acorde o atentie deosebitd la alegerea materialului pentru filtru, pentru a evita pierderile de substanta
testatd pe acesta; pentru substantele incercate cu solubilitate micd, nu se recomanda un material de
filtrare organic.

(e) Instrumente analitice, potrivite pentru masurarea concentratiei substantei incercate.

(f) etuvi de laborator care permite mentinerea unei temeraturi de103-110 °C.

Caracterizarea si selectarea solurilor

Solurile se caracterizeazd prin trei parametri de care se considerd cd depinde in mare mdsurd capacitatea
adsorbantd: carbonul organic, continutul de argila si structura solului si pH-ul. Dupa cum s-a mentionat deja
(a se vedea Domeniul de aplicare), si alte proprietdti fizico-chimice ale solului pot s aibd impact asupra
adsorbtiei/desorbtiei unei anumite substante si, aceste cazuri, trebuie avute in vedere.

Metodele utilizate pentru caracterizarea solului sunt foarte importante si pot avea o influentd semnificativa
asupra rezultatelor. Prin urmare, se recomandi ca pH-ul solului s se mdsoare intr-o solutie de CaCl, 0,01 M
(adicd solutia utilizatd in testarea de adsorbtie/desorbtie) conform metodei ISO corespunzitoare
(ISO-10390-1). Se mai recomandd determinarea altor proprietdti relevante ale solului conform metodelor
standard (de exemplu, ,Indreptarul pentru analiza solului” ISO); acest lucru permite ca analiza datelor
privind sorbtia sd se facd pe baza parametrilor solului standardizati la nivel mondial. O orientare pentru
metodele standard existente pentru analiza si caracterizarea solului este oferitd in bibliografie (50-52).
Pentru etalonarea metodelor de analizd a solului, se recomandd utilizarea solurilor de referinta.

O orientare privind selectia solurilor pentru incercirile de adsorbtie/desorbtie se prezintd in tabelul 1. Cele
sapte soluri selectate cuprind tipurile de soluri intalnite in zonele geografice temperate. Pentru substantele
incercate ionizabile, solurile selectate trebuie sd cuprindd un domeniu larg de pH, pentru a fi posibild
evaluarea adsorbtici substantei in formele ionizatd §i neionizatd ale acesteia. O orientare privind modul de
utilizare a mai multor soluri diferite in diferite etape ale incercdrii se prezintd la punctul. 1.9. Realizarea
incercirii.

Daci se preferd alte tipuri de soluri, este necesar ca parametrii si variatia proprietatilor acestora s fie similare
cu cele descrise in tabelul 1, chiar dacd nu satisfac criteriile cu exactitate.

Tabelul 1: Orientare pentru selectarea probelor de soluri pentru adsorbtie-desorbtie

) ) Valorile pH-ului (in Continutul de Continutul de argild .
Tipul solului cacl, 0,01 M) carbon organic (%) %) Structura solului (*)
1 4,5 1,0-2,0 65-80 argild
2 >75 3,5-5,0 20-40 pamant argilos—
nisipos
3 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 argild nisipoasd din
aluviuni
4 4,0-5,5 3,0- 4,0 15-30 argild nisipoasd
5 < 4,0-6,0 (3 <0,5-1,5 () () <10-15 () nisip argilos
6 >7,0 <0,5-1,0 (» (3 40-65 pamant argilos-
nisipos/argild
7 <4,0 >10 <10 nisip/nisip argilos

(") Conform FAO si sistemului SUA (85).

(%) Este de preferat ca parametrii respectivi sd prezinte valori in domeniul dat. Dacd, totusi, apar dificultati in gisirea unui
sol corespunzdtor, se acceptd valorile mai mici decat minimum indicat.

(%) Solurile cu un continut de carbon organic mai mic de 3 % pot schimba corelatia dintre continutul de substante orga-
nice si adsorbtie. Astfel, se recomanda utilizarea solurilor cu un continut minim de carbon organic de 0,3 %.
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1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Colectarea si depozitarea probelor de sol

Colectarea

Nu se recomanda tehnici de prelevare a probelor sau instrumente specifice; tehnica de prelevare a probelor
depinde de scopul studiului (53) (54) (55) (56) (57) (58).

Se au in vedere cele mentionate in continuare:

(a) este necesard o descriere detaliatd a situatiei terenului; aceasta include pozitia, acoperirea cu vegetatie,
tratamentul cu pesticide si ingrisiminte, adaosuri biologice sau contaminarea accidentald. Este necesar
sd se respecte recomanddrile standardelor ISO privind prelevarea probelor de sol (ISO 10381-6),
referitoare la descrierea locului de prelevare a probelor;

Cx

locul de prelevare a probelor trebuie si fie stabilit cu ajutorul UTM (proiectia Mercator transversald
universald/ cota conventionald europeand) sau a coordonatelor geografice; astfel ar fi posibild repetarea
colectdrii unui anumit sol in viitor sau ar ajuta la incadrarea solului in diferite sisteme de clasificare
utilizate in diferite tari. De asemenea, se recomanda si se colecteze sol numai din planul de referintd
A de pand la 20 cm adancime. In special pentru tipul de sol nr. 7, daci existd un plan de referintd Oy,
ca parte a solului, acesta se include in prelevarea probelor.

Probele de sol se transportd in recipiente si in conditii de temperaturd care sd garanteze pdstrarea
proprietatilor initiale ale solului, nealterate in mare parte.

Depozitarea

Se preferd utilizarea solurilor proaspit colectate de pe teren. Numai dacd acest lucru nu este posibil, solul
se poate pdstra la temperatura ambiantd si in aer uscat. Nu se recomandd termene limitd, dar solurile
depozitate mai mult de trei ani se analizeazd din nou inaintea utilizdrii pentru determinarea continutului
de carbon organic, pH-ului si CSC (capacitatea de schimb de cationi).

Manipularea si pregdtirea probelor de sol pentru testare

Solurile se usucd in aer la temperatura ambianta (de preferintd la 20-25 °C). Dezagregarea se realizeazd cu
o fortd minimd, astfel incat structura originald a solului sd se modifice cat se poate de putin. Solurile se cern
pand la dimensiuni ale particulelor < 2 mm; se respectd recomandarile standardului ISO privind prelevarea
probelor de sol (ISO 10381-6), referitoare la cernere. Se recomandd omogenizarea atentd, deoarece aceasta
creste reproductibilitatea rezultatelor. Continutul de umiditate din fiecare sol se determind pe trei alicoti si
incdlzire la 105 °C pand la greutate constanti (aproximativ 12 ore). in toate calculele, pentru masa de sol
se considerd masa uscatd in etuvd, adicd greutatea solului la care se aplicd corectia pentru continutul de
umiditate.

Pregitirea substantei incercate pentru aplicarea pe sol

Substanta testatd se dizolvd intr-o solutie de CaCl, 0,01 M in apa distilatd sau apa deionizatd; solutia de
Ca(l, se utilizeazd sub forma de fazd apoasi de solvent pentru imbundtitirea centrifugdrii $i minimizarea
schimbului de cationi. Concentratia solutiei mama este, de preferintd, mai mare cu trei ordine de marime
decat limita de detectie a metodei analitice utilizate. Pragul mentionat asigurd masurdtori precise pentru
metodologia urmatd in prezenta metodd; in afard de aceasta, concentratia solutiei mama trebuie si fie mai
micd decat solubilitatea in apd a substantei de incercat.

Este de preferat ca solutia mama sd se prepare chiar inaintea aplicdrii pe probele de sol si sd se pastreze
inchisd, la intuneric, la 4 °C. Durata depozitdrii depinde de stabilitatea substantei incercate si de concentratia
acesteia in solutie.

Numai pentru substantele cu solubilitate micd (S, < 10~ * g I'"), ar putea si fie necesar un agent de
solubilizare corespunzdtor, dacd dizolvarea substantei incercate este dificild. Agentul de solubilizare
respectiv: (a) trebuie si fie miscibil cu apa, de exemplu metanol sau acetonitril; (b) concentratia acestuia nu
trebuie s fie mai mare de 1 % din volumul total al solutiei mama si s reprezinte mai putin decat cea din
solutia substantei incercate care va veni in contact cu solul (de preferintd mai mica de 0,1 %); si (c) nu trebuie
sd fie un agent tensioactiv sau si intre in reactii solvolitice cu substanta chimici incercatd. Utilizarea unui
agent de solubilizare se stipuleazd si se justificd in raportarea rezultatelor.

O altd posibilitate pentru substantele cu solubilitate micd constd in addugarea substantei incercate in
sistemul experimental prin imbogdtire: substanta de incercat se dizolva intr-un solvent organic, din care se
iaun alicot care se adaugd in sistemul format din sol si solutie de CaCl, 0,01 M in apa distilati sau deionizata.
Continutul de solvent organic in faza apoasd se mentine ct se poate de mic, de obicei mai mic sau egal
cu 0,1 %. Se poate ca imbogitirea dintr-o solutie organici sd nu fie reproductibild din punct de vedere al
volumului. Astfel, se poate introduce incd o eroare, deoarece concentratia substantei incercate si a
cosolventului s-ar putea sd nu fie aceleasi in toate incercrile.
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1.8. CONDITII NECESARE PENTRU REALIZAREA INCERCARII DE ADSORBTIE/DESORBTIE

1.8.1.  Metoda analiticd

Parametrii importanti care pot sd influenteze precizia masuritorilor de sorbtie includ acuratetea metodei
analitice pentru analiza atat a fazei solutiei cat si a celei adsorbite, stabilitatea si puritatea substantei
incercate, realizarea echilibrului de sorptie, amploarea variatiei concentratiei solutiei, raportul sol/solutie si
modificirile din structura solului in timpul procesului de stabilire a echilibrului (35) (59-62). Cateva
exemple privind problemele de acuratete sunt prezentate in apendicele 2.

Trebuie sa se verifice fiabilitatea metodei analitice pentru un domeniu de concentratii care se pot intalni in
timpul incercarii. Cercetdtorul trebuie sd aiba libertatea de a elabora o metodd potrivitd care si prezinte
acuratete, precizie, reproductibilitate, limite de detectie si recuperare optime. In continuare, se oferd o
orientare privind modul de efectuare a acestei incercari.

Un volum potrivit de CaCl, 0,01 M, de exemplu 100 cm?, se supune agitarii timp de 4 ore impreund cu
o cantitate de sol, de exemplu 20 g, cu o capacitate mare de adsorbtie, adicd cu un continut mare de carbon
organic si argild; greuttile si volumele mentionate pot si varieze in functie de necesitdtile analitice, dar ca
punct de plecare se preferd un raport sol/solutie de 1:5. Amestecul se supune centrifugdrii si faza apoasa
se poate filtra. Se adaugd un volum determinat de solutie mama a substantei incercate la aceasta din urma
pentru a obtine o concentratie nominald care si se incadreze in domeniul de concentratii care se pot intalni
in timpul incercdrii. Volumul respectiv trebuie si fie mai mic sau egal cu 10 % din volumul final al fazei
apoase, pentru a modifica cit se poate de putin natura solutiei la preechilibru. Se analizeazd solutia.

Pentru verificarea artefactelor din metoda analitic si a efectelor de matrice provocate de sol, trebuie sa se
includa o proba oarba care sd contind sistemul sol + solutie de CaCl, 0,01 M (fard substanta testatd).

Metodele analitice care se pot utiliza pentru masurdtori de sorbtie includ cromatografia gaz-lichid (CGL),
cromatografia lichidd de inaltd performantd (CLIP), spectrometria (de exemplu, GC[spectrometrie de masa,
CLIP[spectrometrie de masd) si numdratoare in scintilatie lichidd (pentru substantele marcate radioactiv).
Indiferent de metoda analitica utilizatd, se considerd cd este bine, dacd recuperdrile se situeaza intre 90 %
si 110 % din valoarea nominald. Pentru a permite detectarea si evaluarea dupd ce a avut loc partitia, este
necesar ca limitele de detectie ale metodei analitice s fie cu cel putin doud ordine de marime mai mici decat
concentratia nominald.

Caracteristicile si limitele de detectie ale metodei analitice disponibile pentru efectuarea studiilor de
adsorbtie joacd un rol important in stabilirea conditiilor de testare si in intreaga desfdsurare a incercarii.
Metoda urmeazi o cale experimentald generald si oferd recomandari si orientare pentru alte solutii, dacd
existd posibilitatea impunerii unor restrictii datoritd metodei analitice si dotdrii laboratorului.

1.8.2.  Selectarea raporturilor optime sol/solutie

Selectarea raporturilor optime sol/solutie pentru studiile se sorbtie depinde de coeficientul de distributie K4
si de gradul relativ al adsorbtiei dorite. Modificarea concentratiei substantei in solutie determind acuratetea
statisticd a mdsurdtorii, datoritd formei ecuatiei pentru adsorbtie si limitei de detectie a metodologiei
analitice, in determinarea concentratiei substantei chimice in solutie. Prin urmare, in practica generald, este
util sd se stabileascd cateva raporturi fixe, pentru care procentul adsorbit sd fie mai mare de 20 % si de
preferintd > 50 % (62), avand grija in acelasi timp sd se mentind o concentratie suficient de mare a substantei
incercate in fazd apoasd, pentru a fi masuratd cu acuratete. Acest lucru este deosebit de important pentru
cantitdtile mari, in procente, adsorbite.

Un procedeu comod de selectare a raporturilor optime solfapa constd in estimarea valorii K fie prin studii
preliminare, fie prin tehnici de estimare stabilite (apendicele 3). Apoi, selectarea unui raport optim se poate
realiza cu ajutorul reprezentdrii grafice a raportului sol/solutie functie de Ky pentru procente stabilite
ale adsorbtiei (fig. 1). In reprezentarea grafici mentionatd, se considerd ci ecuatia de adsorbtie este
lineard (). Relatia aplicabild se obtine printr-o ecuatie de rearanjare (4) a Ky sub forma ecuatiei (1):

v0 _ m,
m__(—mzds(ec)_l) K, (1)

sol

O] C;‘ds(ec) =K d-C:gs(ec)
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Raport sol/solutie

1.9.1.
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Fig. 1. Relatia dintre raporturile sol/solutie si K4 la diferite procente de substantd testatd adsorbitd

Figura 1 prezintd raporturile sol/solutie in functie de Ky pentru diferite valori ale adsorbtiei. De exemplu,
pentru un raport sol/solutie de 1:5 si o valoare a K4 de 20, ar avea loc o adsorbtie de 80 %. Pentru a obtine
o adsorbtie de 50 % pentru aceeasi valoare a K, trebuie sd se utilizeze un raport de 1:25. Acest procedeu
pentru selectarea raporturilor optime sol/solutie oferd persoanei care efectueazd studiul flexibilitatea de a
satisface necesitdtile experimentale.

Zonele care sunt mai greu de rezolvat sunt cele in care substanta chimica este puternic sau foarte putin
adsorbitd. Dacid se produce o adsorbtie slabd, se recomanda un raport sol/solutie de 1:1, desi s-ar putea ca
pentru unele tipuri de soluri foarte organice sa fie necesare raporturi mai mici pentru a obtine un mal. La
metodologia analiticd, trebuie si se acorde o atentie deosebitd la masurarea modificarilor mici ale
concentratiei solutiei; in caz contrar, misurarea adsorbtiei nu va fi exacta. Pe de altd parte, la valori foarte
mari ale coeficientilor de distributie Ky, se poate merge pana la un raport sol/solutie de 1/100 pentru a ldsa
o cantitate importantd de substanta chimicd in solutie. Cu toate acestea, trebuie mare griji pentru asigurarea
unei amestecdri bune si sistemul trebuie ldsat un timp suficient pentru stabilirea echilibrului. Un alt
procedeu utilizat pentru rezolvarea cazurilor extreme de acest tip, atunci cdnd nu existd o metodologie
analiticd specificd, constd in estimarea valorii K, cu ajutorul unor procedee de estimare, de exemplu, cu
ajutorul valorilor P_, (apendicele 3). Acesta ar putea si fie util, in special pentru substantele chimice putin
adsorbite/polare, cu P, < 20 si pentru substantele chimice lipofile/care se adsorb puternic, cu P, > 10%.

REALIZAREA INCERCARII

Conditii experimentale

Toate incercirile se realizeazd la temperatura ambianta si, dacd este posibil, la o temperaturd constanta
intre 20 °Csi 25 °C.

Conditiile de centrifugare trebuie sd permitd eliminarea particulelor mai mari de 0,2 um din solutie. Valoarea
mentionatd activeazd particulele de cele mai mici dimensiuni care sunt considerate particule solide si
reprezintd limita dintre particulele solide si coloidale. O orientare asupra modului de determinare a
conditiilor de centrifugare se prezintd in apendicele 4.

Daci dispozitivele de centrifugare nu pot s garanteze eliminarea particulelor mai mari de 0,2 pm, se poate
utiliza o combinatie de centrifugare cu filtrare, cu filtre de 0,2 pm. Filtrele de acest tip ar trebui realizate
dintr-un material inert potrivit pentru a evita pierderile de substanta testati pe acestea. In orice caz, trebuie
dovedit ¢ nu se produc pierderi de substanta testatd in timpul filtrarii.
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1.9.2.  Etapa 1 - Studiu preliminar

Scopul realizdrii unui studiu preliminar a fost deja prezentat la punctul ,Domeniu de aplicare”. O orientare
privind initierea unei incerciri de acest tip se prezintd in experimentul propus in continuare.

1.9.2.1.  Selectarea raporturilor optime sol/solutie

Se utilizeazd doud tipuri de soluri si trei raporturi sol/solutie (sase probe). Un tip de sol are continut mare
de carbon organic si continut mic de argild si celalalt are continut mic de carbon organic si continut mare
de argild. Se propun urmitoarele raporturi sol/solutie:

— 50 g sol si 50 cm” solutie apoasd de substantd testatd (raport 1/1);
— 10 g sol si 50 cm? solutie apoasi de substantd testatd (raport 1/5);

— 2 g sol si 50 cm? solutie apoasa de substantd testatd (raport 1/25).

Cantitatea minimd de sol pe care se poate efectua testarea depinde de dotdrile din laborator si de
performanta metodelor analitice utilizate. Cu toate acestea, se recomanda sd se utilizeze cel putin 1 g si, de
preferintd, 2 g, pentru a obtine rezultate credibile in urma incercarilor.

O proba martor care contine numai substanta testatd in solutie de CaCl, 0,01 M (fard sol) se supune unor
etape precis identice cu cele ale sistemelor studiate, pentru a verifica stabilitatea substantei incercate in
solutie de CaCl, si posibilitatea adsorbtiei acesteia pe suprafetele vaselor experimentale.

O proba oarbi pentru fiecare sol, care contine aceeasi cantitate de sol si un volum total de 50 cm? de solutie
de CaCl, 0,01 M (frd substanta testatd) se supune aceluiasi procedeu de testare. Aceasta reprezintd
principalul control in timpul analizei pentru detectarea substantelor care interfereazi sau a solurilor
contaminate.

Toate incercdrile, inclusiv cele cu probd martor i probd oarbd, se realizeaza cel putin de doud ori. Numarul
total de probe care trebuie pregitite pentru studiu se poate calcula tindnd seama de metodologia care va
fi urmata.

Metodele pentru studiul preliminar si studiul principal sunt, in general, aceleasi, exceptiile fiind mentionate,
daci este cazul.

Probele de sol uscate in aer se aduc la echilibru prin agitare cu un volum minim de 45 cm’ de solutie
de CaCl, 0,01 M peste noapte (12 h) inaintea zilei in care se efectueazd testarea. Apoi, se adaugd un volum
determinat din solutia mama a substantei incercate pentru a aduce volumul final la 50 cm®. Volumul
respectiv de solutie mama ad3ugat: (a) nu trebuie sd fie mai mare de 10 % din volumul final de 50 cm? de
fazd apoasd pentru a modifica cat se poate de putin natura solutiei de prestabilire a echilibrului; (b) trebuie
sd dea, de preferintd, o concentratie initiald a substantei incercate in contact cu solul (C,) cu cel putin doud
ordine de marime mai mare decat limita de detectie a metodei analitice; pragul mentionat asigurd
posibilitatea de a efectua masurdtori exacte chiar si atunci cand se produc adsorbtii puternice (> 90 %) si
de determinare a izotermelor de adsorbtie. Se recomandd, dacd este posibil, ca si concentratia initiald a
substantei (C,) sd nu fie mai mare decat jumdtate din limita de solubilitate a acesteia.

In continuare se prezintd un exemplu de mod de calcul al concentratiei solugiei mama (C,,). Se considera
o limit4 de detectie de 0,01 pg cm™ *si o adsorbtie de 90 %; astfel, concentratia initiald a substantei incercate
in contact cu solul este, de preferintd, de 1 pg cm™ (cu doud ordine de madrime mai mare decat limita de
detectie). Considerand ci se adaugd volum maxim recomandat de solutie mam3, adic 5-45 cm’ solutie de
echilibrare de CaCl, 0,01 M (= 10 % din solutia mama pani la 50 cm® volumul total al fazei apoase),
concentratia solutiei mami este de 10 pg cm™ ?; aceasta este cu trei ordine de marime mai mare decat limita
de detectie a metodei analitice.

Se masoard valoarea pH-ului fazei apoase inainte si dupa contactul cu solul, deoarece joacd un rol important
in intregul proces de adsorbtie, in special pentru substantele ionizabile.

Amestecul se agitd pand la stabilirea echilibrului de adsorbtie. Momentul stabilirii echilibrului in sol variaza
in mare masurd, in functie de substanta chimica si de sol; in general, este suficient un timp de 24 h (77).
In studiul preliminar, probele se pot colecta la anumite intervale de timp din cele 48 de ore de amestecare
(de exemplu, la 4, 8, 24, 48 h). Cu toate acestea, momentele in care se fac determinarile se stabilesc si in
functie de programul de lucru al laboratorului.
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Existd doud optiuni pentru analiza substantei incercate in solutie apoasa: (a) metoda paralela si (b) metoda
in serie. Trebuie sd se sublinieze cd, desi metoda paraleld este mai incomodd din punct de vedere
experimental, tratarea matematicd a rezultatelor este mai simpla (apendicele 5). Cu toate acestea, alegerea
metodologiei de urmat rimane la latitudinea cercetdtorului care trebuie sd ia in considerare dotarea si
resursele de care dispune laboratorul.

(a) Metoda paraleld: se pregitesc probe cu acelasi raport sol/solutie, in numdr egal cu intervalele de timp
la care se doreste sa se studieze cinetica adsorbtiei. Dupd centrifugare si daca se doreste filtrarea, se
recupereazd faza apoasd din prima eprubetd cat se poate de complet si se masoard dupd, de exemplu,
4 h, cea din a doua eprubetd dupd 8 h, cea din a treia dupd 24 h etc.

(b) Metoda in serie: se prepard doar o probd dubli pentru fiecare raport sol/solutie. La intervale determinate
de timp, amestecul se supune centrifugdrii pentru separarea fazelor. Se analizeaza imediat un mic alicot
din faza apoasd pentru determinarea substantei incercate; apoi testarea continud cu amestecul initial.
Dacd se aplicd filtrarea dupd centrifugare, laboratorul trebuie sd dispund de dispozitivele pentru
realizarea filtrarii unor mici alicoti din solutia apoasd. Se recomanda ca volumul total al alicotilor luati
sd nu fie mai mare de 1 % din volumul total al solutiei, pentru nu a modifica semnificativ raportul
sol/solutie si pentru a reduce masa substantei dizolvate care poate sd fie adsorbitd in timpul incercarii.

Se calculeazd adsorbtia A, in procente, la fiecare moment (t;) in functie de concentratia initiald nominala
si concentratia masuratd in momentul prelevdrii probei (t;), se corecteazd cu valoarea probei oarbe.
Se reprezintd grafic Ay functie de timp (apendicele 5 figura 1) pentru a estima stabilirea palierului de
echilibru (). Se mai calculeazd valoarea K, la echilibru. In functie de aceastd valoare K, se selecteazd
raporturile optime sol/solutie din fig. 1, astfel incat adsorbtia in procente si ajungd la mai mult de 20 %
si, de preferintd, la > 50 % (61). Toate ecuatiile si principiile aplicabile se prezintd la punctul ,Rezultatele
si raportarea acestora” si in apendicele 5.

Determinarea momentului de stabilire a echilibrului de adsorbtie si a cantitdtii de substantd testatd adsorbitd la
echilibru

Dupd cum s-a mentionat deja, reprezentdrile grafice ale A, sau CSSS in functie de timp permit estimarea
stabilirii echilibrului de adsorbtie si a cantitdtii de substantd testatd adsorbitd la echilibru. Figurile 1 si 2 din
apendicele 5 prezintd exemple de asemenea reprezentiri grafice. Momentul de stabilire a echilibrului
reprezintd nevoia sistemului de a ajunge la un palier.

Daci, pentru un anumit sol, nu se giiseste un palier, ci o crestere constantd, acest lucru se poate datora unor
factori care complica situatia, cum ar fi biodegradarea sau difuzia lentd. Biodegradarea se poate pune in
evidentd prin repetarea incercarii cu o proba sterilizatd de sol. Dacd nici in acest caz nu se obtine un palier,
cercetdtorul trebuie s caute alte fenomene care ar putea si fie implicate in studiile sale specifice; acest lucru
se poate realiza prin modificdri corespunzitoare ale conditiilor experimentale (temperaturd, timpi de
agitare, raporturi sol/solutie). Rimane la latitudinea cercetdtorului si decidd daci s continue procedeul de
testare, in ciuda unui posibil esec in stabilirea echilibrului.

Adsorbtia pe suprafata vasului experimental si stabilitatea substantei incercate

Se pot obtine date privind adsorbtia substantei incercate pe suprafata vaselor experimentale, precum si
stabilitatea acesteia, prin analizarea probelor martor. Dacd se observa o epuizare mai mare decat eroarea
standard a metodei analitice, se poate s fie implicatd degradarea abioticd si adsorbtia pe suprafata vasului
experimental. Se poate face distinctia dintre aceste doud fenomene prin spalarea cu grijd a peretilor vasului
experimental cu un volum cunoscut dintr-un solvent potrivit si analizarea solutiei de spalare pentru
determinarea substantei incercate. Dacd nu se observd adsorbtie pe suprafata vaselor experimentale,
epuizarea indicd instabilitatea abioticd a substantei incercate. Dacd se gdseste adsorbtie, este necesar ca vasul
experimental sa fie din alt material. Cu toate acestea, rezultatele incercarii descrise anterior privind adsorbtia
pe suprafata vaselor experimentale nu pot fi extrapolate direct la testarea sol/solutie. Prezenta solului va
afecta adsorbtia respectiva.

Se pot obtine date suplimentare privind stabilitatea substantei incercate prin determinarea bilantului de
masd original in timp. Aceasta inseamnd ci se analizeazd faza apoasd, extractele de sol si peretii vaselor
experimentale pentru determinarea substantei incercate. Diferenta dintre masa substantei chimice incercate
addugate si suma maselor substantei chimice incercate in faza apoasd, extractele de sol si de pe peretii vaselor
experimentale este egald cu masa degradatd si volatilizatd si neextrasa. Pentru a determina bilantul de masd,
este necesar ca echilibrul de adsorbtie si fi fost stabilit in timpul experimentdrii.

Bilantul de masi se face pe ambele soluri §i pentru un raport sol/solutie per sol care dd o epuizare de peste
20 % si, de preferintd, > 50 % la echilibru. La terminarea incercarii pentru gdsirea raportului prin analiza
ultimei probe de fazd apoasd dupd 48 ore, fazele se separd prin centrifugare si, dacd se doreste, prin filtrare.

() Reprezentirile grafice ale concentrafiei substangei de incercat in fazd apoasd (C2%) functie de timp s-ar mai putea utiliza la

estimarea atingerii palierului de echilibru (apendicele 5 figura 2).
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Faza apoasd se recupereazd atdt cit este posibil si se adaugd solului un solvent de extractie potrivit
(coeficientul de extractie de cel putin 95 %) pentru extragerea substantei incercate. Se recomanda cel putin
doud extractii succesive. Se determind cantitatea de substanta din extractele din sol si de pe peretii vaselor
experimentale si se calculeaza bilantul de masa (Rezultatele si prezentarea acestora, ecuatia 10). Dacd acesta
este mai mic de 90 %, se considerd ca substanta testatd este instabild pe scara timpului de testare. Cu toate
acestea, studiile se mai pot continua, tinind seama de instabilitatea substantei incercate; in cazul respectiv,
se recomandd analizarea ambelor faze in studiul principal.

Etapa 2 - Cinetica de adsorbtie la o concentratie a substantei incercate

Se utilizeazd cinci soluri, selectate din tabelul 1. Este avantajoasi includerea unora sau a tuturor solurilor
utilizate in studiul preliminar, daci este cazul, printre cele cinci soluri. In cazul respectiv, pentru solurile
utilizate in studiul preliminar etapa 2 nu trebuie si se repete.

Momentul stabilirii echilibrului, raportul sol/solutie, greutatea probei de sol, volumul fazei apoase in contact
cu solul si concentratia substantei incercate in solutie se aleg in functie de rezultatele studiului preliminar.
Determinarea se face de preferintd dupa aproximativ 2, 4, 6, 8 (posibil si 10) si 24 h timp de contact; timpul
de agitare se poate prelungi la maximum 48 h, dacd o substantd chimicd necesitd un timp mai indelungat
pentru stabilirea echilibrului in privinta rezultatelor incercarii pentru gasirea raportului. Cu toate acestea,
momentele de efectuare a determindrilor se pot stabili cu ingdduintd.

Fiecare testare (un sol si o solutie) se realizeazi cel putin dublu pentru a permite estimarea variatiei
rezultatelor. Pentru fiecare testare se pregiteste o probd oarba. Aceastd contine solul si solutia de CaCl,
0,01 M, fard substanta testatd si avand greutatea si respectiv volumul identice cu cele din testare. O probi
martor care contine numai substanta testatd in solutia de CaCl, 0,01 M (fard sol) se supune aceluiasi
procedeu de testare, servind drept garantie pentru situatii neprevizute.

Se calculeazd adsorbtia in procente la fiecare moment A, si interval de timp A, (dupd necesitati) si se
reprezintd grafic functie de timp. Se mai calculeaza coeficientul de distributie K, la echilibru, precum si
coeficientul de adsorbtie normalizat cu carbon organic K, (pentru substantele chimice organice nepolare).

Rezultatele determindrii cineticii de adsorbtie

Valoarea K linear este in general exactd pentru descrierea comportamentului de sorbtie in sol (35) (78) si
reprezintd o expresie a mobilitdtii inerente a substantelor chimice in sol. De exemplu, se considerd, in
general, cd substantele chimice cu Ky < 1 cm’ g'1 sunt mobile calitativ. in mod similar, MacCall si colab.
au elaborat un sistem de clasificare a mobilititii in functie de valorile K, (16). In afard de acesta, existi
sisteme de clasificare a extractiei prin spalare in functie de relatia dintre K, si TD-50 (!) (32) (79).

De asemenea, conform studiilor de analizi a erorii (61), valorile K4 mai mici de 0,3 cm® g'1 nu se pot
determina cu exactitate dintr-o scddere a concentratiei in fazd apoasa, chiar si atunci cand se utilizeazd
raportul sol/solutie cel mai favorabil (din punct de vedere al exactititii), adica 1:1. fn asemenea caz, se
recomanda analiza ambelor faze, sol si solutie.

Referitor la observatiile anterioare, se recomandd ca studiul privind comportamentul de adsorbtie a unei
substante chimice in sol si posibila mobilitate a acesteia s fie continuat prin determinarea izotermelor de
adsorbtie Freundlich pentru sistemele respective, pentru care este posibild o determinare exactd a Ky dupa
protocolul de testare din prezenta metoda de testare. Este posibild o determinarea exactd, dacd valoarea care
rezultd prin amplificarea Ky cu raportul sol[solutie este > 0,3, cAnd masurdtorile au la bazd sciderea
concentratiei in faza apoasd (metoda indirectd) sau > 0,1, cind se analizeazd ambele faze (metoda
directd) (61).

Etapa 3 - Izotermele de adsorbtie si cinetica de desorbtiefizotermele de desorbtie

Izotermele de adsorbtie

Se utilizeaza cinci concentratii ale substantei incercate, care cuprind de preferintd doud ordine de marime;
in alegerea concentratiilor respective, se tine seama de solubilitatea in api si de concentratiile in solutie
apoasd rezultate la echilibru. Pe toatd durata studiului se mentine acelasi raport sol/solutie. Testarea de
adsorbtie se realizeazd asa cum s-a descris anterior, cu singura diferentd cd faza apoasd se analizeazd doar
o singurd datd la timpul necesar pentru stabilirea echilibrului, cum s-a determinat mai inainte in etapa 2.
Se determind concentratiile la echilibru in solutie §i se calculeazd cantitatea adsorbitd din epuizarea

(") TD-50: timpul de degradare pentru 50 % din substanta de incercat.



13/vol. 32

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

147

1.9.4.2.

substantei incercate in solutie sau prin metoda directd. Se reprezintd grafic masa adsorbita per unitatea de
masd de sol functie de concentratia la echilibru a substantei incercate (a se vedea Rezultatele si prezentarea
acestora).

Rezultatele determindrii izotermelor de adsorbtie

Printre modelele matematice pentru adsorbtie propuse pand in prezent, izoterma lui Freundlich este una
utilizatd frecvent pentru descrierea procesului de adsorbtie. Date mai detaliate privind interpretarea si
importanta modelelor de adsorbtie se prezintd in bibliografie (41) (45) (80) (81) (82).

Notd: Trebuie si se mentioneze ci este posibild o comparare a valorilor K. (coeficientul de adsorbtie
Freundlich) pentru diferite substante, daci valorile K. respective se exprima in aceleasi unitati (83).

Cinetica de desorbtie

Scopul prezentei incerciri este de a cerceta dacd o substantd chimica este adsorbita reversibil sau ireversibil
pe un sol. Aceste date sunt importante, deoarece procesul de desorbtie joacd un rol important si in
comportamentul unei substante chimice in solul din teren. In plus, datele de desorbtie sunt date de intrare
importante in modelarea pe calculator a simuldrilor pentru extractia prin spalarea si scurgerea substantelor
dizolvate. Dacd se doreste un studiu de desorbtie, se recomanda sd se efectueze studiul descris in continuare
pentru fiecare sistem pentru care a fost posibild o determinare exactd a K in testarea precedentd pentru
determinarea cineticii de adsorbtie.

Ca si in cazul studiului cineticii de adsorbtie, existd doud optiuni pentru continuarea incercdrii pentru
determinarea cineticii de desorbtie: (a) metoda paraleld si (b) metoda in serie. Alegerea metodologiei de
urmat rimane la latitudinea cercetitorului care trebuie si tind seama de dotarea si resursele laboratorului.

(a) Metoda paraleld: pentru fiecare sol care se alege pentru continuarea studiului de desorbtie, se pregitesc
probe cu acelasi raport sol/solutie, in numar egal cu numdrul intervalelor de timp la care se doreste si
se studieze cinetica de desorbtie. Este preferabil sd se utilizeze aceleasi intervale de timp ca in testarea
pentru determinarea cineticii de adsorbtie; totusi, timpul total se poate prelungi, daci este cazul, pentru
ca in sistem sa se stabileascd echilibrul de desorbtie. Pentru orice testare (un sol, o solutie) se pregiteste
o0 proba oarba. Aceasta contine solul si solutia de CaCl, 0,01 M, fird substanta testatd si avand greutatea
si respectiv volumul identice cu cele din testare. Ca probd martor, substanta testatd in solutie
de CaCl, 0,01 M (fara sol) se supune aceleasi proceduri de testare. Toate amestecurile de sol cu solutie
se agitd pand se stabileste echilibrul de adsorbtie (dupa cum s-a stabilit anterior in etapa 2). Apoi, fazele
se separd prin centrifugare si se indepdrteazd fazele apoase cat se poate de mult. Volumul solutiei
indepdrtate se inlocuieste cu un volum egal de solutie de CaCl, 0,01 M, fird substanta testatd si noile
amestecuri se agitd din nou. Faza apoasa din prima eprubetd se recupereazd cat se poate de mult si se
mdsoard dupd, de exemplu, 2 h, cea din a doua eprubetd dupi 4 h, cea din a treia dupd 6 h etc., pand
cand se realizeazd echilibrul de desorbtie.

(b) Metoda in serie: dupd testarea pentru determinarea cineticii de adsorbtie, amestecul este supus
centrifugdrii si se elimind faza apoasi cit se poate de mult. Volumul de solutie indepartat se inlocuieste
cu un volum egal de solutie de CaCl, 0,01 M, fara substanta testatd. Noul amestec se agitd pand cand
se stabileste echilibrul de desorbtie. In acest timp, la intervale egale, amestecul se supune centrifugrii
pentru separarea fazelor. Se analizeazd imediat un mic alicot de fazd apoasd pentru determinarea
substantei incercate; apoi, testarea continud cu amestecul original. Volumul fiecdrui alicot trebuie si fie
mai mic de 1 % din volumul total. Se adaugd aceeasi cantitate de solutie proaspatd de CaCl, 0,01 M la
amestec pentru a mentine raportul sol/solutie si se continud agitarea pand la urmatorul interval de timp.

Se calculeazd desorbtia, in procente, la fiecare moment (D, ) si interval de timp (D ) (in functie de necesitdtile
studiului) si se reprezintd grafic functie de timp. Se mai calculeazi coeficientul de desorbtie Ky, la echilibru.
Toate ecuatiile aplicabile sunt date la punctul ,Rezultatele si prezentarea acestora” si in apendicele 5.

Rezultatele incercarii pentru determinarea cineticii de desorbtie

Reprezentdrile grafice obisnuite ale desorbtiei Dy, si adsorbtiei A, in procente, functie de timp, permit
determinarea reversibilitdtii procesului de adsorbtie. Dacd echilibrul de desorbtie se atinge chiar intr-un timp
dublu fatd de timpul necesar pentru atingerea echilibrului de adsorbtie si desorbtia totald este mai mare
decat 75 % din cantitatea adsorbitd, se considerd cd adsorbtia este reversibila.
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2.1.

Izotermele de desorbtie

Se determind izotermele de desorbtie Freundlich pe solurile utilizate in testarea pentru izotermele de
adsorbtie. Testarea de desorbtie se efectueazd conform descrierii de la punctul ,Cinetica de desorbtie”, cu
singura diferentd ci faza apoasa se analizeazd doar o singurd datd, la echilibrul de desorbtie. Se calculeazd
cantitatea de substantd testatd desorbitd. Se reprezintd grafic continutul de substanti testatd, care rimane
adsorbitd pe sol la atingerea echilibrul de desorbtie, in functie de concentratia la echilibru a substantei
incercate in solutie (a se vedea Rezultatele si prezentarea acestora si apendicele 5).

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

Rezultatele analitice se prezintd sub formd de tabel (a se vedea apendicele 6). Se prezintd mdsurdtorile
individuale si mediile calculate. Se prezintd reprezentrile grafice ale izotermelor de adsorbtie. Calculele se
fac conform metodologiei descrise in continuare.

fn sensul prezentei incerciri, se considerd ci greutatea pentru 1 cm® de solutie apoasa este 1 g. Raportul
sol/solutie se poate exprima in unititi de greutate/greutate sau greutate/volum cu aceeasi cifra.

ADSORBTIA

Adsorbtia (A,) se defineste ca fiind cantitatea de substantd, in procente, adsorbitd pe sol raportatd la
cantitatea prezentd la inceputul incercdrii, in conditiile experimentale. Daca substanta testatd este stabild si
nu se adsoarbe intr-o masurd importantd pe peretii vasului experimental, se calculeazd A, pentru fiecare
moment t;, conform ecuatiei:

A = (%) ()
: m,
i 0
unde:
A, = adsorbtia la momentul t. (%);
t ¥ i
m?ds(ti) = masa substantei incercate adsorbite pe sol la momentul t; (ug);
m, = masa substantei incercate din eprubetd, la inceputul incercdrii (pg).

Date detaliate privind modul de calcul al adsorbtiei A, in procente, pentru metodele paraleld §i in serie se
prezintd in apendicele 5.

Coeficientul de distributie K  este raportul dintre continutul de substantd din faza de sol si concentratia
masicd de substantd in solutia apoasd, in conditiile experimentale, cind se stabileste echilibrul de adsorbtie.

s (ec) m;‘ds(ec) \Y

K= Co(ec) ] i (ec) m:ﬂ e )
unde:
C:ds(ec) = continutul de substantd adsorbiti pe sol la echilibrul de adsorbtie (ug g™');
ngs(ec) = concentratia masici a substantei in faza apoasi la echilibrul de adsorbtie (ug cm™).
Concentratia respectiva se determind analitic tinind seama de valorile date de probele oarbe;
m;’ds(ec) = masa substantei incercate adsorbite pe sol la echilibrul de adsorbtie (ug);
m:gs(ec) = masa substantei incercate in solutie la echilibrul de adsorbtie (ug);
mg,, = cantitatea de fazd de sol, exprimatd in masa uscatd de sol (g),

Vo = volumul initial al fazei apoase in contact cu solul (cm?).
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Relatia dintre A, si K este datd de:

unde:

A

Coeficientul de adsorbtie normalizatd a carbonului organic K, reprezintd relatia dintre coeficientul de
distributie K, si continutul de carbon organic din proba de sol:

. = adsorbtia la echilibru, %.

100 ,

K =K,-— (em’g") (6)

co d %co (

unde:

%co = procentajul de carbon organic in proba de sol (g~ ')

Coeficientul K, reprezintd o valoare unicd ce caracterizeaza partitia in principal a substantelor chimice
organice nepolare intre carbonul organic din sol sau sediment si apa. Adsorbtia substantelor chimice
respective este corelatd cu continutul organic al solidului adsorbant (7); astfel, valorile K, depind de
caracteristicile specifice ale fractiilor humice care au o capacitate de sorbtie foarte diferitd, datoritd
diferentelor de origine, geneza etc.

Izoterme de adsorbtie

Ecuatia izotermelor de adsorbtie Freundlich reprezintd relatia dintre cantitatea de substantd testatd adsorbitd
si concentratia substantei incercate in solutie la echilibru (ecuatia 8).
Rezultatele sunt tratate ca la ,Adsorbtie” si, pentru fiecare eprubetd, se calculeazd continutul de substanta
testatd adsorbitd pe sol dupa testarea de adsorbtie [ngs(ec), indicatd in altd parte ca x/m]. Se considera cd
echilibrul a fost stabilit si cd Cids(ec) reprezintd valoarea la echilibru:

ads C - Cads .V
C?ds(ec) — m (ec) - [ 0 ap (CC)] 0 (]Jg g-l) (7)

m
sol

sol
Ecuatia de adsorbtie Freundlich este prezentatd la (8):

Cieq) = K Ca(eq) " (g g) ®)
sau sub formai lineara:

log C**(ec) = log Ki* + 1/n - log C:gs (ec) 9)
unde:
K& = coeficientul de adsorbtie Freundlich; se exprimi in cm®g™ !, numai dacd 1/n = 1; in toate celelalte
- Un
cazuri, panta 1/n se introduce in dimensiunea Kiéds(pg1 1/n(cm ) g )

n = constanta de regresie, 1/n variazd in general intre 0,7-1,0, ceea ce indicd faptul ci rezultatele privind
sorbtia sunt in mod frecvent usor nelineare.

Ecuatiile (8) si (9) sunt reprezentate grafic si se calculeaz valorile pentru K&%  si 1/n prin analiza de regresie
cu ajutorul ecuatiei 9. Se mai calculeazi coeficientul de corelare r? al ecuatiei logaritmice. In figura 2 se
prezintd un exemplu al acestor reprezentdri grafice.

C Asol 10g CASol

Caa log Caa

Fig. 2. Reprezentarea graficd a ecuatiei Freundlich, normala si linearizatd
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2.2.

Bilantul de mas3

Bilantul de masd (BM) se defineste ca procentul de substanta care se poate recupera analitic dupd o testare
de adsorbtie in functie de cantitatea de substantd la inceputul incercarii.

Prelucrarea rezultatelor va fi diferitd, dacd solventul este complet miscibil cu apa. In cazul solventului
miscibil cu apa, se poate aplica prelucrarea datelor descrise la ,Desorbtie” pentru determinarea cantitatii de
substantd recuperatd prin extractia solventului. Daci solventul este mai putin miscibil cu apa, trebuie sd se
determine cantitatea recuperatd.

Bilantul de masd BM pentru adsorbtie se calculeazd dupd cum urmeaza: se considerd cd termenul (myg)
corespunde sumei maselor substantei chimice incercate extrase din sol si de pe suprafata vasului
experimental cu un solvent organic:

B - (Viee” C:gs(ec) + mg) - 100 o) (10)
vV, G,
unde:
BM = bilantul de masd (%)
mg = masa totald a substantei incercate extrase din sol si de pe peretii vasului experimental in
doud etape (pg)
Co = concentratia initiald in unititi de mas3 a solutiei experimentale in contact cu solul (ug cm )
Ve = volumul supernatantului recuperat dupi echilibrul de adsorbtie (cm™)
DESORBTIA

Desorbtia (D) se defineste ca fiind cantitatea de substanta testatd desorbitd, exprimatd in procente, corelatd
cu cantitatea de substantd adsorbitd anterior, in conditiile de testare:

des
m, (t.
D = d”—() -100 (%) (11)
5 mg™(ec)
unde:
D, = desorbtia la momentul t; (%)
mgss(ti) = masa substantei incercate desorbite din sol la momentul t,(ng)
m?ds(ec) = masa substantei incercate adsorbite pe sol la echilibrul de adsorbtie (ng)

Informatii detaliate privind modul de calcul a desorbtiei D, in procente, pentru metodele paraleld si in serie
se prezintd in apendicele 5.

Coeficientul de desorbtie aparentd (K,,) este, in conditiile de testare, raportul dintre continutul de substantd
ce rimane in faza de sol §i concentratia masica a substantei desorbite in solutie apoasd, cand se realizeaza
echilibrul de desorbtie.

ads des
m{®(ec) - my*(ec) Vi -
Kdes = des (cm g ) (1 2)
map (CC) msol
unde:
Kes = coeficientul de desorbtie (cm® g™')
mggs(ec) = masa totald a substantei incercate desorbite din sol la echilibrul de desorbtie (ug)
Vr = volumul total al fazei apoase in contact cu solul in timpul determindrii cineticii de desorbtie

(em’)

Modul de calculare a mf;s(ec) este prezentat in apendicele 5 la punctul ,Desorbtie”.
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2.2.1.

Observatie:

Dacd testarea anterioard de adsorbtie s-a realizat prin metoda paraleld, volumul V. din ecuatia 12 se
considerd egal cu V.

Izotermele de desorbtie

Ecuatia pentru izotermele de desorbtie Freundlich reprezinti corelatia dintre continutul de substanta testatd
care rimane adsorbitd pe sol si concentratia de substantd testatd in solutie la echilibrul de desorbtie
(ecuatia 16).

Pentru fiecare eprubetd, se calculeazd continutul de substantd ce rimane adsorbitd pe sol la echilibrul de
desorbtie cu formula urmitoare:

mi‘ds(ec) - mdes(ec) 1
C&(ec) = ————T (ugg") (13)
msul
unde: se defineste prin relatia:
des des VO A
my*(ec) = my,*(ec) - v my, (ng) (14)
T
Cges(ec) = continutul de substantd testatd ce rimane adsorbitd pe sol la echilibrul de desorbtie
(hgg )
mflfs(ec) = masa substantei determinate analitic in fazd apoasi la echilibrul de desorbtie (ug)
mﬁp = masa substantei incercate rimase de la echilibrul de adsorbtie datoritd inlocuirii
incomplete a volumului (ug)
rng;s(ec) = masa substantei din solutie la echilibrul de adsorbtie (ug)
VvV -V
m;, = m:gs(ec) ( 2 R) (15)
0
\ = volumul de solutie luat din eprubetd pentru determinarea substantei incercate, la
echilibrul de desorbtie (cm?)
Vir = volumul supernatantului scos din eprubetd dupd atingerea echilibrului de adsorbtie si

inlocuit cu acelasi volum de solutie de CaCl, 0,01 M (cm?)

Ecuatia de desorbtie Freundlich este prezentatd la (16):

Cf“(ec) =Kdes . ngs(ec)l/n (pg g-l) (16)

sau in forma lineara:

log C‘Sies(ec) =log K& + 1/n - log Cdes(ec) (17)

ap
unde:
Kdes = coeficientul de desorbtie Freundlich
n = constanta de regresie
Cf;s(ec) = concentratia masicd de substantd in fazi apoasi la echilibrul de desorbtie (ng cm™)

Ecuatiile 16 si 17 se pot reprezenta grafic si se calculeazi valorile pentru K& si 1/n prin analiza de regresie
cu ajutorul ecuatiei 17.

Observatie:

Daci exponentul 1/n al adsorbtiei sau desorbtiei Freundlich este egal cu 1, constantele de legiturd (K% si
K:) vor fi egale cu constantele de adsorbtie sau desorbtie la echilibru (K si respectiv K,.) si reprezentirile
grafice ale C functie de C,, vor fi lineare. Daca exponentii nu sunt egali cu 1, reprezentdrile grafice ale Cg
functie de C,, vor fi nelineare si constantele de adsorbtie si desorbtie vor varia in lungul izotermelor.



152

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 32

2.2.2.  Raportul incercirii

Raportul incercdrii trebuie sd contind urmdtoarele date:

Identificarea completd a probelor de sol utilizate, care include:

— definirea geograficd a locului (latitudine, longitudine);

— data prelevirii probelor;

— destinatia terenului (de exemplu, sol agricol, forestier etc.);

— adancimea prelevirii probelor;

— continutul de nisip/mal/argild;

— valorile pH-ului (in solutie de CaCl, 0,01 M);

— continutul de carbon organic;

— continutul de substante organice;

— continutul de azot;

— raportul C/N;

— capacitatea de schimb de cationi (mmol/kg);

— toate datele referitoare la colectarea i depozitarea probelor de sol;

— dacd este cazul, toate datele relevante pentru interpretarea adsorbtiei/desorbtiei substantei incercate;
— specificarea metodelor utilizate pentru determinarea fiecdrui parametru;
date privind substanta testatd, dacd este cazul;

temperatura la care s-a efectuat testarea;

conditiile de centrifugare;

metoda analiticd utilizatd pentru determinarea substantei incercate;

justificarea oricdrei utiliziri a agentului de solubilizare pentru pregitirea solutiei mama a substantei
incercate;

explicarea corectiilor ficute in calcule, daci este relevant;
rezultatele conform formularului (apendicele 6) si prezentdrile grafice;

toate datele si observatiile utile pentru interpretarea rezultatelor incercarii.
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Premize

APENDICELE 1

PROTOCOLUL TESTULUI

Stabilirea unei metode analitice adecvate
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APENDICELE 2

INFLUENTA PRECIZIEI METODEI ANALITICE SI A VARIATIEI CONCENTRATIEI ASUPRA PRECIZIEI
REZULTATELOR PRIVIND ADSORBTIA

Din tabelul prezentat in continuare (84), este evident ci atunci cind diferenta dintre masa initiald (m, = 110 pg) si masa la echilibru
[mzd (ec) = 100 pg] a substantei incercate in solutie este foarte micé, o eroare de 5 % la mésurarea concentratiei la echilibru conduce
la o eroare de 50 % in calculul masei de substanti adsorbitd in sol [ma4s (ec)] si de 52,4 % in calculul K.

Cantitatea de sol my=10g
Volumul solutiei V, =100 cm?
ma (ec) C (eq) R mads (ec) * C4 fec) * R* K* R*
(pg) (pg cm3) (pg) (pg g)
PENTRUA=9%
. 100 1,000 valoarea reald 10 1,00 valoarea reald 1
g_b % 101 1,010 1% 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %
% 8 105 1,050 5% 5 0,50 50% 0,476 52,9%
g Jj’ 109 1,090 9% 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %
PENTRUA=55%
o 50,0 0,500 valoarea reald 60,0 60,0 valoarea reald 12,00
%% 50,5 0,505 1% 59,5 5,95 0,8 % 11,78 1,8%
‘1;1: % 52,5 0,525 5% 57,5 5,75 4,0% 10,95 8,8%
E L”JO 55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3% 10,00 16,7 %
PENTRUA=99%
2 % 1,100 0,011 valoarea reald 108,9 10,89 valoarea reald 990
é—b § 1,111 0,01111 1% 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0%
Tc % 1,155 0,01155 5% 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8%
; J 1,21 0,0121 10 % 108,790 10,8790 0,10 % 899 9.2%
Unde:
*mi® (ec) = mo - mi% (ec), C¥ (ec) = [0 - &' €] Vo . Kg = mred Vo

Mgt ’ m:gs (CC) Megimat

ma® (ec) = masa substantei incercate in faza de sol la echilibru, ug

mads (ec) = masa substantei incercate in faza apoasi la echilibru, pug

C*% (ec) = conjinutul de substan{ incercati in faza de sol la echilibru, pg g*

Cadsfec) = concentratia masic a substantei incercate in faza apoasi la echilibru, pg cm-3
R = eroarea analiticd in determinarea m i (ec)

R* = eroarea calculatd datorit3 erorii analitice R.
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APENDICELE 3

METODE DE ESTIMARE PENTRU K,

Metodele de estimare permit estimarea K, din corelatiile cu, de exemplu, valorile P, (12) (39) (63-68), datele privind
solubilitatea apei (12) (19) (21) (39) (68-73) sau datele privind polaritatea, rezultate din aplicarea CLIP (cromatografia lichidd
de naltd performantd) la faza inversatd (74-76). Conform celor prezentate in tabelele 1 si 2, K, sau K, se calculeazd din
ecuatiile mentionate si, apoi, K4 se calculeazd indirect din ecuatiile urmatoare:

100, ,

B K, 100
cm g )

K = .
1,724 %co

3 -1

co Kd %co ( (Cm g )

Conceptia corelatiilor prezentate are in vedere doud ipoteze: (1) adsorbtia si desorbtia sunt influentate in principal de
substanta organicd din sol si (2) interactiunile implicate sunt in principal nepolare. Ca urmare, corelatiile de acest tip; (1) nu
se pot aplica sau se pot aplica intr-o anumitd masur la substantele polare si (2) nu se pot aplica pentru un continut foarte
mic de substanti organicd in sol (12). in afard de aceasta, desi s-au gsit corelatii satisficatoare intre P, si adsorbtie (19), nu
se poate spune acelasi lucru pentru relatia dintre solubilitatea apei si gradul de adsorbtie (19) (21); pand in prezent, studiile
sunt foarte contradictorii.

In tabelele 1 si 2 se prezintd citeva exemple de corelatii intre coeficientul de adsorbie si coeficientul de partitie octanol-apa
si respectiv solubilitatea in apa.

Tabelul 1. Exemple de corelatie intre coeficientul de distributie a adsorbtiei si coeficientul de partitie octanol-ap; pentru alte
exemple (12) (68)

Substante Corelatii Autori

Urei substituite log K, = 0,69 + 0,52 log P, Briggs (1981) (39)
Chiou i colab. (1983) (65)

Gerstl si Mingelgrin (1984) (66)

Clorurate aromate log K., =-0,779 + 0,904 log P_,

Diferite pesticide log K,, = 4,4+ 0,72 log P,

Hidrocarburi aromate log K., =-2,53 + 1,15 log P,,

Vowles si Mantoura (1987) (67)

Tabelul 21. Exemple de corelatie intre coeficientul de distributie a adsorbtiei si solubilitatea in ap&; pentru alte
exemple a se vedea (68) (69).

Substante

Corelatii

Autori

Diferite pesticide

Substante clorurate aromate,
alifatice

a-naftol

Substante aromate, alifatice ciclice

Compusi diversi

log K, = 3,8-0,561log S,

log K, = (4,040 +| 0,038) -
(0,557+/- 0,012) log S,

log K, = 4,273 - 0,686 log S,

log K., =—1,405-0,921 log S,
~0,00953 (mp — 25)

log K, = 2,75 — 0,45 log S,

Gerstl si Mingelgrin (1984) (66)
Chiou si colab. (1979) (70)

Hasset si colab. (1981) (71)
Karickhoff (1981) (72)

Moreale van Blade (1982) (73)
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APENDICELE 4

CALCULE PENTRU STABILIREA CONDITIILOR DE CENTRIFUGARE

1. Timpul de centrifugare se obtine cu formula urmitoare, considerand ci particulele sunt sferice:

N R
=—|— | 1In("
t Z[wzrpz(ps-pap)] Tl( /Rl) (1)

Pentru simplificare, toti parametrii se exprima in unitti non-SI (g, cm).

unde:

o = viteza rotationald (= 2 m rpm/60), rad s~

rpm = rotatii pe minut

1 = vascozitatea solutiei, g s cm™!

I, =raza particulei, cm

Ps = densitatea solului, g cm™

Pap = densitatea solutiei, g cm™

R, = distanta de la centrul rotorului centrifugei pani la suprafata solutiei din eprubeta din centrifugd, cm
R, = distanta de la centrul rotorului centrifugei pana la fundul eprubetei din centrifugd, cm

R, — R, = lungimea amestecului sol/solutie in eprubeta din centrifugd, cm

In practici, se utilizeazd dublul timpilor calculati pentru a asigura separarea completa.

2. Ecuatia (1) se mai poate simplifica, dacd se considerd cd vascozitatea (n) si densitatea (p,,) solutiei sunt egale cu
vascozitatea si densitatea apei la 25 °C; astfel, 1 = 8,95 x 107 gs™" em ™' si p,, = 1,0 g cm™>.

Atunci, timpul de centrifugare se obtine cu ecuatia (2):

3,7 Rb
t=————h— (@

(rpm)” - ry(ps- 1) Rt

3. Din ecuatia (2) se vede cd doi parametri sunt importanti pentru stabilirea conditiilor de centrifugare, adicd
timpul (t) si viteza (rpm), pentru a realiza separarea particulelor cu 0 anumitd dimensiune (in cazul nostru cu raza
de 0,1 pm): (1) densitatea solului si (2) lungimea amestecului in eprubeta din centrifuga (R, — R), adicd distanta
parcursd de particula de sol de la suprafata solutiei pand la fundul eprubetei; evident, pentru un volum stabilit,
lungimea amestecului din eprubetd va depinde de patratul razei eprubetei din centrifuga.

4. Figura 1 prezintd variatiile timpului de centrifugare (t) functie de viteza de centrifugare (rpm) la diferite densitati
ale solului (p,) (Fig. 1a) si diferite lungimi ale amestecului din eprubetele din centrifugd (Fig. 1b). Din figura 1a,
este evidentd influenta densitatii solului; de exemplu, pentru o centrifugare clasici de 3 000 rpm, timpul
de centrifugare este de aproximativ 240 min. pentru o densitate a solului de 1,2 g¢ cm™, in timp ce
pentru 2,0 g cm > este de 50 min. pentru o lungime a amestecului de 10 cm si de numai 7 min. pentru o lungime
de 1 cm. Cu toate acestea, este important s se gdseascd o relatie optimd intre centrifugare, care necesitd o lungime
cat se poate mai micd si usurinta manipuldrii de citre executant la separarea fazelor dupd centrifugare.
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apoasi si se analizeazd impreund cu faza apoasd. Astfel, datele privind impactul acestora se pierd.

Dacid laboratorul executant posedd dispozitive de ultracentrifugare sau ultrafiltrare, ar putea fi posibil un studiu
mai aprofundat al fenomenului de adsorbtie/desorbtie al unei substante in sol, care sd includd date privind
adsorbtia substantei pe coloizi. In cazul respectiv, se aplici o ultracentrifugare la 60 000 rpm sau o ultrafiltrare
cu un filtru cu porozitatea de 100 000 Daltoni pentru separarea celor trei faze: sol, coloizi, solutie. Este necesar
ca si protocolul incercdrii sd se modifice corespunzitor, pentru ca la toate cele trei faze sd se analizeze substanta.

Fig. 1a. Variatiile timpului de centrifugare (t) functie de viteza de centrifugare (rpm) pentru diferite densitati ale
solului (py). R, = 10 cm, R, —R, = 10 cm, 1 = 8,95 x 10°g s cm™'si Pap = 1,0 g cm™ la 25 °C.

Fig. 1b. Variatiile timpului de centrifugare (t) functie de viteza de centrifugare (rpm) pentru diferite lungimi
ale amestecului in eprubeta din centrifugd (R, - R) = L; R, = 10 cm, n = 8,95 x 107%g s™! cm
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In plus, la stabilirea conditiilor experimentale pentru separarea fazelor sol/solutie, este important si se ia in
consideratie posibilitatea existentei unei a treia ,pseudo-faze”, coloizii. Particulele de acest tip, cu o dimensiune
mai micd de 0,2 pum, pot sd aibd un impact important asupra intregului mecanism de adsorbtie a unei substante
intr-o suspensie de sol. Atunci cand centrifugarea se realizeazi ca in descrierea anterioard, coloizii riman in faza

)
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APENDICELE 5

CALCULUL ADSORBTIEI A (%) SI DESORBTIEI D (%)

Diagrama timpului procedeului este:

Aty At Aty At,

. - >

Timpul t
to 4 t th2 th th P

In toate calculele se considerd si substanta testatd este stabild si nu se adsoarbe semnificativ pe peretii recipientului.

ADSORBTIA A (A %)

(@) Metoda paraleld
Adsorbtia, in procente, se calculeazd pentru fiecare eprubetd (i) si pentru fiecare moment (t;), conform ecuatiei:
m?*(t) - 100
A== ) 1)

ti mo

Termenii ecuatiei anterioare se pot calcula dupd cum urmeaza:

m,=C; -V, (ng) (2)

mi(t) = my - () - Vo(ke) G)

unde:

A, = adsorbtia in procente (%) la momentul t;

m:ds(ti) = masa substantei incercate pe sol la timpul ¢, la care se efectueazd analiza (ug)

m, = masa substantei incercate din eprubetd, la inceputul incercrii (ng)

Co = concentratia masicd initiald a substantei din solutia de testare in contact cu solul (ug cm™)

C:Ss(ti) = concentratia masici a substantei in faza apoas la timpul t, la care se realizeaza analiza (ug cm™);
concentratia respectivd se determind analitic, tindnd seama de valorile oferite de probele oarbe

Vo = volumul initial al solutiei incercate in contact cu solul (cm?).

Valorile adsorbtiei, in procente, A, sau Cids(ti) se reprezintd grafic functie de timp si se determind timpul dupd
care se atinge echilibrul de sorbtie. Exemple cu aceste reprezentdri grafice se prezintd in figurile 1 si respectiv 2.

(1) Ecutia se poate atat in metoda directd. Toate celelalte ecuatii se pot aplica doar in metoda indirecta.



13/vol. 32 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 163

100

904 = _@-—"
80
70
60
50
40

30

Adsorbtia in procente Ay, (%)

20

£
[
¥
¢
13
]
i
1]
i
1
I3
13
1
H
I3
T
I3
1
i

10

aoaadaesoloonsloanoloneslononlunaalosarlonaalianel
aoalasasleaanloaaalannalengalonnalornalaesgliganl

1 .

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Timpul de stabilire a echilibruluit, (h)
Fig. 1. Reprezentarea graficd a echilibrului de adsorbtie

160
90
80
70
60

50
40

30 _....._....._......._......._......_.......'.'..'.T.'..‘:.'.::.-..-.:.—.:.-..-.:.—...........\_S.
20

Concentratia C2% (pg cm™) (pg em3)

[V FTUET FUYTY FEUTE FUTTE FURTE FTOTT INTTI I |

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Timpul de stabilire a echilibrului t, (h)

Fig. 2. Concentratia masici a substantei incercate in fazd apoasi (Cap) functie de timp

(b) Metoda in serie

Ecuatiile prezentate in continuare tin seama de faptul cd determinarea adsorbtiei se realizeaza prin mdsuratori
ale substantei incercate in mici alicoti de fazd apoasd la anumite intervale de timp.

— In fiecare interval de timp, se calculeazd cantitatea de substantd adsorbitd pe sol, dupd cum urmeazi:

— pentru primul interval de timp At; = t; —t,
V
mgd’(Atl) =m, - m;‘lis(tl) : (v‘g) (4)
a

— pentru al doilea interval de timp At, = t, — t,

A
i) =) 12 mi)-
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— pentru al treilea interval de timp At; = t; — t,

m:ds(Ata) = mfﬁs(tz) ’

— pentru al n-lea interval de timp At, =t, —t,_,

(o) = mi(, ) - [

m

\Y -(n-2)~vf)_m

A
Va
— Adsorbtia, in procente, la fiecare interval de timp, A, se calculeaza cu ecuatia urmétoare:

m )
A =——".100 (%) (8)

Ati mO

in timp ce adsorbtia, in procente, (A,) la momentul t; se obtine cu ecuatia:

A = ———100 (%)

Valorile adsorbtiei A, sau A, (in functie de necesitatile studiului) se reprezinta grafic functie de timp si se
determind timpul dupd care se atinge echilibrul sorbtiei.

— La momentul echilibrului t.:

— masa substantei incercate adsorbite pe sol este:

m?ds(ec) =Y m;‘ds(Ati) (10)
Ac=1
— masa substantei incercate in solutie este:
mggs(ec) =m,- Y, m:dS(Ati) (11)

At=1
i

— si adsorbtia, in procente, la echilibru este:

8
g
&
—_
[«
O
~

o +100 (%) (12)

Parametrii din ecuatiile anterioare se definesc dupd cum urmeaza:

mgds(Atl), m?dS(Atz), m:ds(Atn) = masa substantei adsorbite pe sol in intervalele de timp At;, At,, ...
si respectiv At,, (ng)

m;‘fs(tl), m;‘fs(tz), mads(tn) =masa substantei, misuratd intr-un alicotv? in momentele t;,
t,, ..., respectiv t; (ug)

mgds(ec) = masa substantei adsorbite pe sol la echilibrul de adsorbtie (ng)
mggs(ec) = masa substantei in solutie la echilibrul de adsorbtie (ng)
\A = volumul alicotului in care se misoari substanta testati (cm?)

Ay, = adsorbtia, in procente, ce corespunde la un interval de timp At; (%)

A = adsorbtia, in procente, la echilibrul de adsorbtie (%)
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DESORBTIA D (%)

Timpul t,, la care incepe proba pentru cinetica de desorbtie, se considerd ca momentul in care volumul maxim
recuperat de solutie a substantei incercate (dupd atingerea echilibrului de adsorbtie) este inlocuit de un volum egal de
solutie de CaCl, 0,01 M.

(a) Metoda paraleld

La momentul t, se misoard masa substantei incercate in faza apoasi luatd din eprubeta i (V;) si masa desorbita
se calculeazd conform ecuatiei:

o1e . _ . . ads _ . ads
La echilibrul de desorbtie t; = t.. si prin urmare m3;'(t)) = mg;’(ec).

Masa substantei incercate desorbite intr-un interval (At;) este datd de ecuatia:

i-1
mig(Ar) = mg(r) - XmipG) (14)
j=1

Desorbtia, in procente, se calculeazd:

— la momentul t; din ecuatia:

des
m, "(t.
a]
D = d"—() ~100 (%) (15)
5 mi®(ec)
— siin intervalul de timp (At;) din ecuatia:
des
my, (At
D = # -100 (%) (16)
Ay m! ( )
unde:
D, = desorbtia, in procente, la momentul t. (%
4 ! P i
Dy, = desorbtia, in procente, care corespunde unui interval t; (%)
mff,s(ti) = masa substantei incercate desorbite la momentul t;, (ng)
mSSS(Ati) = masa substantei incercate desorbite in intervalul de timp t; (ug)
mﬂfs(ti) = masa substantei incercate masurate analitic la timpul t; intr-un volum de solutie V', care se ia
pentru analizd (ug)
m?p = masa substantei incercate rimase de la echilibrul de adsorbtie datoritd inlocuirii incomplete a
volumului (pg)
V.-V
A _ d 0 R
my, = mg;'(ec) - ( ) (17)
0
ngs(ec) = masa substantei incercate in solutie la echilibrul de adsorbtie (ug)
Vi = volumul supernatantului scos din eprubetd dupd atingerea echilibrului de adsorbtie si inlocuit de
acelasi volum de solutie de CaCl, 0,01 M (cm’?)
\ = volumul solutiei luate din eprubeta (i) pentru misurarea substantei incercate, in proba pentru

cinetica desorbtiei (cm?)
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Valorile desorbtiei D sau D, (in functie de necesitdtile studiului) sunt reprezentate grafic functie de timp si se
determind t1mpul dupa care se atinge echilibrul de desorbt1e

(b) Metoda in serie

Ecuatiile prezentate in continuare tin seama de faptul cd determinarea adsorbtiei, care a avut loc anterior, s-a
realizat prin masurarea substantei incercate in alicoti mici (V?) de fazd apoasd (metoda in serie de la 1.9 Realizarea
incercdrii). Se considerd ci: (a) volumul de supernatant scos din eprubetd dupd proba pentru determinarea
cineticii de adsorbtie a fost inlocuit cu acelasi volum de solutie de CaCl, 0,01 M (V) si (b) volumul total al fazei
apoase in contact cu solul (V) in timpul probei pentru determinarea cineticii de desorbtie rdimane constant si
este dat de ecuatia:

La momentul t;:

— masa substantei incercate se madsoard intr-un alicot mic (vaD) si se calculeazd masa desorbitd, conform
ecuatiei:

=
des des T A
mg () = my(t) - my,
) -m)- (3] -
— la echilibrul de desorbtie t; = t,. si prin urmare md“(t) mdes(ec).

ap ap

— desorbtia, in procente, D, se calculeazd din ecuatia urmdtoare:

m .
D =——"-100(%) (20)
i m C

La un interval de timp (At,):
In fiecare interval de timp, se calculeazi cantitatea de substantd desorbitd dupd cum urmeaza:

— pentru primul interval de timp At; = t; — t,

des _ . des VT des _ .ap des
my (At) = myS(t) - ik §1 mg®(t;) = miP(ec) - my*(At)) (21)

— pentru al doilea interval de timp At, = t, — t;

A

mfgs(Atz) = mfl,fs(t2) ' (_g) - mg;s(Atl) ’

Va

(e = m(ec) - [l + mp(ac)

S

— pentru al n-lea interval de timp At, =t, —t,_

(VT'(n' i)'VaD).

Ve

m D ap
a

(Ve - (nv- 1) 'VaD)) ) E

T i=1,n#1

V.
i) = i) (5] i

n

mi(t,) = mi(ec) - X mip(A)

i=1,n#1

m¢=(At)) | (23) si
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In sfarsit, desorbtia, in procente, la fiecare interval de timp, D Aty S€ calculeazd cu urmitoarea ecuatie:

m(At
= # ~100 (%) (24)
A mi®(ec)

in timp ce desorbtia, in procente, D, la momentul t; este datd de ecuatia:

At
U des/:
jg: map (J) mges(t,) (2 5)
= ———— 100 = — =100 (%)
5 mi®(ec) m{®(ec)

unde parametrii utilizati anterior se definesc dupd cum urmeaza:

m?es(Atl), mfes(Atz), m‘:es(Atn) =masa substantei adsorbite in continuare pe sol dupd intervalele de timp
Aty, At,, ..., respectiv At, (ng)

des des des _ . e A s . .
mg, (Atl), my, (Atz), ceey Mgy (Atn) = masa substantei desorbite in intervalele de timp At;, At,, ..., respectiv At,,

(ne)
mgfs(tl), mdmes(tz), mﬂfs(tn) =masa substantei mdsuratd intr-un alicot vla) la momentele t,, t,, ...,

respectiv t; (ug)
Vr = volumul total al fazei apoase in contact cu solul in timpul probei de

cineticd a desorbtiei efectuate prin metoda in serie (cm?)
maAp =masa substantei incercate rimase de la echilibrul de desorbtie datoritd

inlocuirii incomplete a volumului (pg)

n
Vo~ ZV?(I) -V
A _ i=1 . qads
my, - mg;'(ec) (26)
Vo~ 2"?(1)
i=1

Vi = volumul supernatantului scos din eprubetd dupd atingerea echilibrului de

adsorbtie si inlocuit cu acelasi volum de solutie de CaCl, 0,01 M (cm?)
VP = volumul alicotului luat pentru analizd din eprubeta (i) in timpul probei

pentru cinetica desorbtiei realizate prin metoda in serie (cm?)

vy <0,02-V, (27)
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APENDICELE 6

ADSORBTIA - DESORBTIA iN SOL: FORMULARE PENTRU RAPORTAREA DATELOR

Substanta testata:
Solul incercat:

Contginutul de substanti uscatd din sol (105 °C, 12 h): %
Temperatura: °C
Parametrii determinafi prin metoda de analizi

Solul cantarit g
Sol: substanta uscatd g
Volumul solutie de CaCl, cm?
Concentratia nominald a solufiei finale pg cm3
Concentratia analitici a solutiei finale pg cm3

Principiul metodei analitice utilizate:

Etalonarea metodei analitice:
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Substanta testati:

Solul incercat:

Continutul de substant3 uscatd din sol (105 °C, 12 h):

%

Temperatura: °C
Metodologia analiticd urmat: Indirectd [ ] Paraleli [ ] Inserie [
Directd [ ]
Testarea de adsorbtie: esantioanele
. ..« | Timpul de stabilire | Timpul de stabilire | Timpul de stabilire | Timpul de stabilire
Simbol | Unityf a echilibrului a echilibrului a echilibrului a echilibrului
Nr. de eprubete
Solul cantirit — g
Solul: substanta uscati my g
Volumul apei din solul cantirit Vs cm?
(calculat)
Volumul solutiei de CaCl, 0,01 M cm3
pentru a aduce solul la echilibru
Volumul solutiei mama cm3
Volumul total al fazei apoase in \'A cm?
contact cu solul
Concentratia initiald a solutiei C, |pgem3
experimentale
Masa substantei incercate la m, Bg
inceputul incercirii
Dupi agitare si centrifugare

Metoda indirectd

Metoda paraleld
Concentratia substantei incercatein | (ads {t) |pgenr3
fazi apoas, inclusiv corectia probei |
martor

Metoda in serie
Masa misurati a substantei mt) | g
incercate in alicot VA

Metoda directd
Masa substantei incercate adsorbite | m2®(t) | ng
pesol

Calculul adsorbtiei
Adsorbtia A, %
Ay | %

Mijloacele
Coeficientul de adsorbtie K, |emig!
Mijloacele
Coeficientul de adsorbtie K, |em3gt
Mijloacele
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Substanta testat4:

Solul incercat:

Continutul de substantd uscatd din sol (105 °C, 12 h): %
Temperatura: °C

Testarea de adsorbtie: probe oarbe si martor

Simbol | Unitii Proba oarbi Proba oarbi Proba martor
Nr. de eprubete
Solurile cantirite g 0 0
Volumul apei din solul cantirit (calculat) cm? — —
Volumul solutiei de CaCl, 0,01 M addugate cm?
Volumul solutiei mami de substanti cm? 0 0
testatd adiugatd
Volumul total al fazei apoase {calculat) cm3 _ _
Concentratia initiald a substantei incercate pg cm3
in fazi apoasd

Dupi agitare si centrifugare

Concentratia In fazd apoasd pg em3

Observatie: Daci este necesar, se adaugi coloane.
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Substanta testati:
Solul incercat:

Continutul de substantd uscat din sol (105 °C, 12 h):

%

Temperatura: °C

Bilanful de mas3

Simbol Unititi
Nr. de eprubete
Solul cantdrit — g
Solul: substanta uscati my g
Volumul apei in solul cantirit {calculat) Vs ml
Volumul solugiei de CaCl, 0,01 M pentru a aduce ml
solul la echilibru
Volumul solutiei mam3i cm3
Volumul total al fazei apoase in contact cu solul \'A cm?
Concentratia initiald a solutiei experimentale G, g cm3
Timpul de realizare a echilibrului — h

Dup3 agitare si centrifugare
Concentratia substantei incercate in faza apoasi la | Ci& (ec) pg cm?
adsorbtie, inclusiv corectia probei oarbe la echilibru
Timpul de realizare a echilibrului to. h
Prima dilutie cu solvent
Volumul fazei apoase indepirtate Vi cm?
Volumul de solvent adiugat AV cm?
Prima extractie cu solvent
Semnalul analizat in solvent Su var.
Concentratia substantei incercate in solvent Cy pg cm?
Masa substantei extrase din sol si de pe peretii My vg
vaselor
A doua dilutie cu solvent

Volumul de solvent indepértat AV, cm’?
Volumul de solvent addugat AV cm?

A doua extractie cu solvent

Semnalul analizat in solvent Sk var.
Concentratia substantei incercate in solvent G, pg cm?
Masa substantei extrase din sol si de pe peretii mg, ng
vaselor

Masa totald a substantei incercate extrase in doud mg ug
etape

Bilanful de mas3 BM %
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Substanta testata:

Solul incercat:

Continutul de substantd uscatd din sol {105 °C, 12 h): %
Temperatura: °C

Izotermele de adsorbtie

Simbol Unitai
Nr. de eprubete
Solul cantdrit — g
Solul: substanta uscatd E g
Volumul apei in solul cantirit Vs cm?
{calculat)
Volumul solutiei de CaCl, 0,01 M cm?
pentru a aduce solul la
echilibru
Volumul solutiei mami cm?
adiugat
Volumul total al fazei apoase v, cm?
in contact cu solul (calculat)
Concentratia solutiei G ug cm?
Timpul de realizare a echilibrului — h

Dupi agitare si centrifugare

Concentratia substantei in % (e g cm?
faza apoasd, inclusiv )
corectia probei oarbe
Temperatura °C
Temperatura C* (eq) pggt
Analiza de regresie:

valoarea: K3
valoarea 1/n:

coeficientul de regresie r%
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Substanta testat3:
Solul incercat:

Continutul de substanyd uscatd din sol (105 °C, 12 h):

%

Temperatura: °C
Metodologia analitici urmata: Indirects [ Paraleli [] inserie [
Testarea de desorbtie
Simbol Unitigi Inte.rval de Inte}rval de Inte'rval de Inte.rval de
timp timp timp timp
Nr. de eprubete ce vin de la etapa de adsorbtie
Masa substantei adsorbite pe sol la echilibrul mées {ec) Bg
de adsorbtie
Volumul fazei apoase indepirtate, inlocuit cu solutie de Ve cm?
CaCl, 0,01 M
Volumul total al fazei apoase in contact cu MP Ve cm?
solul MS Vi cm?
Masa substantei incercate rimase dupi echilibrul de mé rg
adsorbtie datorit3 inlocuirii incomplete a volumului
Cinetica desorbtiei

Masa misurati a substantei desorbite din sol la mé (t) bg
momentul t,.
Volumul solutiei luate din eprubeta (i) pentru MP Vi cm?
misurarea substantei incercate

MS o cm?
Masa substantei desorbite din sol la momentul t; (calculatd) | mds () rg
Masa substantei desorbite din sol in intervalul de timp At, | md* (At) re
(calculatd)

Desorbtia in procente

Desorbtia la momentul t,. D, %
Desorbtia in intervalul de timp At;. Dy, %
Coeficientul de desorbtie aparent Kges

MP: Metoda paraleld

MS: Metoda in serie



174

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 32

C.19. ESTIMAREA COEFICIENTULUI DE ADSORBTIE (K(() PE SOL SI NAMOL DE EPURARE CU

1.1.

1.2.

AJUTORUL CROMATOGRAFIEI LICHIDE DE INALTA PERFORMANTA (CLIP)

METODA

Prezenta metoda este identicd cu cea previzutd la orientdrile pentru incerciri si analize ale OCDE 21(2000).

INTRODUCERE

Comportarea la sorbtie a substantelor din soluri si nimolurile de epurare se poate descrie cu ajutorul
parametrilor determinati experimental prin metoda de testare C.18. Un parametru important este
coeficientul de adsorbtie care reprezintd raportul dintre concentratia substantei din sol/nimol si
concentratia substantei in fazi apoasi la echilibrul de adsorbtie. Coeficientul de adsorbtie normalizat la
continutul de carbon organic al solului K, este un indicator util al capacitatii de fixare a unei substante
chimice pe o substantd organica din sol si din ndmolul de epurare si permite compararea diferitelor
substante chimice. Parametrul mentionat se poate estima prin coreldri cu solubilitatea apei si coeficientul
de partitie n-octanolfapd (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Metoda experimentald descrisd in prezenta testare utilizeazd CLIP pentru estimarea coeficientului de
adsorbtie K, in sol si in ndmolul de epurare (8). Estimdrile prezintd o credibilitate mai mare decit cele din
calculele de relatie cantitativi structurd-activitate [RCSA (QSAR)] (9). Ca metodd de estimare, aceasta nu
poate inlocui in intregime incercdrile de realizare a echilibrului probelor utilizate in metoda de testare C.18.
Cu toate acestea, K, estimat poate fi util in alegerea parametrilor optimi de testare pentru studiile de
adsorbtie/desorbtie conform metodei de testare C.18, prin calcularea K, (coeficientul de distributie) sau Ky
(coeficientul de adsorbtie Freundlich) conform ecuatiei 3 (punctul 1.2).

DEFINITII

Kg4: Coeficientul de distributie este raportul dintre concentratiile la echilibru, C, ale unei substante incercate
dizolvate intr-un sistem bifazic ce contine un adsorbant (sol sau ndmol de epurare) si o fazd apoasd; este
o valoare adimensionald atunci cind concentratiile in ambele faze se exprima in greutate/greutate. Pentru
concentratia in faza apoasi exprimatd in greutate/volum, unititile sunt ml - g~ '. K, poate si varieze in
functie de proprietdtile adsorbantului si poate si fie dependent de concentratie.

K = % sau Cnélmo] (1)
d
Cap

C
ap
unde:
Ceol = concentratia substantei incercate in sol la echilibru (g - g™')
C. = concentratia substantei incercate in nimol la echilibru (ug - g™
namol ¥ ¥ HEg " 8
Cop = concentratia substantei incercate in faza apoas la echilibru (ug - g~ ', pg - ml™).

K¢ Coeficientul de adsorbtie Freundlich este concentratia substantei incercate in sol sau ndmolul de epurare
(x/m) atunci cand concentratia la echilibru, C,, in faza apoasd este egald cu unu; unitifile sunt pg g'
adsorbant. Valoarea poate s varieze in functie de proprietdtile adsorbantului.

X 1
log —=log K+ —-log C_ (2)
m n a®

unde:

x/m = cantitatea de substantd testatd x (ug) adsorbid pe cantitatea de adsorbant m (g) la echilibru
1/n = panta izotermei de adsorbtie Freundlich

C, = concentratia substantei incercate in fazi apoasi la echilibru (ug - ml™).

X
Pentru C_ = 1;log K, = log—
ap m
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1.3.

1.4.

K., Cocficientul de distributie (Ky) sau coeficientul de adsorbtie Freundlich (K¢ normalizat la continutul
de carbon organic (f_,) al adsorbantului; in special pentru substantele chimice neionizate, este un indicator
aproximativ al gradului de adsorbtie intre o substantd si adsorbant si permite compararea diferitelor
substante chimice. In functie de dimensiunile Kd si K; K., poate si fie adimensional sau si aibi

unititile ml g sau pg g! substantd organica.

K K
K = f—d (adimensional sauml - g-l) sau f—f (pg . g'l) (3)

Relatia dintre K, si Ky nu este lineard intotdeauna si, prin urmare, valorile K, pot sd varieze de la un sol
la altul, dar gradul de variatie a acestora este redus in mare masurd in comparatie cu valorile Ky sau Ky

Coeficientul de adsorbtie (K..) se obtine din factorul de capacitate (k'), utilizand o curbad de etalonare
obtinutd prin reprezentarea graficd a log k’ functie de log K, pentru compusii de referinta selectati.

unde:
t,: timpul de retentie CLIP pentru testare si substana de referind (minute)

to: timpul mort (minute) (punctul 1.8.2).

P,,: Coeficientul de partitie octanol-apa reprezintd raportul dintre concentratiile substantei dizolvate in
n-octanol si apd; este o mirime adimensional.

P = Cnctanol (:K ) (5)
oa Cap 0a,

SUBSTANTELE DE REFERINTA

Inaintea utilizdrii metodei, este necesar sd se cunoascd formula structurald, puritatea si constanta de
disociere (daci este cazul). Sunt utile datele privind solubilitatea in apa si solventi organici, coeficientul de
partitie octanol-apd si caracteristicile hidrolizei.

Pentru a corela datele de retentie CLIP mdsurate pentru o substantd testatd cu coeficientul de adsorbtie al
acesteia K, trebuie si se reprezinte grafic curba de etalonare pentru log K, functie de log k'. Trebuie sd
se utilizeze cel putin sase puncte, cel puti unul peste si unul sub valoarea preconizatd pentru substanta
testatd. Acuratetea metodei este mult imbunatatitd, dacd se utilizeaza substante de referintd cu structura
asemandtoare cu a substantei incercate. Dacd astfel de date nu sunt disponibile, este la latitudinea
utilizatorului sd aleagd substantele de etalonare potrivite. In acest caz, este necesar si se aleagd un set mai
general de substante eterogene din punct de vedere structural. Substantele si valorile K, care se pot utiliza
sunt prezentate in apendice, in tabelul 1 pentru nimolul de epurare si in tabelul 3 pentru sol. Alegerea altor
substante de etalonare se justifica.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

CLIP se realizeazd pe o coloand analiticd umplutd cu o fazd solidd de cianopropil care se comercializeazd
si care contine grupe liofile si polare. Se utilizeazd o fazd stationard polard din matrice de silice.

~0-Si ~CH,-CH,- CH, -CN

silice distantier nepolar grupi polard
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1.5.

Principiul metodei de testare este similar cu cel al metodei de testare A.8 (coeficientul de partitie, metoda
CLIP). Cand trece prin coloand in lungul fazei mobile, substanta testatd interactioneazd cu faza stationara.
Ca urmare a partitiei dintre faza mobild si cea stationard, substanta testatd este intarziatd. Compozitia dubld
a fazei stationare, care are portiuni polare si nepolare, permite interactiunea grupelor polare si nepolare
dintr-o moleculd intr-un mod similar cu cel pentru substanta organica din matricele de sol sau ndmol de
epurare. Aceasta permite stabilirea relatiei dintre timpul de retentie pe coloana si coeficientul de adsorbtie
pe substanta organicd.

pH-ul are o influentd importantd in mod deosebit asupra comportamentului de sorbtie al substantelor
polare. Pentru solurile agricole sau rezervoarele statiilor de tratare a apelor reziduale, pH-ul variazi de obicei
intre 5,5 si 7,5. Pentru substantele ionizabile, trebuie si se efectueze doud testari, atat cu forma ionizata cat
si cu cea neionizatd in solutii tampon corespunzitoare, dar numai pentru situatiile in care cel putin 10 %
din compusul testat se disociaza intre valorile pH-ului 5,5-7,5.

Deoarece pentru evaluare se utilizeazd doar relatia dintre retentia pe coloana CLIP si coeficientul de
adsorbtie, nu este necesard o metodd analiticd cantitativd, ci doar determinarea timpului de retentie. Dacd
este disponibil un set corespunzdtor de substante de referintd si se pot utiliza conditiile experimentale
standard, metoda oferd un mod rapid i eficient pentru estimarea coeficientului de adsorbtie K.

APLICABILITATEA TESTULUI

Metoda CLIP se poate aplica substantelor chimice (nemarcate §i marcate) pentru care existd un sistem
corespunzitor de detectie (de exemplu spectrofotometru, detector de radioactivitate) si care sunt suficient
de stabile in timpul testdrii. Aceastd metoda poate si fie deosebit de utild pentru substantele chimice dificil
de studiat in alte sisteme experimentale (adicd substantele volatile; substante care nu sunt solubile in apa
la 0 concentratie care si poatd fi masuratd analitic; substante cu afinitate mare pentru suprafata sistemelor
de incubare). Metoda se poate utiliza la amestecurile care dau benzi de elutie neseparate. In acest caz, este
necesar sa se stabileascd limitele superioara si inferioard ale valorilor log K, pentru compusii amestecului
testat.

Impuritatile pot s creeze uneori probleme in interpretarea rezultatelor CLIP, dar sunt de importantd minora
atata timp cat substanta testatd se poate identifica si separa analitic in mod clar de impuritati.

Metoda este validatd pentru substantele prezentate in tabelul 1 din apendice si a fost de asemenea aplicatd
pentru o serie de alte substante din urmdtoarele clase de substante chimice:

— amine aromate (de exemplu, trifluralin, 4-cloroaniling, 3,5-dinitroanilind, 4-metlanilind, N-metilaniling,
1-naftilamind), esterul etilic al acidului 3,5-dinitrobenzoic;

— esteri ai acizilor carboxilici aromati (de exemplu, esterul metilic al acidului benzoic, esterul etilic al
acidului 3,5-dinitrobenzoic);

— hidrocarburi aromate (de exemplu, toluen, xilen, etilbenzen, nitrobenzen);

— esteri ai acizilor ariloxifenoxipropionici (de exemplu, metil-diclofop, etil-fenoxaprop,
p-etil-fenoxaprop);

— fungicide pe bazd de benzimidazol sau imidazol (de exemplu, carbendazim, fuberidazol, triazoxid);

— amide ale acizilor carboxilici (de exemplu, 2-clorobenzamida, N,N-dimetilbenzamida,
3,5-dinitrobenzamida, N-metilbenzamida, 2-nitrobenzamida, 3-nitrobenzamida);

— hidrocarburi  clorurate (de exemplu, endosulfan, DDT, hexaclorobenzen, quintozen,
1,2,3-triclorobenzen);

— insecticide organofosforoase (de exemplu, metil-azinfor, disulfoton, fenamifos, izofenfos, pirazofos,
sulprofos, triazofos);

— fenoli (de exemplu, fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 1-naftol);
— derivati de feniluree (de exemplu, izoproturon, monolinuron, pencycuron);

— pigmenti coloranti (de exemplu, Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81);
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.7.

— hidrocarburi poliaromate (de exemplu, acenaften, naftalen);
— ierbicide pe bazd de 1,3,5-triazine (de exemplu, prometrin, propazind, simazind, terbutrin);
— derivati de triazol (de exemplu, tebuconazol, triadimefon, tradimenol, triapentenol).

Prezenta metodd nu se poate aplica la substantele care reactioneazi fie cu eluentul, fie cu faza stationara.
De asemenea, nu se aplicd la substantele care interactioneaza in mod specific cu componentele anorganice
(de exemplu, formarea de complecsi ramificati cu mineralele din argild). Este posibil ca metoda si nu
functioneze la substantele tensioactive, compusii anorganici si acizii si bazele organici(e) moderati(e) sau
puternici(e). Se pot determina valorile log K, cuprinse intre 1,5 si 5,0. Determinarea substantelor ionizabile
trebuie sd se realizeze cu o fazd mobild tamponatd, dar trebuie sa se aiba grijd pentru a evita precipitarea
componentelor tamponului sau a substantei testate.

CRITERIILE DE CALITATE

Acuratetea

De obicei, coeficientul de adsorbtie al unei substante testate se poate estima cu o aproximatie de + 0,5
dintr-o unitate logaritmicd din valoarea determinatd prin metoda de stabilire a echilibrului probelor
(tabelul 1 din apendice). Daci substantele de referintd utilizate au structuri asemandtoare cu cea a substantei
testate, se poate obtine o acuratete mai mare.

Repetabilitatea

Determindrile trebuie si se facd cel putin in dublu exemplar. Valorile log K, obtinute din masuratorile
individuale trebuie sa se situeze intr-un interval de 0,25 dintr-o unitate logaritmica.

Reproductibilitatea

Experienta acumulatd pand in prezent in aplicarea metodei sustine valabilitatea acesteia. Un studiu prin
metoda CLIP, in care s-au utilizat 48 substante (majoritatea pesticide) pentru care existau date credibile
privind K, pentru soluri, a dat un coeficient de corelare R = 0,95 (10) (11).

S-a realizat un studiu comparativ intre laboratoare, cu participarea a 11 laboratoare, pentru imbunatatirea
si validarea metodei (12). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2 din apendice.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Estimarea preliminari a coeficientului de adsorbtie

Coeficientul de partitie octanol-apd P, (= K,,) si, intr-o anumitd misurd, solubilitatea in apa se pot utiliza
ca indicatori pentru gradul de adsorbtie, in special pentru substantele neionizate si, prin urmare, se pot
utiliza pentru aflarea preliminard a domeniului. Au fost publicate o serie de corelatii utile pentru cateva
grupe de substante chimice (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7).

Aparatura

Este necesar un cromatograf lichid prevazut cu o pompd fard impulsuri si cu un dispozitiv potrivit de
detectie. Se recomandd utilizarea unui injector cu bucld de injectie. Se utilizeazd rdsini pe bazd de
cianopropil fixat chimic pe suport de silice (de exemplu Hypersil si Zorax CN). O coloand de protectie din
acelasi material se poate instala intre sistemul de injectie si coloana analiticd. Coloanele provenite de la
diversi furnizori pot sd aibd randamente de separare foarte diferite. Pentru orientare, este necesar si se obtind
urmdtorii factori de capacitate k': log k' > 0,0 pentrulog K., = 3,0 silogk’ > 0,4 pentrulog K., = 2,0 atunci
cand se utilizeazd amestec metanol/apd 55/45 % ca fazd mobila.

Fazele mobile

Au fost testate cateva faze mobile i se recomandd urmdtoarele doud:
— metanolfapd (55/45 % volum/volum);

— metanol/tampon citrat 0,01 M, pH 6,0 (55/45 % volum/volum).
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1.7.4.

1.8.

1.8.2.1.

1.8.2.2.

Se utilizeazd metanolul de tip CLIP si apa distilatd sau tampon citrat pentru prepararea solventului de elutie.
Amestecul se dezaereazd inainte de utilizare. Se utilizeazd elutia izocratici. Dacd amestecurile metanol/apa
nu sunt corespunztoare, se pot incerca alte amestecuri solvent organic/apd, de exemplu, amestecurile
etanol/apd sau acrilonitrilfapa. Pentru compusii ionizabili se recomanda utilizarea solutiei tampon pentru
stabilizarea pH-ului. Trebuie si se aiba grijd pentru a evita precipitarea sdrurilor si deteriorarea coloanei, care
pot s apard la unele amestecuri fazd organicd/tampon.

Nu se pot utiliza aditivi cum ar fi reactivi cu perechi de ioni, deoarece pot si afecteze proprietitile de sorbtie
ale fazei stationare. Astfel de modificdri ale fazei staionare pot si fie ireversibile. Din acest motiv, este
obligatoriu ca testele cu aditivi s se efectueze pe coloane separate.

Substanta dizolvatd

Substantele testate si de referinta se dizolvd in faza mobila.

REALIZAREA TESTARII

Conditii experimentale

Este necesard inregistrarea temperaturii in timpul mésuratorilor. Pentru asigurarea conditiilor constante in
timpul etalondrii si estimdrii si masurarii substantei testate, se recomanda cu stringentd utilizarea unui
compartiment termoreglabil pentru coloand.

Determinarea timpului mort t,

Pentru determinarea timpului mort t,, se pot utiliza doud metode diferite (vezi si punctul 1.2).

Determinarea timpului mort t, cu ajutorul seriilor omoloage

S-a dovedit cd procedeul de acest tip di valori t, credibile si standardizate. Pentru detalii, a se vedea metoda
de testare A.8: coeficientul de partitie (n-octanol/apd), metoda CLIP.

Determinarea timpului mort t, cu substane inerte care nu sunt refinute pe coloand

Procedeul mentionat se bazeaza pe injectia solutiilor de formamidd, uree sau nitrat de sodiu. Masuritorile
se realizeazd cel putin de doud ori.

Determinarea timpilor de retentie ty

Se procedeazd la selectarea substantelor de referingd conform punctului 1.3. Acestea se pot injecta ca
amestec etalon pentru determinarea timpilor lor de retentie, cu conditia confirmdrii ¢ timpul de retentie
pentru fiecare etalon nu este afectat de prezenta altor etaloane de referintd. Etalonarea se face la intervale
regulate, cel putin de doud ori pe zi, datoritd modificarilor neasteptate in functionarea coloanei. Pentru cea
mai bund practicd, injectiile de etalonare se realizeazd inainte si dupd injectiile de substantd testatd pentru
a confirma cd timpii de retentie nu au fost deplasati. Substantele incercate se injecteazd separat in cantitati
cat se poate de mici (pentru a evita supraincircarea coloanei) si se determind timpii de retentie pentru
acestea.

Pentru a creste increderea in masuratori, trebuie s se realizeze cel putin doud determindri. Valorile log K,
obtinute din mdasuritori individuale trebuie sd se incadreze intr-o valoare de 0,25 dintr-o unitate
logaritmica.

Evaluarea

Se calculeazd factorii de capacitate k' din timpul mort t, si timpii de retentie t, pentru substantele de
referintd selectate conform ecuatiei 4 (punctul 1.2). Apoi, se reprezinta grafic valorile log k” ale substantelor
de referintd functie de valorile log K, ale acestora, obtinute din testele cu realizarea echilibrului probelor,
prezentate in tabelele 1 si 3 din apendice. Din reprezentarea grafici mentionatd, valoarea log k' a unei
substante testate se utilizeazd apoi pentru determinarea valorii log K, a acesteia. Dacd rezultatele reale
indicd o valoare a log K, pentru substanta testatd in afara domeniului de etalonat, testarea se repet,
utilizand alte substante de referintd mai potrivite.

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

Raportul testului trebuie sd contind urmdtoarele informatii:

— identitatea testului si substantelor de referintd si puritatea acestora si valorile pK,, daca sunt importante;
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descrierea aparaturii si a conditiilor de operare, de exemplu tipul si dimensiunea coloanei analitice (si
a celei de protectie), mijloacele de detectie, faza mobild (raportul componentelor si valoarea pH), valorile
temperaturii in timpul masurdtorilor;

timpul mort si metoda utilizatd pentru determinarea acestuia;

cantitdtile de substante testate si de referintd introduse in coloang;

timpii de retentie pentru compusii de referintd utilizati la etalonare;

detalii privind linia de regresie ajustatd (log k’ functie de log K) si un grafic al liniei de regresie;
datele medii de retentie si valoarea estimatd a log K, pentru compusul testat;

cromatogramele.
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TABELUL 1

Compararea valorilor K, pentru soluri si nimoluri de epurare si valorile calculate cu ajutorul metodei

selective CLIP (1) (2)

Log K,
Substanta Nr. CAS “5“(’1‘6’1““ L"CgLE;O A L:Oghﬁo L"Cg'u]f;o A
epurare
Atrazind 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fention 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27
Fenantren 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57
Esterul fenilic al acidului 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07
benzoic
Benzamida 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01
4-Nitrobenzamidd 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27
Acetanilida 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08
Anilind 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43
2,5-Dicloroanilind 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

(') W.Kérdel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of the adsorption

coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35 (1/2), pp. 121-128.

(%) W.Kérdel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances on sewage sludges.

Chemosphere, 35 (1/2), pp. 107-119.

TABELUL 2

Rezultatele studiului comparativ intre laboratoare (11 laboratoare participante) efectuat pentru
imbunititirea si validarea metodei CLIP (1)

Log K, K, log K,

Substanta Nr. CAS (OCDgE 10 6) oda LD
Atrazina 1912-24-9 1,81 78+ 16 1,89
Monuron 150-68-5 1,99 100+ 8 2,00
Triapentenol 77608-88-3 2,37 292 + 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465 % 62 2,67
Fention 55-38-9 3,31 2062 + 648 3,31

() W. Koérdel, G. Kotthoff, J. Miiller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on soil-

results of a ring test. Chemosphere, 30(7), pp. 1373-1384.
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Substantele de referintd recomandate pentru metoda selectivd CLIP pe baza datelor de adsorbtie pe sol

TABELUL 3

Valorile medii ale

Substana de refering Nr. CAS lz‘g’hli(ﬁfjgjl“ Nr. de date K., Log D. S. Sursa
probelor
Acetanilidd 103-84-4 1,25 4 0,48 ®)
Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 ®)
2-Nitrobenzamidi 610-15-1 1,45 3 0,90 ()
N,N-dimetilbenzamida 611-74-5 1,52 2 0,45 Q]
4-Metilmenzamida 619-55-6 1,78 3 1,76 Q]
Metilbenzoat 93-58-3 1,80 4 1,08 "
Atrazini 1912-24-9 1,81 3 1,08 ©
Izoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 (©
3-Nitrobenzamida 645-09-0 1,95 3 1,31 ()
Anilind 62-53-3 2,07 4 1,73 Q]
3,5-Dinitrobenzamida 121-81-3 2,31 3 1,27 ()
Carbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 ©
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 (©)
Triazoxid 72459-58-6 2,44 3 1,66 (©)
Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 (©)
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 ©
Naftalen 91-20-3 2,75 4 2,20 @
Endosulfan-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 ©
Metiocarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 ©
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 @)
1,2,3-Triclorobenzen 87-61-6 3,16 4 1,40 (@)
y-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 )
Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 ©
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 )
Pirazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 (©)
a-Endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 ©
Metil-diclofop 51338-27-3 4,20 3 3,77 ©
Fenantren 85-01-8 4,09 4 3,83 ®)
Basic Blue 41 (amestec) 26850-47-5 4,89 4 4,46 ®
12270-13-2
DDT 50-29-3 5,63 1 — )

(*) W.Kordel, J. Miiller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC. UBA R & D Report

No 106 01 044 (1994)

(°) B.V. Oepen, W. Kérdel, W. Klein (1991). Chemosphere, 22, pp. 285-304.

() Date din industrie.
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1.1.

1.2

1.3.

C.20. TEST DE REPRODUCERE PENTRU DAPHNIA MAGNA

METODA

Prezenta metodd de testare a toxicitdtii pentru reproducere reproduce Orientarea 211 a OCDE (1998).

INTRODUCERE

Obiectivul principal al testului este evaluarea efectului produselor chimice asupra randamentului de
reproducere al Daphnia magna.

DEFINITII SI UNITATI

Animale parinti: sunt acele femele de dafnia prezente la inceputul testului si al cdror randament de
reproducere constituie obiectul studiului.

Progeniturd: exemplarele tinere de dafnia produse de animalele parinti in cursul testului.

Concentratia la care se observd cele mai mici efecte (CMEO): este concentratia cea mai micd
experimentatd la care se observd un efect important al substantei din punct de vedere statistic asupra
reproducerii si mortalitatii parintilor (la p < 0,05) in comparatie cu martorul, intr-un timp de expunere
stabilit. Cu toate acestea, toate concentratiile experimentate mai mari decit CMEO trebuie si aibd un efect
nociv egal cu sau mai mare decat cele observate la CMEO. Cand cele doud conditii mentionate nu pot fi
satisfacute, trebuie si se prezinte o explicatie completd a modului de alegere a CMEO (i, prin urmare, CFEO).

Concentratia la care nu se observi nici un efect (CFEO): este concentratia experimentatd imediat sub
CMEQ, care, in comparatie cu martorul, nu are un efect important din punct de vedere statistic (p < 0,05),
intr-un timp de expunere stabilit.

EC,: este concentratia substantei testate dizolvate in apd care genereazd o reducere de x % a reproducerii
la Daphnia magna intr-un timp de expunere stabilit.

Rata intrinsecd de inmultire: este o misur a cresterii populatiei care cuprinde capacitatea de reproducere
si mortalitatea specificd varstei (20) (21) (22). La populatiile in stare stabild, aceasta va fi egald cu zero. La
populatiile in crestere, aceasta va fi pozitiva si la populatiile in scddere, va fi negativa. Este clar cd aceasta
din urma nu este de sustinut si in final va duce la disparitie.

Limita de detectie: este cea mai micd concentratie care se poate detecta dar nu se poate misura.
Limita de determinare: este cea mai micd concentratie care se poate determina cantitativ.

Mortalitatea: un animal se inregistreazd ca mort atunci cand este imobil, adicd atunci cand nu poate si
inoate sau dacd nu se observd o miscare a organelor externe sau a postabdomenului, in 15 secunde de la
o0 usoard agitare a recipientului experimental. (Dacd se utilizeazd o altd definitie, aceasta se specificd
impreund cu sursa bibliografica).

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Femelele tinere de dafnia (animale pdrinti), in varstd de mai putin de 24 ore la inceputul testului, sunt expuse
la substanta testatd, addugatd intr-o o serie de concentratii diferite. Durata testului este de 21 de zile. La
sfarsitul testului, se evalueazd numdrul total de progenituri in viatd produse per animal parinte viu la sfarsitul
testului. Aceasta inseamnd cd tineretul produs de adultii care mor in timpul testului este exclus din calcule.
Capacitatea de reproducere a animalelor parinti se poate exprima in alte moduri (de exemplu, numarul de
progenituri in viatd produse per animal per zi, din prima zi in care s-au observat progeniturile), dar acestea
se semnaleazd in afard de numarul total de tineret produs per pdrinte viu la sfarsitul testului. Capacitatea
de reproducere a animalelor expuse la substanta testatd se compara cu aceea a martorului(rilor) pentru a
determina concentratia la care se observa cele mai mici efecte (CMEO) si, din aceasta, concentratia la care
nu se observa nici un efect (CFEO). In afard de aceasta si in misura in care este posibil, rezultatele sunt
analizate cu ajutorul unui model de regresie pentru estimarea concentratiei care ar putea si provoace o
reducere cu x % a capacitdtii de reproducere (adica EC5,, EC,, sau EC, ).

De asemenea, se semnaleaza supravietuirea animalelor parinti si timpul producerii primilor pui. Se mai pot
studia alte efecte aferente substantei asupra unor parametri cum ar fi cresterea (de exemplu, lungimea) si
posibil rata intrinsecd de inmultire.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

DATE PRIVIND SUBSTANTA TESTATA

Datele unui test de toxicitate acutd (metoda C.2, partea I) efectuat cu Daphnia magna trebuie sd fie
disponibile. Rezultatul poate si fie util la selectarea unui domeniu potrivit de concentratii experimentale in
testele de reproducere. Este necesar sd se cunoasca solubilitatea in apd si presiunea de vapori a substantei
testate si sd existe o metodd analiticd fiabild pentru determinarea cantitativd a substantei in solutiile
experimentale, cu eficienta recuperdrii si limita de detectie specificate.

Datele privind substanta testatd, care pot si fie utile in stabilirea conditiilor de testare, includ formula
structurald, puritatea substantei, stabilitatea la lumind, stabilitatea in conditiile testului, pK,, P,, si rezultatele
testului pentru biodegradabilitate imediatd (a se vedea metoda C,4).

VALIDITATEA TESTULUI

Pentru ca un test si fie valid, martorul (martorii) trebuie si indeplineascd urmditoarele criterii de
performanti:

— mortalitatea animalelor pdrinti (femele de dafnia) sd nu depdseascd 20 % la sfarsitul testului;

— numdrul mediu de progenituri vii produse per animal pdrinte supravietuitor la sfarsitul testului
sd fie > 60.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Aparatura

Vasele experimentale si altd aparaturd care vine in contact cu solutiile experimentale trebuie si fie realizate
in intregime din sticld sau alt material inert din punct de vedere chimic. De obicei, vasele experimentale sunt
pahare de laborator.

In afard de acestea, mai sunt necesare urmdtoarele aparate:

— contor de oxigen (cu microelectrod sau alt dispozitiv corespunzitor pentru masurarea oxigenului
dizolvat in probe de volum mic);

— aparat specific pentru controlul temperaturii;
— pH-metruy;
— aparat pentru determinarea duritatii apei;

— aparat pentru determinarea concentratiei totale de carbon organic (COT) in apd sau aparat pentru
determinarea consumului chimic de oxigen (CCO);

— aparat specific pentru controlul regimului de iluminare si masurarea intensitdtii luminii.

Organismul experimental

Specia utilizatd in test este Daphnia magna Straus. Se pot utiliza si alte specii de dafnia, cu conditia ca acestea
sd indeplineasca criteriile de validitate dupa caz (criteriul de validitate referitor la cpacitatea de reproducere
la martori trebuie si fie relevant pentru speciile dafnia). Dacd se utilizeazd alte specii de dafnia, acestea
trebuie sd se identifice in mod clar si sd se justifice utilizarea lor.

De preferintd, clonul trebuie sd fi fost identificat dupa genotip. Studiul (1) a aritat cd performanta de
reproducere a clonului A (care provine din IRCHA din Franta) (3) satisface complet criteriile de validitate
pentru o medie de > 60 progenituri per animal parinte supravietuitor atunci cand se cultiva in conditiile
descrise In prezenta metodd. Cu toate acestea, se acceptd si alti cloni, cu conditia s se indice indeplinirea
criteriilor de validitate pentru test de citre cultura de dafnia.

La inceputul testului, animalele trebuie sa fie mai tinere de 24 ore si nu trebuie s fie prima generatie. Acestea
trebuie sd provind dintr-o colonie sindtoasa (adici fard semne de stres, cum ar fi mortalitatea mare, prezenta
masculilor si ephippia, intarziere in producerea primilor descendenti, animale decolorate etc.). Animalele
din colonie trebuie tinute in conditii de culturd (lumind, temperaturd, mediu, hrand si numdr de animale
per unitatea de volum) similare cu cele utilizate in test. Dacd mediul de culturd ce urmeaza si fie utilizat
in test este diferit de cel pentru cultura obisnuitd de dafnia, este 0 bund practicd si se includd o perioadad
de aclimatizare inaintea testului, de obicei de aproximativ trei siptimani (adicd o generatie), pentru a evita
stresarea animalelor parinti.
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1.7.

Mediul experimental

fn prezentul test, se recomanda utilizarea unui mediu bine definit. Acesta poate si evite utilizarea aditivilor
(de exemplu, plante de mare, extract de sol etc.) a cdror caracterizare este dificild si, prin urmare,
se imbundtitesc posibilitatile de standardizare intre laboratoare. S-a gdsit ¢ mediile Elendt M4 (4)
si M7 (a se vedea apendicele 1) sunt potrivite in acest sens. Cu toate acestea, se pot accepta si alte medii [de
exemplu, (5) (6)], cu conditia si asigure realizarea unei culturi de dafnia care sa intruneasca criteriile de
validitate pentru test.

Dacd se utilizeazd medii ce contin aditivi care nu sunt caracterizati, este necesar ca aditivii respectivi s se
specifice clar si, in raportul testului, si se prezinte date privind compozitia, in special continutul de carbon,
deoarece acesta poate contribui la hrana furnizatd. Se recomandi determinarea concentratiei totale de
carbonului organic (COT) si a consumul chimic de oxigen (CCO) la prepararea amestecului de aditivi
organici i si se faci o estimare a contributiei rezultate la COT/CCO in mediul experimental. Se recomandi
ca valorile COT in mediu (adicd inainte de addugarea algelor) si fie mai mici de 2 mg/l (7).

Cand se testeazd substante cu continut de metale, este important si se admitd cd proprietdtile mediului
experimental (de exemplu, duritatea, capacitatea de chelatizare) ar putea sd aibd legiturd cu toxicitatea
substantei studiate. De aceea, este de preferat un mediu bine caracterizat. Cu toate acestea, in prezent,
singurele medii bine caracterizate care se cunosc ca fiind optime pentru cultura pe termen lung a Daphnia
magna sunt Elendt M4 si M7. Ambele medii contin agentul de chelatizare EDTA. Cercetdrile (2) aratd cd
Ltoxicitatea aparentd” a cadmiului este in general mai micd atunci cand testul de reproducere se realizeazad
in mediile M4 si M7 decat in mediile cu continut de EDTA. Prin urmare, M4 si M7 nu se recomanda pentru
substantele de probd ce contin metale si, de asemenea, trebuie sd se evite alte medii ce contin agenti de
chelatizare cunoscuti. Pentru substantele cu continut de metale, se poate recomanda utilizarea unui mediu
alternativ, de exemplu apa durd proaspata reconstituitd conform ASTM (7), care nu contine EDTA, cu adaos
de extract de plante de mare (8). Combinatia mentionatd, de apd durd proaspdtd reconstituitd conform
ASTM si extract de plante de mare, este potrivitd si pentru cultura pe termen lung si testarea Daphnia
magna (2), desi aceasta mai exercitd o actiune slabd de chelatizare datoritd componentei organice din
extractul de plante de mare addugat.

La inceputul si in timpul testului, concentratia oxigenului dizolvat trebuie si fie mai mare de 3 mg/l. pH-ul
trebuie sa aiba valori in domeniul 6-9 si, in mod normal, nu trebuie sa varieze cu mai mult de 1,5 unitati
in oricare din incercari. Se recomandi o duritate mai mare de 140 mg/l (exprimatd in CaCO3). Testele
efectuate la aceastd valoare si la valori mai mari au demonstrat o performanta a reproducerii conforma cu
criteriile de validitate (9) (10).

Solutiile experimentale

Solutiile experimentale de concentratiile alese se prepard de obicei prin diluarea unei solutii mama. Solutiile
mamd se prepard de preferintd prin dizolvarea substantei in mediul experimental.

fn unele cazuri, s-ar putea si fie necesard utilizarea solventilor organici sau a agentilor de dispersie pentru
a obtine o solutie mama de concentratia indicatd, dar trebuie ficut tot posibilul pentru a se evita utilizarea
acestor materiale. Ca solventi potriviti se pot utiliza acetona, etanolul, metanolul, dimetilformamida si
trietilen glicolul. Exemple de agenti de dispersie potriviti sunt Cremophor RH40, metilceluloza 0,01 % si
HCO-40. In orice caz, substanta testatd in solutiile experimentale nu trebuie si depdseascd limita de
solubilitate in mediul experimental.

Se utilizeazd solventi pentru a obtine o solutie mama care sd se poatd doza cu exactitate in api. La
concentratia recomandatd a solventului in mediul experimental final (adicd < 0,1 ml/l), solventii enumerati
anterior nu sunt toxici si nu cresc solubilitatea in apd a unei substante.

Agentii de dispersie pot sd faciliteze dozarea exactd si dispersia. La concentratia recomandatd in mediul
experimental final (< 0,1 ml/l), agentii de dispersie enumerati anterior nu sunt toxici si nu cresc solubilitatea
in apd a unei substante.

PROTOCOLUL TESTULUI

Tratamentele se repartizeazd tuturor vaselor experimentale si toatd manipularea ulterioard a vaselor
experimentale se face in mod aleatoriu. Nerespectarea acestui principiu poate sd aduca prejudicii care pot
fi interpretate ca fiind un efect al concentratiei. In special, daca unitiile experimentale sunt manipulate in
ordinea tratamentului sau a concentratiei, atunci unele efecte care depind de timp, cum ar fi oboseala
operatorului sau altd eroare, ar putea si genereze efecte mai mari la concentratii mai mari. In plus, daci
existd posibilitatea ca rezultatele testului si fie influentate de o conditie initiald sau de mediu a testului, cum
ar fi pozitia in laborator, atunci trebuie sd se aibd in vedere oprirea testului.
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1.8.

1.8.1.

1.8.1.1.

1.8.1.2.

1.8.1.3.

1.8.1.4.

1.8.1.5.

MODUL DE LUCRU

Conditii de expunere

Durata

Durata testului este de 21 de zile.

Incarcarea

Animalele parinti se tin individual, cate unul in fiecare vas experimental, care contine 50-100 ml mediu.

Uneori, s-ar putea si fie necesare volume mai mari pentru a satisface conditiile procedeului analitic utilizat
pentru determinarea concentratiei substantei testate, desi este permisa si unirea probelor duble pentru
analiza chimicd. Daci se utilizeazd volume mai mari de 100 ml, s-ar putea ca ratia furnizatd pentru dafnia
sd fie crescutd pentru a asigura o alimentatie adecvata si respectarea criteriilor de validitate. Pentru testele
in flux continuu, se pot avea in vedere, din motive tehnice, alte protocoale (de exemplu, patru grupe de 10
animale Intr-un volum de mediu experimental mai mare), dar se specific orice modificari ale protocolului
testului.

Numdrul animalelor

Pentru testele semistatice, cel putin 10 animale tinute fiecare la fiecare concentratie experimentatd si cel
putin 10 animale tinute fiecare in seria martor.

Pentru testele in flux continuu, s-a dovedit cd sunt necesare 40 de animale impdrtite in patru grupe
de cate 10 animale pentru fiecare concentratie experimentatd (1). Se pot utiliza mai putine organisme
experimentale si se recomandd un minimum de 20 de animale per concentratie, impartite in doud sau mai
multe probe identice cu un numdr egal de animale (de exemplu, patru probe identice, fiecare cu cinci
daphnide). De retinut ci pentru testele in care animalele sunt tinute in grupe, nu va fi posibild exprimarea
capacitatii de reproducere sub forma numdrului total de progenituri vii produse per animal parinte in viatd
la sfarsitul testului, dacd animalele parinti mor. n aceste cazuri, capacitatea de reproducere se exprima prin
~numdrul total de progenituri vii produse per parinte prezent la inceputul testului”.

Administrarea hranei

Pentru testele semistatice, hrana se administreazd de preferinta zilnic, dar cel putin de trei ori pe sdptimana
(adica sd corespunda modificarilor mediilor). Se consemneaza orice abatere de la aceastd reguld (de exemplu,
pentru testele in flux continuu).

Pe durata testului, hrana animalelor parinti este alcatuitd de preferintd din celule de alge vii din una sau mai
multe din urmdtoarele specii: Chlorella sp., Selenastrum capricornutum [acum Pseudokirchneriella
subcapitata (11)] si Scenedesmus subspicatus. Regimul alimentar ia in consideratie continutul de carbon
organic (C) administrat fiecirui animal pdrinte. Cercetdrile (12) au ardtat cd, pentru Daphnia magna, ratiile
cuprinse intre 0,1 si 0,2 mg C/dafnia/zi sunt suficiente pentru obtinerea numdarului necesar de progenituri
care sd satisfacd criteriile de validitate a testului. Ratia se poate administra fie sub forma unei portii constante
pe toatd perioada testului sau, dacd se doreste, se administreaza o portie mai mica la inceput si apoi se creste
in timpul testului, tinand cont de cresterea animalelor parinti. In cazul mentionat, ratia tot trebuie sd riman
intre valorile recomandate de 0,1-0,2 mg C/dafnia/zi tot timpul.

Dacid urmeazd sd se utilizeze mdsuri inlocuitoare, de exemplu numdrul de celule de alge sau absorbanta
luminii, la administrarea ratiei (adicd pentru usurintd, deoarece mdsurarea continutului de carbon dureazd
mult), fiecare laborator trebuie si-si realizeze propria nomograma referitoare la masura inlocuitoare pentru
continutul de carbon al culturii de alge (a se vedea apendicele 2 pentru recomandarea privind realizarea
nomogramei). Nomogramele se verificd cel putin anual si mai frecvent, dacd au fost schimbate conditiile
de culturd a algelor. S-a gisit cd absorbanta luminii este un inlocuitor mai bun pentru continutul de carbon
decat numdrul de celule (13).

Pentru a minimiza volumul mediului de culturd de alge transferat in vasele experimentale se administreaza
o suspensie de alge concentratd pentru dafnia. Concentratia de alge se poate obtine prin centrifugare urmat
de resuspensie in apa distilatd, apd deionizatd sau mediu de culturd pentru dafnia.

Lumina

16 ore de lumini la o intensitate de maximum 15-20 pE - m™ - s7".
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1.8.1.6. Temperatura

Temperatura mediilor experimentale trebuie sa fie cuprinsd intre valorile 18-22 °C. Cu toate acestea, pentru
nici un test, temperatura nu trebuie sd varieze, daci se poate, cu mai mult de 2 °C in limitele specificate (de
exemplu, 18-20, 19-21 sau 20-22 °C). S-ar putea sd fie necesard utilizarea unui vas experimental
suplimentar pentru urmdrirea temperaturii.

1.8.1.7. Aerarea

Vasele experimentale nu se aereazd in timpul testului.

1.8.2.  Concentratia experimentata

fn mod normal, trebuie s existe cel putin cinci concentratii experimentate aranjate in serie geometricd cu
un factor de separare de maximum 3,2 si trebuie si se utilizeze numarul optim de probe identice pentru
fiecare concentratie experimentatd (a se vedea punctul 1.8.1.3). Dacd se utilizeazd mai putin de cinci
concentratii, acest lucru se justificd. Substantele nu se testeazd la concentratii mai mari decét limita de
solubilitate a acestora in mediul experimental.

La stabilirea domeniului de concentratii, trebuie sd se retind urmdatoarele:

(i) dacd se urmdreste obtinerea CMEO/CFEO, cea mai micd concentratie experimentatd trebuie si fie
suficient de mic3, astfel incat fecunditatea la aceastd concentratie s nu fie cu mult mai micd decat aceea
din martor. Dacd nu este asa, testul va trebui si fie repetat cu concentratia cea mai mica redusi;

(ii) dacd se urmdreste obtinerea CMEO/CFEO, cea mai mare concentratie experimentatd trebuie sa fie
suficient de mare, astfel incat fecunditatea la aceastd concentratie si fie cu mult mai mica decat aceea
din martor. Daci nu este asa, testul va trebui s fie repetat cu concentratia cea mai mare sporitd;

(i) dacd se determind EC, pentru efectele asupra reproducerii, se recomandd utilizarea unor concentratii
suficiente pentru stabilirea EC, cu un nivel corespunzdtor de sigurantd. Dacd se determind EC5,, pentru
efectele asupra reproducerii, se recomand3 ca cea mai mare concentratie experimentata s3 fie mai mare
decat EC,, mentionat. In caz contrar, desi va fi posibili incd determinarea ECs, intervalul de sigurantd
pentru ECs, va fi foarte larg si s-ar putea sd nu fie posibil s se aprecieze dacd modelul este cel indicat;

(iv) este de preferat ca valorile concentratiei experimentate si nu includd concentratii care au efect
important din punct de vedere statistic asupra supravietuirii adultilor, deoarece acest lucru ar modifica
natura testului de la un test pur si simplu de reproducere la un test combinat de reproducere si
mortalitate care necesitd o analizd statistici mult mai complexa.

Cunoasterea in prealabil a toxicitdtii substantei testate (de exemplu, dintr-un test de toxicitate acutd si din
studii de gdsire a domeniului) ar fi utild in selectarea concentratiilor optime pentru test.

Dacd se utilizeazd un solvent sau un agent de dispersie pentru a facilita prepararea solutiilor experimentale
(a se vedea punctul 1.6.4), concentratia acestuia in vasele experimentale nu trebuie si fie mai mare
de 0,1 ml/l si trebuie si fie aceeasi in toate vasele.

1.8.3.  Probele martor

In afard de seria pentru test, se mai realizeaza o serie de probe martor pentru mediul experimental si, de
asemenea, dacd este relevant, o serie de probe martor care contin solventul sau agentul de dispersie. Dacd
se utilizeazd, concentratia solventului sau agentului de dispersie trebuie si fie egald cu cea utilizatd in vasele
ce contin substanta testatd. Se utilizeazd numdrul optim de probe identice (a se vedea punctul 1.8.1.3).

in general, intr-un test bine realizat, coeficientul de variatie in jurul numdrului mediu de progenituri vii
obtinute per animal pdrinte in proba (probele) martor este < 25 % si acest lucru se consemneazd in
protocoalele testului care utilizeazd animale tinute separat.

1.8.4.  Reinnoirea mediului experimental

Frecventa reinnoirii mediului experimental depinde de stabilitatea substantei testate, dar trebuie s fie de cel
putin trei ori pe siptdmand. Dacd, din testele preliminare de stabilitate (a se vedea punctul 1.4), concentratia
substantei testate nu este stabild (adicd nu se incadreazi in intervalul 80-120 %) din valoarea nominald sau
este mai micd de 80 % din concentratia initialdi misuratd) in perioada maxima de reinnoire (adica trei zile),
trebuie sd se aibd in vedere o reinnoire mai frecventd a mediului sau si se utilizeze un test in flux continuu.
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1.8.5.

1.8.6.

1.8.7.

1.8.8.

1.8.9.

Cand un mediu este reinnoit in teste semistatice, se pregiteste o a doua serie de vase experimentale si
animalele parinti se transferd in acestea cu ajutorul, de exemplu, unei pipete de sticld cu un diametru potrivit.
Volumul mediului transferat cu dafnia trebuie si fie minim.

Observatii

Rezultatele observatiilor ficute in timpul testului se consemneazd in fise tehnice (a se vedea exemple in
apendicele 3 si 4). Dacd sunt necesare alte masurdtori (a se vedea 1.3 si 1.8.8), s-ar putea sd fie necesare
observatii suplimentare.

Progeniturile

Progeniturile produse de fiecare animal parinte se scot de preferintd si se numadra zilnic de la aparitia primilor
pui, pentru a preveni consumarea de citre acestia a hranei destinate adultilor. In sensul prezentei metode,
se numdrd doar numdrul de progenituri vii, dar se consemneazi si prezenta oudlor avortate sau a
progeniturilor decedate.

Mortalitatea

Mortalitatea in rindul animalelor parinti se inregistreaza de preferintd zilnic, cel putin de cate ori se numara
progeniturile.

Alti parametri

Desi prezenta metodd este destinatd in principal evaludrii efectelor asupra reproducerii, este posibil s se
poatd mdsura si alte efecte suficient pentru a permite o analiza statisticd. Masuratorile de crestere sunt de
dorit in mare masurd, deoarece oferd date privind posibilele efecte subletale, care s-ar putea si fie mai utile
decat determinarea doar a reproducerii; se recomandd masurarea lungimii animalelor parinti (adicd
lungimea corpului, fird inotitoarea caudald, la sfarsitul testului. Alti parametri care se pot mdsura sau
calcula includ timpul de producere a primului pui (si a puilor ulteriori), numarul si dimensiunea puilor per
animal, numarul de pui avortati, prezenta masculilor sau ephippia si rata intrinsecd a cresterii populatiei.

Frecventa determindrilor si misuritorilor analitice

Este necesar s se misoare concentratia oxigenului, temperatura, duritatea si valorile pH-ului cel putin o datd
pe saptimand, in mediile proaspete si cele vechi, in proba (probele) martor si in concentratiile cele mai mari
de substantd testatd.

In timpul testului, se determind concentratia substantei testate la intervale regulate.

In testele semistatice, unde se estimeazi o mentinere a concentratiei substantei testate in limitele de + 20 %
din cea nominald (adica in intervalul de 80-120 % — a se vedea 1.4 si 1.8.4), se recomandd analizarea cel
putin a celei mai mari i a celei mai mici concentratii experimentate, atunci cand solutiile sunt proaspit
preparate si cdnd sunt reinnoite in timpul primei siptimani de testare (adicd analizele se realizeazd pe o
probd din aceeasi solutie - atunci cand este proaspat preparatd si la reinnoire). Ulterior, determinrile
respective se repetd la intervale de cel putin o siptimana.

Pentru testele in care nu se estimeazd mentinerea concentratiei substantei testate in limitele de + 20 % din
cea nominald, este necesard analizarea tuturor concentratiilor experimentate, atunci cind solutiile sunt
proaspdt preparate si la reinnoire. Cu toate acestea, pentru acele teste in care concentratia initiald masuratd
a substantei testate nu se situeazd in limitele de + 20 % din cea nominald, dar se pot aduce dovezi care sd
indice repetabilitatea si stabilitatea concentratiilor initiale (adicd in intervalul de 80-120 % din concentratiile
initiale), determinarea chimicd se poate reduce in siptimanile 2 si 3 de testare la cea mai mare §i cea mai
micd concentratie experimentatd. In toate cazurile, este necesar si se determine concentratiile substantei
testate inaintea reinnoirii doar la un vas din cele identice pentru fiecare concentratie experimentatd.

Daci se utilizeazd un test cu flux continuu, se recomanda un regim de prelevare a probelor similar cu cel
descris pentru testele semistatice (dar masurarea solutiilor ,vechi” nu se aplicd in acest caz). Cu toate acestea,
ar putea fi recomandabil sd se creascd numdrul prelevdrilor de probe in prima siptimana (de exemplu, trei
seturi de masurdtori) pentru a asigura mentinerea stabilittii concentratiilor experimentale.La aceste tipuri
de testdri, trebuie verificat zilnic fluxul diluantului si al substantei testate.
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Dacd se poate dovedi mentinerea satisficitoare, pe toatd durata testului, a concentratiei substantei testate
in limitele de * 20 % din cea nominald sau masurata initial, atunci rezultatele se pot obtine din valoarea
nominald sau din cea masuratd initial. Dac3 abaterea de la concentratia nominala sau cea mdsurati initial
este mai mare de + 20 %, este necesar ca rezultatele sd se exprime in functie de media ponderatd in timp
(a se vedea apendicele 5).

REZULTATELE SI PREZENTAREA ACESTORA

PRELUCRAREA REZULTATELOR

Scopul prezentului test il constituie determinarea efectului substantei testate asupra numdrului total de
progenituri vii produse per animal pdrinte in viatd la sfarsitul testului. Numarul total de progenituri per
animal pdrinte se calculeazd pentru fiecare vas experimental (adicd proba repetatd). Dacd, in fiecare probd
repetatd, animalul parinte moare in timpul testului sau se dovedeste a fi mascul, atunci proba repetatd se
exclude din analizd. Analiza se va face atunci pentru un numdr redus de probe identice.

Pentru estimarea CMEO si, prin urmare, a CFEO, pentru efectele substantei chimice asupra capacitatii de
reproducere, este necesar sd se calculeze capacitatea medie de reproducere pentru toate probele identice
pentru fiecare concentratie si deviatie standard remanentd comund si acest lucru se poate realiza prin analiza
de variantd (ANOVA). Apoi, media pentru fiecare concentratie se compard cu media probelor martor,
utilizand o metodd potrivitd de comparare multipld. Ar putea sa fie utile testul Dunnett sau Williams (14)
(15) (16) (17). Este necesar si se verifice dacd estimarea ANOVA de variantd uniformi este valabild. Se
recomandd ca acest lucru sa se faci mai degraba grafic decat printr-un test de importanta oficiald (18); o
variantd potrivitd este efectuarea unui test Barlett. Dacd aceastd estimare (ANOVA) nu este valabild, atunci
ar trebui s3 se aibd in vedere transformarea datelor pentru a omogeniza variantele inaintea efectudrii
ANOVA sau + efectuarea unei ANOVA ponderate. Se calculeazd si se prezintd dimensiunea efectului
detectabil prin utilizarea ANOVA (adici diferenta cea mai putin important).

Pentru estimarea concentratiei care ar putea si genereze o reducere de 50 % a capacitdtii de reproducere
(adicd ECs,), trebuie sd se realizeze o reprezentare graficd corespunzitoare a datelor, de exemplu printr-o
curbd logaritmicd, utilizand o metoda statisticd cum ar fi metoda celor mai mici patrate. Curba ar putea sd
fie bine caracterizatd in functie de parametri, astfel incat sd se poatd determina direct EC5, si eroarea sa
standard. Aceasta ar usura mult calcularea limitelor de incredere pentru ECs,. Cu exceptia cazului in care
existd motive intemeiate sd se prefere limite de incredere diferite, se fixeaza limite de incredre de 95 % de
ambele parti. Este preferabil ca procedeul de trasare a curbei s ofere un mijloc pentru evaluarea
semnificatiei ajustdrii incomplete. Acest lucru se poate realiza grafic sau prin impdrtirea sumei remanente
de patrate in ,ajustare incompletd” si ,componente de eroare purd” si prin efectuarea unui test de importanta
pentru ajustarea incompletd. Deoarece existd posibilitatea ca tratamentele care dau o fecunditate mare sa
aibd o variantd mai mare a numdrului de animale tinere produse decat tratamentele care dau o fecunditate
micd, trebuie sd se aibd in vedere ponderarea valorilor observate pentru a reflecta variantele diferite din
grupele tratate diferit [a se vedea referinta bibliograficd (18) pentru date de bazi].

Din analiza datelor din testul final de intercalibrare (2), s-a trasat o curbd logaritmicd cu ajutorul modelului
prezentat in continuare, desi se pot utiliza si alte modele:

unde:

Y: numdrul total de animale tinere per animal parinte in vaitd la sfarsitul testului (calculat pentru fiecare
vas)

X: concentratia substantei

¢ numdrul preconizat de animale tinere atunci cdnd x = 0
Xo: ECs In populatie

b: panta curbei

Se pare cd acest model este adecvat unui numdr mare de situatii, dar exista teste pentru care nu este potrivit.
Este necesara verificarea validitatii modelului recomandat anterior. In unele cazuri, se poate s fie potrivit
modelul hormetic, in care concentratiile mici genereazi efecte sporite (19).

Se mai pot estima si alte concentratii de efect, de exemplu, EC,, sau EC,, desi ar fi preferabil sa se utilizeze
o caracterizare functie de parametri a modelului diferitd de cea utilizatd la determinarea EC,.
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2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

RAPORTUL TESTULUI

Raportul testului trebuie sd includd urmatoarele:

Substanta testati:
— natura fizicd §i proprietitile fizico-chimice relevante;

— date de identificare chimicd, inclusiv puritatea.

Speciile experimentale:

— clonul (daci a fost caracterizat genetic, astfel incat si corespunda speciei), furnizorul sau sursa (daci se
cunoaste) si conditiile de culturd utilizate. Dac se utilizeazd o specie diferitd de Daphnia magna, acest
lucru se consemneaza si se justificd.

Conditiile experimentale:

— modul de lucru utilizat (de exemplu, semistatic sau in flux continuu, volumul, incdrcarea in numar de
dafnia pe litru);

— timpul de expunere la lumina si intensitatea luminii;

— protocolul testului (de exemplu, numarul de probe identice, numarul de périnti pentru fiecare proba
repetatd);

— detalii privind mediul de culturd utilizat;

— adaosurile de material organic, dacd se practicd, inclusiv compozitia, sursa, metoda de preparare,
raportul COT/CCO al amestecurilor preparate, determinarea raportului COT/CCO rezultat in mediul
experimental;

— date detaliate privind hrana, inclusiv cantitatea (in mg C/dafnia/zi) si programul [de exemplu, tipul
hranei, care include pentru alge denumirea specifici (specia) si, dacd se cunoaste, familia, conditiile de
culturd];

— metoda de preparare a solutiilor mama si frecventa reinnoirii (daca se utilizeazd un solvent sau agent
de dispersie, concentratia acestora).

Rezultatele:
— rezultatele oriciror studii preliminare privind stabilitatea substantei testate;

— concentratiile nominale experimentate si rezultatele tuturor analizelor pentru determinarea
concentratiei substantei testate in vasele experimentale (a se vedea fisele tehnice din apendicele 4); de
asemenea, se prezintd eficienta de regenerare a metodei si limita determindrii;

— calitatea apei din vasele experimentale (adicd pH, temperatura si concentratia oxigenului dizolvat, COT
si CCO si duritatea, dacid este cazul;

— fisa completd cu progeniturile vii pentru fiecare animal parinte (a se vedea exemplul de fisa tehnica din
apendicele 3);

— numidrul de decese printre animalele parinti si ziua in care au avut loc (a se vedea exemplul de fisa tehnicd
din apendicele 3);

— coeficientul de variatie pentru fecunditatea martorului (pe baza numdrului total de progenituri vii per
animal pdrinte in viatd la sfarsitul testului);

— reprezentarea graficd a numdrului total de progenituri vii per animal pirinte (pentru fiecare probi
identicd) in viatd la sfarsitul testului in functie de concentratia substantei testate;

— concentratia la care se observa cele mai mici efecte (CMEO) pentru reproducere, care include o descriere
a metodelor statistice utilizate si indicarea dimensiunii efectului care ar putea si fie detectat si
concentratia la care nu se observd nici un efect (CFEO) pentru reproducere; dacd este cazul, se
consemneazd i raportul LOEC/CFEO pentru mortalitatea animalelor parinti;

— dacd este cazul, EC, pentru reproducere cu intervalele de incredere si reprezentarea graficd a modelului
utilizat pentru calculul acesteia, panta curbei dozd-rdspuns si erorile standard ale acesteia;

— alte efecte biologice observate sau masuratori: se consemneaza orice alte efecte biologice care au fost
observate sau mdasurate (de exemplu, cresterea animalelor pdrinti), inclusiv o justificare
corespunzitoare;

— explicarea oricdrei abateri de la modul de lucru.
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APENDICELE 1

PREPARAREA MEDIILOR ELENDT M7 SI M4 COMPLET DETERMINATE

Adaptarea la mediile Elendt M7 si M4
Unele laboratoare au intdmpinat dificultiti la transferul direct al dafniei in mediile M4 (1) si M7. Cu toate acestea, s-au

obtinut unele succese in adaptarea treptatd, adica transferul din mediul propriu in 30 % Elendt, apoi 60 % Elendt si
apoi in 100 % Elendt. Perioadele de adaptare pot si fie de o luna.

PREPARAREA

Microelementele

Se prepard mai intdi solutii mamd separate (I) ale fiecirui microelement in apd de puritate corespunzitoare de exemplu
deionizatd, distilatd sau purificatd prin osmozd inversd. Din solutiile mamd mentionate (1), se prepard o solutie mama
unicd (II), care contine toate microelementele (solutie combinatd), adici:

Pentru prepararea solutiei mama
Cantitat Concentratia combinate I, se a(‘iaugé ufmei{toareva
Soluiile mam 1 i antl,aA ea (in functie de cantitate de solutie mama I in apd
(o singura substantd ) addugata /in apa mediul M4) (mlfl)
(mgf) (multiplu)

M4 M7
H;BO; 57 190 20 000 1,0 0,25
Mndl, - 4 H,0 7210 20 000 1,0 0,25
LiCl 6120 20 000 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 1,0 0,25
SrCl, - 6 H,0 3040 20 000 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 1,0 0,25
Na,MoO, - 2 H,0 1260 20 000 1,0 0,25
CuCl, - 2 H,0 335 20 000 1,0 0,25
ZnCl, 260 20 000 1,0 1,0
CoCl, - 6 H,0 200 20 000 1,0 1,0
KI 65 20 000 1,0 1,0
Na,SeO, 43,8 20 000 1,0 1,0
NH,VO,4 11,5 20 000 1,0 1,0
Na, EDTA - 2 H,0 5000 2 000 - -
Fe SO, - 7 H,0 1991 2 000 - -

Atat solutiile de Na, EDTA ct si de Fe SO, se prepard separat, se toarnd impreund si se autoclavizeazd imediat.
Rezulti:

solutia 21 Fe-EDTA 1000 20,0 5,0
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Mediile M4 si M7

Mediile M4 si M7 se prepard din solutia mama II, macroelemente nutritive si vitamine, dupd cum urmeazd:

Cantitatea de solutie mama adiugatd

Cantitatea Concentratia pentru prepararea mediului
addugatd in apd (in fup ctie de (ml/}
(/) mediul M4)
5 (multiplu)
M4 M7

Microelementele combinate in solutia 20 50 50
mama Il
Solutiile mama cu macroelemente nutritive (o singurd substanta)
CaCl, - 2 H,0 293 800 1000 1,0 1,0
MgSO, - 7 H,0 246 600 2000 0,5 0,5
KCl 58 000 10 000 0,1 0,1
NaHCO, 64 800 1000 1,0 1,0
Na,SiO; - 9 H,0 50 000 5000 02 0.2
NaNO, 2740 10 000 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000 0.1 0.1
K,HPO, 1 840 10 000 0,1 0,1
Solutie combinatd de vitamine - 10 000 0,1 0,1
Solutia mama combinatd de vitamine se prepard prin adiugarea celor 3 vitamine la 1 litru de apd conform indica-
tillor prezentate in continuare.
Clorhidrat de tiamina 750 10 000 - -
Cianocobalamini (B, ,) 10 10 000 - -
Biotina 7,5 10 000 - -

Solutia combinati de vitamine se pastreaza inghetatd in mici alicoti. Vitaminele se adaugd in medii cu putin timp ina-

intea utilizarii.

Note: Pentru a evita precipitarea sarurilor in timpul prepardrii mediilor complete, se adaugi alicoti de solutii mama in aproximativ
500-800 ml apa deionizatd si apoi se aduce la un litru.

Prima semnalare a mediului M4 se poate gisi in Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in crustacea; an ultrastructural
approach to antennal demage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, pp. 25-33.
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APENDICELE 2

ANALIZA CONTINUTULUI DE CARBON ORGANIC TOTAL (COT) SI REALIZAREA UNEI
NOMOGRAME PENTRU CONTINUTUL COT DIN HRANA PE BAZA DE ALGE

Se acceptd ca masurarea continutului de carbon din hrana pe bazd de alge sd nu se mésoare in mod normal direct,
ci din coreldrile (adicd nomogramele) cu mésurile inlocuitoare, de exemplu numarul celulelor de alge sau absorbanta
luminii).

Este necesar ca masurarea COT sd se efectueze mai degrabd prin oxidare la temperaturd mare decat prin metodele UV
sau cu persulfat. (a se vedea: Determinarea carbonului organic total, a consumului total de oxigen si a determinantilor
conecsi cu ajutorul instrumentelor 1979, HMSO 1980; 49 High Holborn, Londin WC1V 6HB).

Pentru obtinerea nomogramelor, algele se separd din mediul de culturd prin centrifugare urmata de resuspensie in apa
distilatd. Se determind parametrul inlocuitor si concentratia COT in fiecare probd de trei ori. Se analizeazd probele
oarbe in apd distilatd si concentratia COT se scade din concentratia COT din proba de alge.

Nomogramele trebuie si fie liniare in domeniul necesar de concentratii ale carbonului. Exemplele sunt prezentate in
continuare.

NB: Nomogramele nu se utilizeazd pentru conversiune; este esential ca laboratoarele si-si elaboreze propriile
nomograme.

1700 1 Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).

1600 Regresul substantei uscate in mg /1 pe mg C/L
1500 t Datele de la suspensiile concentrate de celule cultivate in serii -
semicontinue, resuspendate in ap3 distilatd. .

1400 T e
1300 -
1200 t -7
1100 1 e
mg Cflhrand 1000 -7
concentrati din 900 1 -
alge 800 .
700 3 -] . ” o
600 1 0"
500 -
400 - Coeficient de corelatie — 0,980
300 Pad
200 -
100 ¢ .
0 —<
—-100 §

L 1 i s 4 'y $. " % : 3 3 s " e

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg/l substanti uscati din hrana concentrati din alge
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Nr. de celule/l (x 10%)
hran3 concentratd
din alge

Absorbanta la

440 mm pentru o
dilutiede 1/10 a
hranei concentrate
din alge

115
110
105
100

1.10
1.05
1.00

0.95 1

0.90
0.85

0.80 1

0.75
0.70
0.65

060 T

0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

[ Chlorellavulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).
Regresul substantei uscate in mg [l pe mg C/[l.
Datele de la suspensiile concentrate de celule cultivate in serii
semicontinue, resuspendate in ap3 distilatd. .

-, Coeficient de corelatie — 0,926

s s 3 3 3 Y 4 3 i 3 3 Iy 3 L 4

T ) g * L 12 T \s L g v ¥ r r ¥ g

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg/l substanti uscatd din hrana concentrati din alge

] Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 112/12).
Regresul substantei uscate in mg [l pe mg C/L. fungimea de cale 1 cm) -
Datele de la suspensiile concentrate de celule cultivate in serii o
semicontinue, resuspendate in ap3 distilati. .

- Coeficient de corelatie — 0,998
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APENDICELE 4

EXEMPLU DE FISA TEHNICA PENTRU INREGISTRAREA REZULTATELOR ANALIZEI CHIMICE

(a) Concentratiile misurate

Proba din siptimana 1

Proba din siptimana 2

Proba din siptimana 3

Conc. nominali
Proaspitd Veche

Proaspiti Veche

Proaspiti Veche

(b) Concentratiile misurate sub forma de procente din cea nominald

Proba din siptimana 1
Conc. nominald

Proba din siptimana 2

Proba din siptimana 3

Proaspitd Veche

Proaspiti Veche

Proaspiti Veche
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APENDICELE 5

CALCULAREA MEDIEI PONDERATE DE TIMP

Media ponderatd de timp

Deoarece concentratia substantei testate poate sd scadd in intervalul de timp dintre reinnoiri, este necesar sd se aibd
in vedere necesitatea alegerii unei concentratii reprezentative pentru domeniul de concentratii experimentate cu dafnia
parinti. Alegerea se face pe principii biologice, cat si statistice. De exemplu, dacd se considerd ci reproducerea este
afectatd cel mai mult de concentratia de varf experimentatd, atunci trebuie sd se utilizeze concentratia maxima. Cu
toate acestea, dacd se considerd ci efectul acumulat sau pe termen lung al substantei toxice este mai important, atunci
o concentratie medie este mai relevanti. In cazul respectiv, o medie potrivitd pentru utilizare este concentratia medie
ponderatd de timp, deoarece tine seama de variatia concentratiei instantanee in timp.

12

10 C

N YN

Zile

Fig. 1: Exemplu de medie ponderati de timp

Figura 1 prezintd un exemplu de test (simplificat) cu durata de sapte zile cu reinnoirea mediului in zilele 0, 2 si 4.

— Linia subtire in zigzag reprezintd concentratia in orice punct in timp. Se considerd ci scdderea concentratiei este
urmarea unui proces de descompunere exponentiald.

— Cele sase puncte reprezentate grafic aratd concentratiile observate, misurate la inceputul si sfarsitul fiecarei
perioade de reinnoire.

— Linia continud groasd indicd pozitia mediei ponderate de timp.

Media ponderatd de timp se calculeazi, astfel incat aria de sub media ponderatd de timp si fie egald cu aria de sub
curba concentratiilor. Calculul pentru exemplul anterior se prezintd in tabelul 1.
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Tabelul 1: Calculul mediei ponderate de timp

Reinnoirea nr. Zile Conc. 0 Conc. 1 Ln(Conc. 0) Ln(Conc. 1) Aria
1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544
3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781
Total zile: 7 Aria totald 50,091
Media PT 7,156

,Zile” este numdrul de zile din perioada de reinnoire.

,Conc. 0" este concentratia mdsuratd la inceputul fiecrei perioade de reinnoire.

,Conc. 1” este concentratia mdsuratd la sfarsitul fiecirei perioade de reinnoire.

,Ln(Conc. 0)” este logaritmul natural al Conc. 0.

,Ln(Conc. 1)” este logaritmul natural al Conc. 1.

»Aria” este aria de sub curba exponentiald pentru fiecare perioadd de reinnoire. Se calculeaza cu:

Conc.0- Conc. 1
Aria = x Zile
Ln(Conc. 0)-Ln(Conc. 1)

Media ponderatd de timp (,media PT") este ,Aria totald” impartitd la ,Total zile”.
Desigur, pentru testul de reproducere a dafniei, tabelul trebuie marit pana la 21 de zile.

Este clar cd atunci cand observatiile se fac numai la inceputul si sfarsitul fiecirei perioade de reinnoire, nu se poate
confirma ci procesul de descompunere este, de fapt, exponential. O curba diferitd ar genera un calcul diferit pentru
LArie”. Cu toate acestea, un proces de descompunere exponentiald nu este neverosimil si este probabil cea mai buni
curbi de utilizat in absenta altor date.

Cu toate acestea, este necesar sd se procedeze cu prudentd, dacd la analiza chimicd nu se reuseste sd se gdseascd nici
o substanta la sfarsitul perioade I de reinnoire. Cu exceptia cazului in care este posibil s se estimeze rapiditatea
disparitiei substantei din solutie, este imposibil sd se obtind o arie realistd sub curba si, prin urmare, este imposibil
sd se obtind o medie ponderatd de timp rezonabild.
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ANEXA 6

ANEXA VI

CRITERII GENERALE PRIVIND CLASIFICAREA $I ETICHETAREA SUBSTANTELOR SI
PREPARATELOR PERICULOASE

Cuprins
1. INTRODUCERE GENERALA
2. CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE PROPRIETATILE FIZICO-CHIMICE
2.1. Introducere
2.2. Criteriile pentru clasificare, alegerea simbolurilor, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc
2.2.1. Exploziv
2.2.2. Oxidant
2.2.3. Foarte inflamabil
2.2.4. Usor inflamabil
2.2.5. Inflamabil
2.2.6. Alte proprietiti fizico-chimice
3. CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE PROPRIETATILE TOXICOLOGICE
3.1. Introducere
3.2 Criteriile pentru clasificare, alegerea simbolurilor, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc
3.2.1. Foarte toxic
3.2.2. Toxic
3.2.3. Nociv
3.2.4. Observatii privind utilizarea R48
3.2.5. Corosiv
3.2.6. Iritant
3.2.7. Sensibilizare
3.2.8. Alte proprietdti toxicologice
4. CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE EFECTELE SPECIFICE ASUPRA SANATATII OAMENILOR
4.1. Introducere
4.2. Criteriile pentru clasificare, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc
4.2.1. Substante cancerigene
4.2.2. Substante mutagene
4.2.3. Substante toxice pentru reproducere

4.2.4. Procedeu de clasificare a preparatelor in functie de efectele specifice asupra sanatatii
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5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

6.2.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE EFECTELE ASUPRA MEDIULUI INCONJURATOR
Introducere

Criteriile pentru clasificare, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc
Mediul acvatic

Mediul neacvatic

ALEGEREA FRAZELOR CU RECOMANDARI DE PRUDENTA
Introducere

Fraze de prudentd pentru substante si preparate

ETICHETAREA

CAZURI SPECIALE: Substante

Butelii mobile de gaz

Recipiente de gaz pentru propan, butan sau gaz petrolier lichefiat (GPL)
Metale sub forma solidd

Substante clasificate cu R65

CAZURI SPECIALE: Preparate

Preparate gazoase (amestecuri de gaze)

Recipiente de gaze pentru preparate odorizante ce contin propan, butan sau gaz petrolier lichefiat
(GPL)

Aliaje, preparate ce contin polimeri, preparate ce contin elastomeri
Preparate clasificate cu R65
Peroxizi organici

Dispozitii suplimentare de etichetare pentru anumite preparate

SPECIFICATIILE COMISIEI

1.

1.1.

1.2.

1.3.

INTRODUCERE GENERALA

Scopul clasificdrii este identificarea tuturor proprietdtilor fizico-chimice, toxicologice si ecotoxicologice ale
substantelor si preparatelor care pot si constituie un risc in timpul manipuldrii sau folosirii normale a
acestora. Dupd identificarea unor proprietati periculoase, substanta sau preparatul trebuie sa se eticheteze
pentru a se indica pericolul (pericolele) in vederea protejrii utilizatorului, publicului general si mediului
inconjurdtor.

Prezenta anexd stabileste principiile generale care reglementeaza clasificarea si etichetarea substantelor si
preparatelor mentionate la articolul 4 din prezenta directiva si in articolul 4 din Directiva 1999/45/CE si
alte directive relevante privind preparatele periculoase.

Aceasta se adreseazd tuturor celor interesati (producitori, importatori, autoritdti nationale) de metodele de
clasificare si etichetare a substantelor si preparatelor periculoase.

Dispozitiile prezentei directive si ale Directivei 1999/45/CE sunt destinate sd ofere un prim ajutor prin care
publicul general si persoanele la locul de muncd si primeascd informatiile esentiale referitoare la substantele
si preparatele periculoase. Eticheta atrage atentia peroanelor care manipuleazd sau utilizeaza substante si
preparate asupra pericolului inerent al anumitor materiale de acest tip.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

Eticheta mai poate servi la atragerea atentiei asupra unor informatii mai cuprinzitoare despre produs,
privind securitatea si utilizarea, disponibile in alte forme.

Eticheta ia in considerare toate pericolele posibile care se pot intalni in manipularea si utilizarea normald
a substantelor si preparatelor periculoase in forma in care se afld cand sunt introduse pe piatd, dar nu
neapdrat in orice altd formd in care se pot utiliza in final, de exemplu diluate. Cele mai grave pericole sunt
marcate prin simboluri, aceste pericole precum si cele pe care le prezintd alte proprietdti periculoase se
specificd prin fraze de risc, iar frazele de prudentd contin recomandarile de prudenta necesare.

Pentru substante, informatiile sunt completate cu denumirea substantei conform nomenclaturii
recunoscute la nivel international, denumirea preferatd fiind cea utilizatd in Inventarul european al
substantelor chimice existente introduse pe piatd (IESCE) sau in Lista europeand a substantelor chimice
notificate (ELINCS), numdrul CE si numele, adresa si numarul de telefon al persoanei stabilite in Comunitate
care raspunde de introducerea substantei pe piatd.

Pentru preparate, informatiile conform articolului 10 alineatul (2) din Directiva 1999/45/CE se completeazd
cu urmdtoarele date:

— denumirea comerciald sau destinatia preparatului;
— denumirea chimica a substantei sau substantelor din preparat si

— numele, adresa completd si numdrul de telefon al persoanei stabilite in Comunitate care rdspunde de
introducerea preparatului pe piata.

In temeiul articolului 6, producitorii, distribuitorii si importatorii substantelor periculoase care apar in
[ESCE, dar care nu au fost incd introduse in anexa I, sunt obligati si facd o investigatie pentru a fi la curent
cu datele relevante si accesibile existente, referitoare la proprietatile acestor substante. Pe baza informatiilor
respective, acestia ambaleazd si eticheteaza provizoriu substantele de acest tip conform normelor stabilite
in articolele 22-25 si criteriilor din prezenta anexa.

Datele necesare pentru clasificare si etichetare

Pentru substante, datele necesare pentru clasificare si etichetare se pot obtine:

(a) referitor la substantele pentru care sunt necesare informatiile specificate in anexa VII, majoritatea datelor
necesare pentru clasificare si etichetare apar in ,setul de baza”. Acest tip de clasificare si etichetare trebuie
revizuit, dacd este necesar, atunci cand existd informatii suplimentare (anexa VIII);

(b) referitor la alte substante (de exemplu, cele mentionate la punctul 1.5), datele necesare pentru clasificare
si etichetare se pot obtine, daci este necesar, din alte surse, de exemplu:

— rezultatele testelor anterioare;

— informatiile solicitate de normele internationale privind transportul substantelor periculoase;
— informatiile luate din lucrarile de referinta si din literatura de specialitate sau

— informatiile rezultate din experienta practica.

Daci este cazul, se pot lua in considerare si rezultatele relatiilor structurd-activitate validate si aprecierea
specialistilor.

Pentru preparate, datele necesare pentru clasificare si etichetare se pot obtine in mod normal:

(a) daci acestea sunt date fizico-chimice, prin aplicarea metodelor specificate in anexa V. Acest lucru este
valabil si pentru preparatele reglementate de Directiva 91/414/CEE, cu exceptia cazului in care se pot
accepta alte metode recunoscute la nivel international, in conformitate cu dispozitiile din anexele II si I1I
la Directiva 91/414/CEE [articolul 5 alineatul (5) din Directiva 1999/45|CE]. Pentru preparatele gazoase
se poate utiliza o metoda de calcul pentru proprietitile de inflamabilitate si oxidante (a se vedea 9.1.1.1
si 9.1.1.2). Pentru preparatele negazoase, ce contin peroxizi organici, se poate utiliza o metoda de calcul
pentru proprietdtile oxidante (a se vedea 2.2.2.1);
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(b) dacd acestea sunt date privind efectele asupra sanatatii:

— prin aplicarea metodelor specificate in anexa V, cu exceptia cazului in care, pentru produsele de
protectie a plantelor, se pot accepta alte metode recunoscute la nivel international, in conformitate
cu dispozitiile din anexele II si III la Directiva 91/414/CEE [articolul 6 alineatul (1) litera (b) din
Directiva 1999/45/CE];

— i prin aplicarea unei metode conventionale mentionate la articolul 6 din si la anexa Il partile A.1-6
si B.1-5 la Directiva 1999/45/CE sau

— pentru R65, prin aplicarea normelor previzute la 3.2.3;

— totusi dacd acestea se referd la evaluarea proprietdtilor cancerigene, mutagene si de toxicitate pentru
reproducere, prin aplicarea unei metode conventionale mentionate la articolul 6 din si la anexa II
partile A.7-9 si B.6 la Directiva 1999/45/CE;

<

daci acestea sunt date privind proprietitile ecotoxicologice:
(i) doar pentru toxicitatea acvatica:

— prin aplicarea metodelor specificate in anexa V, conform conditiilor mentionate la anexa III
partea C la Directiva 1999/45/CE, cu exceptia cazului in care, pentru produsele de protectie a
plantelor, se pot accepta alte metode recunoscute la nivel international, in conformitate cu
dispozitiile din anexele II si III la Directiva 91/414/CEE [articolul 7 alineatul (1) litera (b) din
Directiva 1999/45/CE] sau

— prin aplicarea unei metode conventionale mentionate la articolul 7 din si in anexa III partile A
si B, la Directiva 1999/45/CE;

(i) pentru evaluarea bioacumuldrii posibile (sau reale), prin determinarea log P, (sau BCF) sau
evaluarea capacititii de degradare, prin aplicarea unei metode conventionale mentionate la
articolul 7 din si in anexa IIl partile A si B, la Directiva 1999/45/CE;

(i) pentru pericolele pentru stratul de ozon, prin aplicarea unei metode conventionale mentionate la
articolul 7 din si anexa III, partile A si B, la Directiva 1999/45/CE.

Nota referitoare la realizarea testelor pe animale:

Testele pe animale, pentru stabilirea datelor experimentale se realizeazd in conformitate cu dispozitiile din
Directiva 86/609/CEE referitoare la protectia animalelor utilizate la experimentari.

Notd referitoare la proprietitile fizico-chimice:

Pentru peroxizii organici si preparatele cu peroxizi organici, datele se pot obtine prin metoda de calcul
stabilitd la punctul 9.5. Pentru preparatele gazoase, se poate utiliza 0 metodd de calcul pentru proprietatile
de inflamabilitate si oxidante (a se vedea punctul 9).

Aplicarea criteriilor orientative

Clasificarea trebuie sd aibd in vedere proprietdtile fizico-chimice, toxicologice si ecotoxicologice ale
substantelor si preparatelor.

Clasificarea substantelor si preparatelor se face conform punctului 1.6, pe baza criteriilor de la punctele 2-5
(substante) si punctele 2, 3, 4.2.4 si 5 din prezenta anexd. Trebuie sd se tind seama de toate tipurile de
pericole. De exemplu, clasificarea conform 3.2.1 nu inseamnd ignorarea unui punct ca 3.2.2 sau 3.2.4.

Alegerea simbolului (simbolurilor) si frazei (frazelor) de risc se face in functie de clasificare pentru a garanta
specificarea pe etichetd a naturii specifice a pericolelor posibile identificate in clasificare.

Fird a aduce atingere criteriilor prevazute la 2.2.3, 2.2.4 si 2.2.5, substantele si preparatele sub formd de
aerosoli se supun dispozitiilor din Directiva 75/324/CEE, astfel cum a fost modificatd si adaptatd la
progresul tehnic.
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1.7.1.

1.7.2.1.

Definitii

,Substante” reprezintd elementele chimice si compusii acestora in stare naturald sau obtinuti prin orice
proces de productie, care includ orice aditiv necesar pentru mentinerea stabilitatii produsului si orice
impuritdti ce rezultd din procesul de productie utilizat, dar fard solventul care se poate separa fard sd afecteze
stabilitatea substantei sau s modifice compozitia acesteia.

O substantd poate si fie foarte bine definitd din punct de vedere chimic (de exemplu, acetona) sau un
amestec complex de componente de compozitii diferite (de exemplu, distilate aromate). Pentru anumite
substante complexe s-au identificat unii componenti individuali.

,Preparate” reprezintd amestecuri de solutii compuse din doud sau mai multe substante.

Aplicarea criteriilor orientative pentru substante

Criteriile orientative stabilite in prezenta anexd se pot aplica direct atunci cind datele in discutie s-au obtinut
din metode de testare comparabile cu cele descrise in anexa V. In alte cazuri, datele disponibile trebuie s
fie evaluate prin compararea metodelor de testare utilizate cu cele indicate in anexa V si normele specificate
in prezenta anexd pentru determinarea clasificdrii i etichetdrii corespunzdtoare.

In unele cazuri, pot exista indoieli in privinta aplicirii criteriilor relevante, in special daca acestea necesitd
aprecierea unui specialist. In aceste cazuri, este necesar ca producatorul, distribuitorul sau importatorul sa
clasifice si sd eticheteze provizoriu substanta in urma evaludrii dovezii de citre o persoand competenta.

Fird a aduce atingere articolului 6, dacd a fost urmatd procedura prezentatd anterior si dacd se iau in
consideratie posibilele inconsecvente, atunci se poate prezenta o propunere pentru introducerea clasificarii
provizorii in anexa 1. Propunerea se face unuia din statele membre si se insoteste de datele stiintifice
corespunzitoare (a se vedea si punctul 4.1).

Se poate utiliza o procedurd similard atunci cand se identificd informatii care produc ingrijorare in privinta
acuratetei unei date existente in anexa L.

Clasificarea substantelor ce contin impuritdti, aditivi sau componente individuale

Daci s-au identificat impuritati, aditivi sau componente individuale ale substantelor, se iau in consideratie,
dacd concentratia lor este mai mare decat sau egald cu limitele specificate:

— 0,1 % pentru substantele clasificate ca foarte toxice, toxice, cancerigene (categoria 1 sau 2), mutagene
(categoria 1 sau 2), toxice pentru reproducere (categoria 1 sau 2) sau periculoase pentru mediul
inconjurdtor (s-a atribuit simbolul ,N” pentru mediul acvatic, periculoase pentru stratul de ozon);

— 1 % pentru substantele clasificate ca periculoase, corosive, sensibilizatoare iritante, cancerigene
(categoria 3), mutagene (categoria 3), toxice pentru reproducere (categoria 3) sau periculoase pentru
mediul inconjurdtor (nu s-a atribuit simbolul ,N”, adicd periculoase pentru organismele acvatice, pot
provoca efecte negative pe termen lung),

cu exceptia cazului in care, in anexa I, se specificé valori mai mici.

Cu exceptia substantelor prezentate in mod specific in lista din anexa I, clasificarea se realizeazd conform
dispozitiilor din articolele 5, 6 si 7 din Directiva 1999/45/CE a Consiliului.

Pentru azbest (650-013-00-6) nu se aplici norma generald pana la fixarea concentratiei limitd din anexa L
Clasificarea si etichetarea substantelor cu continut de azbest trebuie s se facd conform principiilor din
articolul 6 din prezenta directiva.

Aplicarea criteriilor orientative pentru preparate

Criteriile orientative stabilite in prezenta anexd se pot aplica direct atunci cand datele in discutie s-au obtinut
din metode de testare comparabile cu cele descrise in anexa V, cu exceptia criteriilor de la punctul 4 pentru
care se poate aplica numai metoda standard. De asemenea, o metodd standard se poate aplica referitor la
criteriile de la punctul 5, cu exceptia toxicitdtii acvatice, care respectd conditiile mentionate in anexa IIl
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1.7.3.1.

2.1.

2.2.

2.2.1.

partea C, la Directiva 1999/45/CE. La preparatele reglementate de Directiva 91/414/CEE, se mai pot accepta
date pentru clasificare si etichetare din alte metode recunoscute la nivel international (a se vedea dispozitiile
speciale de la punctul 1.6 din prezenta anex3). In alte cazuri, evaluarea datelor disponibile trebuie s se faci
prin compararea metodelor de testare utilizate cu cele indicate in anexa V si cu normele specificate in
prezenta anexa pentru determinarea clasificarii si etichetarii adecvate.

Dacd pericolele pentru sandtate si mediul inconjurator se evalueazd prin aplicarea unei metode standard,
mentionate in articolele 6 si 7 si anexele II si III la Directiva 1999/45/CE, concentratiile limitd individuale
ce urmeazd sd se utilizeze sunt cele stabilite, fie:

— 1in anexa I la prezenta directiv, fie

— in anexa II partea B si anexa III, partea B, la Directiva 1999/45/CE, daca substanta sau substantele nu
apar in anexa I la prezenta directivd sau apar in aceasta fard concentratiile limitd.

In cazul preparatelor ce contin amestecuri de gaze, clasificarea in ceea ce priveste sanitatea si efectele asupra
mediului inconjurdtor se stabileste prin metoda de calcul bazatd pe concentratiile limitd individuale din
anexa [ la prezenta directivd, sau, dacd aceste limite nu existd in anexa I, respectiva clasificare se realizeazd
pe baza criteriilor din anexele I si III la Directiva 1999/45/CE.

Preparate sau substante descrise la punctul 1.7.2.1, utilizate drept componente ale altor preparate

Etichetarea acestor preparate trebuie sd fie in conformitate cu dispozitiile din articolul 10 conform
principiilor stabilite in articolele 3 si 4 din 1999/45/CE. Cu toate acestea, in anumite cazuri, datele privind
eticheta preparatului sau substantei descris(e) la punctul 1.7.2.1 sunt insuficiente pentru a permite altor
producitori, care doresc sd il(o) utilizeze drept componentd a propriului (propriilor) preparat(e), si realizeze
clasificarea si etichetarea corectd a preparatului (preparatelor) lor.

In cazurile mentionate, persoana stabiliti in Comunitate, responsabili de introducerea pe piati a
preparatului sau substantei descrise la punctul 1.7.2.1, fie c¢d este producdtorul, importatorul sau
distribuitorul, depune o cerere justificatd si prezintd cat se poate de repede toate datele necesare referitoare
la substantele periculoase pentru a permite clasificarea si etichetarea corectd a noului preparat. Datele
respective mai sunt necesare si pentru a permite persoanei responsabile de introducerea pe piatd a noului
preparat sd respecte alte conditii din Directiva 1999/45/CE.

CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE PROPRIETATILE FIZICO-CHIMICE

Introducere

Metodele de testare referitoare la proprietatile explozive, oxidante si inflamabile incluse in anexa V servesc
pentru a da un sens specific definitiilor generale prezentate in articolul 2 alineatul (2) literele (a)-(e). Criteriile
rezultd direct din metodele de testare din anexa V in mdsura in care sunt mentionate.

Dacd existd date adecvate care sd demonstreze in practicd faptul cd proprietitile fizico-chimice ale
substantelor si preparatelor (in afard de peroxizii organici) sunt diferite de cele dovedite prin metodele de
testare prezentate in anexa V, atunci aceste substante si preparate se clasificd conform pericolului pe care-1
reprezintd, dacd existd, pentru persoanele care manipuleazd substantele si preparatele sau pentru alte
persoane.

Criteriile pentru clasificare, alegerea simbolurilor, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc

Pentru preparate, este necesar sd se ia in considerare criteriile mentionate la articolul 5 din Directiva
1999/45CE.

Exploziv

Clasificarea substantelor si preparatelor ca explozive si atribuirea simbolului ,E” si a indicativului de pericol
Lexploziv” se fac in conformitate cu rezultatele testelor prezentate in anexa V si in masura in care substantele
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si preparatele sunt explozive in forma in care sunt introduse pe piatd. Este obligatorie o frazd de risc si
aceasta se specificd in functie de urmatoarele criterii:

R2 Risc de explozie prin soc, frecare, foc sau alte surse de incendiu
— Substantele si preparatele, cu exceptia celor stabilite in continuare.
R3 Risc ridicat de explozie prin soc, frecare, foc sau alte surse de incendiu

— Substantele si preparatele care sunt deosebit de sensibile, de exemplu, sdrurile acidului picric sau
PETN.

2.2.2. Oxidant

Clasificarea substantelor si preparatelor ca oxidante si atribuirea simbolului ,O” si a indicativului de pericol
,»oxidant” se fac in conformitate cu rezultatele testdrilor prezentate in anexa V. Este obligatorie o frazd de
risc §i aceasta se va specifica in functie de rezultatele testarilor, dar conform urmatoarelor criterii:

R7 Poate provoca incendiu

— Peroxizi organici care au proprietdti inflamabile chiar si atunci cind nu sunt in contact cu alt material
combustibil.

R8 Poate provoca incendiu in contact cu materiale combustibile

— Alte substante si preparate oxidante, inclusiv peroxizii anorganici, care pot si provoace foc sau sd
sporeascd riscul de foc atunci cand vin in contact cu un material combustibil.

R9 Exploziv in amestec cu materiale combustibile

— Alte substante si preparate, inclusiv peroxizii anorganici, care devin explozive cand sunt amestecate
cu materiale combustibile, de exemplu, anumiti clorati.

2.2.2.1.  Observatii referitoare la peroxizi

Pentru proprietdtile explozive, un peroxid organic sau un preparat al acestuia, in forma in care se introduce
pe piatd, se clasificd in conformitate cu criteriile de la punctul 2.2.1 in functie de testele realizate in
conformitate cu metodele prezentate in anexa V.

Pentru proprietitile oxidante, metodele existente prezentate in anexa V nu se pot aplica peroxizilor organici.

Pentru substante, peroxizii organici care nu sunt clasificati deja ca explozivi se clasificd ca periculosi in
functie de structura acestora (de exemplu, R-O-O-H; R;-O-O-R,).

Preparatele care nu sunt deja clasificate ca explozive se clasifica cu ajutorul unei metode de calcul in functie
de procentul de oxigen activ, indicatd la punctul 9.5.

Orice peroxid organic sau preparat al acestuia care nu este deja clasificat ca exploziv se clasifici ca oxidant,
dacd peroxidul sau preparatul acestuia contin

— mai mult decit 5 % peroxizi organici sau

— mai mult decit 0,5 % oxigen disponibil din peroxizii organici si mai mult decat 5 % perhidrol.

2.2.3. Foarte inflamabil

Clasificarea substantelor si preparatelor ca foarte inflamabile si atribuirea simbolului ,F+” si indicativului de
pericol ,foarte inflamabil” se fac in conformitate cu rezultatele testirilor prezentate in anexa V. Fraza de risc
se atribuie in conformitate cu urmitoarele criterii:

R12 Foarte inflamabil

— Substantele si preparatele lichide care au o temperaturd de aprindere sub 0 °C si o temperaturd de
fierbere (sau pentru un domeniu de fierbere temperatura initiald de fierbere) mai mica decat sau
egald cu 35 °C.

— Substantele si preparatele gazoase care se aprind in contact cu aerul la temperatura i presiunea
ambiantd.
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2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

Usor inflamabil

(lasificarea substantelor si preparatelor ca usor inflamabile si atribuirea simbolului ,F” i a indicativului de
pericol ,usor inflamabil” se fac in conformitate cu rezultatele testdrilor prezentate in anexa V. Frazele de risc
se atribuie in conformitate cu urmdtoarele criterii:

R11 Usor inflamabil

— Substantele si preparatele solide care se pot aprinde repede dupa contactul scurt cu o sursd de
aprindere si care continud sd arda sau sd se consume dupd indepdrtarea sursei de aprindere.

— Substantele si preparatele lichide care au o temperaturd de aprindere sub 21 °C, dar care nu sunt
extrem de inflamabile.

R15 Degajd gaze foarte inflamabile in contact cu apa

— Substantele si preparatele care, In contact cu apa sau aerul umed, degaji gaze foarte inflamabile
in cantitdti periculoase, la o ratd minima de 1 litru per kilogram per ora.

R17 Se aprinde spontan in contact cu aerul

— Substantele si preparatele care pot sd se infierbante si in final sd se aprinda in contact cu aerul la
temperatura ambiantd fird un aport de energie.

Inflamabil

Clasificarea substantelor si preparatelor ca inflamabile se face in conformitate cu rezultatele testarilor
prezentate in anexa V. Fraza de risc se atribuie in conformitate cu criteriile prezentate in continuare:

R10 Inflamabil

— Substantele si preparatele lichide care au o temperaturd de aprindere egald cu sau mai mare decét
21 °C si mai micd decat sau egald cu 55 °C.

Cu toate acestea, in practicd s-a ardtat ci un preparat care are o temperaturd de aprindere egald cu sau mai
mare decat 21 °C si mai mica decat sau egald cu 55 °C nu este nevoie si se clasifice ca inflamabild, dacd
preparatul nu poate in nici un fel s intretind arderea si numai atata timp cat cei care manipuleazd preparatele
respective sau alte persoane nu au motive s se teama de riscuri.

Alte proprietdti fizico-chimice

Se atribuie fraze suplimentare de risc substantelor si preparatelor care au fost clasificate in temeiul punctelor.
2.2.1-2.2.5 sau a punctelor 3, 4 si 5, in conformitate cu criteriile enumerate in continuare (pe baza
experientei obtinute in timpul redactdrii Anexei I):

R1 Exploziv in mediu uscat

Pentru substantele si preparatele explozive introduse pe piatd in solutie sau intr-o formd umedd, de
exemplu nitrocelulozi cu un continut de azot mai mare de 12,6 %.

R4 Formeazd compusi metalici explozivi foarte sensibili

Pentru substantele si preparatele care pot sd formeze derivati metalici explozivi sensibili, de exemplu
acid picric, acid stifnic.

R5 Poate provoca explozie sub actiunea caldurii

Pentru substantele si preparatele instabile termic care nu se clasificd drept explozive, de exemplu acid
percloric > 50 %.

R6  Explozive in contact sau fird contact cu aerul

Pentru substantele si preparatele care sunt instabile la temperatura ambiantd, de exemplu acetilena.
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3.1.

R7 Poate provoca incendiu
Pentru substantele si preparatele reactive, de exemplu fluorul, hidrosulfit de sodiu.
R14 Reactioneazd violent in contact cu apa

Pentru substantele si preparatele care reactioneazd violent cu apa, de exemplu, clorura de acetil,
metalele alcaline, tetraclorura de titan.

R16 Exploziv in amestec cu substante oxidante

Pentru substantele si preparatele care reactioneazd exploziv cu un agent oxidant, de exemplu, fosforul
rosu.
3

R18 Poate forma amestec de vapori-aer inflamabilifexplozivi in timpul utilizarii

Pentru preparatele care nu se clasifici de fapt ca inflamabile, care contin componente volatile care sunt
inflamabile in aer.

R19 Poate forma peroxizi explozivi

Pentru substantele si preparatele care pot si formeze peroxizi explozivi in timpul depozitdrii, de
exemplu, dietil eter, 1,4-dioxan.

R30 Poate deveni usor inflamabil in timpul utilizarii

Pentru preparatele care nu se clasificd de fapt ca inflamabile, care pot sd devind inflamabile datoritd
pierderii componentelor volatile neinflamabile.

R44 Risc de explozie prin incdlzire in mediu inchis

Pentru substantele si preparatele care nu se clasifici de fapt ca explozive in conformitate cu
punctul 2.2.1 anterior, dar care, in practicd, pot totusi sd prezinte proprietiti explozive, dacd sunt
incdlzite intr-un spatiu suficient de inchis. De exemplu, anumite substante care ar putea si se
descompund cu explozie, dacd sunt incilzite intr-un bidon din otel, nu prezintd efectul mentionat dacd
sunt incdlzite in recipiente mai putin rezistente.

Pentru alte fraze de risc suplimentare, a se vedea punctul 3.2.8.

CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE PROPRIETATILE TOXICOLOGICE

Introducere

Clasificarea implica atat efectele acute cat si cele pe termen lung ale substantelor si preparatelor, fie cd rezultd
dintr-o singurd expunere, fie dintr-o expunere prelungiti sau repetata.

Daci se poate demonstra prin studii epidemiologice, prin studii de caz valabile din punct de vedere stiintific
conform specificatiilor din prezenta anexd sau printr-o experientd fundamentatd statistic, ca evaluarea
datelor de la unititile de informatii toxicologice sau a celor referitoare la bolile profesionale, ci efectele
toxicologice asupra omului diferd de cele sugerate prin aplicarea metodelor specificate la punctul 1.6 din
prezenta anexd, atunci substanta sau preparatul se clasificd in conformitate cu efectele sale asupra omului.
Cu toate acestea, testele pe om trebuie sa fie descurajate si, in mod normal, nu trebuie utilizate pentru a
respinge datele pozitive pe animale.

Directiva 86/609/CEE cautd sd protejeze animalele utilizate pentru scopuri experimentale si altele stiintifice.
Pentru cateva cazuri extreme existd metode de testare in vitro In anexa V la prezenta directiva si testele
respective se utilizeazd, daci este cazul.

(lasificarea substantelor se face in functie de datele experimentale disponibile in conformitate cu criteriile
prezentate in continuare, care {in seama de amploarea efectelor respective:

(a) pentru toxicitatea acutd (efecte letale si ireversibile dupd o singurd expunere), urmeaza si se utilizeze
criteriile de la punctele 3.2.1-3.2.3;

(b) pentru toxicitatea subacutd, subcronicd sau cronicd, urmeazd si se utilizeze criteriile de la
punctele 3.2.2-3.2.4;
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3.1.5.1.

3.1.5.2.

(c) pentru efectele corosive si iritante, urmeazi si se utilizeze criteriile de la punctele 3.2.5-3.2.6;
(d) pentru efectele de sensibilizare, urmeaza si se utilizeze criteriile de la punctul 3.2.7;

() pentru efectele specifice asupra sdnatatii (cu caracter cancerigen, mutagen, si toxicitate asupra
reproducerii), urmeaza sd se utilizeze criteriile de la punctul 4.

Pentru preparate, clasificarea referitoare la pericolul pentru sanitate se realizeaza:

(a) pebaza metodei standard mentionat in articolul 6 din siin anexa Il la Directiva 1999/45/CE in absenta
datelor experimentale. In acest caz, clasificarea se face in functie de concentratiile limita individuale:

— luate fie din anexa I la prezenta directiva, fie

— din anexa II partea B, la Directiva 1999/45/CE, dacd substanta sau substantele nu apar in anexa I
la prezenta directivi sau apar in aceasta fard concentratiile limit;

(b) sau, cand sunt disponibile date experimentale, conform criteriilor descrise la punctul 3.1.2, excluzand
proprietatile cancerigene, mutagene sau toxice pentru reproducere mentionate la punctul 3.1.2 litera
(e) care trebuie sd se evalueze printr-o metoda standard mentionati la articolul 6 din sau in anexa II
partile A.7-9 si B.6, la Directiva 1999/45/CE.

Notd: Fird a aduce atingere dispozitiilor din Directiva 91/414/CEE, numai daci persoanele responsabile
de introducerea preparatului pe piatd pot si demonstreze stiintific ci proprietitile toxicologice ale
preparatului nu se pot determina in mod corect prin metoda prezentatd la punctul 3.1.3 litera (a) sau pe
baza rezultatelor existente ale testelor pe animale, se pot utiliza metodele prezentate la punctul 3.1.3
litera (b), cu conditia ca acestea si fie justificate sau autorizate in mod special conform articolului 12 din
Directiva 86/609/CEE.

Oricare este metoda utilizatd pentru evaluarea pericolului unui preparat, trebuie si se ia in considerare toate
efectele periculoase asupra sinatatii conform criteriilor din anexa 11, partea B, la Directiva 1999/45/CE.

Cand clasificarea urmeaza si se stabileascd din rezultatele experimentale obtinute in testele pe animale,
rezultatele trebuie sd fie valabile pentru om, prin aceea ci testele reflectd intr-un mod corespunzitor,
riscurile pentru om.

Toxicitatea orald acutd a substantelor sau preparatelor introduse pe piatd se poate stabili fie printr-o metodd
care sd permitd determinarea valorii DLsy, fie prin determinarea dozei caracteristice (metoda dozei fixe), fie
prin determinarea domeniului de expunere in care se estimeaza letalitatea (metoda clasei de toxicitate acutd).

Doza caracteristici este doza care provoacd o toxicitate evidentd, dar nu mortalitatea si trebuie sd reprezinte
unul dintre cele patru nivele ale dozajului specificate in anexa V (5, 50, 500 sau 2 000 mg per kg de greutate
a corpului).

Notiunea de ,toxicitate evidentd” se utilizeazd pentru a desemna efectele toxice, dupa expunere la substanta

testatd, care sunt atat de severe, incat expunerea la urmdtoarea doza fixd mai mare ar conduce probabil la
mortalitate.

Rezultatele testului la 0 anumitd dozd, conform metodei cu dozi fixd pot sa fie:

— supravietuire mai putin de 100 %;

— supravieguire 100 %, dar toxicitate evidentd;

— supravietuire 100 %, dar fird toxicitate evidenta.

in criteriile de la punctele 3.2.1, 3.2.2 si 3.2.3, se prezintd numai rezultatul testului final. Se recomanda si
se utilizeze in principal doza de 2 000 mg/kg in primul rand pentru a obtine informatii privind efectele
toxice ale substantelor care au o toxicitate acutd micd si care nu sunt clasificate in functie de toxicitatea acuta.
In unele cazuri, metoda dozei fixe necesiti efectuarea testului la doze mai mari sau mai mici, daci acesta

nu s-a efectuat deja la nivelul dozei relevante. Se face trimitere si la tabelul de evaluare din metoda de testare
B.1 bis.

Domeniul de expunere in care se estimeazd letalitatea se obtine din observarea absentei sau prezentei
mortalitdtii datorate substantei conform metodei pentru clasa de toxicitate acutd. Pentru testul initial se
utilizeazd una din cele trei doze initiale fixe (25, 200 sau 2 000 mg per kg greutatea corpului).
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3.2

3.2.1.

3.2.2.

Metoda pentru clasa de toxicitate acutd necesitd in unele cazuri efectuarea testului la doze mai mari sau mai
mici, dacd acesta nu s-a facut la nivelul dozei relevante. De asemenea, se face trimitere la diagramele cu
protocolul testului din metoda de testare B.1 ter din anexa V.

Criteriile pentru clasificare, alegerea simbolurilor, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc

Foarte toxic

Clasificarea substantelor si preparatelor ca foarte toxice si atribuirea simbolului ,T+” si a indicativului de
{ S $ 3
pericol ,foarte toxic” se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare.

Frazele de risc se atribuie in conformitate cu urmitoarele criterii:
R28 Foarte toxic in cazul ingestiei
Rezultatele toxicitdtii acute:
— DL, oral, sobolan: < 25 mg/kg,
— supravietuire mai putin de 100 % la 5 mg/kg oral, sobolan prin metoda dozei fixe sau
— mortalitate mare la doze < 25 mg/kg oral, sobolan prin metoda clasei de toxicitate acutd (pentru
interpretarea rezultatelor testului, a se vedea diagramele protocolului din apendicele 2 la metoda
de testare B.1 ter din anexa V).
R27 Foarte toxic in contact cu pielea
Rezultatele toxicitdtii acute:
— DL, dermic, sobolan sau iepure: < 50 mg/kg.
R26 Foarte toxic in cazul inhaldrii
Rezultatele toxicitdtii acute:
— CL,, inhalare, sobolan, pentru aerosoli sau macroparticule: < 0,25 mg/litru/4 h,
— CL,, inhalare, sobolan, pentru gaze si vapori: < 0,5 mg/litru/4 h

R39

Pericol de efecte foarte grave ireversibile

— Dovadi puternici a unei posibile leziuni ireversibile, alta decat efectele mentionate la punctul 4,
la o singurd expunere pe o cale potrivitd, in general in domeniul de doze mentionate anterior.

Pentru a ardta calea de administrare/expunere, se utilizeaza una din urmdtoarele combinatii: R39/26,
R39/27, R39/28, R39/26/27, R39/26/28, R39/27/28, R39/26/27/28.
Toxic
Clasificarea substantelor si preparatelor ca toxice si atribuirea simbolului ,T” si a indicativului de pericol
Ltoxic” se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare. Frazele de risc se atribuie in conformitate
cu urmdtoarele criterii:
R25 Toxic in cazul ingestiei
Rezultatele toxicitatii acute:
— DL, oral, sobolan: 25 < DL, < 200 mg/kg,
— doza caracteristicd, oral, sobolan, 5 mg/kg: supravietuire 100 %, dar toxicitate evidentd sau
— mortalitate mare in domeniul de >25-< 200 mg/kg oral, sobolan prin metoda clasei de toxicitate
acutd (pentru interpretarea rezultatelor testului, a se vedea diagramele protocolului din
apendicele 2 la metoda de testare B.1 ter din anexa V).
R24 Toxic in contact cu pielea

Rezultatele toxicitdtii acute:

— DL, dermic, sobolan sau iepure: 50 < DL;, < 400 mg/kg.
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3.2.3.

R23 Toxic in cazul inhaldrii
Rezultatele toxicitdtii acute:
— CLs, inhalare, sobolan, pentru aerosoli sau macroparticule: 0,25 < CL;, < 1 mg [litru/4 h,
— CL,, inhalare, sobolan, pentru gaze si vapori: 0,5 < CLs, < 2 mg/litru/4 h.

R39

Pericol de efecte foarte grave ireversibile

— Dovadai puternicd a unei posibile leziuni, alta decat efectele mentionate la punctul 4, la o singurd
expunere pe o cale potrivitd, in general in domeniul de doze mentionate anterior.

Pentru a ardta calea de administrare/expunere, se utilizeazd una din urmdtoarele combinatii: R39/23,
R39/24, R39/25, R39/23/24, R29/23/25, R39/24/25, R39/23/24/25.

R48

Risc de efecte grave asupra sdndtdtii in caz de expunere prelungitd

— este posibild o deteriorare severd (perturbare clard a functiilor sau modificare morfologica de
importantd toxicologicd) la o expunere repetatd sau prelungitd pe o cale potrivita.

Substantele si preparatele se clasificd cel putin ca toxice cand atunci cdnd efectele mentionate se
observi la nivele cu un ordin de marime mai mic (de exemplu, de 10 ori) decat cele stabilite pentru
R48 la punctul 3.2.3.

Pentru a ardta calea de administrare/expunere, se utilizeazd una din urmdtoarele combinatii: R48/23,

R48/24, R48/25, R48/23(24, R48/23/25, R48/24/25, R48[23/24/25.

Nociv

Clasificarea substantelor si preparatelor ca nocive si atribuirea simbolului ,Xn" si a indicativului de pericol
,nociv” se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare. Frazele de risc se atribuie in conformitate
cu urmdtoarele criterii:
R22 Nociv in cazul ingestiei

Rezultatele toxicitdtii acute:

— DL, per oral, sobolan: 200 < DL;, < 2 000 mg/kg,

— doza caracteristicd, oral, sobolan, 50 mg/kg: supravietuire 100 %, dar toxicitate evidentd,

— supravietuire mai putin de 100 % la 500 mg/kg, sobolan, oral prin metoda dozei fixe. Se face
trimitere la tabelul de evaluare de la metoda de testare B.1 bis din anexa V sau

— mortalitate mare in domeniul de doze >200 - < 2 000 mg/kg oral, sobolan prin metoda clasei de
toxicitate acutd (pentru interpretarea rezultatelor testului, a se vedea diagramele protocolului din
apendicele 2 la metoda de testare B.1 ter din anexa V).

R21 Nociv in contact cu pielea

Rezultatele toxicitdtii acute:

— DL;, dermic, sobolan sau iepure: 400 < DL, < 2 000 mg/kg.
R20 Nociv in cazul inhaldrii

Rezultatele toxicitdtii acute:

— CL;, inhalare, sobolan, pentru aerosoli sau macroparticule: 1 < CL5, < 5 mg [litru/4 h,

— CL,, inhalare, sobolan, pentru gaze si vapori: 2 < CLs, < 20 mg/litru/4 h.

R65 Nociv: Poate fi nociv pentru plimani in cazul ingestiei

Substantele si preparatele lichide care prezinta pericol de aspirare la oameni datoritd vascozitatii mici
a acestora:

(a) pentru substantele si preparatele ce contin hidrocarburi alifatice, aciclice si aromatice in
concentratie totald egald cu sau mai mare de 10 % si care au, fie
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3.2.3.1.

3.2.4.

— un timp de curgere mai mic de 30 de secunde printr-o cupd ISO de 3 mm conform ISO 2431
(editia aprilie 1996 iulie 1999) referitor la ,Lacuri si vopsele - determinarea timpului de curgere
cu ajutorul cupelor de curgere”, fie

— 0 vascozitate cinematicd, masuratd cu un viscozimetru cu capilard calibratd din sticld in
conformitate cu ISO 3104/3105, mai mici de 7 x10~ ® m?/sec, la 40 °C (ISO 3104, editia
1994, referitor la ,Produse petroliere — Lichide transparente si opace - Determinarea
vascozitdtii cinematice si calculul vascozitatii dinamice”; ISO 3105, editia 1994, referitor la
,Viscozimetru cinematic cu capilard din sticld — Specificatii si instructiuni de lucru”), fie

— o vascozitate cinematicd, obtinutd din misurdtorile cu viscozimetru rotativ in conformitate cu
1SO 3219, mai micide 7 x 10~ ¢ mz/sec, la 40 °C (ISO 3219, editia 1993, referitor la ,Materiale
plastice — Polimeri/rdsini in stare lichidd sau sub forma de emulsii sau dispersii — Determinarea
véscozitdtii cu ajutorul unui viscozimetru rotativ cu o viteza de forfecare specificatd”).

A observa cd nu este necesar ca substantele si preparatele care indeplinesc criteriile mentionate
anterior sd se clasifice, dacd au o tensiune superficiali medie mai mare de 33 mN/m la 25 °C,
mdsuratd cu tensiometru Nouy sau prin metodele de testare prezentate in anexa V, partea A.5;

(b) pentru substante si preparate, pe baza experientei practice la oameni.
R68 Posibil risc de efecte ireversibile

— Dovadd puternicd a unei posibile leziuni, alta decat efectele mentionate la punctul 4, la o singurd
expunere pe o cale potrivitd, in general in domeniul de doze mentionate anterior.

Pentru a ardta calea de administrare/expunere, se utilizeaza una din urmdtoarele combinatii: R68/20,
R68/21, R68/22, R68/20/21, R68/20/22, R68/21/22, R68/20/21/22.

R48 Risc de efecte grave asupra sindtitii in caz de expunere prelungitd

— este posibild o deteriorare severd (perturbare clard a functiilor sau modificare morfologicd de
importantd toxicologicd) la o expunere repetatd sau prelungitd pe o cale potrivita.

Substantele si preparatele se clasificd cel putin ca nocive atunci cind efectele mentionate se observa
la nivele de ordinul a:

— oral, sobolan < 50 mg/kg (greutatea corpului)/zi;
— dermic, sobolan sau iepure < 100 mg/kg (greutatea corpului)/zi;
— inhalare, sobolan < 0,25 mg/l, 6 h/zi.

Valorile orientative mentionate se pot aplica direct atunci cand se observd leziuni severe intr-un test de
toxicitate subcronica (90 de zile). La interpretarea rezultatelor unui test de toxicitate subacutd (28 de zile),
este necesar ca cifrele prezentate si se amplifice de aproximativ trei ori. Dacd este disponibil un test de
toxicitate cronicd (doi ani), evaluarea rezultatelor se face de la caz la caz. Dacd sunt disponibile rezultatele
unor studii cu duratd mai mare de un an, se utilizeazi, de obicei, cele din studiul cu durata cea mai mare.

Pentru a ardta calea de administrare/expunere, se utilizeazd una din urmitoarele combinatii: R48/20,
R48/21, R48/22, R48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

Explicatii privind substangele volatile

Pentru anumite substante cu o concentratie mare a vaporilor saturati, pot exista dovezi care si indice efecte
care produc ingrijorare. Aceste substante pot sd nu fie clasificate conform criteriilor pentru efecte asupra
sandtatii din prezentul ghid (3.2.3), sau pot sd nu facd obiectul punctului 3.2.8. Cu toate acestea, daci existd
dovezi corespunzitoare cd aceste substante pot sd prezinte un risc in timpul manipuldrii si utilizarii
normale, atunci poate fi necesard clasificarea de la caz la caz din anexa 1.

Observatii privind utilizarea R48

Utilizarea frazei de risc se referd la domeniul specific al efectelor biologice in termenii descrisi in continuare.
Pentru aplicarea frazei de risc, trebuie si se aibd in vedere o deteriorare serioasd a sinatatii care si includd
decesul, perturbarea clard a functiilor sau modificari morfologice care sunt importante din punct de vedere
toxicologic. Este deosebit de importanti cAnd modificirile mentionate sunt ireversibile. De asemenea, este
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3.2.5.

important s se {ind seama nu numai de modificdrile severe specifice dintr-un singur organ sau sistem
biologic, ci si de modificarile generalizate mai putin severe care includ cateva organe sau modificarile severe
ale stdrii de sdndtate in general.

Pentru a evalua dacd existd dovezi pentru tipurile de efecte mentionate, trebuie sd se tind seama de
urmadtoarele linii directoare:

1. Dovezile ci este necesard aplicarea R48:
(a) decese datorate substantei;

(b) () modificari functionale importante in sistemul nervos central sau periferic, care include vederea,
auzul si simtul mirosului, evaluate prin observatii clinice sau alte metode potrivite (de exemplu,
electrofiziologie);

(i) modificari functionale majore in alte sisteme de organe (de exemplu, plimanul);

(b) orice modificdri consistente ale parametrilor de biochimie clinicd, hematologie sau examen de urind
care indicd disfunctii severe ale organelor. Se considerd cd anomaliile hematologice sunt deosebit
de importante, dacd dovezile sugereazi ci acestea se datoreazd unei productii scizute de celule ale
sangelui din miduva osoasd;

(¢) lezare severd a organelor observatd la examinarea microscopicd in urma autopsiei:

(i) necrozd, fibroza intinse sau severe sau formarea de granuloame in organele vitale cu capacitate
regenerativd (de exemplu, ficat);

(i) modificdri morfologice severe care pot fi reversibile, dar sunt o dovadi clard a disfunctiei
pronuntate a organului (de exemplu, modificari severe ale lipidelor in ficat, nefrozd tubulard
acutd severd in rinichi, gastritd ulceroasd) sau

(iii) dovada unei morti apreciabile a celulelor din organele vitale incapabile de regenerare (de
exemplu, fibroza miocardului sau partea dorsald muribunda a unui nerv) sau din populatiile de
hematocitoblasti (de exemplu, aplazia sau hipoplazia maduvei osoase).

Dovezile mentionate anterior se vor obtine de obicei din experimentiri pe animale. Dacd se iau in
considerare datele rezultate din experienta practicd, este necesar si se acorde o atentie speciald nivelelor
de expunere.

2. Dovezile ¢i nu este necesard aplicarea R48:

Utilizarea frazei de risc mentionate se restrange la ,deteriorarea serioasd a sinatatii la expunere
prelungitd”. Se pot observa o serie de efecte aferente substantei atat la oameni cat si la animale, care
nu ar justifica utilizarea R48. Efectele respective sunt relevante atunci cand se incearcd si se
determine un nivel fird efecte pentru o substantd chimica.

Exemple de modificiri bine documentate care, in mod normal, nu ar justifica clasificarea cu R48,
indiferent de importanta statisticd a acestora, includ:

(a) observatii clinice sau modificdri ale cresterii greutdtii corporale, consumului de alimente sau
apei bdute, care pot avea importantd toxicologicd, dar care nu indicd, ele insele, o ,deteriorare

I’

serioasd”;

(b) mici modificdri ale parametrilor de biochimie clinicd, hematologie sau examen al urinei, care
sunt de o indoielnicd sau minimd importantd toxicologic;

(c) modificri ale greutitilor organelor fird semne de disfunctie a organelor;

(d) raspunsuri de adaptare (de exemplu, migrarea macrofagilor in plaimani, hipertrofia ficatului i
inductia enzimaticd, raspunsuri hiperplastice la iritanti). Efectele locale asupra pielii produse
prin aplicarea dermicd repetatd a unei substante cdreia i se potriveste mai bine R38 iritant
pentru piele” sau

(e) dacd a fost demonstrat un mecanism de toxicitate specific speciei (de exemplu, cii metabolice
specifice).

Corosiv

Clasificarea substantelor sau preparatelor drept corosive si atribuirea simbolului ,C” si a indicativului de
pericol ,corosiv” se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare.

— o substantd sau un preparat se considerd ca fiind corosiv dacd, atunci cand se aplicd pe pielea intactd
a unui animal sdndtos, produce o distrugere in toatd grosimea a tesutului pielii la cel putin un animal
in timpul testului de iritare a pielii mentionat in anexa V sau in timpul unei metode echivalente;
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— clasificarea se poate face in functie de rezultatele unui test in vitro validat, ca acela mentionat la anexa V
(B.40. Coroziunea pielii: determinarea rezistentei electrice transcutanate in pielea de sobolan si
determinarea modelului de piele umana);

— de asemenea, o substantd sau un preparat se considerd corosiv, dacd rezultatul se poate preconiza, de
exemplu, din reactiile puternic acide sau alcaline indicate de un pH egal cu 2 sau mai mic sau de 11,5
sau mai mare. Cu toate acestea, dacd clasificarea s-a facut pe baza unui pH extrem, se poate lua in
considerare si rezerva acid/bazi (!). Daca luarea in considerare a rezervei de acid/bazd sugereazd ca
substanta sau preparatul nu poate si fie corosiv(d), atunci trebuie s se efectueze alte testdri pentru a
confirma acest lucru, de preferintd prin utilizarea unui test corespunzitor in vitro validat. Luarea in

considerare a rezervei acid/bazd nu se utilizeaza singurd pentru a scuti substantele sau preparatele de
a fi clasificate drept corosive.

Frazele de risc se atribuie in conformitate cu criteriile prezentate in continuare:
R35 Provoaca arsuri grave
— dacd, atunci cind se aplicd pe pielea intactd a animalelor sdndtoase, are loc distrugerea in toatd
grosimea a tesutului pielii in urma expunerii de pana la trei minute sau dacd rezultatul respectiv
se poate preconiza.
R34 Provoaca arsuri
— dacd, atunci cind se aplicd pe pielea intactd a animalului sinitos, are loc distrugerea in toatd
grosimea a tesutului pielii in urma unei expuneri de pana la patru ore sau daca rezultatul respectiv

se poate preconiza;

— hidroperoxizi organici, cu exceptia cazului in care existd dovezi ale contrariului.

Note:

Daci clasificarea se face in functie de rezultatele unui test in vitro validat, R35 sau R34 se aplicd in functie
de capacitatea metodei de testare de a face deosebirea Intre acestea.

Daci la clasificare se ia in considerare doar pH-ul extrem, se aplicd R35.

3.2.6. Iritant

Clasificarea substantelor sau preparatelor drept iritante si atribuirea simbolului ,Xi” si a indicativului de
pericol ,iritant” se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare.

3.2.6.1. Inflamarea pielii

Frazele de risc se atribuie in conformitate cu criteriile prezentate in continuare:
R38 Iritant pentru piele

— Substantele si preparatele care provoacd o inflamare importanta a pielii, care persistd cel putin 24
ore dupi o perioada de expunere de pand la patru ore, determinati la iepure, conform metodei de
testare a iritatiei cutanate specificate in anexa V.

Inflamarea pielii este semnificativa, daci:

(a) valoarea medie a semnelor pentru formarea oricdrui eritem i escare sau formarea edemului,
calculatd pentru toate animalele testate, este 2 sau mai mare sau

(b) pentru cazul in care testul din anexa V a fost definitivat pe trei animale, s-a observat, la doud
sau mai multe animale, fie formarea unui eritem si escare, fie formarea unei edeme, echivalente
cu o valoare medie de 2 sau mai mare, calculatd pentru fiecare animal in parte.

in ambele cazuri, este necesar si se utilizeze toate semnele, observate la fiecare din timpii de citire
(24, 48 si 72 de ore) pentru un efect, pentru calcularea valorilor medii respective.

Inflamarea pielii mai este semnificativa dacd persistd la cel putin doud animale la sfarsitul timpului
de observare. Trebuie sa se tind seama de efectele speciale, de exemplu hiperplazie, descuamare,
decolorare, fisuri, cruste si alopecie.

(") J-R.Young, M. ]. How, A.P.Walker si W.M.H.Worth (1988), ,Clasificarea drept corosive sau iritante pentru piele a preparatelor

ce contin substante acide sau alcaline, fird testare pe animale”, Toxic. In Vitro 2(1), pp. 19-26.
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3.2.6.2.

Se mai pot obtine date relevante din studiile neacute pe animale (a se vedea explicatiile pentru R48,
punctul 2.d). Datele respective se considerd semnificative, dac efectele observate sunt comparabile
cu cele descrise anterior.

— Substantele si preparatele care provoacid o inflamare importantd a pielii, din observatiile practice
pe oameni la contactul imediat, prelungit sau repetat.

— Peroxizii organici, cu exceptia cazului in care existd dovezi ale contrariului.

Parestezie

Parestezia provocatd la oameni prin contactul pielii cu pesticidele piretroide nu se considerd un efect iritant
care sd justifice clasificarea ca Xi; R38. Cu toate acestea, este necesar sd se aplice fraza S, si anume S24, pentru
substantele la care se observa cd produc efectul respectiv.

Leziuni oculare

Se atribuie frazele de risc in conformitate cu criteriile prezentate in continuare:

R36 Iritant pentru ochi

R41

— Substantele si preparatele care, atunci cdnd sunt aplicate pe ochiul animalului, provoaca leziuni
oculare importante care se produc in termen de 72 de ore de la expunere si care persista cel putin
24 de ore.

Leziunile oculare sunt importante, daci semnele medii ale testului de iritare a ochiului specificate in
anexa V au oricare din urmdtoarele valori:

— opacitatea corneei este egald cu sau mai mare de 2, dar mai mica de 3;

— leziunea irisului este egald cu sau mai mare de 1, dar nu mai mare de 1,5;

— roseata conjunctivei este egald cu sau mai mare de 2,5;

— edemul conjunctivei (chemozis) este egald cu sau mai mare de 2,

sau, pentru cazul in care testul din anexa V a fost definitivat pe trei animale, daci leziunile, pe doud
sau mai multe animale, au oricare din valorile mentionate anterior, cu exceptia valorii pentru leziunea
irisului care trebuie s fie egald sau mai mare de 1, dar mai micd decat 2 si pentru roseata conjunctivei,

valoarea trebuie si fie egald cu sau mai mare de 2,5.

in ambele cazuri, se utilizeazi toate semnele, la fiecare din timpii de citire (24, 48 si 72 de ore) pentru
un efect, pentru calculul valorilor medii respective.

— Substantele i preparatele care provoaci leziuni oculare importante, constatate in experientele pe
Oameni.

— Peroxizii organici, cu exceptia cazului in care nu existd dovezi ale contrariului.

Risc de leziuni oculare grave

— Substantele si preparatele care, atunci cind sunt aplicate pe ochiul animalului provoacd leziuni
oculare severe care se produc in termen de 72 de ore de la expunere si care persistd cel putin 24

de ore.

Leziunile oculare sunt severe, dacd mediile semnelor din testul de iritare a ochiului din anexa V au
oricare din valorile:

— opacitatea corneei egald sau mai mare de 3;
— leziunea irisului mai mare de 1,5.

Acelasi lucru este valabil pentru cazul in care testul a fost definitivat pe trei animale, daci leziunile
mentionate, le doud sau mai multe animale, au oricare din valorile:

— opacitatea corneei egald sau mai mare de 3;
— leziunea irisului egald cu 2.

In ambele cazuri, se utilizeazi toate semnele, la fiecare din timpii de citire (24, 48 si 72 de ore) pentru
un efect, pentru calculul valorilor medii respective.
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3.2.6.3.

3.2.7.

3.2.7.1.

De asemenea, leziunile oculare sunt severe atunci cind mai sunt prezente la sfarsitul timpului de
observare.

De asemenea, leziunile oculare sunt severe, dacd substanta sau preparatul provoacd o colorare
ireversibild a ochilor.

— Substantele si preparatele care provoacd leziuni oculare severe, observate in experienta practicd la
oameni.

Nota:

Atunci cand o substantd sau un preparat se clasificd drept corosiv si i se atribuie R34 sau R35, riscul
vatdmdrii severe a ochiului se ia in considerare implicit si R41 nu se include in etichetd.

Iritarea sistemului respirator

Se atribuie urmdtoarele fraze de risc in conformitate cu criteriile prezentate in continuare:
R37 Iritant pentru aparatul respirator

Substantele si preparatele care provoacd o iritare serioasd a sistemului respirator, pe baza:

— observatiilor practice la oameni;

— rezultatelor pozitive din testele corespunzitoare pe animale.
Explicatii referitoare la utilizarea R37:
In interpretarea observatiilor practice la oameni, trebuie s3 se aiba grijd pentru a face distinctie intre efectele
care conduc la clasificarea cu R48 ( a se vedea punctul 3.2.4) si cele care conduc la clasificarea cu R37.
Conditiile care conduc in mod normal la clasificarea cu R37 sunt reversibile si, de obicei, limitate la cdile
respiratorii superioare.
Rezultatele pozitive ale testelor corespunzitoare pe animale pot sd includd datele obtinute intr-un test de

toxicitate generald, care include date histopatologice din sistemul respirator. Se pot folosi si datele de la
madsurarea bradipneei experimentale pentru evaluarea iritatiei cdilor respiratorii.

Sensibilizare

Sensibilizarea prin inhalare

Clasificarea substantelor sau preparatelor drept sensibilizatoare si atribuirea simbolului ,Xn”, a indicativului
de pericol ,nociv” si a frazei de risc R42 se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare.

R42 Poate provoca sensibilizare prin inhalare

— dacd existd dovezi cd substanta sau preparatul pot si inducd hipersensibilitate respiratorie
specificd;

— dacd existd rezultate pozitive din testele corespunzitoare pe animale sau

— dacd substanta este un izocianat, cu exceptia cazului in care existd dovezi ci izocianatul specific
nu provoacd hipersensibilitate respiratorie.

Explicatii referitoare la utilizarea R42:

Dovezi la oameni

Dovezi cd substanta sau preparatul pot sd inducd o hipersensibilitate respiratorie specificd se bazeaza
in mod normal pe experienta la oameni. In contextul respectiv, hipersensibilitatea este consideratd in
mod normal drept astm, dar se pot lua in considerare si alte reactii de hipersensibilitate, ca rinita si
alveolita. Conditia are caracterul clinic al unei reactii alergice. Cu toate acestea, mecanismele

imunologice nu trebuie sd fie demonstrate.

Cand se iau in considerare dovezile de la expunerea oamenilor, este necesar sd se tind seama de o
decizie privind clasificarea, in afard de dovezile din cazurile:

— numarul populatiei expuse,

— gradul de expunere.
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3.2.7.2.

Dovezile mentionate anterior pot si fie:

— foaia de observatie clinicd si datele din testele corespunzitoare pentru functia plimanilor
referitoare la expunerea la substantd, confirmate de alte dovezi sustinitoare care pot sd includa:

— o structurd chimicd referitoare la substantele cunoscute ci provoacd hipersensibilitate
respiratorie;

— un test imunologic in vivo (de exemplu, test de intepare a pielii);
— un test imunologic in vitro (de exemplu, analiza serologica);

— studii care sd indice alte mecanisme specifice, dar neimunologice de actiune, de exemplu
iritarea redusa repetatd, efectele mijlocite farmacologic sau

— datele de la un test de semioticd bronsicd pozitivd cu substanta, condus conform liniilor
directoare acceptate pentru determinarea unei reactii specifice de hipersensibilitate.

Foaia de observatie clinica trebuie s includi atat fisa medicald, cat si anamneza profesionald, pentru
a determina o relatie intre expunerea la o anumitd substantd sau anumit preparat si dezvoltarea
hipersensibilititii respiratorii. Datele relevante includ factorii agravanti atat de acasa, cat si de la locul
de muncd, debutul si evolutia bolii, anamneza familiald si fisa medicald a pacientului in discutie. Fisa
medicald ar mai trebui s includi o notd cu privire la alte tulburdri alergice sau ale cailor respiratorii
din copildrie si anamneza fumatului.

Se considerd cd rezultatele de la testele de semioticd bronsica pozitivd oferd dovezi suficiente pentru
clasificarea prin ele insele. Se recunoaste totusi cd, in practicd, multe din examindrile mentionate

anterior vor fi fost deja efectuate.

Substantelor care provoacd simptoame de astm prin iritare doar la oamenii cu hiperreactivitate
bronsicad nu li se atribuie R42.

Studii pe animale

Datele din testele care pot sd indice potentialul unei substante sau preparat de a provoca sensibilizarea
prin inhalare la oameni pot sd includa:

— midsurdtori de IgE (de exemplu, la soareci) sau

— raspunsuri pulmonare specifice la cobai.

Sensibilizarea prin contact cu pielea

Clasificarea substantelor sau preparatelor drept sensibilizatoare si atribuirea simbolului ,Xi”, a indicativului
de pericol ,iritant” si a frazei de risc R43 se fac in conformitate cu criteriile specificate in continuare.

R43 Pot sd provoace sensibilizarea prin contact cu pielea

— dacd experienta practicd aratd cd substanta sau preparatul pot si inducd o sensibilizare prin
contactul cu pielea la un numdr insemnat de persoane sau

— dacd existd rezultate pozitive de la un test corespunzitor pe animale.
Explicatii referitoare la utilizarea R43:
Dovezi la oameni

Dovezile urmdtoare (experienta practicd) sunt suficiente pentru clasificarea unei substante sau preparat
cu R43:

— datele pozitive de la un test corespunzitor de scarificare, efectuat in mod normal in mai multe
clinici dermatologice sau

— studiile epidemiologice care s indice dermatitele alergice de contact provocate de substanta sau
preparat. Situatiile in care o proportie ridicatd din cei expusi prezintd simptoame caracteristice
urmeazd si fie privite cu o atentie deosebitd, chiar daci numadrul cazurilor este mic sau

— datele pozitive din studiile experimentale la oameni (a se vedea si 3.1.1).

Cele prezentate in continuare sunt suficiente pentru a clasifica o substantd cu R43 cand existd dovezi
sustindtoare:

— accese izolate de dermatite alergice de contact sau

— studii epidemiologice in care intamplarea, inclinatia sau confuziile nu au fost eliminate in totalitate
cu certitudine.



13/vol. 32

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

217

Dovezile sustindtoare pot sd includi:

— date de la testele pe animale efectuate conform liniilor directoare existente, cu un rezultat care nu
satisface criteriile prezentate la punctul privind studiile pe animale, dar sunt suficient de apropiate
de limitd pentru a fi considerate importante sau

— datele de la metodele nestandard sau

— relatiile structurd-activitate corespunzitoare.

Studiile pe animale

Rezultatele pozitive de la studiile corespunzitoare pe animale sunt:

— pentru metoda de testare de tip adjuvant pentru sensibilizarea pielii detaliatd in anexa V sau pentru
alte metode de testare de tip adjuvant, un raspuns de cel putin 30 % din animale se considerd
pozitiv;

— pentru orice altd metodd de testare, un raspuns de cel putin 15 % animale se considerd pozitiv.

3.2.7.3.  Urticarie imunologicd cutanatd de contact

Unele substante sau preparate, care indeplinesc criteriile pentru R42 mai pot si provoace si urticaria
imunologici cutanatd de contact. In cazurile respective, se includ datele referitoare la urticaria cutanati de
contact prin utilizarea frazelor S corespunzitoare, de obicei S24 si $36/37 si in fisele tehnice de securitate.

Pentru substantele sau preparatele care produc semne de urticarie imunologica cutanatd de contact care nu
indeplinesc criteriile pentru R42, se ia in consideratie clasificarea cu R43.

Nu se cunoaste un model animal disponibil pentru identificarea substantelor care provoacd urticaria
imunologicd cutanatd de contact. Prin urmare, clasificarea se bazeaza de obicei pe dovezile umane care vor
fi similare cu cele pentru sensibilizarea pielii (R43).

3.2.8.  Alte proprietiti toxicologice

Se atribuie fraze de risc suplimentare, in conformitate cu criteriile prezentate in continuare (pe baza
experientei obtinute in timpul elabordrii anexei I), substantelor si preparatelor clasificate in temeiul
punctelor 2.2.1-3.2.7 sifsau punctelor 4 si 5:

R29

R31

R32

R33

R64

Degaja gaze toxice in contact cu apa

Pentru substantele si preparatele care in contact cu apa sau aerul umed degaji gaze foarte toxice/toxice
in cantitdti posibil periculoase, de exemplu, fosfura de aluminiu, pentasulfura de fosfor.

Degajd gaz toxic in contact cu un acid

Pentru substantele si preparatele care reactioneazd cu acizii pentru a degaja gaze toxice in cantitai
periculoase, de exemplu, hipocloritul de sodiu, polisulfura de bariu. Pentru substantele utilizate de
membrii publicului larg, ar fi mai potrivitd utilizarea S50 [nu se amestecd cu ... (pe care urmeaza sd
o specifice producitorul)].

Degaja gaz foarte toxic in contact cu un acid

Pentru substantele si preparatele care reactioneazd cu acizii pentru a degaja gaze foarte toxice in
cantitati periculoase, de exemplu, saruri ale acidului cianhidric, azida de sodiu. Pentru substantele
utilizate de membrii publicului larg, ar fi mai potrivitd utilizarea S50 [nu se amestecd cu ... (pe care
urmeazd si o specifice producitorul)].

Pericol de efecte cumulate

Pentru substante si preparate, cind acumularea in organismul uman poate s producd o anumitd
ingrijorare care, totusi, nu este suficientd pentru a justifica utilizarea R48.

Pentru explicatii privind utilizarea frazei R, a se vedea punctul 4.2.3.3 pentru substante si anexa V
partea A.3 la Directiva 1999/45/CE pentru preparate.

Poate provoca efecte adverse la sugari
Pentru substantele si preparatele care sunt absorbite de femei si pot si interfereze cu lactatia sau pot

sd fie prezente (inclusiv metabolitii) in laptele de la san in cantitdti suficiente pentru a produce
ingrijorare pentru sdndtatea unui sugar.
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Pentru explicatii privind utilizarea frazei R, a se vedea punctul 4.2.3.3 pentru substante si anexa V
partea A.4 la Directiva 1999/45/CE pentru preparate.

R66 Expunerea repetatd poate provoca uscarea sau craparea pielii

Pentru substantele si preparatele care pot produce ingrijorare ca urmare a uscdrii, descuamarii sau
craparii pielii, dar care nu indeplinesc criteriile pentru R38, pe baza, fie:

— a observatiilor practice dupd manipularea si utilizarea normald, fie
— a dovezilor relevante referitoare la efectele preconizate ale acestora asupra pielii.
A se vedea si punctele 1.6 si 1.7.

R67 Inhalarea vaporilor poate provoca somnolentd si ameteald

Pentru substantele volatile si preparatele ce contin astfel de substante, care dau simptoame clare de
inhibare a sistemului nervos central prin inhalare si care nu sunt clasificate incd in privinta toxicitatii
acute prin inhalare (R20, R23, R26, R68/20, R39/23 sau R39/26).

Se pot utiliza urmdtoarele dovezi:

(a) datele de la studiile pe animale care prezintd semne clare de inhibare a sistemului nervos central,
ca efecte narcotice, letargie, lipsa coordondrii (inclusiv pierderea reflexului de redresare) si ataxie,
fie:

— la concentratii/timpi de expunere de maximum 20 mg/l/4h, fie

— pentru care raportul dintre concentratia de efect la < 4 h si concentratia vaporilor saturati (CVS)
la 20 °C este < 1/10;

(b) experienta practicd la oameni (de exemplu, narcozd, somnolentd, atentie redusd, pierderea
reflexelor, lipsa coordondrii, vertij) din rapoarte bine documentate in conditii de expunere
comparabile cu efectele specificate anterior la animale.

A se vedea si punctele 1.6 si 1.7.

Pentru alte fraze de risc, a se vedea punctul 2.2.6.

4, CLASIFICAREA IN FUNCTIE DE EFECTELE SPECIFICE ASUPRA SANATATII OAMENILOR
4.1. Introducere
4.1.1.  Prezentul capitol stabileste procedura pentru clasificarea substantelor care pot si aibd efectele mentionate

in continuare. Pentru preparate, a se vedea punctul 4.2.4.

4.1.2.  Dacd un producitor, distribuitor sau importator detine informatii disponibile care indicd faptul ci o
substantd ar trebui clasificatd si etichetatd in conformitate cu criteriile prezentate la punctul 4.2.1, 4.2.2 sau
4.2.3, acesta procedeazi la etichetarea provizorie a substantei in conformitate cu criteriile mentionate, dupa
ce o persoand competentd a evaluat dovezile.

4.1.3.  Producitorul, distribuitorul sau importatorul prezintd de indatd ce este posibil un document care rezuma
toate datele relevante unui stat membru in care substanta este introdusd pe piatd. Datele relevante in
contextul de fatd contin, in special, toate datele disponibile publicate si nepublicate, necesare pentru
clasificarea corespunzitoare a substantei in discutie, in functie de proprietitile intrinseci conform
categoriilor stabilite in articolul 2 alineatul (2) si in conformitate cu criteriile din prezenta anexa.
Documentul concis prezentat include o bibliografie ce contine referintele bibliografice relevante, inclusiv
datele nepublicate relevante.

4.1.4.  In plus, un producitor, distribuitor sau importator care detine date noi care sunt relevante pentru
clasificarea si etichetarea unei substante, in conformitate cu criteriile prezentate la punctul 4.2.1, 4.2.2 sau
4.2.3, prezintd datele respective de indatd ce este posibil unui stat membru in care substanta este introdusd
pe piatd.
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4.1.5.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

Pentru a obtine cat se poate de repede o clasificare armonizatd pentru Comunitate prin procedura specificatd
in articolul 28 din prezenta directivd, statele membre care detin date relevante disponibile, care justificd
clasificarea unei substante in una din categoriile respective, fie c¢d sunt prezentate de producitor sau nu,
prezintd Comisiei de indata ce este posibil aceste date impreuna cu sugestiile pentru clasificare si etichetare.

Comisia inainteaza celorlalte state membre propunerea de clasificare si etichetare pe care o primeste. Orice
stat membru poate sd solicite Comisiei datele pe care aceasta le-a primit.

Orice stat membru care are motive intemeiate sd considere ca propunerea de clasificare si etichetare este
necorespunzdtoare in privinta efectelor cancerigene, mutagene sau de toxicitate asupra reproducerii,
notificd acest lucru Comisiei.

Criterii pentru clasificare, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc

Substante cancerigene

Pentru clasificare si etichetare si avand in vedere stadiul actual al cunostintelor, aceste substante se impart
in trei categorii:

Categoria 1

Substantele cunoscute ca fiind cancerigene pentru om. Existd dovezi suficiente pentru stabilirea unei legdturi
cauzale intre expunerea oamenilor la o substantd si aparitia cancerului.

Categoria 2

Substantele care se considerd ca si cum ar fi cancerigene pentru om. Existd dovezi suficiente pentru a oferi
o justificare solidd cd expunerea oamenilor la o substantd poate duce la aparitia cancerului, in general prin:

— studii corespunzitoare, pe termen lung pe animale;
— alte date relevante.
Categoria 3

Substantele care constituie o cauza de ingrijorare pentru om datoriti posibilelor efecte cancerigene, dar in
privinta cdrora datele disponibile nu sunt potrivite pentru o evaluare satisficitoare. Existd unele dovezi din
studiile corespunzitoare pe animale, dar acestea sunt insuficiente pentru a situa substanta in categoria 2.

Se aplicd urmdtoarele simboluri si fraze de risc:

Categoriile 1 si 2

Substantelor clasificate in categoria cancerigend 1 sau 2 li se atribuie simbolul ,T” si fraza de risc
R45 Poate provoca aparitia cancerului

Cu toate acestea, substantelor si preparatelor care prezintd un risc cancerigen numai la inhalare, de exemplu,
sub formd de praf, vapori sau abur, (alte rute de expunere, de exemplu prin inghitire sau contact cu pielea
nu prezintd risc cancerigen), li se atribuie simbolul ,T” si fraza de risc

R49 Poate provoca aparitia cancerului prin inhalare
Categoria 3:
Substantelor clasificate drept cancerigene in categoria 3 li se atribuie simbolul ,Xn” si fraza de risc

R40 Cunostinte limitate despre efecte cancerigene
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4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.2.1.

Explicatii referitoare la clasificarea pe categorii a substanelor cancerigene

Repartizarea unei substante in categoria 1 se face pe baza datelor epidemiologice; repartizarea in
categoriile 2 si 3 se face in principal pe baza experimentdrilor pe animale.

Pentru clasificare in categoria 2 cancerigend, trebuie s3 existe fie rezultate pozitive la doud specii de animale,
fie dovezi pozitive clare la o specie, impreund cu dovezi sustindtoare cum sunt datele de genotoxicitate,
studiile metabolice sau biochimice, inducerea tumorilor benigne, relatia structurald cu alte cancerigene
cunoscute sau date din studii epidemiologice care sugereazd o asociere.

Categoria 3 contine de fapt 2 subcategorii:

(a) substantele care sunt bine studiate, dar pentru care dovezile unui efect de inducere a tumorilor sunt
insuficiente pentru clasificarea in categoria 2. Nu se estimeaza cd experimentdrile suplimentare ar aduce
alte informatii relevante pentru clasificare;

(b) substantele care sunt studiate insuficient. Datele disponibile nu sunt corespunzitoare, dar produc
ingrijorare pentru om. Acest tip de clasificare este provizorie; sunt necesare alte experimentri inaintea
ludrii unei decizii finale.

Pentru a face deosebire intre categoriile 2 si 3, sunt relevante argumentele enumerate in continuare, care
reduc importanta inducerii experimentale a tumorii avand in vedere posibila expunere a oamenilor.
Argumentele de fatd, in special combinate, ar conduce in majoritatea cazurilor la clasificarea in categoria 3,
chiar dacd tumoarea a fost indusd la animale:

— efecte cancerigene numai la doze mari care sunt mai mari sau egale cu ,doza maximai toleratd”. Doza
maximd toleratd se caracterizeazd prin efectele toxice care, desi nu reduc incd durata de viatd, merg
alaturi de modificdrile fizice ca intirzierea cu aproximativ 10 % a cresterii in greutate;

— aparitia tumorilor, in special la doze mari, numai la anumite organe de la anumite specii cunoscute ca
fiind susceptibile la formarea in mare misurd de tumori spontane;

— aparitia tumorilor, numai la locul aplicarii, in sisteme de teste foarte sensibile (de exemplu, aplicarea
intraperitoneald sau subcutanatd a anumitor compusi cu activitate locald), daci tinta speciald nu este
relevantd pentru om;

— lipsa genotoxicitdtii in testele pe termen scurt in vivo si in vitro;

— existenta unui mecanism secundar de actiune cu implicarea unui prag practic peste o doza de un anumit
nivel (de exemplu, efectele hormonale asupra organelor tintd sau asupra mecanismelor de reglare
fiziologicd, stimulare cronicd a proliferdrii celulelor);

— existenta unui mecanism specific speciilor de formare a tumorilor (de exemplu, pe cii metabolice
specifice) care nu este relevant pentru om.

Pentru a face deosebirea intre categoria 3 si fird clasificare, existd argumente relevante care exclud pericolul
pentru om:

— o substantd nu se clasificd in nici o categorie, dacd se identificd in mod clar mecanismul formarii
experimentale a tumorii, cu dovezi valabile cd acest proces nu se poate extrapola la om;

— dacd singurele date disponibile se referd la tumorile la ficat la anumite specii sensibile de soareci, fard
alte dovezi suplimentare, substanta nu se clasificd in nici o categorie;

— trebuie s se acorde o atentie deosebitd in cazurile in care singurele date disponibile referitoare la tumori
sunt aparitia neoplasmelor in locurile si la speciile unde se cunoaste foarte bine cd acestea apar spontan
cu o mare incidentd.

Substante mutagene

Pentru clasificare si etichetare si avand in vedere stadiul actual al cunostintelor, aceste substante se impart
in trei categorii:
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Categoria 1
Substantele cunoscute ca fiind mutagene pentru om.

Existd dovezi suficiente pentru a stabili o asociere cauzald intre expunerea umana si dereglarea geneticii
ereditare.

Categoria 2
Substantele care se considerd ca si cum ar fi mutagene pentru om.

Existd dovezi suficiente pentru o puternicd supozitie cd expunerea oamenilor la o substantd poate genera
dereglarea geneticii ereditare, in general prin:

— studii corespunzdtoare pe animale;
— alte date relevante.
Categoria 3

Substantele care ridicd probleme pentru om datoritd posibilelor efecte mutagene. Existd dovezi din studiile
corespunzitoare de efecte mutagene dar acestea sunt insuficiente pentru a situa substanta in categoria 2.

4.2.2.2.  Se aplicd urmdtoarele simboluri si fraze de risc:
Categoriile 1 si 2
Substantelor clasificate in categoria mutagena 1 sau 2 li se atribuie simbolul ,T” si fraza de risc
R46 Poate provoca malformatii genetice ereditare
Categoria 3
Substantelor clasificate drept mutagene in categoria 3 li se atribuie simbolul ,Xn” si fraza de risc

R68 Posibil risc de efecte ireversibile

4.2.2.3.  Explicatii referitoare la clasificarea pe categorii a substantelor mutagene
Definitia termenilor:

O mutatie este 0 modificare permanentd a cantitatii sau structurii materialului genetic dintr-un organism,
care are ca efect o modificare a caracteristicilor fenotipice ale organismului. Modificirile pot s includd o
singurd gend, un bloc de gene sau un intreg cromozom. Efectele care includ gene singure pot si fie o
consecintd a efectelor asupra bazelor ADN singure (mutatii punctiforme) sau ale unor modificari ample, care
includ deletii, in interiorul genei. Efectele asupra cromozomilor pot sd includd modificdri structurale sau
numerice. O mutatie in celulele sexuale ale organismelor cu reproducere sexuald se poate transmite
progeniturilor. Un mutagen este un agent care genereazd o incidentd sporitd a mutatiilor.

Este de remarcat cd substantele se clasificd drept mutagene cu trimitere in special la leziunea actinicd
ereditard a embrionului. Cu toate acestea, tipul rezultatelor care conduc la clasificarea substantelor chimice
in categoria 3: ,inducerea unor evenimente relevante din punct de vedere genetic in celulele somatice” mai
este consideratd in general ca o alertd pentru o posibild activitate cancerigend.

Elaborarea metodei pentru determinarea de efecte mutagene este un proces care continud. Pentru multe
teste noi nu sunt disponibile in prezent protocoale si criterii de evaluare standardizate. Pentru evaluarea
datelor legate de efectele mutagene, trebuie sd se aibi in vedere calitatea efectudrii testului si gradul de
valabilitate al metodei de testare.

Categoria 1

Pentru a situa o substantd in categoria 1, sunt necesare dovezi pozitive din studii epidemiologice de mutatie
la oameni. Nu se cunosc exemple de aceste substante pana in prezent. Se recunoaste cd este extrem de dificil
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sd se obtind informatii credibile di n studiile privind incidenta mutatiilor la populatiile umane sau posibilele
cresteri ale frecventei lor.

Categoria 2

Pentru a incadra o substantd in categoria 2, sunt necesare rezultate pozitive ale testelor care sa arate (a) efecte
mutagene, sau (b) alte interactiuni intercelulare care evidentiazd efecte mutagene, la celulele sexuale ale
mamiferelor in vivo , impreund cu dovezi clare ¢ substanta sau un metabolit relevant ajunge la celulele
sexuale.

Pentru a incadra o substantd in categoria 2, sunt adecvate in prezent urmitoarele metode:
2(a) Analize in vivo pentru depistarea efectelor mutagene asupra celulelor sexuale:

— test de mutatie a locusului;

— test de translocatie ereditard;

— test de mutatie letald dominanta.

Analizele mentionate demonstreaza de fapt aparitia progeniturilor afectate sau un defect in embrionul care
se dezvolta.

2(b) Analize in vivo pentru a evidentia interactiunea relevanta cu celulele sexuale (de obicei ADN):

— teste de anomalii ale cromozomilor, detectate prin analizd citogeneticd, care include aneuploidia,
provocatd de separarea anormald a cromozomilor;

— test pentru metabolismele cromatidelor surori (SCE);

— test pentru sinteza neprogramatd a ADN (UDS);

— analiza legdturii (covalente) a mutagenului la ADN-ul celulelor sexuale;
— analiza altor tipuri de deregldri ale ADN-ului.

Aceste analize oferd dovezi de naturd mai mult sau mai putin indirectd. Rezultatele pozitive ale analizelor
mentionate ar fi sustinute in mod normal de rezultatele pozitive ale analizelor in vivo pentru efectele
mutagene asupra celulelor somatice, la mamifere sau oameni [a se vedea la categoria 3, de preferintd
metodele de la 3(a)].

2(c) Analize in vivo pentru a evidentia efectele mutagene din celulele somatice la mamifere [a se vedea la
3(a)], in combinatie cu metodele toxicocinetice, sau alte metodologii care pot si demonstreze i un
compus sau un metabolit relevant ajunge in celulele sexuale.

Pentru 2(b) si 2(c), rezultatele pozitive din analizele mediate de gazdd sau demonstrarea efectelor neechivoce
ale analizelor in vitro se pot considera ca dovezi sustindtoare.

Categoria 3

Pentru a incadra o substantd in categoria 3, sunt necesare rezultatele pozitive in analize in vivo care sd
evidentieze (a) efectele mutagene sau (b) altd interactiune celulard relevanta pentru aceste efecte, din celulele
somatice la mamifere. Aceasta din urma in special ar fi sustinutd in mod normal de rezultatele pozitive din
analizele in vitro pentru depistarea efectelor mutagene.

Pentru efectele din celulele somatice in vivo in prezent sunt adecvate urmdtoarele metode:
3(a) Analize in vivo pentru depistarea efectelor mutagene asupra celulelor somatice:

— test de micronucleu al miduvei osoase sau analiza metafazei;

— analiza metafazei limfocitelor periferice;

— test in picdturd pentru culoarea gri.
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4.2.3.

4.2.3.1.

3b

Analize in vivo de interactiune a ADN din celulele somatice:

— test pentru SCE in celulele somatice;

— test pentru UDS in celulele somatice;

— analizd pentru legatura (covalentd) a mutagenului la ADN din celulele somatice;

— analiza pentru dereglarea AND, de exemplu, prin elutie alcaling, din celulele somatice.

Substantele care prezintd rezultate pozitive numai in una sau mai multe analize pentru depistarea efectelor
mutagene in vitro nu se clasifici in mod normal. Cu toate acestea, se indicd cu tirie continuarea studiului,
utilizand analize in vivo. In cazuri exceptionale, de exemplu pentru o substantd care prezintd raspunsuri
pronuntate in citeva analize in vitro pentru care nu existd date in vivo si care prezintd similitudini cu
mutagenii/cancerigenii cunoscuti, se poate lua in considerare clasificarea in categoria 3.

Substante toxice pentru reproducere

Pentru clasificare si etichetare si avand in vedere stadiul actual al cunostintelor, aceste substante se impart
in trei categorii:

Categoria 1

Substante cunoscute cd afecteazd fertilitatea la oameni

Existd dovezi suficiente pentru a stabili o relatie cauzald intre expunerea oamenilor la substantd si fertilitatea
afectatd.

Substante cunoscute cd provoacd toxicitate evolutivd la oameni

Existd dovezi suficiente pentru a stabili o relatie cauzald intre expunerea oamenilor la substanta si efectele
toxice evolutive ulterioare la urmasi.

Categoria 2

Substante care ar trebui s fie considerate ca si cum ar afecta fertilitatea la oameni

Existd dovezi suficiente pentru a crede cu convingere cd expunerea oamenilor la substantd poate avea ca
efect afectarea fertilittii, pe baza:

— dovezilor clare, din studiile pe animale, ale afectarii fertilitdtii in absenta efectelor toxice sau dovezi ale
fertilitatii afectate care apare la aproximativ aceleasi doze ca i alte efecte toxice, dar care nu sunt o
consecintd nespecificd secundard a celorlalte efecte toxice;

— altor informatii relevante.

Substante care ar trebui s fie considerate ca §i cum ar provoca toxicitate evolutivd la oameni

Existd dovezi suficiente pentru a crede cu convingere cd expunerea oamenilor la substantd poate avea ca
efect toxicitatea evolutivd, in general pe baza:

— rezultatelor clare ale studiilor corespunzitoare pe animale, in care s-au observat efecte in absenta
semnelor de toxicitate maternd importantd sau la aproximativ aceleasi doze ca si alte efecte toxice, dar
care nu sunt o consecintd nespecifici secundari a celorlalte efecte toxice,

— altor informatii relevante.
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Categoria 3

Substante care produc ingrijorare pentru fertilitatea oamenilor

In general pe baza:

— rezultatelor din studiile corespunzitoare pe animale care oferd dovezi suficiente pentru a produce o
suspiciune puternicd de fertilitate afectatd in absenta efectelor toxice sau dovezi de fertilitate afectata care
apar la aproximativ aceleasi doze ca si alte efecte toxice, dar care nu sunt o consecintd nespecifici
secundard a celorlalte efecte toxice, dar in care dovezile sunt insuficiente pentru a situa substanta in
categoria 2;

— altor informatii relevante.

Substante care produc ingrijorare pentru oameni datoritd unor posibile efecte toxice evolutive

In general pe baza:

— rezultatelor din studiile corespunzitoare pe animale care oferd dovezi suficiente pentru a produce o

suspiciune puternicd de toxicitate evolutivd in absenta semnelor de toxicitate maternd insemnata sau
la aproximativ aceleasi doze ca si alte efecte toxice, dar care nu sunt o consecintd nespecificd secundard
a celorlalte efecte toxice, dar in care dovezile sunt insuficiente pentru a situa substanta in categoria 2;

— altor informatii relevante.

4.2.3.2.  Se aplicd urmdtoarele simboluri si fraze specifice de risc:

Categoria 1:

pentru substantele care afecteaza fertilitatea la oameni:

Substantelor clasificate in categoria 1, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,T” si fraza de
risc

R60 Poate fi ddundtor fertilitdtii

pentru substantele care provoaci toxicitate evolutiv:

Substantelor clasificate in categoria 1, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,T” si fraza de
risc

R61 Poate avea efecte adverse asupra fatului
Categoria 2:

pentru substantele care ar trebui si fie considerate ca si cum ar afecta fertilitatea la oameni:

Substantelor clasificate in categoria 2, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,T” si fraza de
risc

R60 Poate fi daundtor fertilitatii

pentru substantele care ar trebui si fie considerate ca si cum ar provoca toxicitate evolutivd la oameni:

Substantelor clasificate in categoria 2, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,T” si fraza de
risc

R61 Poate avea efecte adverse asupra fatului
Categoria 3:

pentru substantele care produc ingrijorare pentru fertilitatea oamenilor:

Substantelor clasificate in categoria 3, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,Xn” si fraza de
risc
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R62 Posibil risc de afectare a fertilitatii

pentru substantele care produc ingrijorare pentru oameni datoritd posibilelor efecte toxice evolutive

Substantelor clasificate in categoria 3, ca toxice pentru reproducere, li se atribuie simbolul ,Xn” si fraza de
risc

R63 Posibil risc de efecte adverse asupra fatului

4.2.3.3.  Explicatii referitoare la clasificarea pe categorii a substanelor toxice pentru reproducere

Toxicitatea asupra reproducerii include afectarea functiilor sau capacititii de reproducere la barbati si femei
si inducerea efectelor nocive neereditare la urmasgi. Aceasta se poate clasifica in doud categorii principale:
1. Efecte asupra fertilitatii barbatilor si femeilor; 2. Toxicitate evolutiva.

1. Efectele asupra fertilitatii barbatilor si femeilor includ efectele negative asupra libidoului,
comportamentului sexual, orice aspect de spermatogenezd sau ovogenezd sau asupra activitdtii
hormonale sau raspunsului fiziologic care sd interfereze cu capacitatea de fertilizare, fertilizarea insdsi
sau evolutia ovulului fertilizat pand la si inclusiv nidatia.

2. Toxicitatea evolutivd, se considerd in sensul cel mai larg pentru a include orice efect care interfereaza
cu evolutia normald, atat inainte ct si dupd nastere. Ea include efecte induse sau manifestate inainte de
nastere precum si dupa nastere. Aceasta cuprinde efectele embritoxice/fetotoxice ca greutatea corporald
redusd, intarziere de crestere si de dezvoltare, toxicitatea organelor, decesul, avortul, defecte structurale
(efecte teratogenice), defecte functionale, defecte peri-postnatale si afectarea evolutiei mentale si fizice
postnatale pand la si inclusiv evolutia normala la pubertate.

Clasificarea substantelor chimice ca toxice pentru reproducere este destinatd a fi utilizatd la substantele
chimice care au o proprietate intrinsecd sau specifica de a produce aceste efecte toxice. Dacd aceste efecte
se produc doar ca o consecinti secundard nespecificd a altor efecte toxice, substantele chimice nu se clasificd
ca toxice pentru reproduce. Substantele chimice care ridicd cele mai multe probleme sunt cele care sunt
toxice pentru reproducere la nivele de expunere care nu produc alte semne de toxicitate.

Situarea unui compus in categoria 1 pentru efectele asupra fertilitatii si toxicitatii pentru reproducere se face
pe baza datelor epidemiologice. Situarea in categoriile 2 sau 3 se face in principal pe baza datelor obtinute
pe animale. Datele din studiile in vitro sau studiile pe oud de pasari sunt considerate ca ,dovezi sustindtoare”
si, in absenta datelor in vivo, ar conduce doar in mod exceptional la clasificare.

La fel ca in majoritatea altor tipuri de efect toxic, se estimeazd cd substantele care dau dovada de toxicitate
pentru reproducere au un prag sub care efectele negative nu s-ar manifesta. Chiar si atunci cAnd se manifestd
efecte clare in studiile pe animale, relevanta pentru oameni poate si fie indoielnicd datoritd dozelor
administrate, de exemplu, dacd efectele se manifestd doar la doze mari sau dacd existd diferente
toxicocinetice insemnate sau calea de administrare nu este cea potrivitd. Din aceste motive sau din altele
similare, se poate sd nu fie garantati clasificarea in categoria 3 sau chiar nici o clasificare.

Anexa V la prezenta directivd specificd un test la valori limitd pentru substantele de toxicitate redusd. Dacd
0 doza de cel putin 1 000 mg/kg, administratd oral, nu produce nici o dovadd a efectelor toxice pentru
reproducere, s-ar putea sd nu se considere necesare studiile pentru alte doze. Daci existd date din studiile
efectuate cu doze mai mari decat doza limitd mentionatd anterior, datele respective trebuie sa fie evaluate
impreund cu alte date relevante. in conditii normale, se consideri ci efectele observate numai la doze peste
doza limitd nu ar conduce neapdrat la clasificarea ca ,toxic pentru reproducere”.

EFECTELE ASUPRA FERTILITATII

Pentru clasificarea unei substante in categoria 2, pentru afectarea fertilitatii, ar trebui s existe in mod normal
o dovadai clard pentru o specie de animale, cu dovezi sustindtoare privind mecanismul de actiune sau locul
actiunii sau o relatie chimica cu alti agenti anticonceptionali cunoscuti sau alte informatii de la oameni care
sd conduci la concluzia cd efectele respective ar putea si fie intalnite la oameni. Dacd existd studii doar
pentru o specie, fard alte dovezi sustinatoare relevante, atunci clasificarea in categoria 3 poate fi potrivita.
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Deoarece afectarea fertilititii poate sd apard ca o insotire nespecificd a unei toxicitdti generalizate severe sau
daci existd o inanitie severd, se procedeazi la clasificarea in categoria 2, doar daci existd dovezi despre
existenta unui anumit grad de specificitate a toxicitatii pentru sistemul de reproducere. Dacd, in studiile pe
animale, s-a demonstrat cd afectarea fertilitatii se datoreazd imperecherii nereusite, atunci pentru clasificarea
in categoria 2, ar fi necesar in mod normal si existe dovezi privind mecanismul de actiune, pentru a
interpreta daci este posibild aparitia efectelor negative, ca de exemplu modificarea modului de secretie
hormonali la oameni.

TOXICITATEA EVOLUTIVA

Pentru clasificarea in categoria 2, trebuie si existe dovezi clare ale efectelor negative in studii bine realizate
pe una sau mai multe specii. Deoarece efectele negative la sarcind si dupd sarcind pot sd apard ca o consecintd
secundard a toxicitdtii materne, alimentatiei sau administrarii reduse de apd la mamd, stresului mamei,
absentei grijii materne, deficientelor alimentare specifice, cresterii proaste a animalelor, infectiilor
intervenite pe parcurs s.a.m.d., este important ca efectele observate si apard in studii bine realizate sila doze
care nu au legiturd cu o toxicitate maternd insemnati. si calea de expunere este importanti. In special,
injectarea unui material iritant intraperitoneal poate sd conduci la leziune locald pe uter sau a continutului
acestuia, iar rezultatele acestor studii trebuie s se interpreteze cu grij si nu pot, in mod normal, s3 conduca
prin ele insele la clasificare.

Clasificarea in categoria 3 se face in functie de criterii similare ca la categoria 2, dar acestea se pot utiliza,
daci protocolul experimental prezintd deficiente care fac concluziile mai putin convingatoare sau dac nu
se poate exclude posibilitatea ca efectele sa se fi datorat influentelor nespecifice, ca toxicitatea generalizata.

Daci singurele efecte inregistrate sunt mici modificari ale incidentelor defectelor spontane, mici modificari
ale proportiilor variantelor comune, ca cele observate la examinarea scheletelor sau mici diferente in
evaludrile dezvoltarii postnatale, se procedeazd, in general, la clasificarea in categoria 3 sau in nici o categorie
in mod ad-hoc.

Efecte in timpul lactatiei

Este necesar ca substantele care se clasificd drept toxice pentru reproducere si care mai produc ingrijorare
datoritd efectelor acestora asupra lactatiei sd mai fie etichetate cu R64 (a se vedea criteriile de la
punctul 3.2.8).

Pentru clasificare, efectele toxice asupra progeniturilor care rezultd doar din expunerea prin laptele supt sau
efectele toxice rezultate din expunerea directd a copiilor nu se vor considera , Toxice pentru reproducere”,
cu exceptia cazului in care aceste efecte afecteazd dezvoltarea progeniturilor.

Este necesar ca substantele care nu se clasificd drept toxice pentru reproducere, dar care produc ingrijorare
datorita toxicitdtii atunci cand sunt transferate copilului in timpul perioadei de aldptare, si fie etichetate cu
R64 (a se vedea criteriile de la punctul 3.2.8). Fraza R mentionatd poate s fie potrivitd si pentru substantele
care afecteazd cantitatea sau calitatea laptelui.

R64 se poate atribui in mod normal pe baza:

=

studiilor toxicocinetice care s indice posibilitatea ca substanta sa fie prezentd la nivele posibil toxice
in laptele de la san si/sau

(a

=

rezultatelor studiilor pe una sau doud generatii de animale care sd indice prezenta efectelor negative
asupra progeniturilor datoritd transferului prin lapte si/sau

z

dovezilor de la oameni care sa indice un risc pentru prunci in timpul perioadei de lactatie.

Substantele despre care se cunoaste cd se acumuleaza in organism si care ulterior pot fi eliminate in lapte
in timpul aldptarii se pot eticheta cu R33 si R64.
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4.2.4.

5.1.

5.1.2.

5.2.

Procedeu de clasificare a preparatelor in functie de efectele specifice asupra sinatatii

Dacd un preparat contine una sau mai multe substante clasificate in functie de criteriile mentionate anterior,
acesta trebuie clasificat dupd criteriile din anexa I, partea A.7-9 si partea B.6 la Directiva 1999/45/CE
(valorile concentratiilor limita exista fie in anexa I la prezenta directivd, fie in anexa II, partea B.6 la Directiva
1999/45/CE, unde substanta sau substantele in discutie nu apar in anexa I sau apar fird valorile
concentratiilor limitd).

CLASIFICAREA N FUNCTIE DE EFECTELE ASUPRA MEDIULUI

Introducere

Principalul obiectiv al clasificarii substantelor si preparatelor periculoase pentru mediu este sd avertizeze
utilizatorul in privinta riscurilor pe care le prezintd pentru ecosisteme aceste substante si preparate. Chiar
dacd prezentele criterii se referd la sistemele ecoacvatice, este cunoscut faptul cd anumite substante si
preparate pot sd afecteze, simultan sau alternativ, alte ecosisteme, ale cdror componente variazd de la
microflora si microfauna solului pand la primate.

Criteriile stabilite mai jos provin direct din metodele de testare stabilite in anexa V acolo unde sunt
mentionate. Metodele de testare necesare pentru ,dosarul de baza” mentionat in anexa VII sunt limitate si
informatiile obtinute prin acestea se pot dovedi insuficiente pentru o clasificare adecvata. Clasificarea poate
necesita date suplimentare provenind de la nivelul 1 (anexa VIII) sau din alte studii echivalente. In plus,
substantele clasificate pot fi supuse unei revizuiri care si ia in considerare informatii noi.

In scopul clasificdrii si etichetarii si avand in vedere starea actuald a cunostintelor in materie, aceste substante
si preparate se impart in doud grupe, in functie de efectele lor acute si pe termen lung in sistemele acvatice,
sau in functie de efectele lor acute si pe termen lung in sistemele neacvatice.

Clasificarea substantelor se efectueazi in general pe baza datelor experimentale referitoare la toxicitatea
acutd pentru sistemele acvatice, degradare si log P, (sau BCF daci este disponibil).

oa

Clasificarea preparatelor se efectueaza in mod obisnuit plecand de la rezultatele obtinute printr-o metoda
conventionald mentionatd la articolul 7 din si anexa IIl la Directiva 1999/45/CE, partile A si B. In acest caz,
clasificarea se intemeiaza pe limitele concentratiilor individuale care figureaza:

— in anexa [ la prezenta directivd,

— sau in anexa III la Directiva 1999/45/CE, partea B, atunci cand substanta sau substantele nu apar in
anexa I la prezenta directivd sau apar fard limitele concentratiilor.

in mod normal, clasificarea unui preparat se face pe baza unei metode conventionale. Cu toate acestea,
pentru determinarea toxicitaii acvatice acute, pot exista cazuri in care este adecvati supunerea preparatului
la teste. Rezultatul acestor teste poate numai si modifice clasificarea privitoare la toxicitatea acvaticd acutd
care ar fi fost obtinutd prin aplicarea unei metode conventionale. Dacd alegerea unor astfel de teste se face
de citre persoana responsabild de introducerea pe piatd a substantelor, trebuie sd se asigure respectarea
criteriilor de calitate pentru metodele de testare din anexa V partea C din prezenta directivi. In plus, testele
urmeazd s fie efectuate pe toate cele trei grupuri de specii, in conformitate cu criteriile prezentei anexe (alge,
dafnia si pesti), in afara cazului in care preparatul a fost clasificat in categoria corespunzitoare riscului
maxim in ceea ce priveste toxicitatea acvaticd acutd dupd testarea uneia din specii sau dacd nu a existat deja
un rezultat disponibil inainte de intrarea in vigoare a Directivei 1999/45/CE.

Criterii pentru clasificare, indicarea pericolului, alegerea frazelor de risc

Criteriile de clasificare pentru substantele de la punctul 5.2.1 se aplicd numai preparatelor care au fost testate
in conformitate cu 5.1.3.
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5.2.1.

5.2.1.1.

5.2.1.2.

Mediul acvatic

Substantele sunt clasificate ca periculoase pentru mediu si li se atribuie simbolul ,N” si indicatia de pericol
corespunzitoare precum si frazele de risc in conformitate cu urmatoarele criterii:

R50 Foarte toxic pentru organismele acvatice si

R53 Poate provoca efecte adverse pe termen lung in mediul acvatic

Toxicitate acutd 96 h LC,, (pentru peste) < 1 mg/l
sau 48 h EC;, (pentru dafnia) < 1 mg|l
sau 72 h IC5, (pentru alge) <1 mgfl

si:
3

— substanta nu este usor degradabild sau

— log P, (logaritmul coeficientului de partitie octanolfapd) > 3,0 (dacd BCF determinat experimental nu
este < 100).

R50 Foarte toxic pentru organismele acvatice

Toxicitate acutd 96 h LCs, (pentru peste) < 1 mg|l
sau 48 h EC;, (pentru dafnia) < 1 mg/l
sau 72 h IC5, (pentru alge) < 1 mgfl

R51 Toxic pentru organismele acvatice si

R53 Poate provoca efecte adverse pe termen lung in mediul acvatic

Toxicitate acutd 96 h LCs, (pentru peste) 1 mg/l < LCsy < 10 mg/l
sau 48 h EC;, (pentru dafnia) 1 mg/l < EC5y < 10 mg/l
sau 72 h IC5, (pentru alge) 1 mg/l <ICs, < 10 mgfl

si:

3

— substanta nu este usor degradabild sau

— log P, = 3,0 (dacd BCF determinat experimental nu este < 100).

oa =

Substantele sunt clasificate ca periculoase pentru mediu in conformitate cu criteriile stabilite in continuare.
Frazele de risc sunt de asemenea atribuite in conformitate cu urmdtoarele criterii:

R52 Nociv pentru organismele acvatice si

R53 Poate provoca efecte adverse pe termen lung in mediul acvatic

Toxicitate acutd 96 h LCs, (pentru peste) 10 mg/l < LCs, < 100 mg/l
sau 48 h ECs, (pentru dafnia) 10 mg/l < EC54 < 100 mg/l
sau 72 h ICs, (pentru alge) 10 mg/l < ICs5, < 100 mg/l
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5.2.1.3.

substanta nu este usor degradabild.

Acest criteriu se aplicd dacd nu existd dovezi stiintifice suplimentare privind degradarea si toxicitatea
suficiente pentru a reprezenta o asigurare adecvatd ca nici substanta nici produsele sale de degradare nu
constituie un potential pericol pe termen lung si cu efect intarziat pentru sistemul acvatic. Astfel de dovezi
stiintifice suplimentare se intemeiazd in mod normal pe studiile cerute la nivelul 1 (anexa VIII) sau pe studii
de valoare echivalentd si pot cuprinde:

(i) potential dovedit de degradare rapidd in mediul acvatic;

(ii) absenta efectelor toxice cronice la concentratia de 1,0 mg/l, de exemplu, concentratie fird efect
observabil mai mare de 1,0 mg/l determinata intr-un studiu de toxicitate pe termen lung cu peste sau
dafnie.

R52 Nociv pentru organismele acvatice

Substantele care nu intrd in criteriile enumerate anterior in acest capitol, dar care, pe baza probelor
disponibile referitoare la toxicitatea lor prezinta totusi pericol pentru structura si functionarea ecosistemelor
acvatice.

R53 Poate provoca efecte adverse pe termen lung in mediul acvatic

Substantele care nu intrd in criteriile enumerate anterior in acest capitol, dar care, pe baza probelor
disponibile referitoare la persistenta, potentialul de acumulare si la destinul si comportamentul previzibil al
lor in mediul inconjurdtor, prezinta totusi un pericol pe termen lung si [sau cu efect intarziat pentru structura
si functionarea ecosistemelor acvatice.

De exemplu, substantele slab solubile in apd, adicd avand o solubilitate mai micd de 1 mg/l, sunt reglementate
de acest criteriu daca:

(a) nu sunt usor degradabile si
(b) log P, = 3,0 (dacd BCF determinat experimental nu este < 100).

Acest criteriu se aplicd dacd nu existd dovezi stiintifice suplimentare privind degradarea si toxicitatea
suficiente pentru a reprezenta o asigurare adecvatd ca nici substanta nici produsele sale de degradare nu
constituie un potential pericol pe termen lung si cu efect intarziat pentru mediul acvatic.

Astfel de dovezi stiintifice suplimentare se intemeiazd in mod normal pe studiile cerute la nivelul 1
(anexa VIII) sau pe studii de valoare echivalentd si pot cuprinde:

(i) potential dovedit de degradare rapidd in mediul acvatic;

(ii) absenta efectelor toxice cronice la limita de solubilitate (la concentratia de 1,0 mgfl), de exemplu,0
concentratie fird efect observabil mai mare de limita de solubilitate determinatd intr-un studiu de
toxicitate pe termen lung cu peste sau dafnie.

Explicatii privind determinarea 1C5,, pentru alge si a degradabilitdtii

— acolo unde se poate demonstra in cazul substantelor puternic colorate ci este inhibata cresterea algelor
exclusiv ca rezultat al reducerii intensitdtii luminoase, nu trebuie folositd IC,, la 72h pentru alge ca bazd
de clasificare,

— substantele se considerd usor degradabile daca indeplinesc urmatoarele criterii:
(a) in studiile de 28 de zile se ating urmatoarele niveluri de degradare:
— in testele pe baza carbonului organic dizolvat: 70 %;

— in testele pe baza scaderii concentratiei de oxigen si a generdrii dioxidului de carbon: 60 % din
maximele teoretice.

Aceste niveluri de biodegradare trebuie atinse in primele 10 zile de la inceperea degradarii, inceputul
fiind considerat acel moment in care s-a degradat 10 % din substantd sau
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(b) in cazurile in care numai datele NCO si NBO5 sunt disponibile, atunci cand NBO5/NCO este mai
mare sau egal cu 0,5 sau

() in cazurile in care sunt disponibile alte dovezi stiintifice convingdtoare pentru a demonstra cd
substanta poate fi degradatd (biotic si abiotic) in mediul acvatic pana la un nivel > de 70 % intr-o
perioadd de pand la 28 de zile.

5.2.2. Mediul neacvatic

5.2.2.1. Substantele si preparatele sunt clasificate ca periculoase pentru mediu si li se atribuie simbolul ,N” si
indicatia de pericol corespunzitoare, cind este cazul, precum si frazele de risc in conformitate cu
urmdtoarele criterii:

R54 Toxic pentru flord

R55 Toxic pentru faund

R56 Toxic pentru organismele din sol

R57 Toxic pentru albine

R58 Poate provoca efecte adverse pe termen lung in mediul inconjurator

Substantele si preparatele care, pe baza probelor disponibile referitoare la toxicitatea, persistenta, potentialul
de acumulare, precum si la destinul si comportamentul lor in mediu observate sau previzibile, prezintd un
pericol imediat, pe termen lung si cu efect intarziat pentru structura si functionarea ecosistemelor naturale
altele decit cele reglementate la 5.2.1. Criteriile detaliate vor fi elaborate ulterior.

5.2.2.2. Substantele si preparatele sunt clasificate ca periculoase pentru mediu si li se atribuie simbolul ,N” si
indicatie de pericol corespunzitoare, dacd este cazul, precum si frazele de risc in conformitate cu
urmdtoarele criterii:

R59 Periculos pentru stratul de ozon

Substantele care, pe baza probelor disponibile referitoare la proprietitile si la destinul si
comportamentul lor in mediu observat sau previzibil, pot prezenta pericol pentru structura si
functionarea stratului stratosferic de ozon. Aici sunt cuprinse substantele enumerate in anexa I la
Regulamentul (CE) nr. 2037/2000 al Consiliului privind substantele care saricesc stratul de ozon
(JO L 244, 29.9.2000, p.1) si amendamentele sale ulterioare.

Preparatele sunt clasificate pe baza metodei conventionale mentionate la articolul 7 si anexa III la
Directiva 1999/45/CE, partile A si B.

6. ALEGEREA FRAZELOR CU RECOMANDARI DE PRUDENTA

6.1. Introducere

Frazele de prudentd (frazele S) se atribuie substantelor si preparatelor periculoase in conformitate cu
urmdtoarele criterii generale. In plus, pentru anumite preparate, fraza de prudentd mentionatd in anexa V
la Directiva 1999/45/CE este obligatorie.

Ori de cate ori producidtorul este mentionat in capitolul 6, referirea se face la persoana responsabild de
introducerea pe piatd a substantei sau a preparatului.

6.2. Fraze de prudentd pentru substante si preparate

S1 A se pdstra sub cheie
— Aplicabilitate:

— substante si preparate foarte toxice, toxice si corozive.
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— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru acele substante si preparate mentionate anterior dacd sunt vandute
publicului larg.

S2 A nu se ldsa la indemadna copiilor
— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele periculoase.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru toate substantele si preparatele vandute publicului larg, cu exceptia celor
clasificate numai ca periculoase pentru mediu.

S3 A se pdstra intr-un loc rdcoros
— Aplicabilitate:
— peroxizi organici,
— alte substante si preparate periculoase cu punct de fierbere < 40 °C.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru peroxizii organici dacd nu se foloseste fraza S47,

— recomandat pentru alte substante si preparate periculoase cu punct de fierbere < 40 °C.

S4 A se pdstra departe de zonele locuite
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice si toxice.
— Criterii de folosire:

— in mod normal se limiteaza la substantele si preparatele foarte toxice si toxice, cand este
dezirabild completarea frazei S13; de exemplu atunci cand existd riscul inhalarii si substanta
sau preparatul trebuie depozitat(d) in afara zonelor de locuit. Fraza nu este destinata excluderii
unei folosiri corespunzitoare a substantei sau preparatului in zonele locuite.

S5 Asepdstrain ... (lichidul adecvat, de specificat de cdtre producdtor)
— Aplicabilitate:
— substante si preparate solide inflamabile spontan.
— Criterii de folosire:

— in mod normal se limiteaza la cazuri speciale, de exemplu, sodiu, potasiu sau fosfor alb.

S6 A sepdstrain ... (gaz inert, de specificat de citre producdtor)
— Aplicabilitate:
— substante si preparate periculoase, care trebuie pdstrate in atmosferd de gaz inert.
— Criterii de folosire:

— inmod normal se limiteazi la cazuri speciale, de exemplu, anumiti compusi organo-metalici.
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S7 A se pdstra recipientul bine inchis
— Aplicabilitate:
— peroxizi organici,

— substante §i preparate care pot si emane gaze foarte toxice, toxice, nocive sau foarte
inflamabile,

— substante si preparate care in contact cu umezeala emand gaze foarte inflamabile,
— solide usor inflamabile.

— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru peroxizii organici,

— recomandatd pentru celelalte domenii de aplicare mentionate anterior.

S8 A se mentine recipientul uscat
— Aplicabilitate:
— substante si preparate care pot da reactii violente cu apa,
— substante si preparate care in contact cu apa elibereazd gaze foarte inflamabile,
— substante si preparate care in contact cu apa elibereazd gaze foarte toxice sau toxice.
— Criterii de folosire:

— in mod normal se limiteaza la domeniile de aplicare mentionate anterior cand este necesard
accentuarea avertismentelor date de R14, R15 in special si R29.

S9 A se pdstra recipientul intr-un loc bine ventilat
— Aplicabilitate:
— substante si preparate volatile, care pot emana vapori foarte toxici, toxici sau nocivi,
— lichide foarte inflamabile sau usor inflamabile si gaze foarte inflamabile.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru substantele si preparatele volatile care pot emana vapori foarte toxici,
toxici sau nocivi,

— recomandatd pentru lichidele foarte inflamabile si usor inflamabile sau pentru gazele foarte
inflamabile.

S12 A nu se pdstra recipientul inchis ermetic
— Aplicabilitate:
— substante si preparate care, emanand gaze sau vapori, pot sd aprinda recipientul.
— Criterii de folosire:

— in mod normal se limiteaza la cazurile speciale mentionate anterior.

S13 A se pdstra departe de alimente, bauturi si hrana animalelor
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice, toxice si nocive.
— Criterii de folosire:

— recomandatd atunci cand astfel de substante si preparate sunt susceptibile de a fi folosite de
publicul larg.
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S14

S15

S16

S17

S18

$20

A se pdstra departe de ... (materiale incompatibile, de specificat de catre producdtor)
— Aplicabilitate:

— peroxizi organici.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru peroxizi organici si in mod normal limitatd la acestia. Cu toate acestea,
poate fi folositoare in cazuri exceptionale, cdnd incompatibilitatea este probabil si conducd
la un risc anume.

A se feri de caldurd
— Aplicabilitate:

— substante si preparate care se pot descompune sau pot reactiona spontan sub efectul caldurii.
— Criterii de folosire:

— in mod normal limitati la cazuri speciale, de exemplu, monomeri, dar neatribuiti daci frazele
de risc R2, R3 sifsau R5 au fost deja aplicate.

A se pdstra departe de surse de aprindere. Fumatul interzis.
— Aplicabilitate:

— lichide foarte inflamabile sau usor inflamabile si gaze foarte inflamabile.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru substantele si preparatele mentionate anterior, dar neatribuitd dacd
frazele de risc R2, R3 sifsau R5 au fost deja aplicate.

A se pdstra departe de materiale combustibile
— Aplicabilitate:

— substante i preparate care pot forma cu materialele combustibile amestecuri explozive sau
inflamabile spontan.

— Criterii de folosire:

— disponibild pentru cazuri speciale, de exemplu, pentru a accentua R8 si R9.

A se manipula si a se deschide recipientul cu grijd

— Aplicabilitate:
— substante si preparate susceptibile de a produce suprapresiune in recipient,
— substante si preparate care pot forma peroxizi explozivi.

— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la cazurile mentionate anterior acolo unde exist riscul vatdmarii
ochilor si unde substantele si preparatele sunt susceptibile de a fi folosite de publicul larg.

Nu se consumd alimente si bauturi pe durata utilizdrii
— Aplicabilitate:

— substante si preparate foarte toxice, toxice si corozive.
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— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la cazuri speciale (de exemplu, arsenic si compusi ai arsenicului;
fluoracetati) in special cand oricare din aceste substante este susceptibild de a fi folositd de
publicul larg.

S21  Fumatul interzis pe durata utilizdrii
— Aplicabilitate:
— substante si preparate care genereazd produse toxice prin combustie.
— Criterii de folosire:

— in mod normal, limitata la cazuri speciale (de exemplu, compusi halogenatj).

S22 A nu inspira pulberea
— Aplicabilitate:
— toate substante si preparate solide periculoase pentru sintate.
— Criterii de folosire:
— obligatorie

— pentru acele substante §i preparate mentionate anterior care sunt furnizate in forma de
pulbere inhalabild si pentru care nu se cunosc pericolele in urma inhalarii.

$23 A nu inspira gazul/fumul/vaporii/aerosolii (exprimarea corespunzdtoare, de specificat de cdtre producdtor)
— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele lichide §i gazoase care sunt periculoase pentru sinitate.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru acele substante si preparate mentionate anterior cdrora li se atribuie R42,

— obligatorie pentru substantele si preparatele care se folosesc prin pulverizare. Fie $38, fie S51
trebuie si fie atribuitd in plus,

— recomandatd atunci cand este necesar si se atragd atentia utilizatorului asupra riscurilor la
inhalare nementionate in frazele de risc care sunt atribuite.

S24 A se evita contactul cu pielea
— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele periculoase pentru sdnatate.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru acele substante si preparate carora le-a fost atribuitd R43, dacd nu le-a fost
atribuitd de asemenea si S36,

— recomandatd atunci cand este necesar sd se atragd atentia utilizatorului asupra riscurilor la
contactul cu pielea nementionate in frazele de risc (de exemplu, parestezia) care sunt atribuite.
Poate fi folositd si la accentuarea acestor fraze de risc.

S25 A se evita contactul cu ochii
— Aplicabilitate:

— toate substantele si preparatele periculoase pentru sinatate.
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— Criterii de folosire:

— recomandatd atunci cand este necesar sa se atragd atentia utilizatorului asupra riscurilor la
contactul cu ochii nementionate in frazele de risc care sunt atribuite. Poate fi folositd si la
accentuarea acestor fraze de risc,

— recomandatd pentru substantele cirora li s-au atribuit R34, R35, R36 sau R41 si sunt
susceptibile de a fi folosite de publicul larg.

S26  In caz de contact cu ochii, se spald imediat cu multd apd si se consultd medicul.
— Aplicabilitate:
— substante si preparate corozive sau iritante.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substante si preparate corozive si pentru cele cdrora li s-a atribuit deja R41,

— recomandatd pentru substantele si preparatele iritante cirora li s-a atribuit deja fraza de risc
R36.

S27 A se scoate imediat orice imbrdcdminte contaminatd
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice, toxice sau corozive.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru substantele si preparatele foarte toxice cdrora li s-a atribuit R27 si care sunt
susceptibile de a fi folosite de publicul larg,

— recomandatd pentru substantele si preparatele foarte toxice cdrora li s-a atribuit R27, folosite
in industrie. Cu toate acestea, aceastd frazd de prudentd nu trebuie folositd dacd a fost atribuitd
S36,

— recomandatd pentru substantele si preparatele toxice cdrora li s-a atribuit R24, ca si pentru
substantele si preparatele corozive care sunt susceptibile de a fi folosite de publicul larg.

S28 In caz de contact cu pielea, se spald imediat cu mult(d)... (de specificat de cdtre producdtor)
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice, toxice sau corozive.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele foarte toxice,

— recomandatd pentru celelalte substante si preparate mentionate anterior, in special cind nu
apa este cel mai adecvat fluid de clatire,

— recomandatd pentru substantele si preparatele corozive care sunt susceptibile de a fi folosite

de publicul larg.

S29 A nu se arunca in reteaua de canalizare
— Aplicabilitate:
— lichide foarte inflamabile sau usor inflamabile, nemiscibile cu apa,
— substante si preparate foarte toxice si toxice,

— substante si preparate periculoase pentru mediu.
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— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele periculoase pentru mediu carora li s-a atribuit
simbolul ,N”, care sunt susceptibile de a fi folosite de publicul larg, dacd nu aceasta este

destinatia prevazutd,

— recomandatd pentru alte substante si preparate mentionate anterior care sunt susceptibile de
a fi folosite de publicul larg, dacd nu aceasta este destinatia prevazutd.

S30 A nu se turna niciodatd apd in acest produs
— Aplicabilitate:
— substante si preparate care reactioneazd violent cu apa.
— Criterii de folosire:
— in mod normal, limitata la cazuri speciale (de exemplu, acid sulfuric) si poate fi folositd, dupa

caz, pentru a da informatia in modul cel mai clar posibil, fie accentudnd R14, fie ca alternativa
la R14.

S33 A se lua mdsuri de precaugie impotriva descdrcdrilor electrostatice
— Aplicabilitate:
— substante si preparate extrem de inflamabile sau foarte inflamabile.
— Criterii de folosire:
— recomandati pentru substantele si preparatele folosite in industrie care nu absorb umezeala.

Teoretic, nu se foloseste niciodatd pentru substante si preparate introduse pe piatd spre
utilizare de citre publicul larg.

S35 A se arunca acest material si recipientul siu respectdnd toate precautiile
— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele periculoase.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru substante si preparate atunci cand sunt necesare instructiuni speciale
pentru a se asigura o indepirtare adecvata.

S36 A se purta echipamentul de protectie corespunzdtor
— Aplicabilitate:

— peroxizi organici,

— substante si preparate foarte toxice, toxice sau nocive,

— substante si preparate corozive.

— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru substantele si preparatele foarte toxice si corozive,

— obligatorie pentru acele substante si preparate crora le-a fost atribuitd fie R21, fie R24,

— obligatorie pentru substantele cancerigene, mutagene si toxice pentru reproducere de
categoria 3, in afara cazului in care efectele se produc numai prin inhalarea substantei sau a
preparatului,

— obligatorie pentru peroxizii organici,

— recomandati pentru substantele si preparatele toxice daci valoarea DL, pe cale cutanatd este
necunoscutd, dar este probabil ca substanta sau preparatul si fie toxic la contactul cu pielea,

— recomandati pentru substantele si preparatele folosite in industrie care sunt susceptibile de
a dduna sdnatatii in caz de expunere prelungitd la risc.
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S37 A se purta mdnusi corespunzdtoare
— Aplicabilitate:
— substange si preparate foarte toxice, toxice, nocive sau corozive,
— peroxizi organici,
— substante si preparate iritante pentru piele sau care produc sensibilizare la contactul cu pielea.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele foarte toxice si corozive,

— obligatorie pentru acele substante si preparate carora le-a fost atribuita fie R21, fie R24, sau
R43,

— obligatorie pentru substantele cancerigene, mutagene si toxice pentru reproducere de
categoria 3, in afara cazului in care efectele se produc numai prin inhalarea substantei sau a
preparatului,

— obligatorie pentru peroxizii organici,

— recomandatd pentru substantele si preparatele toxice dacd valoarea DL;, pe cale cutanatd este
necunoscutd, dar este probabil ca substanta sau preparatul si fie nociv la contactul cu pielea,

— recomandatd pentru substantele si preparatele iritante pentru piele.

S38  In caz de ventilatie insuficientd, a se purta echipament de respiratie corespunzdtor
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice sau toxice.
— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la cazuri speciale implicand folosirea substantelor si preparatelor
foarte toxice si toxice in industrie sau in agricultura.

S39 A se purta mascd de protectie a ochilor/fetei
— Aplicabilitate:
— peroxizi organici,

— substante si preparate corozive, cuprinzand iritante care prezintd riscul vitimdrii grave a
ochilor,

— substante si preparate foarte toxice si toxice.

— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru acele substante si preparate cdrora le-a fost atribuitd fie R34, R35 sau R41,
— obligatorie pentru peroxizii organici,

— recomandatd atunci cand este necesar si se atragd atentia utilizatorului asupra riscurilor la
contactul cu ochii care nu sunt mentionate in frazele de risc care au fost atribuite.

— in mod normal, limitati la cazuri exceptionale pentru substantele si preparatele foarte toxice
si toxice, atunci cand existd risc de stropire si este probabil ca acestea si fie usor absorbite
prin piele.

S40  Pentru a curdta podeaua si obiectele contaminate cu acest produs se foloseste. ... (de specificat de catre producitor)
— Aplicabilitate:

— toate substantele si preparatele periculoase.
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S41

S42

S43

S45

S46

— Criterii de folosire:

— in mod normal limitati la acele substante si preparate pentru care apa nu este consideratd un
agent de curdtare adecvat (de exemplu, atunci cand este necesard absorbtia pe material
pulverulent, dizolvarea in solvent etc.) si acolo unde este important pentru sindtate si motive
de securitate sd fie prezentat un avertisment pe eticheta.

A nu inspira fumul in caz de incendiu si explozie
— Aplicabilitate:

— substante si preparate periculoase care la combustie emand gaze foarte toxice sau toxice.
— Criterii de folosire:

— limitatd in mod normal la cazuri speciale.

In timpul fumizdrilor/pulverizdrilor, a se purta un echipament de respiratie adecvat (exprimarea
corespunzdtoare, de specificat de cdtre producdtor)

— Aplicabilitate:

— substante si preparate destinate unei astfel de utilizdri care insd pot pune in pericol sandtatea
si siguranta utilizatorului dacd nu se iau masuri de precautie corespunzdtoare.

— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la cazuri speciale.

In caz de incendiu se va utiliza. .. ( de precizat exact de ciitre producdtor mijloacele de stingere. Dacd apa mdreste
riscurile, se va adduga ,A nu se utiliza apd niciodata”)

— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte inflamabile, usor inflamabile si inflamabile.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru substantele si preparatele care in contact cu apa sau cu aerul umed
elibereazd gaze foarte inflamabile,

— recomandatd pentru substantele si preparatele foarte inflamabile, usor inflamabile si
inflamabile, in special dacd nu sunt miscibile cu apa.

In caz de accident sau indispozitie, a se consulta imediat medicul (Dacd este posibil, a i se ardita eticheta)
— Aplicabilitate:

— substante si preparate foarte toxice,

— substante si preparate toxice si corozive,

— substante si preparate care provoacd sensibilizare prin inhalare.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru substantele si preparatele mentionate anterior.

In caz de ingestie, a se consulta imediat medicul si a i se arata ambalajul sau eticheta
— Aplicabilitate:

— toate substantele si preparatele periculoase altele decat cele care sunt foarte toxice, toxice,
corozive sau periculoase pentru mediu.
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S47

S48

$49

— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru toate substantele si preparatele mentionate anterior care sunt susceptibile
de a fi folosite de publicul larg, dacd nu existd pericol la ingerare, in special de citre copii.

A se pdstra la o temperaturd care nu depdseste.... °C (de specificat de cdtre producdtor)
— Aplicabilitate:

— substante si preparate care devin instabile la o anumitd temperatura.
— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la cazuri speciale (de exemplu, anumiti peroxizi organici).

A se pdstra umed cu... (materialul adecvat de specificat de catre producdtor)
— Aplicabilitate:

— substante si preparate care pot deveni foarte sensibile la scantei, frecare sau impact, daca sunt
ldsate sd se usuce.

— Criterii de folosire:

— 1in mod normal limitatd la cazuri speciale, de exemplu, nitrocelulozele.

A se pdstra numai in ambalajul original
— Aplicabilitate:

— substante si preparate sensibile la descompunerea catalitica.
— Criterii de folosire:

— substante si preparate sensibile la descompunerea cataliticd, de exemplu, anumiti peroxizi
organici.

S50 A nu amesteca cu... (de specificat de cdtre producdtor)

S51

— Aplicabilitate:

— substante si preparate care pot reactiona cu produsul specificat eliberand gaze foarte toxice
sau toxice,

— peroxizi organici.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru substantele si preparatele mentionate anterior care sunt susceptibile de
a fi folosite de publicul larg, acolo unde reprezinti o alternativd mai buna decat R31 sau R32,

— obligatorie cu anumiti peroxizi care pot reactiona violent cu acceleratori sau promotori.

A se utiliza numai in locuri bine ventilate
— Aplicabilitate:

— substante si preparate care este probabil sau sunt destinate si producd vapori, pulberi,
aerosoli, fum, ceatd etc. i care prezintd risc de inhalare, de incendiu sau de explozie.

— Criterii de folosire:

— recomandatd atunci cand $38 nu este indicata. Prin urmare este importantd atunci cand astfel
de substante si preparate sunt susceptibile de a fi folosite de publicul larg.
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S52

S53

S56

S57

S59

S60

A nu se utiliza pe suprafete mari in spatii locuite
— Aplicabilitate:
— substante volatile, foarte toxice, toxice si nocive si preparate care le contin.
— Criterii de folosire:
— recomandatd atunci cand vatdmarea sinatatii este probabil si fie provocatd de expunerea

prelungitd la risc datorat acestor substante si preparate din cauza volatilizarii lor pe suprafete
mari in case sau in alte spatii inchise in care se pot intruni oameni.

A se evita expunerea — a se procura instructiuni speciale inainte de utilizare
— Aplicabilitate:

— substante si preparate cancerigene, mutagene si toxice pentru reproducere.
— Criterii de folosire:

— obligatorie pentru substantele si preparatele mentionate anterior cirora le-a fost atribuitd cel
putin una din urmitoarele fraze de risc: R45, R46, R49, R60 sau R61.

A se indepdrta produsul si ambalajul sau prin trimitere la un centru de colectare a deseurilor periculoase sau
speciale

— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele periculoase.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru toate substantele si preparatele care sunt susceptibile de a fi folosite de
publicul larg si pentru care se cere o indepdrtare speciald.

A se utiliza un ambalaj corespunzdtor pentru a evita contaminarea mediului inconjurdtor
— Aplicabilitate:

— substante si preparate cirora le-a fost atribuit simbolul ,N”.
— Criterii de folosire:

— in mod normal limitatd la substante si preparate care nu sunt susceptibile de a fi folosite de
publicul larg.

Adresati-vd producdtorului pentru informatii privind recuperarea/reciclarea
— Aplicabilitate:
— toate substantele si preparatele periculoase.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele nocive pentru stratul de ozon,

— recomandatd pentru substante si preparate pentru care se recomandd recuperarea/reciclarea.

Acest produs si ambalajul sdu trebuie indepdrtate ca deseuri periculoase
— Aplicabilitate:

— toate substantele si preparatele periculoase.
— Criterii de folosire:

— recomandatd pentru substante si preparate care nu sunt susceptibile de a fi folosite de publicul
larg si carora nu le-a fost atribuitd S35.
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S61 A se evita aruncarea in mediul inconjurdtor. A se consulta instructiunile speciale/fisele tehnice de securitate
— Aplicabilitate:
— substante si preparate periculoase pentru mediu.
— Criterii de folosire:
— inmod normal, folositd pentru substantele si preparatele cirora le-a fost atribuit simbolul ,N”,

— recomandatd pentru toate substantele si preparatele clasificate ca periculoase pentru mediu
si nereglementate anterior.

S62  In caz de ingestie, a nu se provoca voma: a se consulta imediat un medic si a i se ardta ambalajul sau eticheta
— Aplicabilitate:

— substante si preparate clasificate ca nocive cu R65 in conformitate cu criteriile de la
punctul 3.2.3,

— nu se aplicd substantelor si preparatelor care sunt introduse pe piatd sub forma de aerosoli
(sau in recipiente previzute cu dispozitiv de pulverizare sigilat), a se vedea punctele 8 si 9.

— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele mentionate anterior, dacd sunt vandute catre
publicul larg sau sunt susceptibile de a fi folosite de acesta, cu exceptia cazurilor in care S45

sau S 46 sunt obligatorii,

— recomandatd pentru substantele si preparatele mentionate anterior atunci cand sunt folosite
in industrie, cu exceptia cazurilor in care S45 sau S 46 sunt obligatorii.

S63  In caz de accident prin inhalare, se transportd victima la aer curat si se mentine in stare de repaus
— Aplicabilitate:
— substante si preparate foarte toxice si toxice (gaze, vapori, particule, lichide volatile),
— substante si preparate care provoacd sensibilizare respiratorie.
— Criterii de folosire:
— obligatorie pentru substantele si preparatele cirora le-au fost atribuite R26, R23 sau R42 si

care sunt susceptibile de a fi folosite de publicul larg intr-un mod din care ar putea rezulta
inhalarea.

S64  In caz de ingestie, se cliteste gura cu apd (numai dacd persoana este constientd)
— Aplicabilitate:
— substante si preparate corozive sau iritante.
— (Criterii de folosire:
— recomandatd pentru substantele si preparatele de mai sus susceptibile de a fi folosite de

publicul larg si pentru care este adecvat tratamentul de mai sus.

7. ETICHETAREA

7.1. Dupa clasificarea unei substante sau preparat, eticheta corespunzitoare este stabilitd conform cerintelor
articolului 23 din prezenta directiva si articolului 10 din Directiva 1999/45/CE pentru substante si,
respectiv, preparate. Prezenta sectiune explicd modul de stabilire a etichetei si, in special, oferd o orientare
asupra modului de alegere a frazelor de risc si a frazelor de prudentd adecvate.

Eticheta cuprinde urmatoarele informatii:
(a) pentru preparate, numele comercial sau denumirea;

(b) pentru substante, numele substantei, iar pentru preparate, numele substantelor prezente in preparat,
conform normelor enuntate la articolul 10 alineatele (2) si (3) din Directiva 1999/45/CE;
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() numele, adresa completd si numdrul de telefon al persoanei responsabile cu introducerea pe piatd a
substantei sau a preparatului, fie acesta producitor, importator sau distribuitor;

(d) simbolul (simbolurile) si indicatia (indicatiile) pentru pericol;
(e) fraze indicand riscuri specificate (fraze R);
(f) fraze indicAnd recomandarile de prudentd (fraze S);

(g) pentru substante, numdrul CE insotit, in cazul substantelor care figureazd in anexa I, de mentiunea
Letichetd CE”;

(h) pentru preparatele oferite sau vandute publicului larg, cantitatea nominald a continutului, dacd nu este
specificatd in altd parte pe ambalaj.

Observatii:

Pentru unele preparate, existd cerinte suplimentare de etichetare stabilite la articolul 10 alineatele (1) si (2)
si anexa V la Directiva 1999/45/CE si la articolul 20 din Directiva 98/8/CE.

7.1.1.  Alegerea finald a frazelor de risc §i de prudentd

Desi alegerea finald a celor mai adecvate fraze de risc si securitate este determinatd, in primul rand, de
necesitatea de a furniza toate informatiile necesare, este cazul si se tind seama si de claritatea si impactul
etichetei. Obiectivul fiind claritatea, informatia necesar ar trebui si fie exprimatd intr-un numar minim de
fraze.

In cazul substantelor iritante, usor inflamabile, inflamabile si oxidante, nu este necesard folosirea frazelor

R si S atunci cand continutul unui ambalaj nu depaseste 125 ml. Acest lucru se aplicd si atunci cand acelasi
volum de substantd nocivd nu este vandut cu amanuntul publicului larg.

In cazul preparatelor, atunci cand continutul unui ambalaj nu depaseste 125 ml:

— dacd sunt clasificate ca usor inflamabile, oxidante, iritante, cu exceptia celor cirora li se atribuie fraza
R41, sau periculoase pentru mediu si li se atribuie simbolul ,N”, nu este necesar sa se indice frazele R
sau frazele S;

— dacd sunt clasificate ca inflamabile sau periculoase pentru mediu si nu li se atribuie simbolul ,N”, este
necesard indicarea frazelor R, dar nu i a frazelor S.

7.1.2.  Fard a aduce atingere articolului 16 alineatul (4) din Directiva 91/414/CEE si Directivei 98/8/CE, indicatii
precum ,netoxic”, ,nenociv” ,nepoluant” sau ,ecologic” sau orice alt enunt indicand i substanta sau
preparatul nu prezintd pericol, sau ¢ nu poate conduce la subestimarea pericolelor prezentate de substanta
sau preparatul in cauzd, nu trebuie s figureze pe eticheta sau pe ambalajul substantelor ori preparatelor
reglementate de prezenta directivd sau de Directiva 1999/45/CE.

7.2 Denumirea sau denumirile chimice care figureazi pe etichetd

7.2.1.  Pentru substantele mentionate in anexa I, eticheta trebuie si contind numele substantelor sub una din
denumirile care figureaza in anexa L.

Pentru substantele care nu sunt mentionate in anexa I, numele este dat dupd o nomenclaturd chimicd
recunoscutd la nivel international, asa cum este definita la punctul 1.4.

7.2.2.  Pentru preparate, alegerea numelor care vor figura pe etichetd se face in conformitate cu normele
articolului 10 alineatele (2) si (3) din Directiva 1999/45/CE.

Notd:
Sub rezerva dispozitiilor din anexa V B.9 la Directiva 1999/45/CE,
— numele substantei sensibilizante trebuie ales in conformitate cu punctul 7.2.1 din prezenta anexd;

— 1in cazul preparatelor concentrate destinate industriei parfumurilor:
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7.3.

7.3.1.

7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

— persoana responsabild cu introducerea lor pe piatd poate identifica numai acea substantd
sensibilizantd pe care o considerd ca principala responsabild de pericolul sensibilizarii;

— in cazul unei substante naturale, denumirea chimica poate fi de tipul ,ulei esential de ...”, ,extract

de ...”, si nu denumirea constituentilor acelui ulei esential sau extract.

Alegerea simbolurilor de pericol

Forma simbolurilor de pericol si redactarea indicatiilor de pericol trebuie sd fie conforme cu acelea stabilite
in anexa II. Simbolul este imprimat cu litere negre pe fond galben-portocaliu.

Pentru substantele mentionate la anexa I, simbolurile si indicatiile de pericol sunt cele prezentate in anexa.

Pentru substantele periculoase care nu sunt incd mentionate in anexa I si pentru preparate, simbolurile si
indicatiile de pericol sunt atribuite in conformitate cu normele stabilite in prezenta anexa.

Atunci cand se aplicd mai multe simboluri unei substante sau unui preparat:

— obligatia aplicarii simbolului ,E” face facultative simbolurile ,F”, ,F +” si ,0”;

— obligatia aplicarii simbolurilor ,T +” sau ,T" face facultative simbolurile ,Xn”, ,Xi" si ,C";
— obligatia aplicarii simbolului ,C” face facultative simbolurile ,Xn" si ,Xi";

— dacd se aplicd simbolul ,Xn”, simbolul ,Xi” devine facultativ.

Alegerea frazelor de risc
Redactarea frazelor R trebuie sd fie in conformitate cu aceea stabilitd in anexa III.

Frazele R combinate din anexa Il trebuie utilizate dupa caz.

Pentru substantele mentionate in anexa I, frazele R sunt cele prezentate in anexa III.

Pentru substantele care nu figureazd in anexa [, frazele R sunt alese in conformitate cu criteriile si prioritatile
urmatoare:

a) in cazul pericolelor pentru sandtate:
i 1 p lelor pent tat
(i) frazele R corespunzitoare categoriei de pericol ilustrat prin simbol trebuie si figureze pe etichetd;

(ii) frazele R corespunzitoare altor categorii de pericol, care nu sunt ilustrate prin simbol in temeiul
articolului 23;

(b) in cazul pericolelor generate de proprietitile fizico-chimice:
— frazele R corespunzitoare categoriei de pericol ilustrat prin simbol trebuie sa figureze pe etichetd;
(¢) in cazul pericolelor pentru mediu:

— fraza (frazele) R corespunzitoare categoriei ,periculos pentru mediu” trebuie sa figureze pe eticheta.

Pentru preparate, frazele R sunt alese in conformitate cu criteriile si priorititile urmatoare:
(a) in cazul pericolelor pentru sindtate:

(i) frazele R corespunzitoare categoriei de pericol ilustrat prin simbol. In anumite cazuri, frazele R
trebuie adoptate in conformitate cu tabelele din anexa II la Directiva 1999/45/CE, partea B. Mai
exact, pe etichetd trebuie sd figureze frazele R ale constituentului (constituentilor) care justificd
clasificarea preparatului intr-o categorie de pericol;
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7.5.

7.5.2.

(i) frazele R care corespund altor categorii de pericol, aplicate compusilor fird a fi ilustrate printr-un
simbol in temeiul articolului 10 alineatele (2) si (4) din Directiva 1999/45/CE;

(b) in cazul pericolelor generate de proprietatile fizico-chimice:

— se aplicd criteriile descrise la punctul 7.4.3 litera (a), cu exceptia frazelor de risc ,foarte inflamabil”
sau ,usor inflamabil” care nu trebuie sd fie indicate atunci cand repetd formularea indicatiei de
pericol reprezentatd de simbol;

¢) in cazul pericolelor pentru mediu:
p p
(i) fraza (frazele) R corespunzitoare categoriei ,periculos pentru mediu” trebuie sa figureze pe etichet;

(ii) daci fraza de risc R50 a fost atribuitd ca supliment al frazei combinate R51/53 sau al R52/53 sau
numai al frazei R53, se foloseste fraza de risc combinatd R50/53.

Ca normd generald, maximum sase fraze R sunt suficiente pentru descrierea riscului in cazul preparatelor;
frazele combinate mentionate in anexa IIl sunt considerate in acest sens drept fraze unice. Cu toate acestea,
dacd preparatul intrd simultan in mai multe categorii de pericol, acele fraze tip trebuie sd acopere toate
pericolele principale asociate cu preparatul. In unele cazuri, pot fi necesare mai mult de sase fraze R.

Frazele de prudenti
Redactarea frazelor S trebuie si fie in conformitate cu aceea stabilitd in anexa IV.

Frazele S combinate din anexa IV trebuie utilizate dupa caz.

Pentru substantele care figureaza in anexa |, frazele S sunt cele prezentate in anex. Cand nu este prezentatd
nici o frazd S, producdtorul/importatorul poate adduga orice frazd (fraze) S corespunzitoare. Pentru
substantele care nu figureaza in anexa I si pentru preparate, producatorul trebuie si adauge fraze S conform
criteriilor indicate in capitolul 6 al prezentei anexe.

Alegerea frazelor de prudentd

Alegerea finald a frazelor de prudentd trebuie si tind cont de frazele de risc indicate pe etichet si de utilizarea
prevdzutd pentru substantd sau preparat:

— ca normd generald, maximum sase fraze S sunt suficiente pentru formularea celei mai adecvate
recomandari de prudent; frazele combinate mentionate in anexa IV sunt considerate in acest sens drept
fraze unice;

— 1in cazul frazelor S privind indepartarea, trebuie utilizatd o fraz S dacd nu este evident ci indepdrtarea
produsului si a recipientului sdu nu prezintd nici un pericol pentru sinitatea oamenilor sau pentru
mediu. Sunt importante in special recomanddrile referitoare la indepartarea in sigurantd a substantelor
si preparatelor vandute publicului larg;

— unele fraze R devin inutile daci se realizeazi o alegere judicioasd a frazelor § si reciproc; frazele S care
corespund in mod evident frazelor R figureaza pe etichetd numai daci se urmdreste accentuarea unui
anumit avertisment;

— la alegerea frazelor de prudentd, se acordd o atentie speciald conditiilor previzute pentru folosirea
anumitor substante si preparate, de exemplu, pulverizarea sau orice alte efecte de aerosol. Frazele trebuie
alese avand in vedere utilizarea prevazutd;

— frazele S1, S2 si S45 sunt obligatorii pentru toate substantele si preparatele foarte toxice, toxice si
corozive vandute publicului larg;

— frazele S2 si S46 sunt obligatorii pentru toate celelalte substante si preparate periculoase (cu exceptia
celor clasificate numai ca periculoase pentru mediu) vandute publicului larg.

Daci frazele alese strict in conformitate cu criteriile enuntate la 6.2 conduc la redundanta sau ambiguitate
sau dacd sunt in mod clar inutile dat fiind specificul produsuluifambalajului, unele fraze pot fi suprimate.
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7.6. Numirul CE

Dacd o substantd mentionatd pe etichetd este inscrisd in Inventarul european al substantelor chimice
existenta introduse pe piatd (IESCE) sau in Lista europeand a substantelor notificate (ELINCS), numdrul
[ESCE sau ELINCS al substantei trebuie si figureze pe etichetd. Aceastd cerintd nu se aplicd la preparate.

7.7. Dimensiunile etichetei pentru preparate

Dimensiunile etichetei sunt urmdtoarele:

Capacitatea ambalajului Dimensiunile (in milimetri)

— mai micd sau egald cu 3 I: daci este posibil, cel putin 52 x 74
— mai mare de 3 1, dar care nu depdseste 50 1: cel putin 74 x 105

— mai mare de 50 1, dar care nu depaseste 500 I: cel putin 105 x 148

— peste 500 : cel putin 148 x 210

Fiecare simbol trebuie si ocupe cel putin o zecime din suprafata etichetei dar s aibd o suprafati de cel putin
1 cm?. Eticheta trebuie s3 fie bine fixatd pe una sau mai multe fete ale ambalajului care este in contact direct
cu preparatul.

Informatiile de pe etichetd trebuie si se detaseze clar de fondul etichetei si sa fie de marime corespunzitoare,
cu spatii suficiente, asa incat sa fie usor de citit.

8. CAZURI SPECIALE: Substante

8.1. Butelii mobile de gaz

Pentru buteliile mobile de gaz se considerd ci sunt respectate prescriptiile referitoare la etichetare atunci
cand sunt in conformitate cu articolul 23 sau cu articolul 24 alineatul (6) litera (b).

Cu toate acestea, prin derogare de la articolul 24 alineatele (1) si (2), pentru buteliile de gaz cu capacitate
normald mai micd sau egald cu 150 1, poate fi folositd una din urmatoarele alternative:

— formatul si dimensiunile etichetei pot si se conformeze prescriptiilor standardului ISO 7225 (editia
1994) referitoare la ,Butelii de gaz - Etichete de risc”,

— informatiile specificate la articolul 23 alineatul (2) pot fi furnizate pe un disc sau o eticheta rezistentd
cu fixare permanentd pe butelie.

8.2. Recipiente de gaz pentru propan, butan sau gaz petrolier lichefiat (GPL)

Aceste substante sunt clasificate in anexa L. Desi clasificarea lor este in conformitate cu articolul 2, ele nu
prezintd pericol pentru sdndtatea oamenilor atunci sunt introduse pe piatd in butelii inchise reincarcabile
sau in cartuse nereincdrcabile din sfera de aplicare a EN 417, ca gaze combustibile care urmeazi sa fie
eliberate din recipient numai in vederea combustiei (EN 417, editia septembrie 1992 referitoare la ,Cartuse
metalice nereincircabile pentru gaze petroliere lichefiate, cu sau fard ventil, destinate alimentdrii aparatelor
portabile: executie, verificare, testare si marcare”).

Aceste butelii si cartuse trebuie etichetate cu simbolul corespunzator si frazele R si S privind inflamabilitatea.
Nu se cere indicarea pe etichetd a informatiilor referitoare la efectele asupra sindtdtii oamenilor. Cu toate
acestea, informatiile privind efectele asupra sdnatatii oamenilor care ar fi trebuit sa figureze pe etichetd sunt
transmise utilizatorului profesional de cdtre persoana responsabild cu introducerea pe piatd a substantei, in
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formatul previzut la articolul 27 din directivd. In ceea ce priveste consumatorii, li se transmit suficiente
informatii pentru a le da posibilitatea si ia toate mdsurile necesare pentru sdndtate si sigurantd, asa cum se
prevede la articolul 1 alineatul (3) din Directiva 91/155/CEE, astfel cum a fost modificatd prin Directiva
93/112/CEE.

8.3. Metale sub formi solida

Aceste substante sunt clasificate in anexa [ sau urmeaza si fie clasificate in conformitate cu articolul 6. Cu
toate acestea, unele din aceste substante, desi sunt clasificate in conformitate cu articolul 2, nu prezintd, in
forma comercializatd, pericol pentru sinatatea oamenilor in caz de inhalare, ingestie ori in contact cu pielea
sau pentru mediul acvatic. Aceste substante nu necesita etichetd in temeiul articolului 23. Cu toate acestea,
toate informatiile care ar fi trebuit sd figureze pe etichetd sunt transmise utilizatorului de citre persoana
responsabild cu introducerea pe piatd a metalului, in formatul prevazut la articolul 27.

8.4. Substante clasificate cu R65

Substantele clasificate ca nocive din cauza pericolului in caz de aspirare nu este necesar s fie etichetate ca
nocive cu fraza R65, dacd sunt introduse pe piatd ca aerosoli sau in recipiente previzute cu dispozitiv de
pulverizare sigilat.

9. CAZURI SPECIALE: Preparate

9.1. Preparate gazoase (amestecuri de gaze)

Pentru preparatele gazoase se iau in considerare:
— evaluarea proprietatilor fizico-chimice,
— evaluarea pericolelor pentru sinitate,

— evaluarea pericolelor pentru mediu.

9.1.1.  Evaluarea proprietitilor fizico-chimice

9.1.1.1.  Inflamabilitatea

Inflamabilitatea acestor preparate se determind in conformitate cu articolul 5 din Directiva 1999/45/CE,
dupd metodele specificate in anexa V partea A din prezenta directiva.

Aceste preparate se clasificd in functie de rezultatele testelor efectuate si dupd criteriile din anexa V si
criteriile din ghidul de etichetare.

Cu toate acestea, prin derogare, in cazul in care preparatele gazoase sunt produse la comandd, in cantitati
mici, inflamabilitatea acestor amestecuri gazoase poate fi evaluatd prin metoda de calcul urmatoare:

expresia amestecului de gaze

AyFy o # AR+ A F,+B L+ . +B L+ .. +B, L
unde: A si B; sunt fractii molare

F, este un gaz inflamabil

I, este un gaz inert

n este numdrul de gaze inflamabile

p este numdrul de gaze inerte,

poate fi transformata intr-o formd in care toate I; (gaze inerte) sunt exprimate in echivalent-azot, folosind
un coeficient K;, si in care continutul echivalent de gaze inflamabile A’; se exprimd dupd cum urmeazd:

A'; = A, x [100 | (A, + K B,)]
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9.1.1.2.

Folosind valoarea continutului maxim de gaze inflamabile care, in amestec cu azotul, dd o compozitie
neinflamabild in aer (Tci), se obtine expresia urmatoare:

T A Tai<1

Amestecul de gaze este inflamabil atunci cand valoarea frazei de mai sus este mai mare de 1. Preparatul este
clasificat ca extrem de inflamabil si este atribuitd fraza R12.

Coeficientii de echivalentd (K; )

Valorile coeficientilor de echivalentd K| intre gazele inerte si azot si valorile continutului maxim de gaze
inflamabile (Tci) figureaza in tabelele 1 si 2 ale standardului ISO 10156, editia din 15.12.1990 (noua editie:
1996), referitoare la ,Gaze si amestecuri de gaze - Stabilirea potentialului de inflamabilitate si de oxidare
pentru alegerea armdturilor de iesire ale robinetelor”.

Continutul maxim de gaze inflamabile (Tci)

Valoarea continutului maxim de gaze inflamabile (Tci) figureaza in tabelul 2 al standardului ISO 10156,
editia din 15.12.1990 (noua editie: 1996), referitoare la ,Gaze si amestecuri de gaze - Stabilirea potentialului
de inflamabilitate si de oxidare pentru alegerea armdturilor de iegire ale robinetelor”.

Atunci cind valoarea Tci a unui gaz inflamabil nu figureaza in standardul mentionat anterior, se foloseste
limita inferioard de explozie (LIE) corespunzitoare. Dacd nu existd nici o valoare LIE, valoarea Tci se
stabileste la 1 % vol.

Observatii:

— expresia de mai sus poate fi folositd pentru a permite o etichetare corespunzitoare a preparatelor gazoase;
totusi, ea nu trebuie consideratd ca metodd de inlocuire a experimentelor in vederea determindrii
parametrilor tehnici de siguranti;

— in plus, aceastd expresie nu furnizeazd nici o informatie asupra posibilitatii de a prepara sau nu, in deplind
sigurantd, un amestec continand gaze oxidante. Aceste gaze oxidante nu se iau in considerare la estimarea
inflamabilitatii;

— expresia de mai sus nu dd rezultate fiabile decat daci gazele inflamabile nu se influenteazi reciproc din
punct de vedere al inflamabilitdtii. Acest aspect trebuie luat in considerare, de exemplu in cazul
hidrocarburilor halogenate.

Proprietdtile oxidante

Avand in vedere ci anexa V la prezenta directivd nu contine o metodd de determinare a proprietatilor
oxidante ale amestecurilor gazoase, evaluarea acestor proprietdti trebuie efectuatd in conformitate cu
metoda de estimare urmdtoare.

Principiul metodei este comparatia dintre potentialul oxidant al gazelor intr-un amestec si potentialul
oxidant al oxigenului in aer. Concentratiile gazelor in amestec se exprimd in % vol.

Se considerd ci amestecul de gaze este la fel de oxidant sau mai oxidant decat aerul, dacd este indeplinitd
conditia:

% x G 221
unde: x; este concentratia gazului i, %vol,
C; este coeficientul de echivalentd in oxigen.

In acest caz, preparatul este clasificat ca oxidant si i se atribuie fraza R8.

Coeficientii de echivalentd intre gazele oxidante si oxigen
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Cocficientii folositi in calculul de determinare a capacititii oxidante a anumitor gaze intr-un amestec
comparativ cu capacitatea oxidantd a oxigenului in aer, mentionati la punctul 5.2 din standardul ISO 10156
editia 15.12.1990 (noua editie: 1996) referitoare la ,Gaze si amestecuri de gaze - Stabilirea potentialului de
inflamabilitate si oxidare la alegerea armaturilor de iesire ale robinetelor”, sunt urmatorii:

0, 1
N,O 06

Cand in standardul mentionat nu existd valoare pentru coeficientul C; al unui gaz, acestui coeficient i se
atribuie valoarea 40.

9.1.2. Etichetarea

Pentru recipientele de gaze portabile se considerd ca prescriptiile referitoare la etichetare sunt conforme
atunci cand sunt in conformitate cu articolul 11 alineatul (6) litera (b) din Directiva 1999/45/CE.

Cu toate acestea, prin derogare de la articolul 11 alineatele (1) si (2), pentru recipientele de gaze cu o
capacitate normald mai micd sau egald cu 150 1, formatul si dimensiunile etichetei pot respecta prescriptiile
standardului ISO 7225 (editia 1994) referitoare la ,Butelii de gaz - Etichete de risc”. In acest caz, eticheta
poate indica denumirea genericd sau denumirea industriald/comerciald a preparatului, cu conditia ca
denumirile substantelor periculoase care intrd in compozitia sa sa figureze clar si in tipdriturd de nesters pe
corpul recipientului de gaz.

Informatiile specificate la articolul 10 pot fi furnizate pe un disc sau pe o etichetd rezistentd cu fixare
permanentd pe recipiente.

9.2. Recipiente de gaze pentru preparate odorizante care contin propan, butan sau gaz petrolier
lichefiat (GPL)

Propanul, butanul si gazele petroliere lichefiate sunt clasificate in anexa L. Desi preparatele care contin aceste
substante sunt clasificate in conformitate cu articolele 5, 6 si 7 din Directiva 1999/45/CE, ele nu prezintd
pericol pentru sdnitatea oamenilor atunci cand sunt introduse pe piatd in butelii inchise reincircabile sau
in cartuse nereincarcabile din sfera de aplicare a EN 417, ca gaze combustibile care urmeazi si fie eliberate
din recipient numai in vederea combustiei (EN 417, editia septembrie 1992 referitoare la ,Cartuse metalice
nereincdrcabile pentru gaze petroliere lichefiate, cu sau fard ventil, destinate alimentdrii aparatelor portabile:
executie, verificare, testare si marcare”).

Aceste butelii si cartuse trebuie etichetate cu simbolul corespunzitor si frazele R si S privind inflamabilitatea.
Pe etichetd nu este necesard nici o informatie referitoare la efectele asupra sinatitii oamenilor. Cu toate
acestea, informatiile care ar fi trebuit sd figureze pe etichetd privind efectele asupra sanitatii oamenilor sunt
transmise utilizatorului profesional de citre persoana responsabild cu introducerea pe piatd a substantei, in
formatul prevazut la articolul 14 din Directiva 1999/45/CE. In ceea ce priveste consumatorii, li se transmit
suficiente informatii pentru a le da posibilitatea si ia toate masurile necesare pentru sindtate si sigurant,
asa cum se prevede la articolul 1 alineatul (3) din Directiva 91/155/CEE.

9.3. Aliaje, preparate ce contin polimeri, preparate ce contin elastomeri

Aceste preparate sunt clasificate in conformitate cu dispozitiile articolelor 5, 6 si 7 si etichetate in
conformitate cu dispozitiile articolului 10 din Directiva 1999/45/CE.

Cu toate acestea, unele din aceste preparate, desi sunt clasificate in conformitate cu articolele 6 si 7, nu
prezintd, in forma comercializatd, pericol pentru sinitatea oamenilor in caz de inhalare, ingestie ori in
contact cu pielea sau pentru mediul acvatic. Aceste preparate nu necesita etichetd in temeiul articolului 10
sau al anexei V B.9. Cu toate acestea, toate informatiile care ar fi trebuit sd figureze pe etichetd sunt transmise
utilizatorului profesional printr-un sistem de informatii intr-un format prevazut la articolul 14 din directiva
mentionatd.
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9.4.

9.5.

9.6.

Preparate clasificate cu R65

Preparatele clasificate ca nocive din cauza pericolului in caz de aspirare nu este necesar si fie etichetate ca
nocive cu fraza R65, daca sunt introduse pe piatd sub forma de aerosoli sau in recipiente previzute cu
dispozitiv de pulverizare sigilat.

Peroxizi organici

Peroxizii organici combind proprietdtile unui oxidant si ale unei substante combustibile intr-o singurd
moleculd: cand un peroxid organic se descompune, partea oxidantd a moleculei reactioneazd exoterm cu
partea combustibild (oxidabild). In ceea ce priveste proprietitile oxidante, metodele mentionate in anexa V
nu pot fi aplicate la peroxizii organici.

Trebuie folositd metoda de calcul urmitoare, bazatd pe prezenta oxigenului activ.
Continutul disponibil de oxigen (%) al unui preparat de peroxid organic se obtine cu formula:

16 x X (n; x ¢; | m;),
unde:
n; =numdrul gruparilor peroxid pe moleculd de peroxid organic i

i

C;

. = concentratia (% gr) peroxidului organic i

m; = masa moleculard a peroxidului organic i
Dispozitii suplimentare de etichetare pentru anumite preparate

Pentru anumite preparate existd cerinte suplimentare de etichetare stabilite la articolul 10 alineatele (1) si (2)
in anexa V la Directiva 1999/45/CE si articolul 20 din Directiva 98/8/CE.
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DECLARATIA COMISIEI

In privinta punctului 4.1.5 si in special in privinta ultimului paragraf al punctului 4.1.5, Comisia declari c4, in cazul
in care ia in considerare aplicarea procedurii de la articolul 28, este pregatitd sd consulte in prealabil experti desemnati
de statele membre si avand calificari inalte in materie de efecte cancerigene, mutagene sau toxice asupra reproducerii.

Aceastd consultare va avea loc in cadrul procedurii obisnuite de consultare cu expertii nationali si in cadrul comitetelor
existente. Tot astfel se va proceda in cazul in care substantele deja incluse in anexa I trebuie sd fie reclasificate in functie
de efectele cancerigene, mutagene sau toxice pentru reproducere.



13/vol. 32

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

251

ANEXA 7A

Pentru produsele intermediare cu expunere la risc limitatd se aplicd dispozitiile de la punctul 7.



252

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 32

ANEXA 7B

Pachetul de teste redus pentru produsele intermediare in cantitdti > 1 tond/an

Definitii

Fird a aduce atingere altor dispozitii legislative comunitare, se aplicd urmaitoarele definitii:

,produsul intermediar” este substanta chimica produsd, consumati sau folosita exclusiv pentru prelucrarea
chimicd in scopul transformdrii in altd (alte) substantd (substante) chimicd (chimice);

Lemisia” se referd la eliberarea unei substante dintr-un sistem, de exemplu, atunci cand sistemul este deschis.
Prin urmare, obiectivul principal trebuie si fie garantarea nivelului maxim de protectie a lucritorilor si
reducerea la minim a emisiilor in mediu prin limitarea riguroasi a procesului;

sexpunerea la risc” se referd la ceea ce se intampla dupd emisia substantei, fie cd aceasta a fost emisa in spatiu
deschis, fie ¢ substanta poate si fie inhalatd de lucratori sau sd intre in contact cu pielea acestora. Dacd se
anticipeaza ci pot sd apard emisii, trebuie efectuat un control riguros al expunerii la risc, cu tehnici adecvate,
ludnd in considerare necesitatea de a adopta principiul de precautie conform caruia acele proprietdti
fizico-chimice, toxicologice si ecotoxicologice care nu au fost testate se presupune cd sunt periculoase;

Lsistemul integrat de ventilatie prin aspiratie” este un sistem de ventilatie prin aspiratie de tip inchis, care
este folosit in combinatie cu dispozitive de blocare, incinte, mantale, containere, in vederea retinerii
agentilor chimici in partea internd a instalatiei de tip inchis. Deschizaturile din constructie care au legiturd
cu procesul tehnologic trebuie si fie cat mai mici posibil. Capacitatea de extragere si sistemul de evacuare
a aerului trebuie sd fie proiectate asa incat depresiunea din instalatia de aspiratie sa fie suficientd pentru a
capta si a indepdrta integral toate gazele, vaporii si pulberile care apar. Trebuie si fie prevenit refluxul in
zona de lucru al substantelor periculoase aspirate. Aceasta inseamnd cd substantele periculoase sunt
impiedicate si treacd din instalatia de tip inchis in zona de lucru;

X9

Lsistemul de ventilatie prin aspiratie cu o inaltd eficientd” este un sistem de ventilatie prin aspiratie de tip
deschis sau semideschis, dimensionat astfel incat agentii chimici si rimana in zona de captare. Aceasta
inseamnd cd aparitia agentilor chimici in atmosfera zonei de lucru poate fi practic exclusg;

Lsistemul eficient de ventilatie prin aspiratie” este un sistem de ventilatie prin aspiratie de tip deschis sau
semideschis, dimensionat astfel incat agentii chimici sd rimana in zona de captare, adicd aparitia agentilor
chimici in atmosfera zonei de lucru poate fi in mare masura exclusd sau se poate demonstra respectarea
valorii limitd;

Lalt sistem de ventilagie prin aspiratie” este un sistem de ventilatie prin aspiratie de tip deschis sau
semideschis, dimensionat astfel incat aparitia agentilor chimici in atmosfera zonei de lucru nu poate fi
exclus;

Jformele de folosire care genereazd emisii reduse” sunt, de exemplu:

— ambalarea expandabild, adicd substanta periculoasa este inchisa intr-un ambalaj corespunzator si, fard
a deschide ambalajul, se introduce in sistemul de reactie impreund cu ambalajul;

— schimbarea consistentei, adicd substanta este folositd, de exemplu, sub formd de pastd sau de granule
in loc de forma pulverulents;

— master batch ; aceasta constd in acoperirea substantei periculoase cu o matritd plasticd prin care se
impiedicd orice contact direct cu substanta periculoasd. Matrita plasticd in sine nu este o substantd
periculoasd. Este posibild insd abrazarea matricei plastice si, prin urmare, eliberarea substantei
periculoase;

formele de folosire fard emisii” sunt, de exemplu, master batch fird abraziune, adicd matrita plasticd este
atat de rezistentd la abraziune incét nu se elibereaza nici o substantd periculoas;
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Letans din punct de vedere tehnic” este termenul care se aplicd unui subansamblu dacd nu este depistatd nici
o neetanseitate in timpul probelor, controalelor sau verificdrilor de etanseitate, de exemplu, folosind agenti
de spumare sau echipamente indicatoare de scurgere, efectuate in acest scop. Sistemele, subsistemele si
elementele1 functionale sunt etanse din punct de vedere tehnic dacd pierderea de presiune este < 0,00001
mbar*l*s™ .

Cererea privind pachetul de teste redus

Pentru produsele intermediare, notificatorul poate solicita autorititii competente permisiunea de a efectua
pachetul de teste redus (PTR). Acest PTR reprezintd setul minim de date destinat sd conduci la o prima evaluare
preliminard a riscurilor privitoare la orice produs intermediar care urmeazi si fie introdus pe piatd. In
conformitate cu articolul 16 alineatul (1), poate fi cerut orice test suplimentar, in functie de rezultatul evaludrii
de risc.

Conditiile pentru cererea privind pachetul de teste redus

Notificatorul trebuie sd demonstreze in mod satisficitor autoritdtii competente cireia ii notificd substanta ca
sunt indeplinite urmitoarele conditii:

@)

substanta este produsd, consumatd sau folositd exclusiv pentru prelucrare chimici. Se exclud monomerii.
Dupi prelucrare, substanta se transformd in molecule chimic diferite, care nu sunt polimeri;

prelucrarea substantei este restrictionatd la un numar de maximum doud puncte de lucru. De exemplu,
aceasta poate fi produsi de o intreprindere si apoi transportatd citre una sau doud alte intreprinderi. De
observat cd dacd substanta urmeazd si ajungd in mai mult de doud puncte de prelucrare, conditiile de PTR
nu mai sunt indeplinite si dosarul trebuie actualizat pand la nivelul corespunzitor;

aprovizionarea intreprinderii care foloseste produsul intermediar in scop de prelucrare avansata trebuie sa
se facd direct de la notificator si nu printr-un furnizor intermediar;

substanta trebuie s fie izolatd riguros prin mijloace tehnice pe durata intregului ciclu de viata. Aici se includ
productia, transportul, purificarea, curdtarea si intretinerea utilajelor, prelevarea probelor, analiza,
incdrcarea si descdrcarea echipamentului/recipientelor, indepirtarea/purificarea deseurilor si depozitarea. In
general, Intr-un proces adecvat toate elementele functionale ale instalatiei, cum sunt gurile de umplere,
echipamentele de golire etc. sunt fie de tip inchis cu etanseitate garantatd, fie de tip inchis cu sistem integrat
de ventilatie prin aspiratie;

atunci cand existd potential de expunere la risc, trebuie folosite acele tehnologii de operare si control care
reduc la minimum emisiile si, in consecintd, expunerea la risc;

in cazul lucrdrilor de curdtare si intretinere, trebuie aplicate metode speciale, cum sunt purjarea si spilarea,
inainte ca sistemul sa fie deschis sau si se patrunda induntru;

operatiunile de transport respectd cerintele Directivei 94/55/CE a Consiliului astfel cum a fost modificatd;

in caz de accident si atunci cand se genereaza deseuri in urma operatiunilor de purificare sau de curdtare
si intretinere, poate fi expus mediul. In oricare din cazuri se folosesc acele tehnologii de operare si de control
care reduc la minimum emisiile si, in consecintd, expunerea la risc;

trebuie sd existe un sistem de gestionare care identificd rolurile fiecdrei persoane in organizatie;

ambalajul substantei se eticheteazd in conformitate cu anexa VI la Directiva 67/548/CEE si, in plus, cu
propozitia urmdtoare ,Atentie - substantd netestatd complet”;

notificatorul trebuie sd foloseascd un sistem de supraveghere a produsului si trebuie sd supravegheze
utilizatorii (maximum doi) asa incat sd asigure respectarea conditiilor enumerate anterior.
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4.

Dosarul tehnic prezentat pentru pachetul de teste redus

Notificatorul care solicitd un PTR pentru o substantd trebuie sd prezinte autoritatii competente urmdtorul dosar
tehnic pentru toate punctele de productie si de prelucrare:

(a) o declaratie conform careia notificatorul si fiecare utilizator acceptd conditiile enumerate la punctul 3;

(b) descrierea msurilor tehnice prin care se realizeaza izolarea riguroasd a substantei ('), inclusiv metodele de
umplere, de prelevare a probelor, de transfer i de curdtare. Nu este necesar sd fie furnizate detalii privind
integritatea fiecdrui racord sau eficienta sistemului integrat de ventilatie prin aspiratie. Cu toate acestea,
oricare ar fi mijloacele prin care se asigurd izolarea riguroasa a procesului, este important ca informatia si
fie disponibild, dacd este necesar, pentru a verifica veridicitatea afirmatiilor ficute in cazul unui control;

(¢) dacd nu sunt indeplinite criteriile de evaluare a sistemelor inchise la manipularea agentilor chimici, detaliate
la punctul 5 de mai jos, notificatorul trebuie si prezinte informatii privind expunerea la risc bazate pe
verificari reprezentative si pe un model de calcul fiabil, pentru a da posibilitatea autorititii competente si
decidd dacd acceptd sau nu PTR solicitat;

c

descrierea detaliata a proceselor in toate punctele de lucru implicand productia si prelucrarea. In special,
trebuie specificat daca deseurile de productie si prelucrare sunt evacuate in apele reziduale, deseurile lichide
sau solide sunt incinerate si cum se face curdtarea si intretinerea intregului echipament;

(e) o evaluare detaliatd a emisiilor posibile si a expunerii la risc pentru om §i mediu pe durata intregului ciclu
de viatd, inclusiv detalii referitoare la diferitele reactii chimice implicate in proces si la modul de tratare a
reziduurilor. Acolo unde emisiile conduc la expuneri la risc, mijloacele prin care sunt controlate acestea
trebuie descrise suficient de detaliat pentru a da posibilitatea autorititii competente s decidd dacd acceptd
sau nu declaratia sau si calculeze o ratd a emisiilor in conformitate cu Ghidul Tehnic al UE;

(f) schimbarile care pot afecta expunerea la risc a omului si a mediului trebuie notificate anticipat, de exemplu
orice schimbare la elementele functionale ale instalatiei, un nou utilizator sau un nou punct de lucry;

() informatiile prescrise pentru PTR sunt urmdtoarele:
anexa VILB plus urmdtoarele teste din prezenta anexa:
— presiunea de vapori (3.4),
— proprietdtile explozive (3.11),
— temperatura de autoaprindere (3.12),
— proprietdtile oxidante (3.13),
— granulometria (3.15),
— toxicitatea acutd pentru dafnia (5.1.2).

Notificatorul trebuie sd includa si alte informatii relevante care si 1i dea posibilitatea autoritdtii competente
sd ia o decizie informatd si s facd posibila efectuarea unor controale adecvate de citre utilizator la punctul
de prelucrare. De exemplu, dacd sunt disponibile suplimentar informatii fizico-chimice, toxicologice si
despre comportamentul in mediu, acestea trebuie prezentate si ele. In plus, notificatorul trebuie sa
examineze informatiile disponibile privind toxicitatea si ecotoxicitatea substantelor aflate in stransa relatie
structurald cu substanta notificatd. Daci sunt disponibile date relevante, in special referitoare la toxicitatea
cronicd sau reproductivd si la cancerogenezd, trebuie prezentat si un rezumat al acestor informatii;

(h) identitatea notificatorului, a producatorului si a utilizatorului (utilizatorilor).

Tipul de constructie si specificatiile tehnice (de exemplu, etanseitatea) elementelor functionale inchise determind eficienta izoldrii.
Pentru a da posibilitatea autoritdtii competente sd decidi daci se realizeazd sau nu izolarea riguroasd, este esential ca notificatorul
sd includd detalii referitoare la aceste aspecte. Misurile tehnice trebuie, in mod normal, sa indeplineascd conditiile din ,Criterii
de evaluare a sistemelor inchise la manipularea agentilor chimici” care sunt incluse, orientativ, la punctul 7.5 si in tabelul 1 din
prezenta anexa. Cele de mai sus sunt declarate de notificator, nefiind totusi necesar ca, in descrierea privitoare la masurile tehnice,
acesta s se refere la fiecare tip de element functional inchis. Orice abatere de la conditiile fixate in criterii trebuie descrisd detaliat,
cu justificare.
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5.1.

5.2.

Criterii de evaluare a sistemelor inchise la manipularea agentilor chimici

Folosirea

La evaluarea instalatiei se foloseste un indice de evaluare. Indicele de evaluare clasificd manipularea substantei
si potentialul rezultant de expunere la risc legatd de proces. Pentru determinarea indicelui de evaluare,
notificatorul examineazi instalatia sau sectorul de instalatie in cauzd. Fiecare element functional individual
trebuie evaluat.

Sistemele se considerd ca fiind inchise dacd evaluarea tuturor elementelor functionale disponibile corespunde
indicelui de evaluare 0,5 si dacd sunt implicate numai elemente functionale care sunt de tip inchis cu etanseitate
garantatd si echipate cu sistem integrat de ventilatie prin aspiratie. In plus, trebuie exclus contactul direct cu
pielea.

in colectia de exemple, elementele functionale relevante sunt indicate cu 0,5 in aldine.

Elementele functionale de tip partial deschis cu ventilatie prin aspiratie avand o eficientd ridicatd (indicate de
asemenea de indicele de evaluare 0,5, dar in corp de literd obisnuit) nu sunt considerate inchise in sensul acestei
norme.

Atunci cand elementelor functionale li s-a acordat indicele de evaluare 1, inseamnd ca respectarea certd si
permanentd a valorii-limitd nu este intotdeauna asiguratd. Astfel de elemente functionale sunt:

1 — tip inchis, etanseitate negarantatd
1 — tip partial deschis cu ventilatie prin aspiratie eficientd

Atunci cand elementelor functionale li s-au acordat indicii de evaluare 2 si 4, inseamna ca respectarea valorilor
limitd nu este intotdeauna asigurata. Astfel de elemente functionale sunt:

2 — de tip partial deschis, cu sistem simplu de ventilatie prin aspiratie si deschidere neasiguratd
2 — deschis cu sistem simplu de ventilatie prin aspiratie

4 — de tip deschis sau de tip partial deschis

4 — ventilatie naturala.

Catalogul exemplelor din tabelul 1 faciliteazi clasificarea elementelor functionale. Elementele functionale care
nu sunt incluse in colectia de exemple pot fi clasificate in temeiul analogiilor. Instalatia sau sectorul de instalatie
este apoi clasificat(d) folosind valoarea indicelui acelui element functional care a primit cel mai ridicat indice
de evaluare.

Verificarea

Folosirea acestui criteriu necesitd respectarea parametrilor tehnologici stabiliti si efectuarea verificarilor
mentionate in colectia de exemple (de exemplu, controlul si intretinerea instalatiilor).

Aplicarea pachetului de teste redus

Dacd autoritatea competentd acceptd cererea notificatorului pentru un PTR, atunci informatiile din teste si
studiile stabilite la punctul 7.4 sunt necesare pentru dosarul tehnic mentionat la articolul 7. De observat cd
pentru cantitdtile mai mici de 1 tond/an se aplicd cerintele privind testarea din anexa VILB/VILC.
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ANEXA 8A

Atunci cand, in conformitate cu dispozitiile din anexa VILA referitoare la produsele intermediare, autoritatea
competentd pertinentd a autorizat aplicarea pachetului de teste redus unei substante chimice, cerintele acestei sectiuni
se reduc dupd cum urmeazi:

— atunci cand cantitatea de substantd introdusi pe piatd ajunge la 10 t/an/producitor sau atunci cand cantitatea
totald introdusd pe piatd ajunge la 50 t/producitor; in acest caz autoritatea competentd pertinentd cere toate testele
si studiile stabilite la punctele 3-6 din anexa VILA (cu exceptia celor deja efectuate); in plus, autoritatea competenta
pertinentd poate cere acele teste si studii de nivelul 1 care privesc organismele acvatice;

— atunci cand cantitatea de substantd introdusa pe piatd ajunge la 100 t/an/producitor sau atunci cand cantitatea
totald introdusd pe piatd ajunge la 500 t/producitor; in acest caz autoritatea competentd pertinenta cere testele
si studiile de nivelul 1 care privesc toxicitatea reproductivi. Autoritatea competentd pertinenta poate decide cd prin
clasificarea substantei ca produs intermediar ficand obiectul unui PTR existd un motiv suficient pentru ca unul
sau mai multe teste si studii, cu exceptia celor privind toxicitatea reproductivd, sd nu fie adecvate.
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ANEXA 8B

Atunci cand cantitatea de substantd introdusd pe piatd ajunge la 1 000 t/an/producitor sau atunci cand cantitatea
totald introdusa pe piatd ajunge la 5 000 t/producitor, in mod normal nu se mai cer studiile suplimentare mentionate
la nivelul 1 sau 2. Autoritatea competentd pertinentd ar trebui totusi s aiba in vedere teste suplimentare si poate cere
teste suplimentare, inclusiv testele stabilite la nivelurile 1 si 2 ale prezentei OECD, Paris, 1992, Orientarea 210, Pestele,
Teste de toxicitate in stadiile de viatd timpurii.



