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DIRECTIVA 92/69/CEE A COMISIEI
din 31 iulie 1992

de efectuare a celei de a saptesprezecea adaptiri 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

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunititii Economice
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 92/32/CEE a Comisiei (3 si, in special,
articolele 28 si 29;

intrucat articolul 3 alineatul (1) din Directiva 67/548/CEE si
articolul 3 din Directiva 88/379/CEE a Consiliului din 7 iunie
1988 privind apropierea actelor cu putere de lege si a actelor
administrative referitoare la clasificarea, ambalarea si etichetarea
preparatelor periculoase (3), astfel cum a fost modificatd ultima
datd prin Directiva 90/492/CEE a Comisiei (4), prevede ca
determinarea proprietdtilor fizico-chimice, a toxicitdtii si
ecotoxicitdtii substantelor si preparatelor si se realizeze in
conformitate cu metodele specificate in anexa V la Directiva
67/548CEE;

intrucat textul anexei V la Directiva 67/548|CEE este publicat in
prezent in doud parti, si anume anexa la Directiva 84/449/CEE a
Comisiei (°) si anexa la Directiva 88/302/CEE a Comisiei (%);

() JO 196,16.8.1967, p. 1.

() JOL154,5.6.1992,p. 1.

() JOL187,16.7.1988, p. 14.

# JOL275,5.10.1990, p. 35.

() JOL251,19.9.1984, p. 1.

() JOL133,30.5.1988, p. 15iJO L 136, 2.6.1988, p. 20.

intrucat, pentru a tine seama de progresul tehnic, este necesara si
revizuirea metodelor de incercare mentionate in anexa la Direc-
tiva 84/449/CEE a Comisiei;

intrucat, pentru a tine seama de progresul tehnic, este necesara si
revizuirea metodei de incercare pentru testul de inhibitie a creste-
rii algelor care se gdseste in prezent in anexa la Directiva
88/302/CEE a Comisiei si este necesar, cu aceastd ocazie,
transferarea metodei de incercare mentionate la anexa la Direc-
tiva 84/449/CEE;

intrucat, conform Directivei 86/609/CEE a Consiliului privind
apropierea actelor cu putere de lege si a actelor administrative
referitoare la  protectia animalelor utilizate in scopuri
experimentale (7), se impune reducerea la minimum a numarului
de animale utilizate in scopuri experimentale;

intrucat dispozitiile prezentei directive sunt conforme cu avizul
Comitetului pentru adaptarea la progresul tehnic a directivelor
privind eliminarea barierelor tehnice din calea comertului cu
substante si preparate periculoase,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Anexa la Directiva 84/449/CEE se inlocuieste cu anexa la prezenta
directiv.

() JOL358,618.12.1986, p. 1.
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Articolul 2

Metoda de incercare pentru testul de inhibitie a cresterii algelor
descrisd in anexa la Directiva 88/302/CEE se elimina.

Atrticolul 3

Statele membre adoptd si pun in aplicare actele cu putere de lege
si actele administrative necesare pentru a se conforma prezentei
directive pand la 30 octombrie 1993. Statele membre informeazd
de indatd Comisia cu privire la aceasta.

Atunci cind statele membre adopta aceste dispozitii, ele cuprind
o trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicarii lor oficiale.

Statele membre adoptd modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

Atrticolul 4

Prezenta directiva se adreseazd statelor membre.

Adoptatd la Bruxelles, 31 iulie 1992.

Pentru Comisie,
Karel van MIERT

Membru al Comisiei
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ANEXA

Anexa la Directiva 92/69/CEE a Comisiei din 31 julie 1992 de efectuare a celei de-a saptesprezecea adaptari
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 §i etichetarea substantelor periculoase (?)

(') JOL383,29.12.1992, p. 113.
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INTRODUCERE

Anexa stabileste metodele de testare pentru determinarea proprietdtilor fizico-chimice, toxicologice si ecotoxicologice
enumerate in anexele VII si VIII la Directiva 79/831/CEE. Aceste metode se bazeazd pe cele recunoscute §i recomandate
de organismele internationale competente (in special OCDE).

In cazurile in care nu au fost disponibile asemenea metode, au fost adoptate norme nationale sau metode stiintifice
unanim recunoscute. In general, testele se realizeaza cu substanta definitd in directivd. Se acorda atentie posibilei

influente a impuritatilor asupra rezultatelor testelor.

Atunci cand metodele din prezenta anexd sunt necorespunzitoare pentru studierea unei anumite proprietati,
declarantul trebuie sa justifice metoda alternativa folosita.

Testele si studiile pe animale trebuie realizate conform reglementdrilor nationale si trebuie sd ia in considerare
principiile umanitare si progresele internationale in domeniul bundstarii animalelor.

Dintre metodele de testare echivalente se alege metoda care foloseste cel mai mic numar de animale.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

PARTEA A: METODE DE DETERMINARE A PROPRIET}([ILOR FIZICO-CHIMICE

A.1. PUNCTUL DE TOPIRE/CONGELARE

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeazd pe orientdrile OCDE privind testele (1). Principiile
fundamentale sunt descrise in referintele bibliografice (2) si (3).

INTRODUCERE

Metodele si dispozitivele descrise se aplicd pentru determinarea punctului de topire a substantelor, oricare
ar fi gradul de puritate al acestora.

Alegerea metodei depinde de natura substantei de testat. In consecint, factorul limitativ depinde direct
de calitatea substantei de a fi usor pulverizabild, greu pulverizabild sau nepulverizabila.

Pentru anumite substante, este preferabil sd se determine punctul de congelare sau de solidificare. Acesta
este motivul pentru care normele acestor determindri figureaza si in prezenta metoda.

Atunci cand, datoritd proprietdtilor specifice ale substantei, nici un parametru nu poate fi masurat intr-un
mod satisficitor, se poate determina punctul de curgere.

DEFINITII SI UNITATI

Punctul de topire se defineste ca temperatura la care are loc tranzitia de faza din stare solida in stare lichidd,
la presiunea atmosfericd, temperaturd care in mod ideal corespunde temperaturii de congelare.

Deoarece in cazul multor substante tranzitia de fazd are loc intr-un anumit interval de temperaturd,
aceasta este deseori descrisd ca interval de topire.

Transformarea unitdtilor de mdsurd (K in °C)
t=T-27315
t: temperatura Celsius, grade Celsius (°C)

T: temperatura termodinamicd, kelvin (K)

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd de fiecare datd cand se studiazd o substantd noud.
Acestea trebuie sd serveascd in special la verificarea periodicd a acuratetei metodei si sd permitd comparatia
cu rezultatele obtinute prin alte metode.

Cateva substante mamd sunt enumerate in referintele bibliografice (4).

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se determind temperatura (intervalul de temperaturd) la care are loc tranzitia de fazd din starea solidd in
starea lichida. In practicd, se determind temperaturile fazei initiale de topire/congelare si finale de
topire/congelare in timpul incdlzirii/ricirii unei mostre de substantd la presiunea atmosfericd. Sunt
descrise cinci tipuri de metode, si anume: metoda capilard, metoda blocului fierbinte, determinarea
punctului de congelare, metoda analizei termice si determinarea punctului de curgere (pentru uleiurile din
petrol).
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

1.4.3.

[n anumite cazuri, poate fi mai usor si se masoare punctul de congelare in locul punctului de topire.

Metoda tubului capilar

Dispozitiv cu baie de lichid

Se introduce o cantitate micd de substantd pulverizati fin intr-un tub capilar si se taseazd cu atentie. Se
incdlzeste tubul in acelasi timp cu un termometru §i pe parcursul operatiei se regleazd cresterea
temperaturii cu putin sub 1 K pe minut. Se inregistreazd temperaturile la inceput si la sfarsit de topire.

Dispozitiv previzut cu bloc metalic fierbinte

Metoda este aceeasi cu cea descris la punctul 1.4.1.1, cu diferenta ca tubul capilar si termometrul sunt
plasate intr-un bloc de metal incalzit si observate prin orificii practicate in acest bloc.

Detectie fotoelectricd

Esantionul continut in tubul capilar se incilzeste automat intr-un cilindru metalic. Printr-un orificiu
practicat in acest cilindru se trimite un fascicul de lumind prin substanta de testat citre o celuld
fotoelectricd etalonati cu precizie. In momentul topirii, proprietitile optice ale majoritatii substantelor se
modific, in sensul cd din opace devin transparente. Astfel, intensitatea luminii care atinge celula
fotoelectricd creste si trimite un semnal de oprire indicatorului digital care inregistreaza temperatura
termometrului cu rezistentd de platind plasat in incinta de incilzire. Aceastd metodad nu se poate aplica
anumitor substante puternic colorate.

Metode cu suprafati incilzitd

Metoda bancului de incdlzire Kofler

Bancul de incilzire Kofler este compus din doud piese cu conductivitate termica diferita care se inclzesc
electric. Bancul este construit astfel incat gradientul de temperaturd si fie aproape linear pe toatd
lungimea. Temperatura acestui banc de incilzire poate fi determinati de la 283 la 573 K datoritd unui
dispozitiv de citire a temperaturii format dintr-un cursor cu ac indicator si o rigld gradatd concepute
special pentru bancul in cauzd. Pentru a determina un punct de topire, este suficientd depunerea unui strat
fin de substant direct pe suprafata bancului. In catva secunde se formeaz o linie fini de diviziune intre
faza fluidd si faza solidd. Temperatura la linia de diviziune se citeste plasand acul indicator in dreptul
acesteia.

Microscop pentru determinarea punctului de topire

Pentru determinarea punctelor de topire cu cantitdti foarte mici de substantd se folosesc cateva tipuri de
microscoape optice cu incilzire. Temperatura se masoard in general cu ajutorul unui termocuplu sensibil,
dar si cu ajutorul unui termometru cu mercur. Dispozitivul tip pentru determinarea punctului de topire
prin microscopie opticd la cald este format dintr-o incintd cu incilzire, care contine o placd de metal
deasupra cireia se pune esantionul, deja asezat pe o lama transparentd. In centrul plicii metalice existd
un orificiu care permite trecerea luminii provenite din oglinda de iluminare a microscopului. In timpul
utilizarii, incinta se inchide cu ajutorul unei plici de sticld pentru a impiedica circulatia aerului in campul
de lucru.

Incilzirea esantionului se regleazi cu ajutorul unui reostat. Pentru masuratori foarte precise la substantele
anizotrope optic se poate folosi lumina polarizata.

Metoda meniscului
Aceastd metodd se aplicd in special poliamidelor.

Se determina temperatura la care se observa cu ochiul liber deplasarea unui menisc de ulei de silicon, prins
intre o suprafatd caldd si o lameld plasatd peste esantionul de poliamida de testat.

Metoda de determinare a punctului de congelare

Se introduce esantionul intr-o eprubetd speciald si se aseazd intr-un aparat care permite determinarea
punctului de congelare. Se agitd usor eprubeta pe parcursul ricirii, iar temperatura este mdsuratd la
intervale adecvate. Din momentul in care temperatura raimane constantd la cateva citiri, valoarea acesteia
este consideratd punct de congelare (dupd corectia termometrica).
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1.4.4.

1.4.4.1.

1.4.4.2.

1.4.5.

1.5.

Trebuie evitatd ricirea fortatd prin mentinerea echilibrului intre faza solida si cea lichida.

Analiza termici

Analiza termicd diferentiald (DTA)

Aceastd tehnicd inregistreazd diferenta de temperaturd dintre esantion si un material de referintd, in
functie de temperaturd, atunci cand substanta si materialul de referintd sunt supuse aceluiasi regim termic
controlat. Atunci cind esantionul suferd o transformare ce presupune o modificare de entalpie, acea
modificare este indicatd prin indepartarea endotermd (topire) sau exotermd (congelare) de linia de referingd
a temperaturii.

Calorimetrie diferentiald (DSC)

Aceastd tehnicd inregistreazd diferenta dintre cantitatile de energie absorbite de esantion §i un material
de referintd in functie de timp, atunci cAnd esantionul si materialul de referintd sunt supuse aceluiasi regim
de temperaturd controlatd. Aceastd energie reprezintd energia necesard pentru ca diferenta de temperaturd
dintre substantd si materialul de referint sd devind nuld. Atunci cand esantionul suferd o transformare
care implicd o modificare de entalpie, acea modificare este indicatd prin indepdrtarea endoterma (topire)
sau exotermd (congelare) de la linia de referintd a fluxului termic.

Punctul de curgere

Aceastd metodd a fost elaboratd pentru a fi folositd in cazul uleiurilor din petrol si se utilizeazd in cazul
substantelor uleioase cu temperaturi de topire scizute.

Dupi o incilzire preliminard, esantionul se riceste cu o vitezd specificd i se examineaza din punct de
vedere al caracteristicilor de curgere la intervale de 3 K. Cea mai scizutd temperaturd la care se mai observa
o deplasare a substantei se inregistreazd ca punct de curgere.

CRITERII DE CALITATE

Aplicabilitatea si acuratetea diferitelor metode folosite pentru determinarea punctului de
topirefintervalului de topire sunt prezentate in urmdatorul tabel:

TABEL: APLICABILITATEA METODELOR

A. Metode capilare

Metodd de Substante usor | Substante greu Interval de Acuratetea Standarde
madsurare pulverizabile pulverizabile temperaturd estimarii (') existente
Dispozitiv
prevazut cu Da Numai 2731a 573K £03K JIS K 0064
baie de cateva
lichid
Dispozitiv .
previzut cu Da Numai 293 la £05K 1SO 1218 (E)
. cateva >573K
bloc metalic
Detectie Mai multe cu
fotoelectricd Da dispozitive | 2531a 573 K +0,5K
de aplicare
(1) In functie de tipul de instrument si gradul de puritate al substantei.
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1.6.

B. Metoda cu suprafati incilzitd si metoda punctului de congelare

Metodi de Substante usor | Substante greu Interval de Acuratetea Standarde
mdsurare pulverizabile pulverizabile temperaturd estimdrii () existente
Banc de
o s 283 la ANSI/ASTM
incilzire Da Nu > 573K +1,0K D 3451 - 76
Kofler
Microscop
pentru .
determinarea Da NuAm aila 27312 +0,5K DIN 53736
. cateva >573K
punctului de
topire
Metoda Special pen- 293 1a
meniscului Nu tru +0,5K ISO 1218 (E)
S >573K
poliamide
Metode de
determinare Da Da 2231a 573K £0,5K ex. BS 4695
a punctului
de congelare
(1) In functie de tipul de instrument si gradul de puritate al substantei.
C. Metode de analizi termici
Metodi de Substante usor | Substante greu Interval de Acuratetea Standarde
mdsurare pulverizabile pulverizabile temperaturd estimdrii () existente
Analiza ter- pani la
micd Da Da 173 1a 600K+ 0,5K, | ASTME 537
diferentiald 1273K pand la -76
1273K£2,0K
Calorimetrie pani la
diferentiald Da Da 173 la 600Kz 0,5K, | ASTME 537
1273K pand la -76
1273K+2,0K
() In functie de tipul de instrument si gradul de puritate al substantei.
D. Punct de curgere
Metodd de Substante usor | Substante greu Interval de Acuratetea Standarde
mdsurare pulverizabile pulverizabile temperaturd estimdrii () existente
Punct de Pentru Pentru
curgere uleiuri petro- | uleiuri petro- )
liere si lieresi | 2231a323K £30K ASTMD 97
substante substante
uleioase uleioase

(1) In functie de tipul de instrument si gradul de puritate al substantei.

DESCRIEREA METODELOR

Modurile de operare corespunzitoare aproape tuturor metodelor de testare au fost descrise in standardele

internationale si nationale (a se vedea apendicele 1).

Metode cu tub capilar

Atunci cand sunt supuse unei cresteri de temperaturd, substantele fin pulverizate prezintd de reguld

stadiile de topire prezentate in figura 1.
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Figura 1

o —
C U

Stadiul A Stadiul B Stadiul C Stadiul D Stadiul E

Stadiul A: (inceputul topirii): punct umed: se formeaza picituri fine pe peretele interior al tubului capilar.

Stadiul B: apare un spatiu liber intre esantion si peretele interior al tubului datoritd retractiei produsului
in faza de topire.

Stadiul C: esantionul retractat incepe s se scufunde i sd se lichefieze.

Stadiul D: se formeaza un menisc complet la suprafatd dar o cantitate considerabild din esantion rimane
in fazd solida.

Stadiul E: (stadiul final a topirii): nu mai existd particule solide.

In timpul determinarii punctului de topire se inregistreazd temperaturile corespunzitoare primului si
ultimului stadiu al procesului.

1.6.1.1.  Instalatie pentru determinarea punctului de topire cu baie de lichid

Figura 2 descrie un tip de aparat standardizat, confectionat din sticla (JIS K 0064). Toate specificatiile sunt
exprimate in milimetri.

Figura 2

230

: Balon de masur

: Dop de plutd

: Tub de aerare

: Termometru

: Termometry auxiliar

: Baie de lichid

: Tub capilar confectionat din sticld, lungime
80 — 100 mm, diametru interior 1,0 #0,2
mm, grosimea peretelui 0,2-0,3 mm.

H: Tub lateral

NomUNnw >

4220 4e— 40
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1.6.1.2.

Baia de lichid:

Lichidul care se foloseste se alege in functie de punctul de topire care urmeaza si fie determinat, de
exemplu parafind lichidd pentru punctele de topire care nu depasesc 473 K, ulei de silicon pentru punctele
de topire care nu depdsesc 573 K.

Se poate folosi un amestec din trei parti de acid sulfuric si doud parti de sulfat de potasiu (in proportie
masicd) pentru punctele de topire care depdsesc 523K.

Termometrul:

Pot fi folosite numai acele termometre care indeplinesc cerintele urmdtoarelor standarde sau ale
standardelor echivalente:

ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.
Mod de operare

Substanta uscatd se pulverizeazd fin intr-un mojar si se introduce intr-un tub capilar, inchis la un capit,
astfel incat inaltimea de umplere s fie de aproximativ 3 mm dupi ce substanta a fost compactatd. Pentru
a obtine un esantion uniform compactat, tubul capilar trebuie sa fie lisat s3 cadd de la o indltime de
aproximativ 700 mm, printr-un tub de sticld vertical pe o sticld de ceas.

Tubul capilar plin este plasat in baie astfel incat partea centrald a rezervorului de mercur al termometrului
sd fie in contact cu partea tubului capilar in care este amplasat esantionul. De obicei, tubul capilar se
introduce in baie la aproximativ 10 K sub punctul de topire.

Lichidul béii se incdlzeste astfel incat cresterea temperaturii si fie de 3 K/min. Lichidul trebuie agitat. La
aproximativ 10 K sub temperatura presupusd de topire, viteza de crestere a temperaturii se stabileste la
maximum 1 K pe minut.

Calcul:

Calculul punctului de topire este redat mai jos:

T =T, +0,00016 (T, - Ty)n

unde:

T = temperatura de topire corectatd, exprimatd in K

Tp, = temperatura cititd la termometrul D, exprimatd in K
Ty = temperatura cititd la termometrul E, exprimatd in K

n = numdrul de gradatii ale coloanei de mercur citite pe tija termometrului D, aflate deasupra lichidului.

Dispozitive cu bloc metalic pentru mdsurarea punctului de topire
Aparaturd:

Aparatul cuprinde:

— un bloc metalic cilindric, a cdrui parte superioard este scobita si formeaza o incintd de incilzire (a se
vedea figura 3);

— un dop metalic previzut cu doud sau mai multe orificii care permit introducerea tuburilor in blog;

— un sistem de incdlzire a blocului metalic care poate fi format dintr-o rezistenta electric in bloc;

— un reostat pentru reglarea puterii, in cazul unei incalziri electrice;

— patru ferestre din sticld termorezistentd, pe peretii laterali ai incintei, dispuse simetric in unghi drept.
In fata uneia dintre ferestre se monteaza un ocular pentru observarea tubului capilar. Celelalte trei

ferestre permit iluminarea interiorului incintei cu ajutorul unor limpi;

— un tub capilar din sticld termorezistentd inchis la un capit (a se vedea 1.6.1.1).
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Termometru

A se vedea standardele mentionate la 1.6.1.1. Se pot folosi, de asemenea, elemente termoelectrice de
precizie echivalentd.

Figura 3

Termometry

Tub capilar

Dop metalic

N
:

Rezistentd electrici

Bloc metalic fierbinte

1.6.1.3.  Detectie fotoelectrici

Aparaturd si mod de operare

Aparatul este format dintr-o incintd metalicd previzutd cu un sistem de incilzire automatizat. Se umplu
trei tuburi capilare dupd cum s-a indicat la punctul 1.6.1.1 si se p

Pentru calibrarea aparatului se folosesc mai multe cresteri liniare de temperaturd, iar cresterea de
temperaturd convenabild este reglatd electric la o vitezd constanta si liniard, preselectatd. Inregistratoarele
indicd temperatura reald a cuptorului si temperatura substantei in tuburile capilare.
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1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

Metodele suprafetei incalzite

Bancul de incalzire Kofler

A se vedea apendicele.

Microscopul pentru determinarea punctului de topire

A se vedea apendicele.

Metoda meniscului (poliamide)
A se vedea apendicele.

In jurul punctului de topire, cresterea temperaturii trebuie s fie mai mica de 1 K pe minut.

Metode pentru determinarea punctului de congelare

A se vedea apendicele.

Analiza termici

Analiza termicd diferentiald

A se vedea apendicele.

Calorimetria diferentiald

A se vedea apendicele.

Determinarea punctului de curgere

A se vedea apendicele.

DATE

In unele cazuri se impune corectia termometricd.

RAPORT

Raportul de testare trebuie sd contind, daci este posibil, informatiile urmitoare:
— metoda folositi;

— specificatiile precise ale substantei (identitate si impuritati) si etapa de purificare preliminard, dacd
existd;

— estimarea acuratetei metodei.

Punctul de topire indicat in raport este media a cel putin doud masurdtori care se gisesc in intervalul de
precizie estimat (a se vedea tabelele).

Daci diferenta dintre temperatura din stadiul initial si cea din stadiul final al topirii se afld in limitele de
precizie a metodei, temperatura de topire in stadiul final este considerati ca punct de topire; in caz contrar,
se indicd in raport cele doud temperaturi.

Daci substanta se descompune sau sublimeaza inainte de a atinge punctul de topire, se indica in raport
temperatura la care s-a observat efectul.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

Trebuie prezentate toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special
cele cu privire la impuritatile si starea fizicd a substantei.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, eds. Experimental thermodynamics, Butterworths, London, 1975,
vol. I, 803-834.

(3) R. Weissberger ed.: Technique of organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Interscience Publ.,, New York, 1959, vol. I, Part I, Chapter VIL

(4) IUPAC, Physicochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laboratories,
Pure and applied chemistry, 1976, vol. 48, 505-515.

Apendice

Pentru mai multe detalii tehnice, pot fi consultate standardele urmitoare.

Metodele tubului capilar

Dispozitive pentru masurarea punctului de topire cu baie de lichid

ASTM E 324-69 Standard test method for relative initial and final melting points
and melting range of organic chemicals

BS 4634 Method for the determination of melting point and/or melting
range

DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach
Kapillarverfahren

JIS K 00-64 Testing methods for melting point of chemical products

Dispozitive pentru determinarea punctului de topire cu bloc metalic fierbinte

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen
ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ,melting point”

Metodele suprafetei calde

Banc de incdlzire Kofler

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder
coatings

Microscop pentru determinarea punctului de topire

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen
Kunststoffen

Metoda meniscului (poliamide)

ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ,melting point”

ANSI/ASTM D 2133-66 Standard specification for acetal resin injection moulding and
extrusion materials

NET 51-050 Résines de polyamides. Détermination du ,point de fusion”.
Méthode du ménisque
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4.1.

4.2.

Metode pentru determinarea punctului de congelare

BS 4633
BS 4695

DIN 51421

ISO 2207
DIN 53175
NFT 60-114
NF T 20-051

ISO 1392
Analiza termici
Analiza termicd diferentiald

ASTM E 537-76

ASTME 473-85
ASTME 472-86
DIN 51005

Calorimetrie diferentiald

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Determinarea punctului de curgere

NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum wax
(Cooling Curve)

Bestimmung des  Gefrierpunktes von  Flugkraftstoffen,
Ottokraftstoffen und Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la température de figeage
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsduren
Point de fusion des paraffines

Méthode de détermination du point de cristallisation (point de
congélation)

Method for the determination of the freezing point

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals
by methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Standard method for assessing the thermal stability of chemicals
by methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point de
trouble et point d’écoulement limite - Monsterneming en
ontleding van aardolieproducten: Troebelingspunt en vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils — Determination of pour point.
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1.1.

1.2

A.2. PUNCTUL DE FIERBERE

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeazd pe orientdrile OCDE privind testele (1). Principiile
fundamentale sunt prezentate in referintele bibliografice (2) si (3).

INTRODUCERE

Metodele si aparatele descrise in continuare pot fi aplicate substantelor lichide si celor cu punct de topire
scdzut, care nu intrd in reactie chimicd sub punctul de fierbere (de exemplu auto-oxidare, izomerizari,
degradare etc.). Metodele se aplicd substantelor lichide pure si impure.

Se acordd atentie descrierii metodelor care folosesc detectia fotoelectrica si analiza termica deoarece
acestea permit determinarea nu numai a punctului de fierbere, ci si a punctului de topire. In plus,
misurdrile se pot efectua in mod automat.

X9

,Metoda dinamicd” are avantajul cd poate fi folositd si pentru determinarea presiunii vaporilor, iar
aducerea temperaturii de fierbere la conditii normale de presiune (101 325 kPa) nu este necesard, deoarece
se poate mentine presiunea normald pe parcursul masurdrii, folosind un manometru de contact.

Observatii:

Influenta impuritdtilor asupra determindrii punctului de fierbere depinde in mare masurd de natura
impuritdtilor. Atunci cand existd in esantion impuritdti volatile care ar putea afecta rezultatele, substanta
se purifica.

DEFINITII $I UNITATI

Punctul de fierbere normal se defineste ca temperatura la care presiunea de vapori a lichidului
este 101 325 kPa.

Dacd punctul de fierbere nu se masoard la presiune atmosfericd normald, relatia intre temperaturd si
presiunea de vapori este datd de ecuatia Clausius - Clapeyron:

| AH,
ogp =- + const.
&P 2,3RT

unde:

p = presiunea de vapori a substantei, exprimati in pascali

A H, = cdldura sa de vaporizare, exprimati in ] mol™

-~
1]

constanta universald a gazelor = 8,314 ] mol™! K*!

—
1}

temperatura termodinamicd, exprimata in K

Indicarea punctului de fierbere este insotitd de precizarea presiunii ambiante in timpul masurtorii.

Formule de conversie:
Presiunea (unitati: kPa)
100 kPa =1 bar = 0,1 MPa
(folosirea ,barului” este incd permisd, dar nu este recomandata)
133 Pa =1 mm Hg =1 Torr
(unitdtile ,mmHg” si ,Torr” nu sunt permise)

1 atm =atmosferd standard = 101 325 Pa

(unitatea ,atm” nu este permisd)
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

Temperatura (unitdti: K)
t=T-273,15
t = temperatura Celsius, exprimatd in grade Celsius (°C)

T = temperatura termodinamicd, exprimatd in kelvini (K)

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o noud substanta.
Acestea trebuie in special si serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

Anumite substante de etalonare sunt mentionate in metodele enumerate in apendice.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Cinci metode pentru determinarea punctului de fierbere (a intervalului de fierbere) se bazeazd pe
mdsurarea temperaturii de fierbere, alte doud se bazeazd pe analiza termica.

Determinarea prin folosirea ebuliometrului

Ebuliometrele au fost create initial pentru determinarea masei moleculare prin cresterea punctului de
fierbere, dar sunt adecvate si pentru masurarea exactd a punctului de fierbere. Un aparat foarte simplu este
descris in standardul ASTM D 1120-72 (a se vedea apendicele). Lichidul se incilzeste in acest aparat in
conditii de echilibru la presiune atmosferica, pana la fierbere.

Metoda dinamici

Aceastd metodd prevede misurarea temperaturii de recondensare a vaporilor cu ajutorul unui termocuplu
montat in reflux in timpul fierberii. In aceastd metodd se poate modifica presiunea.

Metoda distilirii pentru punctul de fierbere

Aceastd metodd prevede distilarea lichidului, masurarea temperaturii de recondensare a vaporilor si
determinarea cantitdtii de distilat.

Metoda Siwoloboff

Se incdlzeste un esantion intr-o eprubetd care este imersatd intr-o baie cu lichid incilzit. Se scufund in
eprubetd un capilar inchis, care contine o buld de aer in partea inferioara.

Detectia fotoelectrici

Conform principiului Siwoloboff, masurarea fotoelectricd automata se face folosind ascensiunea bulelor.

Analiza termici diferentiald

Aceastd tehnicd inregistreazd diferenta de temperaturd dintre substantd si un material de referintd in
functie de temperaturd in timp ce substanta si materialul de referintd sunt supuse aceluiasi regim termic
controlat. Atunci cand esantionul trece printr-o stare de tranzitie ce presupune o variatie de entalpie,
aceastd modificare este indicatd prin indepartare endotermicd (fierbere) de la linia de referintd a
temperaturii.
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1.4.7.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

Calorimetria diferentiald

Aceastd tehnica inregistreazd diferenta dintre cantitatile de energie absorbite de o substantd si un material
de referintd in functie de timp, atunci cand esantionul si materialul de referint sunt supuse aceluiasi regim
de temperaturd controlatd. Aceastd energie reprezintd energia necesard pentru ca diferenta de temperaturd
dintre substantd si materialul de referintd sd devind nuld. Atunci cind esantionul suferd o transformare
care implicd o modificare de entalpie, acea modificare este indicatd prin indepdrtarea endoterma (fierbere)
de la linia de referint a fluxului termic.

CRITERII DE CALITATE

Aplicabilitatea si precizia diferitelor metode folosite la determinarea temperaturiifintervalului de fierbere
sunt prezentate in tabelul 1.

TABELUL 1: COMPARAREA METODELOR

Metodd de misurare Precizie estimati Standard existent

Ebuliometru +1,4K (pand la 373 K) (1) (3 ASTM D 1120-72 (%)
+ 2,5 K (pand la 600 K) () (3)

Metoda dinamici + 0,5 K (pand la 600 K) (?)

Metoda distildrii (domeniu de | 0,5 K (pani la 600 K) ISO/R 918, DIN 53171, BS

fierbere) 459171

Metoda Siwoloboff + 2 K (pand la 600 K) ()

Detectie fotoelectricd +0,3K(a373K) ()

Calorimetrie termicd | + 0,5 K (pand la 600 K) ASTM E 537-76

diferentiald +2,0K (pandla 1273 K)

Calorimetrie diferentiald + 0,5 K (pand la 600 K) ASTME 537-76
+2,0K (pandla 1273 K)

(") Aceastd precizie este valabila numai pentru dispozitive simple cum ar fi cel descris in ASTM D 1120-72; aceasta
poate fi imbunatdtitd cu ebuliometre mult mai sofisticate.
(?) Valabil numai pentru substante pure. Folosirea in alte circumstante trebuie sa fie justificata.

DESCRIEREA METODELOR

Modurile de operare in unele metode de testare sunt descrise in standardele nationale si internationale (a
se vedea apendicele).

Ebuliometru

A se vedea apendicele.

Metoda dinamica
A se vedea metoda de analizd A.4 pentru determinarea presiunii de vapori.

Se inregistreazd temperatura de fierbere observatd la o presiune aplicatd de 101 325 kPa.

Metoda distildrii (intervalul de fierbere)

A se vedea apendicele.
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1.6.4. Metoda Siwoloboff

Se introduce esantionul intr-o eprubetd cu un diametru de cca. 5 milimetri si se incdlzeste intr-un aparat
care serveste la determinarea punctului de topire (figura 1).

Figura 1 prezintd schema unui aparat standardizat de mdsurare a punctului de topire si fierbere
(JIS K 0064) (confectionat din sticld, toate specificatiile sunt in mm).

Figura 1

230

Balon de m3suri

Dop de plutd

Tub de aerare

Termometry

Termometru auxiliar

: Baie de lichid

: Tub capilar confectionat din sticld, lungime
aproximativ 100 mm, diametru interior
de cca. 1 mm, grosimea peretelui 0,2 — 0,3 mm.

H: Tub lateral

NAmmI N>

Se scufundd un tub capilar (capilar de fierbere), inchis la cca. 1 centimetru deasupra extremitatii inferioare,
in eprubeta cu substanta de testat. Nivelul pand la care se adauga substanta de testat este astfel incat partea
etangatd a capilarului sd fie sub nivelul suprafetei lichidului. Eprubeta se ataseaza la termometru cu o bandd
de cauciuc sau se fixeazd cu un suport de partea laterald (a se vedea figura 2).

Figura 2 Figura 3

Metoda Siwoloboff Metoda modificatd
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1.6.5.

1.6.6.

1.6.6.1.

1.6.6.2.

Lichidul din baie se alege in functie de punctul de fierbere. La temperaturi de pani la 573 K se foloseste
uleiul de silicon. Parafina lichid3 se poate folosi numai pana la 473 K. Incalzirea biii de lichid se regleazi
pentru inceput la o crestere de temperaturd de 3 K/min. Lichidul din baie trebuie agitat. La aproximativ
10 K sub punctul de fierbere presupus, incilzirea se reduce astfel incat viteza de crestere a temperaturii
sd fie mai micd de 1 K/min. Atunci cind se apropie de punctul de fierbere, bulele incep s se ridice rapid
din capilar.

Punctul de fierbere este acea temperaturd la care, in cazul unei riciri momentane, siragul de bule se
intrerupe, iar fluidul incepe brusc s se ridice in capilar. Temperatura cititd in acel moment pe termometru
indicd punctul de fierbere al substantei.

Tn metoda modificati (a se vedea figura 3), punctul de fierbere se determind intr-un tub capilar de masurat
la punctul de topire. Extremitatea inferioard a acestuia se prelungeste cu un varf cu o lungime de
aproximativ 2 cm (a) in interiorul ciruia se aspird o cantitate micd de substantd de testat. Se etanseazd
varful prin incilzire, captandu-se o buld mica de aer in interior. In timpul incilzirii, in aparatul de masurat

punctul de topire (b), bula de aer se dilatd. Punctul de fierbere corespunde temperaturii la care esantionul
de substanta atinge nivelul suprafetei lichidului din baie (c).

Detectia fotoelectrici

Se incdlzeste un esantion din substanta de testat intr-un tub capilar agezat in interiorul unui bloc metalic
de incalzire.

Prin orificiile practicate in bloc, un fascicul de lumind este trimis prin substanta citre o celuld fotoelectricd
calibratd cu precizie.

In timp ce creste temperatura esantionului, bule de aer individuale incep s se ridice din tubul capilar. Cand
punctul de fierbere este atins, numdrul de bule creste substantial. Modificarea intensitatii luminoase care
urmeazd este inregistratd de cdtre celuld, care trimite un semnal de oprire indicatorului de temperatura,
respectiv un termometru cu rezistentd de platind plasat in interiorul blocului.

Aceastd metodd este deosebit de utild deoarece permite efectuarea unor determindri sub nivelul
temperaturii ambiante pand la 253,15 K (- 20 °C), fard nici o modificare a aparatului. Este necesar doar
ca aparatul sd fie asezat intr-o baie de racire.

Analize termice

Analiza termicd diferentiald

A se vedea apendicele.

Calorimetria diferenfiald

A se vedea apendicele.

DATE

Pentru diferente mici fatd de presiunea normald (maximum # 5 kPa) punctul de fierbere se poate corecta
(T,) cu ajutorul ecuatiei Sidney-Young:

T, =T + (f; < Ap)
unde:

A p=(101 325 - p) (atentie la semn)

p = presiunea masuratd, in kPa

fr = viteza de variatie a punctului de fierbere cu presiunea, in K/kPa

T = temperatura de fierbere masuratd, in K

T, = temperatura de fierbere corectatd la presiunea normald, in K

n
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Pentru numeroase substante, factorii de corectie a temperaturii {1 si ecuatiile pentru aproximarea acestora
figureazd in standardele nationale si internationale mai sus mentionate.

De exemplu, metoda DIN 53171 mentioneazd urmdtoarele corectii aproximative pentru solventi
continuti in vopsele.

TABELUL 2: TEMPERATURA - FACTORI DE CORECTIE f;.

Temperatura T (K) Factori de corectie f; (K/kPa)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

RAPORT
Raportul de testare trebuie sd contind, daci este posibil, informatiile urmatoare:
— metoda folosit;

— specificatiile precise ale substantei (identitate si impuritati) si etapa de purificare preliminard, dacd
existd;

— estimarea acuratetei metodei.

Punctul de fierbere indicat in raport este media a cel putin doud masuritori care se gisesc in intervalul
de precizie estimat (a se vedea tabelul 1).

Se prezintd punctele de fierbere mdsurate si media lor, iar presiunea (presiunile) la care s-au ficut
mdsurdtorile se exprimd in kPa. Este preferabil ca presiunea si fie apropiatd de presiunea atmosfericd
normald.

Trebuie prezentate toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special
cele cu privire la impuritdti si la starea fizicd a substantei.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council C (81) 30 final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, editions. Experimental thermodynamics, Butterworths, London
1975, volume 1L

(3) R.Weissberger edition: Technique of organic chemistry, Physical methods of organic chemistry, Third
Edition, Interscience Publications, New York, 1959, volume I, Part I, Chapter VIIL

Apendice

Pentru mai multe date tehnice, pot fi consultate standardele urmatoare, de exemplu:

Ebuliometru

ASTM D 1120-72 Standard test method for boiling point of engine anti-freezes
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Metoda distildrii (a intervalului de fierbere)

ISO/R 918 Test Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation
Range)

BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum products

BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics

DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siedeverlaufes

NF T 20-608 Distillation: détermination du rendement et de lintervalle de
distillation

Analiza termici diferentiald si calorimetria diferentiali

ASTME 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of chemicals
by methods of differential thermal analysis

ASTM E 473-85 Standard definition of terms relating to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe

A.3. DENSITATEA RELATIVA

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeazd pe orientdrile OCDE privind testele (1). Principiile
fundamentale sunt mentionate in referinta bibliograficd (2).

INTRODUCERE

Metodele descrise pentru determinarea densitatii relative sunt aplicabile substantelor solide si lichide, fara
nici o restrictie cu privire la gradul de puritate. Diferitele metode care pot fi folosite sunt prezentate in
tabelul 1.

DEFINITII SI UNITATI

Densitatea relativi D2° a solidelor sau lichidelor reprezinti raportul dintre masa unui volum de substant3,
determinatd la 20 °C, si masa aceluiasi volum de apd, determinata la 4 °C. Densitatea relativd este un numdr
adimensional.

Densitatea p a unei substante este raportul dintre masa acesteia m si volumul sdu v.

Densitatea p este exprimati in unitati SI in kg/m>.

SUBSTANTE DE REFERINTA (1) (3)

Nu este necesar sa se foloseascd substante de referintd de fiecare datd cand se studiazd o substantd noud.
Acestea trebuie sd serveascd in special la verificarea periodicd a acuratetei metodei si sd permitd comparatia
cu rezultatele obtinute prin alte metode.

PRINCIPIUL METODELOR

Se folosesc 4 clase de metode.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

Metode prin flotabilitate

Hidrometrul (pentru substante lichide)

Se pot obtine determindri ale densititii suficient de precise si de rapide cu ajutorul unor hidrometre
plutitoare care permit deducerea densitatii unui lichid din adincimea de imersiune indicatd pe o scard
gradatd.

Balanta hidrostaticd (pentru substante lichide si solide)

Diferenta dintre masa unui esantion mdsuratd in aer si intr-un lichid corespunzitor (de exemplu apa)
poate fi folositd pentru a determina densitatea acestuia.

In cazul solidelor, densitatea masuratd nu este reprezentativa decat in cazul acelui esantion. Pentru a
determina densitatea unui lichid se cantireste un corp cu volum v cunoscut, intai in aer, apoi in lichid.

Metoda corpului scufundat (pentru substante lichide) (4)

In aceasti metodi, densitatea unui lichid este determinati ca diferenta dintre rezultatele cantaririlor
lichidului inainte si dupd imersia unui corp de volum cunoscut in acest lichid.

Metode picnometrice

In cazul solidelor sau al lichidelor se pot folosi picnometre cu forme diferite, ale ciror volume sunt
cunoscute. Densitatea se determind pornind de la diferenta de greutate intre picnometrul plin si
picnometrul gol, pe de o parte, si volumul cunoscut al acestuia, pe de altd parte.

Picnometru de comparatie cu aer (pentru solide)

Densitatea unui solid cu orice formd poate fi masuratd la temperatura camerei cu ajutorul unui
picnometru de comparatie cu gaz. Volumul unei substante in aer sau in gaz inert se masoard intr-un
cilindru gradat, cu volum variabil calibrat. Pentru determinarea densitatii, dupd masurarea volumului se
mdsoard si masa solidului.

Densimetru oscilant (5) (6) (7)

Densitatea unui lichid se poate masura cu densimetrul oscilant. Un oscilator mecanic in formd de U
vibreazd cu o frecventd de rezonantd care depinde de masa sa. Introducerea unui esantion de substantd
modificd frecventa de rezonantd a oscilatorului. Acesta trebuie etalonat cu ajutorul a doud substante ale
cdror densitdti se cunosc. Substantele se aleg astfel incat densitdtile acestora si acopere intervalul de
masuri.

CRITERII DE CALITATE

Aplicabilitatea diferitelor metode folosite pentru determinarea densititii relative este prezentatd in tabel.

DESCRIEREA METODELOR

Standardele mentionate ca exemple, care se pot consulta pentru mai multe detalii tehnice, sunt enumerate
in apendice.

Testele se efectueazd la o temperaturd de 20 °C si trebuie sd cuprindd cel putin doud mdsuratori.
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DATE

A se vedea standardele.

RAPORT
Raportul de testare trebuie sd contind, daci este posibil, informatiile urmatoare:
— metoda folosit3;

— specificatiile precise ale substantei (identitate si impurititi) si etapa de purificare preliminard, dacd
exista.

Densitatea relativi D2° se indica in conformitate cu definigia de la punctul 1.2, impreuni cu starea fizici
a substantei.

Trebuie prezentate toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special
cele cu privire la impuritatile si starea fizicd a substantei.

TABEL: APLICABILITATEA METODELOR

Voot |
Metoda de mdsurare ) — maxim posi Standarde existente
Solid Lichid bil
1.4.1.1. Hidrometru Da 5 Pa.s ISO 387
ISO 649-2
NF T 20-050
1.4.1.2. Balanta hidrostaticd
(a) solide Da ISO 1183 (A)
(b) lichide Da 5 Pa.s ISO 901 si 758
1.4.1.3. Metoda plutitorului Da 20 Pas | DIN 53217
1.4.2. Picnometru ISO 3507
(a) solide Da ISO 1183 (B)
NF T 20-053
(b) lichide Da 500 Pa.s ISO 758
1.4.3. Picnometru de comparatie Da DIN 55990 Teil 3
cu aer
DIN 53243
1.4.4. Densimetru oscilant Da 5 Pa.s
REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) R.Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Chapter IV, Interscience Publ., New York, 1959, vol. I, Part 1.

(3) TUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure and
applied chemistry, 1976, vol. 48, 508.

(4) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Fliissigkeiten, Technisches Messen
tm, 1979, vol.11, 427-430.

(5) Leopold, H., Die digitale Messung von Fliissigkeiten, Elektronik, 1970, vol. 19, 297-302.
(6) Baumgarten, D., Fillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen - Verfahren zur
Dichtebestimmung bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung, Die Pharmazeutische

Industrie, 1975, vol. 37, 717 - 726.

(7) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft,
1976, vol. 9, 253-255.
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1.1.

1.2

1.3.

2.1.

Apendice

Pentru mai multe detalii tehnice. pot fi consultate urmatoarele standarde suplimentare:

METODE PRIN FLOTABILITATE

Hidrometrul

DIN 12790, ISO 387 Hydrometer; general instructions

DIN 12791 Part I: Density hydrometers; construction, adjustment and use
Part II: Density hydrometers; standardized sizes, designation
Part III: Use and test

ISO 649-2 Laboratory glassware: Density hydrometers for general purpose

NF T 20-050 Chemical products for industrial use — Determination of density
of liquids — Areometric method

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers

Balanta hidrostaticd
Pentru substange solide:

ISO 1183 Method A: Methods for determining the density and relative
density of plastics excluding cellular plastics

NF T 20-049 Produits chimiques a usage industriel — Détermination de la
densité des solides autres que les poudres et les produits
alvéolaires — Méthode de la balance hydrostatique

ASTM-D-792 Specific gravity and density of plastics by displacement
DIN 53479 Testing of plastics and elastomers; determination of density

Pentru substange lichide:

ISO 901 ISO 758
DIN 51757 Testing of mineral oil and related materials; determination of
density

ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 si ASTM D 1481-62

ASTM D 1298 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and
liquid petroleum products by hydrometer method

BS 4714 Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and
liquid petroleum products by hydrometer method

Metoda corpului scufundat

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar coating materials;
determination of density; immersed body method.

METODE PICNOMETRICE

Pentru substante lichide

ISO 3507 Pycnometers
ISO 758 Liquid chemical products; determination of density at 20 °C
DIN 12797 Gay-Lussac pycnometer (for non-volatile liquids which are not

too viscous)

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of less
than 100 - 10° m? s at 15 °C



13/vol. 12

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

57

2.2.

DIN 12800
DIN 12801

DIN 12806

DIN 12807
DIN 12808
DIN 12809

DIN 53217

DIN 51757

ASTM D 297
ASTM D 2111
BS 4699

BS 5903

NFE T 20-053

Pentru substante solide

ISO 1183

NE T 20-053

DIN 19683

Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798)

Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity of
less than 100-10°° m? s at 20 °C, applicable in particular also
to hydrocarbons and aqueous solutions as well as to liquids with
higher vapour pressure, approximately 1 bar at 90 °C)

Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types which do
not have a too high vapour pressure, in particular also for paints,
varnishes and bitumen)

Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801)
Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol-water mixture)

Pycnometer with ground-in thermometer and capillary side tube
(for liquids which are not too viscous)

Testing of paints, varnishes and similar products; determination
of density by pycnometer

Point 7: Testing of mineral oils and related materials;
determination of density

Section 15: Rubber products — chemical analysis
Method C: Halogenated organic compounds

Method for determination of specific gravity and density of
petroleum products (graduated bicapillary pycnometer method)

Method for determination of relative density and density of
petroleum products by the capillary-stoppered pycnometer
method

Produits chimiques a usage industriel — Détermination de la
densité des solides en poudre et des liquides — Méthode
pycnométrique

Method B: Methods for determining the density and relative
density of plastics excluding cellular plastics

Produits chimiques a usage industriel — Détermination de la
densité des solides en poudre et des liquides — Méthode
pycnométrique

Determination of the density of soils

PICNOMETRU DE COMPARATIE CU AER

DIN 55990

DIN 53243

Part 3: Prifung von Anstrichstoffen und dhnlichen
Beschichtungsstoffen; Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung



58

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

1.1.

1.2.

A.4. PRESIUNEA DE VAPORI

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeazd pe orientdrile OCDE privind testele (1). Principiile
fundamentale sunt mentionate in referintele bibliografice (2) si (3).

INTRODUCERE

Este util sd existe informatii preliminare privind structura, punctul de topire si punctul de fierbere ale
substantei pentru care se efectueazd determinarea.

Nu existd 0 metodd de mdsurare aplicabild intregului interval de presiuni de vapori. In consecintd, se
recomandi folosirea mai multor metode pentru mésurarea presiunii de vapori de la < 107 la 10° Pa.

In general, impuritdtile afecteazd presiunea de vapori, intr-o masurd care depinde in mare parte de natura
impuritdtii.

Dacd esantionul prezintd impuritti volatile care ar putea afecta rezultatul, substanta se purifica.
Mentionarea presiunii de vapori a materialul initial se poate dovedi adecvata.

Unele dintre metodele descrise aici folosesc aparate cu parti metalice; acest aspect trebuie avut in vedere
la testarea substantelor corozive.

DEFINITII SI UNITATI

Presiunea de vapori a unei substante este definitd ca presiunea de saturatie la suprafata de contact cu aerul
a unei substante solide sau lichide. La echilibru termodinamic, presiunea de vapori a unei substante pure
este o functie numai de temperaturd.

Unitatea SI de presiune care trebuie folositd este pascalul (Pa).

Unitdtile alternative folosite de-a lungul timpului, impreund cu factorii lor de conversie sunt:

1 Torr (= 1 mmHg) =1,333 x 10° Pa
1 atmosferd =1,013 x 10° Pa
1 bar =10°Pa

Unitatea de mdsurd folositd in Sistemul International (SI) pentru temperaturd este kelvinul (K).
Constanta molard universald a gazelor R este 8,314 ] mol! K.

Presiunea de vapori ca functie de temperaturd este descrisd de ecuatia Clausius - Clapeyron:

AH,
logp =- + const.
2,3RT
unde:
p = presiunea de vapori a substantei, in pascali
A H, = cildura sa de vaporizare, in ] mol™
R = constanta universald a gazelor, in ] mol™ K!

T = temperatura termodinamicd, in K
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referinta in toate cazurile in care se studiazi o noud substantd.
Acestea trebuie in special sd serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

PRINCIPIUL METODELOR DE TESTARE

Pentru determinarea presiunii de vapori, sunt propuse sapte metode diferite care trebuie aplicate pe
diferite intervale de presiuni de vapori. Pentru fiecare metodd, presiunea de vapori este determinati la
diferite temperaturi. Intr-un interval limitat de temperaturi, logaritmul presiunii de vapori a unei substante
pure este o functie lineard a inversului temperaturii.

Metodi dinamica

Metoda dinamicd se bazeazd pe mdsurarea temperaturii de fierbere care corespunde unei presiuni
specificate.

Intervalul recomandat:
10° pani la 10° Pa.

Metodai este recomandatd si pentru determinarea punctului normal de fierbere si este utild in acest sens
pentru temperaturi sub 600 K.

Metoda statici

Prin procedeul static, presiunea vaporilor care se stabileste intr-un sistem inchis in echilibru termodinamic
este determinatd la o temperaturd specificati. Metoda este adecvata solidelor si lichidelor care contin unul
sau mai multi componenti.

Intervalul recomandat:
10 pand la10° Pa.

Aceastd metoda poate si fie folositd si in intervalul de la 1 la 10 Pa, cu conditia si fie aplicata atent.

Izoteniscop

Aceastd metoda standardizatd este tot o metoda staticd, dar este in general nepotrivitd pentru sistemele
multicomponent. Informatii suplimentare sunt disponibile in ASTM metoda D-2879-86.

Intervalul recomandat:

de la 100 la 10° Pa.

Metoda prin efuziune: Balanta pentru presiune de vapori

Cantitatea de substantd care iese dintr-o celuld in unitatea de timp printr-o deschidere de dimensiuni
cunoscute se determind sub vid, astfel incat cantitatea de substantd pe retur si fie neglijabila (de exemplu,
prin masurarea impulsului imprimat unei balante sensibile printr-un jet de vapori sau prin mdsurarea
pierderilor de mas3).

Intervalul recomandat:

10~ pand lal Pa.
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1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

1.5

Metoda prin efuziune: prin pierderea de mas3 sau prin captarea vaporizatului

Metoda se bazeazd pe estimarea cantititii de substantd analizate care se elimind in unitatea de timp dintr-o
celuld Knudsen (4) sub forma de vapori, printr-un orificiu foarte mic, in conditii de vid avansat. Cantitatea
de vapori degajatd se poate calcula fie prin determinarea pierderii de masa a celulei, fie prin condensarea
vaporilor la temperaturd joasd si determinarea cantitdtii de substantd volatilizatd prin analiza
cromatograficd. Presiunea de vapori se calculeaza prin aplicarea relatiei Hertz - Knudsen.

Intervalul recomandat:

107 pani lal Pa.

Metoda gazului saturat

Un curent de gaz purtitor inert este trecut peste o substanti astfel incat s fie saturat cu vapori. Cantitatea
de material transportat de o cantitate cunoscutd de gaz purtdtor este masurabild fie prin colectare cu
barbotare in lichid, fie printr-o tehnicd analiticd in flux. Aceasta este apoi folositd la calcularea presiunii
de vapori la o temperaturd datd.

Intervalul recomandat:

107* pand lal Pa.

Aceastd metodd mai poate fi folositd in intervalul 1 pand 1a10 Pa, cu conditia s fie aplicatd atent.

Metoda rotorului

Intr-un rotor etalon, elementul concret de misurare este un rulment mic din otel, suspendat intr-un camp
magnetic, care se roteste cu vitezd mare. Presiunea gazului este calculatd din incetinirea miscarii bilei de
otel, care este dependentd de presiune.

Intervalul recomandat:

10 pani 1a0,5 Pa.

CRITERII DE CALITATE

Diferitele metode de determinare a presiunii de vapori sunt comparate in tabelul de mai jos cu privire la
aplicabilitate, repetabilitate, reproductibilitate, interval de mdsurare, standarde existente.

CRITERII DE CALITATE

Substanta Repetabili- | Reproduc- .
Metoda de masurare tate estima- tibilitate Domenﬁl Stap darde
solid lichid o (1) estimati (l) recomandat existente
1.4.1. Metoda dinamicd | topire Da Pani la Panila |10°Pa- -
joasd 25 % 25% [2x10°Pa
1la5% 11a5% |2x10°Pa -
-10° Pa
1.4.2. Metoda staticd Da Da 51210% | 51a10% |10 Pa-10° |NFT
Pa (2) 20-048 (5)
1.4.3 Izoteniscop Da Da 510% | 51a10% |[10*Pa- |ASTM-D
10° Pa 2879-86
1.4.4. Metoda prin Da Da 51a20% | Panila |[10%Pa- |NFT
vaporizare (balantd) 50 % 1Pa 20-047 (6)
1.4.5. Metoda prin Da Da 10 1a 30 % - 10 Pa - -
vaporizare (pierdere de 1Pa
mas3)
1.4.6. Metoda gazului Da Da 101a30%| Panila |10*Pa- -
saturat 50% | 1Pa(®
1.4.7. Metoda rotorului Da Da 10 1a20 % - 107* Pa - -
0,5 Pa

(") Depind de gradul de puritate.

(?) Aceste metode pot fi folosite in domeniul de la 1 la 10 Pa, cu conditia si fie aplicate atent.
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1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

DESCRIEREA METODELOR

Metoda misuritorii dinamice

Aparaturd

Aparatul de mdsurd constd de obicei dintr-un vas de fierbere cu vas de ricire atasat, din sticld sau metal
(figura 1), echipament de masurare a temperaturii si echipament de reglare i masurare a presiunii.
Aparatul de masurd tipic prezentat in desen este confectionat din sticld termorezistenta si compus din 5
parti.

Tubul mare, cu pereti partial dubli, constd dintr-o garniturd rodatd, un agent de ricire, un vas de racire
si un racord de intrare.

x»

Cilindrul de sticld, prevdzut cu ,pompa” Cottrell, este montat in zona de fierbere a tubului si are o suprafatd
rugoasd, de sticld pisatd, pentru a evita vaporizarea locald cu fierbere violenta.

Temperatura se mdsoard cu un senzor de temperaturd corespunzitor (de exemplu termometru cu
rezistentd, termocuplu de manta) imersat in aparat la punctul de masurare (nr. 5, figura 1) printr-un
orificiu de admisie corespunzitor (de exemplu printr-un dop rodat).

Se fac legdturile necesare la echipamentul de mdsura si reglare a presiunii.

Rezervorul bulbiform, care actioneazd ca un volum-tampon, se conecteazd la aparatul de misurd prin
intermediul unui tub capilar.

Vasul de fierbere se incilzeste cu un element de incilzire (de exemplu un cartus caloric) montat in aparatul
de sticld pe la partea interioard. Alimentarea cu curent electric pentru incilzire este fixatd si reglatd cu
ajutorul termocuplului.

Vidul necesar, cuprins intre 10% Pa si aproximativ 10° Pa, este realizat cu ajutorul unei pompe de vid.

Dozarea aerului sau a azotului pentru reglarea presiunii (interval de mdsurare aproximativ 102 — 10° Pa)
si ventilatie se face printr-o valva adecvat.

Presiunea se misoard la manometru.

Metodd de mdsurare

Se mdsoard presiunea de vapori determinindu-se punctul de fierbere al esantionului la diferite presiuni
specificate intre aproximativ 10°si 10° Pa. O temperatura de fierbere stabild la presiune constantd aratd
cd punctul de fierbere a fost atins. Metoda nu poate fi folositd in cazul substantelor care spumeaza.

Substanta se pune intr-o coloand curati si uscatd. Pot s apard probleme in cazul solidelor care nu sunt
sub forma de pulbere, dar in unele cazuri acestea se pot rezolva incdlzind agentul de ricire din mantaua
de ricire. Dupa umplere, aparatul se inchide la flansd si substanta se degazeazd. Se stabileste cea mai joasa
dintre presiunile dorite si se incepe inclzirea. In acelasi timp, senzorul de temperatura se conecteaz3 la
contor.

Echilibrul este atins atunci cand se inregistreaza o temperaturd de fierbere constanti la presiune constantd.
Trebuie evitat fenomenul de vaporizare locald cu fierbere violenta. In plus, in vasul de ricire condensarea
trebuie sd fie completd. Cand se determind presiunea de vapori a solidelor cu punct de topire scizut,
trebuie evitatd blocarea condensatorului.

Dupd inregistrarea acestui punct de echilibru se stabileste o presiune mai ridicatd. Procesul se continud
in acelasi fel pand cand se atinge o presiune de 10 Pa (cca. 5 pand la 10 mdsuritori in total). Pentru
verificare, aceleasi puncte de echilibru trebuie sd se regdseascd la descresterea presiunii.



62

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Maisuritori statice

Aparaturd

Aparatura cuprinde un vas de probe, un sistem de incilzire si ricire pentru a regla si misura temperatura
esantionului. Aparatura include, de asemenea, instrumente de reglare i masurare a presiunii. Figurile 2a
si 2b ilustreazd principiile de bazi ale sistemului.

Vasul cu esantion (figura 2a) este conectat pe o parte la un ventil de vid avansat. Pe partea cealaltd se
ataseazd un tub in formd de U cu un lichid manometric adecvat, formand un manometru auxiliar. Un
capat al tubului in forma de U este racordat la tubul ce face legitura cu pompa de vid, cilindrul cu azot
sau ventilul de aerisire, si la manometru.

in locul tubului in forma de U se poate folosi un regulator de presiune cu manometru (figura 2b).

Pentru a regla temperatura esantionului, vasul impreund cu ventilul si tubul in forma de U (sau
manometru) este plasat intr-o baie pastrati la o temperatura constantd de + 0,2 K. Masurarea temperaturii
se face pe peretele exterior al vasului ce contine esantionul sau chiar in vas.

Pentru golirea aparatului se foloseste o pompa de vid cu separator de ricire in amonte.

In metoda 2a presiunea de vapori a substantei este masurata indirect folosind un indicator de zero. Aceasta
tine seama de faptul cd densitatea fluidului din manometrul auxiliar se modificd dacd temperatura variaza
mult.

Urmatoarele fluide sunt potrivite ca indicatori de zero pentru manometrul auxiliar, in functie de intervalul
de presiune si de comportarea chimici a substantelor: uleiurile de silicon, ftalatii. Substanta de testat nu
trebuie sd se dizolve perceptibil sau si reactioneze cu fluidul din manometrul auxiliar.

Pentru manometru, mercurul poate fi utilizat in intervalul de presiune de la normald pani la 102 Pa, pe
cand uleiurile de silicon si ftalatii se folosesc sub 10 Pa pand la 10 Pa. Manometrele cu membrana
rezistente la temperaturd pot fi folosite chiar sub 107 Pa. Existd si tipuri de aparate de misurare a presiunii
utilizabile sub 102 Pa.

Metoda de mdsurare

Inainte de masurare, toate componentele aparaturii prezentate in figura 2 trebuie sa fie curatate si uscate
perfect.

Pentru metoda 2a, se umple vasul in forma de U cu lichidul ales, care trebuie s fie degazat la o temperaturd
ridicatd inainte de a se face citirile.

Substanta de testat se introduce in aparat, care este apoi inchis, si temperatura se reduce suficient pentru
degazare. Temperatura trebuie si fie suficient de scizutd pentru a asigura aspirarea aerului, dar in cazul
sistemelor multicomponent trebuie sd nu altereze compozitia materialului. Daci este necesar, echilibrul
poate fi stabilit mai rapid prin agitare.

Esantionul poate fi supraricit, de exemplu cu azot lichid (evitind condensarea aerului sau a fluidului
pompei) sau cu un amestec de etanol si gheatd uscatd. Pentru mdsurdtori la temperaturi scizute se
foloseste o baie termostatatd conectatd la un criostat.

Cu ventilul de deasupra vasului deschis, se evacueaza aerul prin aspiratie, timp de cateva minute. Apoi
ventilul se inchide iar temperatura esantionului este redusd la nivelul cel mai scdzut dorit. Dacd este
necesar, operatia de degazare se repetd de cteva ori.

Cand esantionul se incilzeste, presiunea de vapori creste si modificd echilibrul fluidului din manometrul
auxiliar. Pentru compensare se introduce azot sau aer in aparat printr-un ventil pand cind fluidului
indicator de presiune revine la zero. Presiunea cerutd pentru echilibrare trebuie sd fie cititd la un
manometru de precizie, la temperatura camerei. Aceastd presiune corespunde presiunii de vapori a
substantei la temperatura datd a esantionului.

Metoda 2b este similard, dar presiunea de vapori este cititd direct.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

Valorile presiunii de vapori in functie de temperaturd se determind la intervale de timp mici
(aproximativ 5-10 masuritori in total) pand la temperatura maxima cerutd. Citirile la temperaturi scizute
trebuie sa fie repetate pentru verificare.

Daci valorile obtinute la citirile repetate nu coincid cu curba obtinutd pentru cresterea temperaturii,
aceasta se poate datora urmdtoarelor cauze:

1. proba contine incd aer (de exemplu materiale cu véscozitate mare) sau impuritdti cu temperaturi de
fierbere scazutd, care se evapord in timpul incdlzirii si pot fi indepartate prin aspiratie dupd o
suprardcire suplimentard;

2. temperatura de ricire nu este suficientd. In acest caz se foloseste ca agent de ricire azotul lichid.
In ambele situatii, masurdtoarea trebuie repetatd;

3. substanta suferd o reactie chimici in intervalul de temperaturd analizat (de exemplu descompunere,
polimerizare).

Izoteniscopul

O descriere completd a acestei metode poate fi gasitd in referinta bibliografica (7). Principiul aparatului
de mdsurare este prezentat in figura 3. La fel ca in cazul metodei statice descrise la punctul 1.6.2,
izoteniscopul este adecvat pentru analizarea solidelor sau lichidelor.

in cazul lichidelor, substanta insdsi serveste ca fluid In manometrul auxiliar. O cantitate de lichid,
suficientd pentru a umple rezervorul si bratul scurt al manometrului, se introduce in izoteniscop.
Izoteniscopul este atasat la sistemul de vid si golit, apoi se umple cu azot. Evacuarea si purjarea sistemului
se repetd de doud ori pentru indepdrtarea oxigenului rezidual. Izoteniscopul plin este plasat in pozitie
orizontald, astfel incat proba sd se imprdstie intr-un strat subtire in rezervorul bulbiform si in manometru
(partea in U). Presiunea sistemului se reduce la 133 Pa si proba se incilzeste usor numai pand la fierbere
(indepirtarea gazelor dizolvate). Apoi izoteniscopul este plasat astfel incat proba si se intoarcd in rezervor
si In manometru, astfel incat ambele si fie pline cu lichid. Presiunea se mentine la fel ca pentru degazare;
varful rezervorului bulbiform se incilzeste la flacdrd micd pand cand vaporii degajati imping o parte din
lichidul de la partea superioard si din bragul manometrului in sectiunea manometrica a izoteniscopului,
creand un spatiu umplut cu vapori si fard azot.

Izoteniscopul este introdus intr-o baie termostatatd si presiunea azotului este corectatd pand la presiunea
esantionului. Echilibrul de presiune este indicat de sectiunea manometrici a izoteniscopului. La echilibru,
presiunea de vapori a azotului este egald cu presiunea de vapori a substantei.

In cazul substantelor solide, in functie de intervalul de presiune i temperaturd, se utilizeazd lichidele
manometrice enumerate la punctul 1.6.2.1. Lichidul manometric degazat este turnat in curbura bratului
lung al izoteniscopului. Apoi, substantele solide ce urmeaza sd fie analizate sunt puse in rezervorul
bulbiform si sunt degazate la temperaturi ridicatd. In continuare, izoteniscopul este inclinat astfel incat
lichidul manometric s curgd in tubul in formd de U. Masurdtoarea presiunii de vapori in functie de
temperaturd se efectueazd in conformitate cu punctul 1.6.2.

Metoda prin efuziune: balanta pentru presiunea de vapori
Aparaturd

in literatura de specialitate sunt descrise diferite modele de aparate (1). Aparatul descris aici ilustreazd
principiul general al metodei (figura 4). Figura 4 prezintd principalele componente ale aparatului,
cuprinzand un vas de sticld sau otel inoxidabil pentru vid inaintat, echipament pentru producerea si
mdsurarea vidului si componente pentru mdisurarea presiunii de vapori cu ajutorul unei balante.
Aparatura are incorporate urmdtoarele componente:

— un cuptor evaporator cu flansd si canal de admisie rotativ. Cuptorul evaporator este un vas cilindric
confectionat, de exemplu, din cupru sau dintr-un aliaj rezistent chimic, cu o conductibilitate termica
bund. Se poate folosi si un vas de sticld cu perete de cupru. Cuptorul are un diametru de aproximativ
3-5 cm s este nalt de 2—5 cm. Existd intre unul pand la trei orificii de diferite dimensiuni pentru fluxul
de vapori. Cuptorul este incilzit ori dedesubt cu o placd de incilzire, ori in exterior cu o serpentind
de incilzire. Pentru a preveni pierderea de cildura in bazd, sistemul de incilzire se monteaza la placa
de bazd folosind un metal cu conductivitate termicd scdzutd (otel aliat cu nichel-argint sau cu
crom-nichel), de exemplu o conductd de otel cu nichel - argint montati la canalul de admisie rotativ,
daci se utilizeazd un cuptor cu mai multe orificii. Acest sistem are avantajul de a permite introducerea
unei bare de cupru care permite ricirea din exterior folosind o baie de racire;
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— in cazul in care capacul de cupru al cuptorului are 3 deschideri de diametre diferite orientate la 90°
una fatd de cealaltd, se pot acoperi diferite intervale de presiuni de vapori din intregul interval de
mdsurare (diametrul orificiilor fiind intre 0,3 si 4,5 mm). Deschiderile mari sunt utilizate pentru
presiuni de vapori scizute si invers. Prin rotirea cuptorului se poate fixa apertura doritd sau chiar o
pozitie intermediard in fluxul de vapori (orificiul cuptorului — scut-palnie — taler de balant), iar fluxul
molecular este degajat sau deviat printr-un orificiu al cuptorului spre talerul balantei. Pentru a masura
temperatura substantei, se plaseazd intr-un punct potrivit un termocuplu sau un termometru cu
rezistentd;

— deasupra scutului-palnie se gdseste un taler de balantd apartinand unei microbalante de inaltd precizie.
Talerul balantei are aproximativ 30 mm diametru. Materialul optim este aluminiul placat cu aur;

— talerul de balanti este acoperit cu o cutie cilindric de ricire, din alami sau cupru. In functie de tipul
de balantd, cutia de ricire are fante pentru bratul de balanta si pentru scutul-palnie, trebuind sa asigure
condensarea completd a vaporilor pe talerul de balantd. Degajarea cildurii in exterior este asigurati,
de exemplu, de o tijd de cupru conectatd la cutia de ricire. Tija trece prin placa de bazd si este izolatd
termic de aceasta, de exemplu cu un tub de otel cu crom-nichel. Tija se imerseazi intr-un vas Dewar
continand azot lichid amplasat sub placa de bazi sau in interiorul sdu este circulat azot lichid. Cutia
de ricire este astfel pastratd la aproximativ -120 °C. Talerul de balanta este racit exclusiv prin radiere
si este suficient pentru intervalul de presiuni investigat (ricire aproximativ 1 ord inainte de inceperea
masurdtorii),

— balanta este pozitionatd deasupra cutiei de ricire. Balante corespunzitoare sunt, de exemplu,
microbalanta electronici de inaltd sensibilitate cu doud brate (8) sau un instrument cu serpentind
mobild de inaltd sensibilitate (a se vedea orientirile OCDE 104, editia 12.05.81);

— placa de bazd incorporeazd, de asemenea, legaturi electrice pentru termocupluri (sau termometre cu
rezistentd) si serpentine de incdlzire;

— vidul este produs in vas folosind o pompa de vid partial sau inaintat (vidul necesar, aproximativ de
la11a2 x 107 Pa, obtinut dupd 2 ore de pompare). Presiunea este reglati cu un manometru cu
ionizare adecvat.

Metoda de mdsurare

Vasul se umple cu substanta de testat si se inchide capacul. Palnia protectoare si cutia de ricire sunt asezate
deasupra cuptorului. Se inchide aparatul si se porneste pompa de vid. Presiunea finald inainte de a efectua
misuritoarea trebuie s fie de aproximativ 10™* Pa. Ricirea cutiei de refrigerare porneste de la 102 Pa.

Odati ce vidul necesar a fost obtinut, incepe seria etalondrilor la cea mai scizutd temperaturd. Este fixat
capacul la orificiul corespunzitor, jetul de vapori traverseazd scutul-palnie direct deasupra deschiderii si
loveste talerul ricit al balantei. Talerul trebuie sd fie suficient de mare pentru ca intreg jetul trecut prin
scutul-palnie sa il atingd. Forta jetului de vapori actioneaza asupra talerului si moleculele condenseaza pe
suprafata sa rece.

Forta jetului si condensarea simultand produc un semnal pe un inregistrator. Evaluarea semnalului ne
oferd doud informatii:

1. In aparatul descris aici presiunea de vapori este determinati direct de forta exercitati asupra balantei
[nu este necesar sd se cunoascd masa moleculard in acest scop (2)]. Cand se interpreteazd citirile
trebuie sd se tind seama de factori geometrici cum ar fi deschiderea cuptorului si unghiul jetului.

2. Se poate masura in acelasi timp masa condensului, iar viteza de evaporare se poate calcula din aceastd
valoare. Presiunea de vapori se poate, de asemenea, calcula din viteza de evaporare si masa moleculard,
prin folosirea ecuatiei Hertz (2):
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1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

unde:

G = viteza de evaporare (kg s m™)

M = masa molari (g mol™)

T = temperatura (K)

R = constanta universald a gazelor (J mol™ K

p = presiunea de vapori (Pa)
Dupa realizarea vidului necesar, incepe seria de mdsuritori de la temperatura minima dorita.

Pentru mdsuritori ulterioare, se mdreste temperatura pe intervale mici, pand la atingerea temperaturii
maxime dorite. Proba este ricitd din nou si poate fi inregistratd a doua curbd a presiunii de vapori. Dacd
un al doilea test nu confirm rezultatul primului, atunci este posibil ca substanta si se descompund in
intervalul de temperaturi ales pentru masuratori.

Metoda prin efuziune: misurarea pierderii de greutate

Aparatura

Instalatia de efuziune constd din urmatoarele parti principale:

— 0 cuvi care poate fi termostatatd si vidatd si in care sunt localizate celulele de efuziune;

— o pompd de vid Inaintat (exemplu pompa de difuziune sau pompa turbomoleculard) cu manometru
de vid);

— un separator folosind azot lichid sau gheatd uscatd.

in figura 5 este prezentatd o cuvi de vid din aluminiu, incilzitd electric, cu 4 celule de efuziune din otel
inoxidabil. Foita de otel inoxidabil de aproape 0,3 mm grosime are un orificiu de evaporare de
0,2 — 1,0 mm diametru si este montatd pe celula de efuziune cu un capac filetat.

Metoda de mdsurare

Substanta de referintd si substanta de testat sunt introduse in celule de efuziune separate, diafragma de
metal cu orificiu este inchisd cu capacul filetat si fiecare celuld este cantaritd cu o precizie de 0,1 mg. Celula
se introduce in aparatul termostatat, care este apoi vidat pentru a scidea presiunea pani la zecea parte
din presiunea preconizatd. La intervale definite de timp variind de la 5 la 30 ore se devideaza aparatura
si se determind pierderea de masd in celulele de efuziune printr-o noud cantdrire.

Pentru a garanta cd rezultatele nu sunt influentate de impurititi volatile, celula este recantdritd la intervale
de timp bine definite, verificind dacd viteza de evaporare este constantd pe cel putin doud astfel de
intervale de timp.

Presiunea de vapori p in celula de efuziune este data de:

m 2n RT

P 7 Xat M

unde:

p = presiunea de vapori (Pa)

m = masa substantei ce pardseste celula in timpul t (kg)
t= timp (s)

A = suprafata orificiului (m?)

K = factor de corectie

R = constantd universali molard a gazelor (] mol™! K™
T = temperatura (K)

M = masa moleculari (kg mol™)
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Factorul de corectie K depinde de raportul dintre lungime si raza orificiului de efuziune:

raport 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0
factor K 0,952 0,909 0,771 0,672 0,514

Ecuatia de mai sus se poate scrie:

=EFE—
P t

2| 4|

1 —
unde E = a\/ 2m Rsi este constanta celulei de efuziune.

Aceastd constantd a celulei de vaporizare E poate fi determinata cu ajutorul substantelor de referinta (2,9),
folosind urmitoarea ecuatie:

pl) M)
m T
unde:
p(r) = presiunea de vapori a substantei de referint (Pa)

M(r) = masa moleculard a substantei de referintd (kg mol™)

Metoda gazului saturat
Aparaturd

Aparatura tipica folositd la realizarea acestui test cuprinde mai multe componente prezentate in figura 6a
si este descrisd mai jos (1).

Gaz inert:

Gazul purtitor nu trebuie s reactioneze chimic cu substanta de analizat. Azotul este un gaz suficient de
inert pentru acest scop, dar uneori pot fi utile si alte gaze (10). Gazul utilizat trebuie si fie uscat (a se vedea
figura 6a, explicatia 4: senzor de umiditate relativa).

Controlul debitului:

Este necesar un sistem de control al debitului gazului, pentru a asigura in coloana de saturatie un debit
constant fixat.

Separatoare de condens:

Acestea depind de caracteristicile particulare ale probelor si de metoda de analizd aleasa. Vaporii trebuie
sd fie captati cantitativ intr-o formd care sd permitd analiza. Pentru unele substante sunt necesare
separatoare care contin lichide cum ar fi hexanul sau etilenglicolul. Pentru altele se pot folosi absorbanti
solizi.

Ca alternativd la captarea vaporilor si analiza ulterioard, pot fi folosite tehnici analitice, precum
cromatografia, pentru determinarea cantitativd a masei de substanta transportate de o cantitate cunoscutd
de gaz purtdtor. In plus, se poate masura si pierderea de masa a esantionului.

Schimbator de caldurd:

Pentru masurdtori la temperaturi diferite, poate fi necesard includerea in ansamblu a unui schimbator de
cildura.

Coloana de saturatie:

Substanta de analizat, in solutie, se depune pe un suport inert convenabil. Suportul astfel acoperit se
taseazd in coloana de saturatie, care are o mdrime si o vitezd de curgere astfel incat s asigure saturatia
completd a gazului purtitor. Coloana de saturatie trebuie termostatatd. Pentru mdsurdtori peste
temperatura camerei, zona dintre coloana de saturatie si separator trebuie sa fie incilzit, pentru a preveni
condensarea substantei de testat.
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Pentru a reduce cantitatea de substanta antrenata datorita difuziei, se poate amplasa un tub capilar dupa
coloana de saturatie (figura 6b).

Procedura de mdsurare
Pregatirea coloanei de saturatie:

O solutie din substanta de testat intr-un solvent foarte volatil se adauga unei cantitati adecvate de suport.
Trebuie si se utilizeze suficientd substantd pentru mentinerea saturatiei pe toatd durata analizei. Solventul
este evaporat complet in aer intr-un evaporator rotativ si materialul, amestecat bine, este tasat in coloana
de saturatie. Dupd termostatarea esantionului se trece prin aparat azot uscat.

Madsurdtoare:

Separatoarele sau detectorul in flux sunt conectate la linia de efluent a coloanei si se inregistreaza timpul.
Viteza de curgere se verificd la inceput si la intervale egale in timpul experimentului, folosind un
debitmetru cu bule (sau in mod continuu, cu un debitmetru de masd).

Se mdsoard presiunea la iesirea din coloana de saturatie astfel:

(a) fie prin montarea unui manometru intre coloana de saturatie si separatoare (acest lucru s-ar putea sd
nu fie posibil deoarece creste spatiul mort i suprafata de adsorbtie),

(b) fie prin determinarea ciderii de presiune prin separator in functie de vitezd, intr-un experiment separat
(aceasta s-ar putea sd nu fie posibil in cazul separatoarelor de lichid).

Timpul de colectare a cantitatii de substant necesar in diferitele metode de analizd este determinat intr-o
testare preliminard sau prin estimare. Ca alternativd la colectarea substantei pentru analize ulterioare, se
pot utiliza tehnici analitice cantitative in flux (de exemplu cromatografia). inainte de calcularea presiunii
de vapori la temperatura datd, se realizeazd o testare preliminard, pentru a determina viteza maxima la
care gazul purtitor se satureazd complet. Saturatia este garantatd dacd gazul purtdtor este trecut prin
coloani la o vitezd atat de scdzutd inct o vitezd si mai scdzutd s nu conducd la o presiune de vapori
calculatd mai mare.

Metoda analitica specificd este determinatd de natura substantei de testat (de exemplu gaz cromatografie
sau gravimetrie).

Se determind cantitatea de substantd transportatd de un volum cunoscut de gaz purtitor.

Calcularea presiunii de vapori

Presiunea de vapori se calculeazi din densitatea de vapori, W[V, cu ecuatia:

unde:

p = presiunea de vapori (Pa)

W = masa de substantd de testat, evaporatd, (g)

V = volumul de gaz saturat (m?)

R = constanta molard universali a gazelor (J mol™! K"
T = temperatura (K)

M = masa molari a substantei de testat (g mol™)

Volumele masurate trebuie s fie corectate cu privire la diferentele de presiune si temperaturd intre
debitmetru si coloana de saturatie termostatatd. Dacd debitmetrul este localizat in aval de separatorul de
condens, ar putea fi necesare corectii pentru produsele vaporizate din separator (1).
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Metoda rotorului (8, 11, 13)
Aparatura

In metoda rotorului in miscare se foloseste un indicator de viscozitate cu rotor, conform figurii 8. Figura 7
prezintd schema configuratiei experimentale.

Instalatia de masurare constd dintr-un cap de mdsurare cu rotor in miscare, introdus intr-o incintd
termostatatd (reglatd cu o abatere de 0,1 °C). Recipientul continand esantionul este plasat intr-o incintd
termostatatd (reglatd cu o abatere de 0,01 °C) si toate celelalte parti ale configuratiei sunt mentinute la o
temperaturd mai inaltd, pentru a preveni condensarea. O cu pompd de vid inaintat se conecteaza printr-un
ventil la sistemul de vid avansat.

Capul de mdsurare cu rotor constd dintr-o bil de otel (cu diametrul de la 4 la 5 mm) plasatd intr-un tub.
Bila este suspendati si stabilizatd intr-un cdmp magnetic (in general se foloseste o combinatie de magneti
permanenti si bobine de control).

Bila este ficutd sd se roteascd prin rotirea cAmpului produs de bobine. Bobinele de control mdsoard
magnetizarea laterald a bilei, care este slabd dar permanent prezentd, permitind astfel masurarea vitezei
de rotire.

Metoda de mdsurare

Cand bila a atins o vitezd de rotatie datd v(0) (de reguld aproximativ 400 rotatii pe secundd), se opreste
alimentarea bobinelor si are loc o decelerare datoratd frecdrii cu moleculele de gaz.

Scdderea vitezei de rotatie este masuratd in functie de timp. Deoarece frecarea cauzatd de suspendarea
magneticd este neglijabild in comparatie cu frecarea cu moleculele de gaz, presiunea gazului p este datd
de:

~ mcr v(t)
P 610t v(o)

unde:

c=  viteza medie a moleculelor de gaz

r= raza bilei

p=  densitatea bilei

o= coeficientul de transfer tangential al momentului cinetic (¢ = 1 pentru o suprafata sferica ideald a
bilei)

t= timp

v (t) = viteza de rotatie dupa timpul t

v (0) = viteza de rotatie initiald

Aceastd ecuatie poate fi, de asemenea, scrisa:

mcrp ot -t
X

100 t xt
n n

p =

unde t,, t, ; sunt timpii necesari pentru un numdr de rotatii date, N. Aceste intervale de timp ¢, i t,
sunt succesive, astfel t, > t, ;.

Viteza medie a moleculei gazului ¢ este datd de relatia:

- RT |1
c=|8—|—
nM/2
unde:
T = temperatura

R = constanta universald a gazelor

M = masa molard
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DATE

In oricare metodd, presiunea de vapori se determini la cel putin doud temperaturi diferite. Este de preferat
sd se foloseascd trei sau mai multe temperaturi, in intervalul de la 0 la 50 °C, pentru a verifica linearitatea
curbei presiunii de vapori.

RAPORT
Raportul de testare cuprinde, dacd este posibil, urmatoarele informatii:
— metoda folosit3;

— specificatiile precise ale substantei (identitate si impurititi) si etapa preliminard de purificare, dacd
existd;

— cel putin 2 valori ale presiunii de vapori la temperaturi diferite, de preferintd in intervalul de la 0 la
50 °G;

— toate datele primare;

— o curbd log p in functie de 1/T;

— o estimare a presiunii de vapori la 20 °C sau 25 °C.

Daci se observi o transformare (schimbarea de stare, descompunere), se consemneaza urmdtoarele date:
— natura modificarii;

— temperatura la care are loc transformarea corectatd la presiune atmosferica;

— presiunea de vapori la 10 °C si 20 °C sub temperatura de tranzitie si la 10 °C si 20 °C peste aceastd
temperaturd (numai dacd tranzitia este de la solid la gaz).

Se consemneazd toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special cele
privitoare la impuritdti si starea fizicd a substantei.
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Apendicele 1

Metoda estimarii

INTRODUCERE

Valorile calculate ale presiunii de vapori pot fi folosite:

— pentru a stabili care metodd experimentald este cea optima;

— pentru a furniza o estimare sau o valoare limitd in cazul in care metoda experimentald nu poate si fie
aplicatd din cauza unor probleme tehnice (inclusiv situatiile in care presiunea de vapori este foarte
scazutd);

— pentru a ajuta la identificarea acelor cazuri in care omiterea masurdtorilor experimentale este justificatd
deoarece presiunea de vapori este cel mai probabil sub 107 Pa la temperatura camerei.

METODA ESTIMARII

Presiunea de vapori a solidelor si lichidelor poate fi estimatd folosind corelatia Watson modificati (a). Singura
datd experimentald necesard este punctul de fierbere in conditii normale. Metoda este aplicabild pentru
intervalul de presiune de la 10° Pa la 10~ Pa.

Informatii detailate asupra metodei se giisesc in ,Handbook of Chemical Property Estimation Methods” (b)
(Manual de metode de estimare a proprietatilor substantelor).

METODA DE CALCUL

In conformitate cu (b), presiunea de vapori este calculatd dupi relatia:

m
-2
AH, T,
lanp~ - -2m(3-2—| In—
AZRT, T T, \
T,

unde:
T=  temperatura care intereseazd
T, = punct de fierbere in conditii normale
P, = presiunea de vapori la temperatura T

AH,, = cdldura de vaporizare
AZ, = factor de compresibilitate (este estimat la 0,97)

m= factor empiric depinzand de starea fizici la temperatura T

In continuare

AH,

=K,(8.75 +RInT,)
b

unde K este un factor empiric dependent de polaritatea substantei. Pentru unele tipuri de compusi, factorul
K} este listat in referinta bibliografica (b).

Adesea, existd date disponibile pentru punctul de fierbere la presiune redusi. In asemenea situatii, in
conformitate cu (b), presiunea de vapori se calculeazd conform relatiei:

AH,, T\"T, T\" T
InP_~InP +———|1-(3-2—] —-2m|3-2— In —
" AZ,RT, T T T

unde T, = punct de fierbere la presiunea redusd P;.
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RAPORT

In cazul in care se foloseste metoda estimdrii, raportul de testare cuprinde o documentatie cuprinzitoare
a calculului utilizat.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(a) K. M. Watson, Ind. Eng. Chem.: 1943, vol.35, 398.

(b) W.J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt. Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
McGraw-Hill, 1982.

Apendicele 2

Figura 1
Aparaturd pentru determinarea curbei presiunii de vapori dupd metoda dinamic
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Figura 2a

Aparaturd pentru determinarea curbei presiunii de vapori prin metoda staticd (prin folosirea unui manometru in U)
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1. Substanta de testat 6. Baie termostatati

2. Faza de vapori 7. Dispozitiv de misurare
3. Ventil de vid avansat a temperaturii

4. Tub in U {manometru auxiliar) 8. Citre pompa de vid

5.Manometru 9. Ventilatie
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Figura 2b

Aparat pentru determinarea curbei presiunii de vapori prin metoda statici (folosind un indicator de presiune)
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1. Substanta de testat 5. Indicator de presiune
2.Faza de vapori 6. Baie termostatatd
3. Ventil de vid avansat 7. Dispozitiv de masurare

4. Manometru a temperaturii
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Figura 3

Izoteniscop (a se vedea referinta 7)

1. La sistemul de misurare si control al presiunii
2. Tub cu diametrul exterior de 8 mm

3. Azot uscat sub presiune

4. Vapori de proba

5. Varful rezervorului

6. Esantion de lichid
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Figura 4

Aparat pentru determinarea curbei presiunii de vapori prin metoda balantei
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7. Scut-palnie
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9. Talerul balantei

10. Microbalantd
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12. Citre pompa de vid avansat
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Figura 5

Exemplu de aparat pentru determinarea presiunilor de vapori scizute prin metoda efuziunii cu celuli de efuziune de
8 cm?
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Figura 6a

Un exemplu de sistem in flux pentru determinarea presiunii de vapori prin metoda saturatiei gazului
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Figura 6b

Un exemplu de sistem de determinarea presiunii de vapori prin metoda saturdrii gazului, cu tub capilar in aval de
coloana de saturatie
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1. Debitmetru termic 6. Coloani de saturatie gaz

2. Manometru 7. Tub capilar

3. Incintd termostatatd 8. Vas de absorbtie

4. Serpentini termostatati pentru gazul purtitor 9. Gazometru

5. Termometru (pt 100) 10. Separator la rece
Figura 7

Exemplu de configuratie pentru metoda rotorului

Aparat pentru presiunea de vapori

A. Capul indicatorului cu rotor
B. Celuld cu esantion

C. Termostat

D. Linie de vid (turbopompd)
E. Termostat de aer
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1.1.

1.2

Figura 8

Exemplu de cap de mdsurare
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1. Bild

2. Extensia tubulari vidatd a punctului 6
3. Magneti permanenti (2)

4. Bobini (2) pentru stabilizare verticald
5. Bobine de aciionare {4)

6. Flangd de conectare

A.5. TENSIUNEA SUPERFICIALA

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeazd pe orientdrile OCDE privind testele (1). Principiile
fundamentale sunt mentionate in referinta bibliografica (2).

INTRODUCERE
Metodele descrise aplicd masurdrii tensiunii superficiale a solutiilor apoase.

Este util sd se colecteze informatii preliminare asupra solubilitdtii in apd, structurii, proprietdtilor la
hidroliza si concentratiei critice pentru formarea de micelii ale substantei inainte de realizarea acestor
teste.

Urmdtoarele metode sunt aplicabile celor mai multe substante chimice, fara nici o restrictie cu privire la
gradul de puritate.

Misurarea tensiunii superficiale prin metoda tensiometrului cu inel se limiteaza la solutiile apoase cu o
vascozitate dinamicd mai micd decat aproximativ 200 mPa-s.

UNITATI $I DEFINITII

Entalpia unui lichid la suprafata de contact cu aerul raportati la unitatea de suprafatd se numeste tensiune
superficiald.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.4.1.

Unititile de mdsurd sunt:
N/m (SI) sau

mN/m (subunitate SI)

1 N/m = 10° dyn/cm

1 mN/m = 1 dyn/cm in sistemul CGS vechi

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o noud substanta.
Acestea trebuie in special sd serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

Substantele de referintd care acoperd un interval larg de tensiuni superficiale sunt date in referintele 1 si 3.

PRINCIPIUL METODELOR

Metodele se bazeazd pe misurarea fortei maxime care este necesar si se exercite vertical pe o bridd
circulard ori pe un inel aflat in contact cu suprafata lichidului dintr-un vas etalonat, pentru a-l separa de
aceastd suprafatd, sau pe o placd avand o margine in contact cu suprafata lichidului, pentru a ridica pelicula
care s-a format.

Substantele care sunt solubile in apd cel putin intr-o concentratie de 1 mg/l sunt analizate in solutii apoase
la o singurd concentratie.

CRITERII DE CALITATE

Aceste metode oferd o precizie mai mare decat este probabil necesar in analizele de mediu.

DESCRIEREA METODELOR

Se prepard o solutie a substantei de testat in apd distilatd. Concentratia acestei solutii reprezintd 90 % din
solubilitatea de saturatie a substantei in apd; cAnd aceasta concentratie depdseste 1 g/l pentru determinare
se utilizeazd o concentratie de 1 g[l. Testarea substantelor cu solubilitate in apd mai scizutd de 1 mg/l nu
este necesara.

Metoda cu placi

A se vedea ISO 304 i NF T 73 - 060 (Agenti activi de suprafatd - determinarea tensiunii superficiale prin
ridicarea unei pelicule de lichid).

Metoda cu bridd

A se vedea ISO 304 si NF T 73 - 060 (agenti activi de suprafatd - determinarea tensiunii superficiale prin
ridicarea unei pelicule de lichid)

Metoda cu inel

A se vedea ISO 304 si NF T 73 - 060 (Agenti activi de suprafata - determinarea tensiunii superficiale prin
ridicarea unei pelicule de lichid)

Metodi cu inel corelatd cu principiile OCDE

Aparatura

Pentru aceastd masurdtoare sunt folosite tensiometre comerciale. Ele constau in urmitoarele elemente:
— portesantion mobil;

— dinamometru;
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1.6.4.1.1.

1.6.4.1.2.

1.6.4.1.3.

— corp de masurare (inel);

— vas de mdsurare.

Portesantionul mobil

Portesantionul mobil se foloseste ca suport al recipientului de masurare termostatat care contine lichidul
de testare. Se monteazd pe acelasi soclu ca si dinamometrul.

Dinamometrul

Dinamometrul (a se vedea figura) se aseazd deasupra portesantionului. Eroarea in mdsurarea fortei nu
trebuie s3 depaseascd + 107 N, echivalentul unei limite de eroare de + 0,1 miligrame in masurarea masei.
in majoritatea cazurilor, scara de masurd a tensiometrelor comercializate este etalonatd in mN/m, astfel
incat se poate citi direct tensiunea superficiald in mN/m, cu o precizie de 0,1 mN/m.

Corpul de misurare (inel)

Inelul este de obicei format dintr-un fir de platind sau de platind-iridiu cu o grosime de 0,4 milimetri si
o circumferintd de 60 milimetri. Acest inel este suspendat orizontal pe etrierul de montaj care este legat
printr-o tijd metalicd la dinamometru (a se vedea figura).

Figurd
Corp de masurare

(Toate dimensiunile sunt exprimate in mm)
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1.6.4.1.4.

1.6.4.2.

1.6.4.2.1.

1.6.4.2.2.

Vasul de misurare

Vasul de masurare continand proba ce urmeazi sd fie masurata trebuie si fie un vas de sticla cu termostat.
Acesta trebuie s fie astfel realizat incat in timpul masurdtorilor temperatura solutiei de lichid si a fazei
gazoase de deasupra acesteia sd rimana constantd, astfel ca proba sd nu se poatd evapora. Sunt acceptabile
vase cilindrice de sticld cu un diametrul interior de nu mai putin de 45 mm.

Pregatirea aparaturii
Curdtarea

Vasele de sticld se spald cu atentie. Dacd este necesar, sunt spilate cu amestec oxidant (bicromat/acid
sulfuric) cald, apoi cu acid fosforic concentrat (83 % la 98 % procent de masd H,PO,), clitite cu apd si
in final spalate cu apd dublu distilatd pana la reactie neutrd, apoi uscate sau clatite cu o parte din lichidul
de analizat.

Inelul este mai intai clatit bine cu apd pentru a indepdrta orice substantd solubild, scufundat rapid in
amestec oxidant, spalat cu apa dublu distilatd pani la reactie neutrd si in final inclzit scurt deasupra unei
flacdri de metanol.

Nota:

Substantele contaminante care nu se dizolvd si nu sunt distruse de amestecul oxidant sau de acidul
fosforic, precum siliconii, vor fi indepartate cu ajutorul unui solvent organic potrivit.

Calibrarea aparatului

Validarea aparatului constd din verificarea punctului zero si corectarea acestuia astfel incat indicatia
instrumentului sd permitd realizarea unor determindri corecte in unititi mN/m.

Montare:

Aparatul va fi asezat plan, de exemplu cu ajutorul unei nivele cu buld de aer asezatd la baza termometrului,
prin ajustarea picioarelor mobile.

Corectarea punctului zero:

Dupd montarea inelului pe aparat si inaintea imersarii in lichid, indicatia tensiometrului va fi corectatd
la zero, iar inelul se va verifica pentru a fi perfect paralel cu suprafata lichidului. In acest scop, suprafata
lichidului poate fi folosita ca oglinda.

Calibrarea:

Testul de calibrare poate fi realizat prin una dintre urmatoarele metode:

(a) folosind o greutate: metoda foloseste calareti de masad cunoscutd intre 0,1 si 1,0 g amplasati pe inel.
Factorul de calibrare @, cu care se inmultesc toate citirile de pe instrument se stabileste in conformitate
cu ecuatia (1):

unde:

m = masa cilaretului (g)
g = acceleratia gravitationald (981 cm s7 la nivelul marii)
b = circumferinta medie a inelului (cm)

o, = citirea tensiometrului dupd plasarea cdlaretului pe inel (mN/m)
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1.6.4.3.

1.6.5.

1.6.6.

(b) folosind apa: procedeul utilizeazd apa purd a cirei tensiune superficiald la, de exemplu 23 °C, este egald
cu 72,3 mN/m. Acest procedeu se realizeazd mai rapid decat calibrarea cu greutdti, dar existd
intotdeauna pericolul ca tensiunea superficiald a apei sd fie falsificatd prin contaminare cu agenti
tensioactivi.

Factorul de calibrare @, cu care se inmultesc toate citirile de pe instrument se stabileste in conformitate
cu ecuatia (2):

@ o=
b_G
g

unde:
0, = valoarea citatd in literaturd pentru tensiunea superficiald a apei (in m N/m),

0, = valoarea mdsuratd a tensiunii superficiale a apei (mN/m),

ambele la aceeasi temperatura.

Prepararea esantioanelor

Solutiile apoase se prepard din substanta de testat folosind concentratia necesard in apa si nu contin nici
o substantd nedizolvata.

Solutia trebuie pastratd la o temperaturd constanta (+ 0,5 °C). Deoarece tensiunea superficiald a unei solutii
intr-un vas variazd in timp, se realizeazd mdsurdtori la anumite intervale de timp si se traseazd graficul
tensiunii superficiale ca functie de timp. Atunci cand nu se mai produce nici o modificare, se considerd
cd s-a atins starea de echilibru.

Contaminarea cu praf sau gaze din mediul inconjuritor poate modifica rezultatele, asadar se va lucra sub
clopot de protectie.

Conditii de analizi

Misuritorile se efectueazi la o temperaturd de aproximativ 20 °C, controlatd la + 0,5 °C.

Desfisurarea testului

Solutiile ce urmeaza s fie masurate se transferd cu atentie intr-un vas de mdsurare curat, evitindu-se
spumarea, dupd care vasul de masurare se aseazd pe portesantion. Acesta se ridicd pand cand inelul este
imersat sub suprafata solutiei de masurat. Se coboard apoi treptat si uniform (la o vitezd de aproximativ
0,5 cm/min) pentru desprinderea inelului de pe suprafatd pana la atingerea fortei maxime necesare. Stratul
de lichid atasat de inel trebuie sd nu fie separat de inel. Dupd terminarea mdsurarii, inelul se imerseaza
din nou 1in lichid, iar masuritorile se repetd pand cand se ajunge la o valoare constantd a tensiunii
superficiale. Timpul scurs de la transferul solutiei in vasul de masurare se inregistreazd pentru fiecare
determinare. Citirile se efectueazd la forfa maxima necesard pentru desprinderea inelului de suprafata
lichidului.

DATE

Pentru a calcula tensiunea superficiald, valoarea cititd in mN/m pe aparat este in primul rand multiplicata
cu un factor de calibrare @, sau @, (in functie de procedura de calibrare utilizatd). Acest rezultat este
aproximativ si ca urmare trebuie sa fie corectat ulterior.

Harkins si Jordan (4) au determinat un factor de corectie empiric pentru valorile de tensiune superficiald
mdsurate prin metoda cu inel, care depinde de dimensiunile inelului, densitatea lichidului si tensiunea
superficiald.
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Deoarece determinarea factorului de corectie pentru fiecare masurdtoare individuald din tabelele lui
Harkins si Jordan este laborioasd, pentru a determina tensiunea superficiald la solutii apoase date poate
fi folosita metoda simplificatd de a citi valorile corectate de tensiune superficiali direct din tabel. (in cazul
citirilor situate intre valorile tabelate, se va folosi metoda interpolarii.)

TABEL: CORECTIA TENSIUNII SUPERFICIALE MASURATE

numai pentru solutii apoase, p ~ 1 gfem’.
R =9,55 mm (raza medie a inelului)

r= 0,185 mm (raza sarmei inelului)

Valoare corectatd (mN/m)
Valoare experimentald (mN/m) Calibrarea greutdtii [a se vedea Calibrarea apei [a se vedea 1.6.4.2.2
1.6.4.2.2 ()] ®)]

20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 22,4 24,1
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
50 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 57,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72,0
74 69,2 -

76 71,2 -

78 73,2 -

Acest tabel a fost realizat pe baza corectiei Harkins-Jordan. Tabelul este similar cu cel din standardul DIN
(DIN 53914) pentru api si solutii apoase (p = 1 gfcm’) si se referd la un inel disponibil in comert cu
diametrul de R = 9,55 mm (insemnand raza medie a inelului) si r = 0,185 mm (raza sirmei inelului).
Tabelul contine valori corectate pentru misuratorile de tensiune superficiald ficute dupa calibrarea cu
greutdfi sau cu apd.

Alternativ, in absenta procedurii de calibrare, tensiunea superficiald poate s fie calculatd conform
formulei:

n
E|
=

unde:
F = forfa misuratd la dinamometru la intreruperea filmului
R = raza inelului

f= factor de corectie (1)
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3.1.

3.2

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, dacd este posibil, urmitoarele date:

— metoda folosit3;

— tipul de apd sau solutie folositd;

— specificatiile precise ale substantelor (identitate, impuritati);

— rezultatele mdsurdtorii: tensiune superficiald (citire) mentionand citiri individuale si media lor
aritmeticd, precum si media corectatd (ludnd in considerare factorul de echipament si tabelul cu
factorii de corectie);

— concentratia solutiei;

— temperatura de testare;

— vechimea solutiei folosite; in special timpul scurs intre prepararea si masurarea solutiei;

— descrierea tensiunii superficiale ca functie de timp dupa transferul solutiei la vasul de mdsurare;

— toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor ce urmeaza a fi raportate,
in special cu privire la impuritati si starea fizicd a substantei.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Avand in vedere cd apa distilatd are tensiunea superficiald de 72,75 mN/mla 20 °C, substantele prezentand

o tensiune superficiald mai scdzutd de 60 mN/m in conditiile acestei metode sunt considerate ca fiind
agenti activi de suprafata.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) OCDE, Paris, 1981, Guideline 115, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) R. Weissberger ed.: Technique of organic chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd ed.,
Interscience Publ., New York, 1959, Vol. I, Part I, Chapter XIV.

(3) Pure Appl. Chem., 1976, vol. 48, 511.

(4) Harkins, W. D., Jordan, H. F., ]. Amer. Chem. Soc., 1930, vol. 52, 1751.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

A.6. SOLUBILITATEA IN APA

METODA

Majoritatea metodelor descrise se bazeaza pe orientdrile OCDE privind testele (1).

INTRODUCERE

Pentru realizarea acestui test, sunt necesare anumite informatii preliminare referitoare la formula
structurald, presiunea de vapori, constanta de disociere si de hidrolizd a substantei (in functie de pH).

Pentru a acoperi intregul interval de solubilititi in apd, sunt disponibile mai multe metode.

Cele doud metode de analizd descrise mai jos acoperd intregul interval de solubilitati, dar nu sunt aplicabile
substantelor volatile:

— o metodi care se aplicd substantelor relativ pure, cu solubilitate scizutd (< 10 grame pe litru) si care
sunt stabile in apd, denumitd ,metoda elutiei pe coloand”;

— o altd metodd care se aplici substantelor relativ pure, cu solubilitate mai mare (> 10~ grame pe litru)
si care sunt stabile in apd, denumitd ,metoda prin solubilitate in flacon”.

Solubilitatea in apd a probei poate fi considerabil afectatd de prezenta impuritatilor.

DEFINITII SI UNITATI

Solubilitatea in apa a unei substante este definitd prin concentratia masica de saturatie a substantei in apa
la o temperaturd datd. Solubilitatea in apd se misoard in unitti de masd pe volum de solutie. Unitatea
SI este kg/m”® (ca unitate de misuri se poate folosi de asemenea gramul pe litru).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o noud substanta.
Acestea trebuie in special si serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Cantitatea aproximativa dintr-o probd si timpul necesar pentru a realiza concentratia de saturatie vor fi
determinate intr-un test preliminar simplu.

Metoda elutiei pe coloanid

Aceastd metodd se bazeazd pe elutia substantei de testat cu apd dintr-o microcoloand incdrcatd cu un
suport inert, cum ar fi mirgele de sticld sau nisip, acoperite cu proba in exces. Solubilitatea in api se
determind atunci cand concentratia masicd de eluat este constantd. Valoarea este reprezentatd de zona
aplatizatd a curbei de concentratie ca functie de timp.

Metoda prin solubilitate in flacon

In aceastd metods, substanta (solidele trebuie s fie pulverizate) se dizolv in apa la o temperaturd putin
mai mare decat temperatura de testare. Cand se atinge saturatia, amestecul se riceste si se pastreazd la
temperatura de testare, sub agitare, atita timp cat este necesar pentru a ajunge la echilibru. Ca alternativa,
determinarea poate fi efectuatd direct la temperatura de testare, dacd se garanteazd, printr-o probd
adecvatd, cd s-a atins starea de echilibru de saturatie. Apoi se determind printr-o metoda analiticd potrivitd
concentratia substantei in solutie apoasd, care nu trebuie sd contind nici un fel de particule nedizolvate.
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1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

CRITERII DE CALITATE

Repetabilitatea

Pentru metoda elutiei pe coloand, este acceptabild < 30 %; pentru metoda prin solubilitate in flacon, este
necesar ca aceasta sd fie < 15 %.

Sensibilitatea metodei

Aceasta depinde de metoda de analiz3, dar pot fi realizate determiniri ale concentratiei pana la 10° grame
pe litru.

DESCRIEREA METODEI

Conditiile de testare

Este preferabil ca testul sd aibd loc la 20 £ 0,5 °C. Daci se presupune cd solubilitatea este dependentd de
temperaturd (> 3 % pe °C), vor fi folosite doud alte temperaturi cu cel putin 10 °C peste sau sub
temperatura aleas3 initial. In acest caz controlul temperaturii va fi de + 0,1 °C. Temperatura aleasi se
mentine constantd in toate partile relevante ale echipamentului.

Testul preliminar

La aproximativ 0,1 grame din proba (substantele solide trebuie si fie pulverizate) aflatd intr-un cilindru
gradat de 10 ml cu dop de sticla se adauga volume crescande de apd distilatd la temperatura camerei in
concordantd cu pasii ardtati in tabelul de mai jos:

0,1 grame solu-

Lo « 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
bile in ,x" ml apd

Solubilitate >1000 | 1000-200 [200-100| 100-50 | 50-10 10-1 <1
aproximativa
(grame pe litru)

Dupd fiecare addugare a cantitdtii de apd indicate, amestecul este agitat puternic timp de 10 minute si
examinat vizual pentru a observa particule din probd nedizolvate. Dacd dupd addugarea a 10 ml de apa,
proba sau pirti din ea riman nedizolvate, experimentul trebuie repetat intr-un cilindru gradat de 100 de
ml, cu volume mai mari de apd. La solubilitdti mai mici, timpul necesar pentru dizolvarea substantei poate
fi considerabil mai mare (cel putin 24 de ore). Solubilitatea aproximativa se inregistreaza intr-un tabel,
odatd cu volumul de api addugat la care apare o dizolvare completd a probei. Dacd substanta este incd
aparent insolubild, se lasd mai mult de 24 de ore (maximum 96 de ore) sau se dilueazd in continuare
pentru a stabili dacid se foloseste metoda elutiei pe coloand sau metoda flaconului.

Metoda elutiei pe coloand

Suport, solvent si eluent

Materialul suport pentru metoda elutiei pe coloand trebuie si fie inert. Materiale care pot fi folosite sunt
margelele de sticld si nisipul. Pentru a aplica proba pe suport se foloseste un solvent volatil potrivit de
calitate pro analisis. Ca eluent se foloseste apa dublu distilatd, in aparaturd de sticld sau cuart.

Nota:

Nu trebuie folositd apd proaspdt trecutd printr-un schimbadtor de ioni organic.
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1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

Incéircarea suportului
Aproximativ 600 mg din suport sunt cantdrite i transferate intr-un balon cu fund rotund de 50 ml.

O cantitate convenabild de substantd de testat, cantdritd, se dizolvd in solventul ales. O cantitate adecvatd
din aceastd solutie se adaugd la suport. Solventul trebuie s fie complet evaporat, de exemplu intr-un
evaporator rotativ; in caz contrar, saturarea cu api a suportului nu se realizeazd datoritd efectelor de
partitie pe suprafata suportului.

Incarcarea suportului poate conduce la rezultate eronate daci proba este depusi ca fazd uleioasd sau
cristale. Problema se examineazd experimental si detaliile se consemneazd.

Suportul incircat se lasi sd se imbibe timp de aproximativ doud ore in aproximativ 5 ml de apd, apoi
suspensia se adaugd in microcoloand. Ca alternativd, suportul uscat poate fi turnat in microcoloand, care
a fost deja umplutd cu apd, si apoi ldsat timp de aproximativ 2 ore pand la atingerea echilibrului.

Procedurd de testare:
Elutia substantei din suport poate fi efectuatd intr-unul din urmatoare doud moduri:
— cu pompi de recirculare (a se vedea figura 1);

— cu rezervor de apd (a se vedea figura 4).

Metoda elutiei pe coloand cu pompd de recirculare
Aparaturd

Schema unui sistem tipic este prezentatd in figura 1. O microcoloand corespunzitoare este prezentatd in
figura 2, desi sunt acceptabile orice dimensiuni, cu conditia respectirii criteriilor de reproductibilitate si
sensibilitate. Coloana este previzutd cu un volum tampon la varf egal cu cel putin 5 volume de api si poate
sd cuprindd minimum 5 probe. Ca alternativd, dimensiunea poate fi redusd dacd este folosit un solvent
pentru a inlocui 5 volume initiale pentru a indeparta impuritatile.

Coloana se conecteazd la o pompd de recirculare cu un debit de aproximativ 25 ml/h. Pompa se
conecteazd cu racorduri din politetrafloretilena (PTEE) si/sau sticld. Coloana si pompa, odatd asamblate,
trebuie sd permitd esantionarea efluentului si echilibrarea volumului liber din varful coloanei la presiunea
atmosfericd. Materialul din coloand este sprijinit pe un mic dop (5 mm) din vata de sticld, care serveste
de asemenea pentru a filtra particulele. Pompa de recirculare poate fi, de exemplu, o pompa peristaltica
sau 0 pompd cu membrand (atentie sd nu se producd nici o contaminare sifsau absorbtii cu materialul
tubului).

Procedeul de mdsurare

Se porneste circuitul prin coloand. Se recomandd utilizarea unui debit de aproximativ 25 ml/h (aceasta
corespunde la 10 volume/h pentru coloana descrisd). Primele cinci volume (minimum) sunt folosite
pentru a indepirta impuritdtile solubile din apa. Apoi, pompa de recirculare se lasa s functioneze pani
la stabilirea echilibrului, care este definit prin 5 probe succesive a ciror concentratie nu diferd cu mai mult
de £ 30 %, in mod aleatoriu. Aceste probe sunt separate de intervale de timp corespunzitoare trecerii a
cel putin 10 volume de eluent.

Metoda elutiei pe coloand cu vas de nivel
Aparaturd (a se vedea figurile 4 si 3)

Vasul de nivel: Conectarea la vasul de nivel este ficutd prin folosirea unei olive de sticld conectatd prin
tuburi din PTFE. Este recomandatd folosirea unui debit de aproximativ 25 ml/h. Eluatii succesivi se
colecteazd si se analizeazd prin metoda aleasd.

Procedeul de mdsurare

Pentru a determina solubilitatea in apd sunt folosite acele fractiuni din intervalul de elutie pentru care
concentratiile sunt constante (£ 30 %) pentru cel putin 5 fractiuni consecutive.
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1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

fn ambele cazuri (folosind o pompi de recirculare sau un vas de nivel), o a doua serie de probe se
efectueazd la jumitate din debitul primei. Dacd rezultatele celei de a doua serii sunt in concordantd, testul
este satisficitor; dacd existd o solubilitate aparentd mai mare la un debit mai mic, atunci Injumatitirea
debitului va trebui sd continue pand cand doud serii succesive vor da aceeasi solubilitate.

fn ambele cazuri (folosind o pomp de recirculare sau un vas de nivel) fractiunile se verifici pentru a decela

prezenta materiilor coloidale, prin examinarea efectului Tyndall (impristierea luminii). Prezenta unor
astfel de particule invalideaza rezultatele si testul se repetd cu imbundtatirea actiunii de filtrare a coloanei.

Se inregistreazd pH-ul fiecdrei probe. Cea de a doua serie va fi efectuatd la aceeasi temperatura.

Metoda prin solubilitate in flacon

Aparaturd

Pentru metoda prin solubilitate in flacon sunt necesare urmdtoarele materiale:

— sticldrie i instrumente obisnuite de laborator;

— un dispozitiv potrivit pentru agitarea solutiilor la temperaturd constantd controlats;
— o centrifugd (preferabil termostatatd), in cazul emulsiilor si

— echipament pentru determindri analitice.

Procedeul de mdsurare

Cantitatea de substantd necesard pentru a satura volumul de apd dorit este estimatd printr-un test
preliminar. Volumul de apid necesar depinde de metoda analiticd si de intervalul de solubilitate.
Aproximativ de cinci ori cantitatea de material determinata mai sus este cantaritd in fiecare dintre cele trei
vase de sticld previzute cu dopuri de sticld (de exemplu eprubete pentru centrifugd, flacoane). Volumul
de apd este addugat in fiecare vas si vasele sunt inchise ermetic. Vasele inchise sunt apoi agitate la 30 °C.
(Se foloseste un dispozitiv de agitare sau de amestecare care poate functiona la temperatura constants,
de exemplu un agitator magnetic intr-o baie de apd termostatatd). Dupd o zi, unul dintre vase este scos
si reechilibrat timp de 24 de ore la temperatura de testare, agitdnd din cand in cand. Continutul vasului
este apoi centrifugat la temperatura de testare si concentratia de probd in faza apoasd clard este
determinatd printr-o metoda analiticd adecvatd. Celelalte doud flacoane sunt tratate similar dupd atingerea
echilibrului initial la 30 °C timp de 2, respectiv 3 zile. Cand concentratia rezultatd cel putin din ultimele
dous vase este in concordanti cu reproductibilitatea ceruts, testul este satisficitor. Intregul test se repet3,
folosind timpi de echilibru mai lungi, daci rezultatele de la vasele 1, 2 si 3 aratd o tendintd de crestere
a valorilor.

Procedeul de masurare poate fiaplicat si fard preincubare la 30 °C. Pentru a estima durata necesard stabilirii
echilibrului de saturatie se iau probe pand in momentul in care timpul de agitare nu mai influenteaza
concentratia solutiei de proba.

Se inregistreazd pH-ul fiecdrei probe.

Analizd

Pentru aceste determindri se preferd o metoda analiticd specificd substantei, deoarece cantititi mici de
impuritdti solubile pot antrena erori mari la masurarea solubilitdtii. Exemple de astfel de metode sunt:
cromatografia de gaz sau lichid, metodele titrimetrice, metodele fotometrice, metodele voltametrice.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2

DATE

METODA ELUTIEI PE COLOANA

Valoarea medie obtinuti de la cel putin cinci probe consecutive in zona platoului de saturatie al curbei
de solubilitate in functie de timp se ia in considerare pentru calculul saturatiei, precum si pentru calcularea
deviatiei standard. Rezultatele se exprimd in unitdti de masa pe volum de solutie.

Mediile calculate pe doud teste folosind debite diferite se compara si trebuie si aibd o repetabilitate mai
micd de 30 %.

METODA PRIN SOLUBILITATE IN FLACON

Se prezintd rezultatele individuale pentru fiecare dintre cele trei flacoane, iar pentru acele rezultate
considerate a fi constante (repetabilitate mai micd de 15 %) se calculeazd media, care se exprimd in unitati
de masi pe volum de solutie. Poate fi necesard convertirea unititilor de masa in unitdti de volum, folosind
densitatea, daci solubilitatea este foarte mare (> 100 grame pe litru).

RAPORT

METODA ELUTIEI PE COLOANA

Raportul de testare cuprinde, dacd este posibil, urmdtoarele informatii:
— rezultatele testului preliminar;

— specificatiile exacte ale substantei (identitate si impuritati);

— concentratiile individuale, debitele si pH-ul pentru fiecare esantion;

— deviatia medie si deviatia standard de la cel putin 5 probe din zona platoului de saturatie a fiecarei
testari;

— media a doud testdri succesive, acceptabile;

— temperatura apei in timpul procesului de saturatie;

— metoda de analiza folosit;

— natura suportului folosit;

— cantitatea de substantd depusa pe suport;

— solventul folosit;

— dovezi despre orice instabilitate chimicd a substantei in timpul testului si metoda folositd;

— toate informatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special referitoare la impuritati si la
starea fizicd a substantei.

METODA FLACONULUI

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— rezultatele testului preliminar;

— specificatiile exacte ale substantei (identitate si impuritati);

— determindrile analitice individuale si media lor, acolo unde a fost determinatd mai mult decat o valoare
:
pentru fiecare flacon;

—_ pH—ul fiecarui esantion;
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— media valorilor pentru flacoanele diferite aflate in concordantd;

— temperatura de testare;

— metoda analiticd folosit3;

— dovezi despre orice instabilitate chimicd a substantei in timpul testului si metoda folositd;

— toate informatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special referitoare la impuritdti si

starea fizicd a substantelor.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, Decision of the Council C(81) 30 final.
(2) NF T 20-045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of water
solubility of solids and liquids with low solubility - Column elution method.
(3) NF T 20-046 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use - Determination of water
solubility of solids and liquids with high solubility - Flask method.
Apendice
Figura 1
Metoda elutiei pe coloand cu pompa de recirculare
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Figura 2
Microcoloand tip
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Figura 3

Microcoloand tip
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Figura 4

Metoda coloanei de elutie cu vas de nivel
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1.1.

1.2.

1.3.

A.8. COEFICIENTUL DE PARTITIE

METODA

Metoda ,agitarii flaconului” descrisd se bazeazd pe orientirile OCDE privind testele (1).

INTRODUCERE

Pentru efectuarea acestui test este util s se colecteze informatii preliminare despre formula structurald,
constanta de disociere, solubilitatea in apd, hidrolizd, solubilitatea in n-octanol si tensiunea superficiald
a substantei.

Misuritorile se fac pe substante ionizabile, numai in forma lor neionizata (acizi liberi si baze libere)
produse prin folosirea unei solutii tampon adecvate, cu un pH de cel putin o unitate de mai mic (acizi
liberi) sau mai mare (baze libere) decit pK.

Aceastd metodd de analizd include doud metode separate: metoda ,agitarii flaconului” si cromatografia
lichida de mare performanta (HPLC). Prima este aplicabild cAnd valoarea log P, (pentru definitii a se vedea
mai jos) este in intervalul de 1a -2 la 4, iar cea de-a doua in intervalul de la 0 1a 6. Inainte de a aplica oricare
dintre metodele experimentale se obtine o estimare a coeficientului de partitie.

Metoda agitdrii flaconului se aplicd numai substantelor pure solubile in api si in n-octanol. Nu este
aplicabild agentilor tensioactivi (pentru care se furnizeazd o valoare calculatd sau estimata a solubilitatii
individuale in ap si n-octanol).

Metoda HPLC nu este aplicabild acizilor si bazelor puternice, complecsilor metalici, agentilor tensioactivi
sau substantelor care reactioneazd cu eluentul. Pentru aceste materiale se furnizeazd valori calculate sau
estimate ale solubilitatii individuale in apd si n-octanol.

Metoda HPLC este mai putin sensibila la prezenta impuritdtilor din probad dect metoda agitarii flaconului.
Cu toate acestea, in unele cazuri impurititile pot face interpretarea rezultatelor dificild pentru cd
identificarea picurilor devine incertd. Pentru amestecuri care dau o banda imprecisd se mentioneazi
limitele superioard si inferioard ale log P,

DEFINITII SI UNITATI

Coeficientul de partitie (P) este definit ca raportul dintre concentratiile de echilibru (c;) ale substantei
dizolvate in sistemul bifazic constand din doi solventi aproape nemiscibili. In cazul n-octanol si apa:

P = Cn-octanol
ow C
apd
Coeficientul de partitie (P) este prin urmare raportul dintre doud concentratii si de reguld este exprimat
ca logaritm in baza 10 (log P).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Metoda agitarii flaconului

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o noud substanta.
Acestea trebuie in special sd serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

Metoda HPLC

Pentru a corela datele despre un compus determinate prin HPLC cu valoarea sa P, trebuie stabilit un grafic
de calibrare log P vs. date cromatografice, folosind cel putin 6 puncte de referintd. Utilizatorul trebuie si
selecteze substantele de referintd adecvate. Daci este posibil, cel putin un compus de referintd trebuie sd
aiba P, mai ridicat dect substanta de testat si un altul - un P_,, mai scizut decat esantionul. Pentru
valorile log P mai mici decat 4, calibrarea se poate baza pe datele obtinute prin metoda agitdrii flaconului.
Pentru valori log P mai mari decat 4, calibrarea se poate baza pe valori recunoscute din literaturd, dacd
acestea sunt in concordanti cu valorile calculate. Pentru o mai mare acuratete, este preferabil sa se aleagd
compusi de referintd care sunt inruditi structural cu substanta de testat.
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1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.5.

Este disponibild o listd exhaustivd de valori pentru log P, pentru mai multe grupe de substante
chimice (2) (3). Dacd nu sunt disponibile date despre coeficientii de partitie ai compusilor inruditi
structural, atunci poate fi folositd o calibrare mai generald, stabilitd cu alti compusi de referinta.

In apendicele 2 figureaza o listd a substantelor de referinta recomandate care cuprinde si valori pentru P, .

PRINCIPIUL METODEI

Metoda agitirii flaconului

Pentru a determina coeficientul de partitie trebuie realizat echilibrul intre toti componentii sistemului care
interactioneaza si trebuie determinate concentratiile substantelor dizolvate in cele doud faze. Un studiu
asupra literaturii de specialitate dedicatd acestui subiect indicd mai multe tehnici diferite ce pot fi folosite
pentru rezolvarea acestei probleme, de exemplu prin amestecarea completd a doud faze, urmatd de
separarea lor, pentru a determina concentratia de echilibru a substantei.

Metoda HPLC

HPLC este efectuat intr-o coloand analiticd umplutd cu o fazd solidd disponibild in comert care contine
lanturi lungi de hidrocarburi (de exemplu C8, C18) legate chimic pe silice. Substantele injectate intr-o
astfel de coloand se misca de-a lungul ei cu diferite viteze din cauza gradelor diferite de partitie intre faza
mobil si faza stationard cu hidrocarburi. Elutia amestecurilor de substante se face in functie de caracterul
hidrofob, substantele solubile in api fiind eluate mai intéi si cele solubile in solventi organici eluate
ultimele, proportional cu coeficientul lor de partitie hidrocarburd/apd. Aceasta face posibild si fie stabilitd
relatia dintre timpul de retentie pe o astfel de coloana (faza inversa) si coeficientul de partitie n-octanol/apd
ce trebuie determinat. Coeficientul de partitie este dedus din factorul de capacitate k, dat de:

in care t = timpul de retentie al substantei de testat si t, = timpul mediu necesar unei molecule de solvent
pentru a trece prin coloand (timp mort).

Nu sunt necesare metode analitice cantitative, ci doar determinarea timpilor de elutie.

CRITERII DE CALITATE

Repetabilitatea

Metoda agitarii flaconului

Pentru a asigura acuratetea masurdtorii coeficientului de partitie, trebuie realizate determindri duble, in
trei conditii de testare diferite, prin care cantitatea de substantd utilizatd, precum si raportul dintre
volumelor de solvent poate fi variat. Valorile determinate ale coeficientului de partitie exprimate
logaritmic vor fi in intervalul £ 0,3 unitdti logaritmice.

Metoda HPLC

Pentru a creste coeficientul de incredere al masuritorilor, trebuie s fie ficute determindri duble. Valorile
pentru log P derivate din masurdtorile individuale vor fi in intervalul de + 0,1 unitati logaritmice.
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1.5.2.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

Sensibilitate
Metoda agitdrii flaconului

Intervalul de aplicabilitate al metodei este determinat de limita de detectare a metodei analitice. Aceasta
trebuie sd permitd evaluarea valorilor log P, in intervalul de la -2 la 4 (ocazional, cdnd conditiile impun
acest lucru, acest interval poate fi extins pentru log P_, pand la 5) cand concentratia solutului in oricare
fazd nu este mai mare de 0,01 moli pe litru.

Metoda HPLC

Metoda HPLC face posibild estimarea coeficientilor de partitie in intervalul de la 0 pana la 6 pentru log
P

ow*

fn mod normal, coeficientul de partitie al unui compus poate fi estimat cu o eroare de * 1 unitate
logaritmici fatd de valoarea determinatd prin metoda agitdrii flaconului. Corelatii tipice se pot gasi in
literatura de specialitate (4) (5) (6) (7) (8). O mai mare acuratete poate fi obtinutd in mod normal cand
graficele de corelare se bazeazd pe compusi de referintd inruditi structural (9).

Specificitate
Metoda agitarii flaconului

Legea partitiei a lui Nernst se aplicd numai la temperaturd, presiune si pH constante pentru solutii diluate.
Ea se aplicd strict unei substante pure dispersate intre doi solventi puri. Dacd sunt prezenti diferiti soluti
in una sau in ambele faze in acelasi timp, aceasta poate afecta rezultatele.

Disocierea sau asocierea moleculelor dizolvate duce la deviatii de la legea partitiei a lui Nernst. Astfel de
deviatii sunt indicate de functia care descrie dependenta coeficientului de partitie de concentratia solutiei.

Intrucat presupune echilibre multiple, aceastd metodi nu se foloseste in cazul compusilor ionizabili fird
a aplica o corectie. Pentru astfel de compusi se ia in considerare folosirea solutiilor tampon in locul apei;
pH-ul solutiei tampon trebuie sa difere cu cel putin 1 unitate de pK,-ul substantei, {inand seama si de
semnificatia acestui pH pentru mediu.

DESCRIEREA METODEI

Estimarea preliminari a coeficientului de partitie

Coeficientul de partitie este estimat de preferinta prin calcul (a se vedea apendicele 1) sau, acolo unde este
posibil, prin raportul solubilitatilor substantei testate in solventi puri (10).

Metoda agitirii flaconului
Pregatire
n-Octanol: Determinarea coeficientului de partitie va fi efectuatd cu reactivi de puritate analiticd ridicata.

Api: se foloseste apd distilatd sau dublu distilatd in aparate din sticld sau cuart. Dacd este cazul, pentru
compusii ionizabili vor fi folosite in locul apei solutii tampon.

Nota:

Nu se foloseste apa luatd direct dintr-un aparat cu schimbdtori de ioni.
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1.6.2.1.1.

1.6.2.1.2.

1.6.2.1.3.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.4.

Presaturarea solventilor

Inaintea determinirii coeficientului de partitie, fazele sistemului de solvent sunt saturate reciproc prin
agitare la temperatura de testare. In acest scop, de obicei se agitd doui sticle mari cu n-octanol de puritate
analiticd sau apd, fiecare cu o cantitate suficientd din celdlalt solvent, timp de 24 de ore, cu un agitator
mecanic, apoi se lasa suficient de mult timp pentru a permite fazelor sd se separe si pentru a realiza o stare
de saturatie.

Pregitirea testului

Intregul volum al sistemului bifazic trebuie sd umple aproape total vasul de testare. Aceasta va ajuta la
prevenirea pierderilor de material datorita volatilizarii. Raportul volumelor si cantitdtile de substantd ce
vor fi folosite sunt fixate prin urmdtoarele conditii:

— evaluarea preliminard a coeficientului de partitie (a se vedea mai sus);
— cantitatea minima din substanta de testat necesard la determindrile analitice si

— limita concentratiei maxime in fiecare fazd este de 0,01 moli pe litru.

Sunt efectuate 3 misuritori. in prima este folosit raportul de volume n-octanol/api calculat; in a doua
mdsurdtoare acest raport se imparte la 2; in a treia acest raport inmulteste cu 2 (de exemplu 1:1, 1:2, 2:1).

Substanta de testat

O solutie mama este preparatd in n-octanol presaturat cu apd. Concentratia acestei solutii mama va fi
determinatd cu precizie inaintea folosirii ei pentru stabili coeficientului de partitie. Aceastd solutie va fi
depozitatd in conditii care si-i asigure stabilitatea.

Conditii experimentale

Temperatura de testare se mentine constantd (+ 1 °C) si se afld in intervalul 20-25 °C.

Procedeul de mdsurare
Stabilirea echilibrului de partitie

Pentru fiecare dintre conditiile de testare se pregitesc doud vase de testare continand cantititile necesare,
precis masurate, din cei doi solventi, impreund cu cantitatea necesard din solutia mama.

Fazele cu n-octanol vor fi mdsurate volumetric. Vasele de testare sunt amplasate intr-un agitator adecvat
sau sunt agitate manual. Cand se foloseste un tub de centrifugd, o metodd recomandatd este s se roteascd
acest tub repede intr-o directie aflatd la 180° fatd de axa sa transversald, astfel incat aerul captat si se ridice
prin cele doud faze. Experienta a ardtat cd 50 de astfel de rotatii sunt de reguld suficiente pentru stabilirea
partitiei de echilibru. Pentru sigurantd se recomandd 100 de rotatii in 5 minute.

Separarea fazelor

Daci este necesar, se efectueazd centrifugarea amestecului pentru a separa fazele. Acest lucru se desfdsoard
intr-o centrifugd de laborator mentinutd la temperatura camerei sau, daci este folositd o centrifug
netermostatatd, tuburile centrifugei se pastreazd pentru echilibrare la temperatura de testare cel putin o
ord inainte de analiza.

Analiza

Pentru determinarea coeficientului de partitie este necesard determinarea concentratiilor de substantd
analizatd in ambele faze. Aceasta poate fi ficutd prin prelevarea unei probe alicote din fiecare din cele doud
faze din fiecare tub pentru fiecare conditie de testare i analizarea lor prin metoda aleasa. Cantitatea totald
de substantd prezentd in ambele faze se calculeazd si se compard cu cantitatea de substantd introdusd la
inceput.
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1.6.3.

1.6.3.1.

Faza apoasi este esantionatd printr-o operatiune care reduce la minimum riscul includerii unor urme de
n-octanol: o seringd de sticld cu ac detasabil poate fi folositd pentru a lua probe din faza apoasa. Initial,
seringa se umple partial cu aer. Aerul se elimind cu atentie in timp ce se introduce acul prin stratul de
n-octanol. Un volum corespunzitor din faza apoasd este tras in seringd. Seringa se scoate repede din
solutie si acul se detaseaza. Continutul seringii poate fi apoi folosit ca proba apoasd. Concentratia in cele
doud faze separate este determinatd de preferintd printr-o metoda specifica substantei. Exemple de metode
analitice adecvate sunt:

— metode fotometrice;
— cromatografia cu gaz;

— cromatografia lichidd de inaltd performanta.

Metoda HPLC

Preparare
Aparaturd

Este necesar un cromatograf de lichide la care s-a atagat o pompa fard pulsatii si un instrument de detectie
adecvat. Este recomandatd folosirea unei valve de injectie cu bucle de injectie. Prezenta grupelor polare
in faza stationard poate diminua serios performantele coloanei HPLC. Prin urmare, faza stationard va avea
un procent minim de grupe polare (11). Pot fi folosite umpluturi de microparticule pentru inversarea
fazelor sau coloane gata umplute. O coloand de garda poate fi pozitionatd intre sistemul de injectie i
coloana analitica.

Faza mobild

Pentru a prepara solventul de elutie se foloseste metanol grad HPLC si apd de puritate HPLC; solventul
este degazat Inainte de folosire. Se foloseste elutia izocratici. Se utilizeazd un raport metanol/apa cu un
continut minim de apa de 25 %. In general, un amestec metanol-apd 3:1 (v/v) este satisficitor pentru elutia
compusilor cu log P = 6 intr-o ord, la un debit de 1 ml/minut. Pentru compusii cu log P mare poate fi
necesar si se scurteze timpul de elutie (si cel al compusilor de referintd) prin descresterea polaritatii fazei
mobile sau a lungimii coloanei.

Substantele cu solubilitate foarte scdzutd in n-octanol tind sd dea valori neobisnuit de mici pentru log P,
prin metoda HPLC; picurile unor astfel de compusi insotesc uneori frontul de solvent. Aceasta se datoreaza
probabil faptului cd procesul de partitie este prea lent pentru a atinge echilibrul in timpul necesar in mod
normal pentru o separare. Scaderea debitului si/sau micgorarea raportului metanol/apa poate fi 0 masurd
eficientd pentru a ajunge la o valoare fiabila.

Compusii de testare si compusii de referintd trebuie sa fie solubili in faza mobild intr-o concentratie
suficientd pentru a permite detectarea lor. Numai in cazuri exceptionale pot fi folositi aditivi impreund
cu amestecul metanol-apd, deoarece aditivii vor schimba proprietitile coloanei. Pentru cromatograme cu
aditivi este obligatoriu sd se foloseascd o coloand separatd de acelasi tip. Dacd amestecul metanol-apd nu
este corespunzator, pot fi folosite alte amestecuri solvent organic-apd, de exemplu etanol-apd sau
acetonitril-apa.

pH-ul eluentului este un factor critic pentru compusii ionizabili. Trebuie si fie in intervalul de pH al
coloanei, care este de obicei cuprins intre 2 si 8. Este recomandabild tamponarea. Se evitd atent
precipitarea sdrurilor si deteriorarea coloanei in cazul unor amestecuri fazd organici-solutie tampon.
Misuritorile HPLC cu fazi stationard de silicagel nu sunt recomandabile in cazul unui pH mai mare de
8 deoarece folosirea unei faze mobile alcaline poate cauza sciderea rapidi a performantelor coloanei.

Soluti

Compusii de referintd sunt cei mai puri disponibili. Dacd este posibil, compusii care sunt folositi in scopuri
de testare sau calibrare se dizolvd in faza mobila.

Conditii experimentale

In timpul masurtorilor, temperatura nu variazd cu mai mult de + 2 K.
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1.6.3.2.

Mdsurdtori

Calcularea timpului mort t,,

Timpul mort t,, poate fi determinat prin folosirea unei serii omoloage (de exemplu n-alchil metil cetone)
sau compusi organici care nu se absorb pe coloand (de exemplu tioureea sau formamida). Pentru
calcularea timpului mort t, prin folosirea unei serii omoloage, un set de cel putin 7 membri ai seriei
omoloage este injectat si sunt determinati timpii respectivi de retentie. Timpii retentiei brute t,, ., ) sunt
reprezentati ca functie de t,,, si sunt determinate constanta a si panta b a ecuatiei de regresie:

e+ 1) =3+ bty
(n. = numdrul de atomi de carbon) Timpul mort t, este dat de:
to = a/(1-b)
Graficul de calibrare

Urmatorul pas este trasarea graficului de corelatie intre valorile lui log k si log P pentru compusii de
referintd. In practicd, un set de 5 pand la 10 compusi de referingd standard al ciror log P se gaseste in
limitele intervalului preconizat se injecteazd simultan si se determind timpii de retentie, preferabil cu un
inregistrator conectat la sistemul de detectie. Se calculeazd logaritmii corespunzatori ai factorilor de
capacitate, log k si se traseaza graficul functiei log P determinat prin metoda agitdrii flaconului. Calibrarea
se executd la intervale egale, cel putin o datd pe zi, asa inct sd se poatd tine seama de posibilele schimbari
in performantele coloanei.

Determinarea factorului de capacitate al substangei de testat

Proba este injectatd intr-o cantitate cat mai mica posibil de fazd mobild. Se determind timpul de retentie
(in duplicat), permitand calcularea factorului de capacitate k. Din graficul de corelare al compusilor de
referintd poate fi interpolat coeficientul de partitie al substantei de testat. Pentru coeficientii de partitie
foarte mici si pentru cei foarte mari este necesara extrapolarea. In aceste cazuri particulare trebuie si se
acorde atentie limitelor de incredere ale liniei de regresie.

DATE

Metoda agitarii flaconului

Fiabilitatea valorilor determinate pentru P poate fi testatd prin compararea valorilor medii rezultate la
determindrile duble cu media generald.

RAPORT
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specificatiile exacte ale substantei (identitate si impuritati);

— cand metodele nu sunt aplicabile (de exemplu pentru agentii tensioactivi) se prezintd o valoare
calculatd sau una estimatd bazatd pe solubilititile individuale in n-octanol si apa;

— toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special cele referitoare
la impuritati si la starea fizicd a substantei.

Pentru metoda agitdrii flaconului:

— rezultatul estimdrii preliminare, dacd exist;

— temperatura la care s-au ficut determindrile;

— date despre metodele analitice folosite pentru determinarea concentratiilor;
— timpul §i viteza de centrifugare, dacd a fost folositd;

— concentratiile masurate in ambele faze pentru fiecare determinare (aceasta inseamna cd se prezintd un
total de 12 concentratii);
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masa substantei de testat, volumul fiecdrei faze folosite in fiecare vas de testare si cantitatea totald
calculatd de substantd, prezentd in fiecare fazd dupa atingerea echilibrului;

valorile calculate ale coeficientului de partitie (P) si media lor se consemneazd pentru fiecare set de
conditii experimentale, ca si media pentru toate determindrile. Dacd existd vreun indiciu privind
coeficientul de partitie in functie de concentratie, aceasta este notatd in raport;

se consemneazd deviatia standard a valorilor individuale ale lui P de la media lor;

media P a tuturor determindrilor se exprima si ca logaritm (in baza 10);

valoarea calculatd teoretic pentru P, cind aceastd valoare a fost determinatd sau cand valoarea
misurati este > 10%

pH-ul apei folosite in timpul experimentului si al fazei apoase;

dacd sunt folosite solutii tampon, justificarea pentru folosirea solutiilor tampon in locul apei,
compozitia, concentratia si pH-ul solutiilor tampon, pH-ul fazei apoase, inainte si dupd experiment.

tru metoda HPLC:

rezultatul estimdrii preliminare, daci exist3;

substantele de referinta si de testat si puritatea lor;

intervalul de temperaturd al determindrilor;

pH-ul la care au fost ficute determinarile;

detalii despre coloana analitica si de gardd, faza mobila si mijlocul de detectie;
datele privind retentia si valorile log P din literaturd pentru compusii de referinta folositi la calibrare;
detalii despre dreapta de regresie calculatd (log k in functie de log P);

datele de retentie medii si valoarea interpolatd log P pentru compusul de testat;
descrierea echipamentului si a conditiilor de operare;

profilurile de elutie;

cantititile de substantd de testat i de referintd introduse in coloand;

timpul mort si cum a fost masurat.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

a1

(12

OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C(81) 30 final.

C. Hansch and A. J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology,
John Wiley, New York 1979.

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

L. Renberg, G. Sundstrom and K. Sundh-Nygard, Chemosphere, 1980, vol. 80, 683.

H. Ellgehausen, C. D’'Hondt and R. Fuerer, Pestic. Sci., 1981, vol. 12, 219 (1981).

B. McDuffie, Chemosphere, 1981, vol. 10, 73.

W. E. Hammers et al., ]. Chromatogr., 1982, vol. 247, 1.

J. E. Haky and A. M. Young, J. Lig. Chromat., 1984, vol. 7, 675.

S. Fujisawa and E. Masuhara, J. Biomed. Mat. Res., 1981, vol. 15, 787.

=

O. Jubermann, Verteilen und Extrahieren, in Methoden der Organischen Chemie (Houben Weyl),
Allgemeine Laboratoriumpraxis (edited by E. Muller), Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1958,
Band /1, 223-339.

) R. F. Rekker and H.M. de Kort, Euro. J. Med. Chem, 1979, vol. 14, 479

) A.Leo, C. Hansch and D. Elkins, Partition coefficients and their uses. Chem. Rev, 1971, vol. 71, 525.



102

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

(13) R.F. Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Elsevier, Amsterdam, 1977.

(14) NF T 20-043 AFNOR (1985). Chemical products for industrial use - Determination of partition
coefficient - Flask shaking method.

(15) C.V. Eadsforth and P. Moser, Chemosphere, 1983, vol. 12, 1459.
(16) A. Leo, C. Hansch and D. Elkins, Chem. Rev., 1971, vol. 71, 525.

(17) C.Hansch, A. Leo, S. H. Unger, K. H. Kim, D. Nikaitani and E. J. Lien, ]. Med. Chem., 1973, vol. 16,
1207.

(18) W. B. Neely, D. R. Branson and G. E. Blau, Environ. Sci. Technol., 1974, vol. 8, 1113.
(19) D. S. Brown and E. W. Flagg, ]. Environ. Qual., 1981, vol. 10, 382.

(20) J.K. Seydel and K. J. Schaper, Chemische Struktur und biologische Aktivitit von Wirkstoffen, Verlag
Chemie, Weinheim, New York 1979.

(21) R. Franke, Theoretical Drug Design Methods, Elsevier, Amsterdam 1984.
(22) Y. C. Martin, Quantitative Drug Design, Marcel Dekker, New York, Basel 1978.

(23) N. S. Nirtlees, S. J. Noulton, C. T. Murphy, P. J. Taylor; J. Med. Chem., 1976, vol. 19, 615.

Apendicele 1

Metode de calcul/estimare

INTRODUCERE

O introducere generald in metodele de calcul, cu date si exemple, este furnizatd de Handbook of Chemical
Property Estimation Methods (a).

Valorile calculate pentru P, pot fi folosite:

— pentru a decide care dintre metodele experimentale este adecvatd (intervalul pentru metoda agitdrii
flaconului: log P, -2 pand la 4, intervalul HPLC: log P, .: 0 pand la 6);

— pentru selectarea conditiilor de testare adecvate (de exemplu substante de referintd pentru procedurile
HPLC, raportul de volume n-octanol/apa pentru metoda agitdrii flaconului);

— ca verificare internd de laborator a posibilelor erori experimentale;

— pentru a furniza un P, estimat in cazul cand metodele experimentale nu pot fi aplicate din motive
tehnice.

METODA ESTIMATIVA
Estimarea preliminard a coeficientului de partitie

Valoarea coeficientului de partitie poate fi estimatd prin folosirea solubilittilor substantei de testat in
solventi puri.

Astfel,

saturatie
_ 7~¢ n-octanol

estimare saturatie
" Tcapd

METODE DE CALCUL

Principiul metodelor de calcul

Toate metodele de calcul se bazeazd pe fragmentarea formald a moleculei in structuri adecvate pentru care
se cunosc cresteri fiabile ale valorilor log P, Log P, al intregii molecule este apoi calculat ca sumi a
valorilor corespunzitoare fragmentelor plus suma termenilor de corectie pentru interactiunile
intramoleculare.



13/vol. 12

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

103

Listele constantelor fragmentelor si ale termenilor de corectie sunt disponibile in (b), (c), (d) si (¢). Unele
sunt actualizate cu regularitate (b).

Criterii de calitate

In general, fiabilitatea metodei de calcul scade odatd cu cresterea complexitatii compusului studiat. In
cazul moleculelor simple, cu masa moleculard scazutd si una sau doud grupe functionale, se preconizeazd
abateri de la 0,1 pana la 0,3 unititi log P, intre rezultatele diferitelor metode de fragmentare si valoarea
misuratd. In cazul moleculelor mai complexe, marja de eroare poate fi mai mare. Aceasta va depinde de
fiabilitatea si disponibilitatea constantelor de fragmente, precum si de abilitatea analistului de a recunoaste
interactiuni intramoleculare (de exemplu legdturi de hidrogen) si de corecta folosire a factorilor de corectie
(o problemi care apare mai putin daci se foloseste programul CLOGP -3) (b). In cazul compusilor
ionizabili este importantd atribuirea corectd a sarcinii sau a gradului de ionizare.

Metode de calcul

Metoda m a lui Hansch
Constanta substituentului hidrofob original, m, introdusd de Fujita et al. (f) se defineste ca:
n, = log P, (PhX) - log P, (PhH)

unde P, (PhX) este coeficientul de partitie al unui derivat aromatic si P, (PhH) este coeficientul de partitie
al compusului initial.

(de exemplu ngy = log P, (C4 Hs Cl) - log P, (C4 Hg)
=284-213=0,71)

In concordantd cu definitia, metoda m este aplicabili in special pentru substituentii aromatici, valorile n
pentru un mare numdr de substituenti fiind tabelate (b), (c), (d). Acestea sunt folosite pentru calcularea
log P, pentru molecule sau substructuri aromatice.

Metoda Rekker

Conform lui Rekker (g), valoarea pentru log P_, se calculeazd dupd cum urmeaza:

logP = z af + Ztermem de interactiune

1 1

unde f; reprezintd constantele diferitelor fragmente moleculare si a; frecventa aparitiei lor in molecula
investigatd. Termenii de corectie pot fi exprimati ca un multiplu intreg al unei singure constante C,
(asa-numita ,constantd magicd”). Constantele de fragment f; si C,, au fost determinate dintr-o listd de
1 054 valori experimentale pentru P_, (825 de compusi), folosind analiza regresivd multipld (c), (h).
Determinarea termenilor de interactiune este efectuatd in concordantd cu regulile stabilite descrise in

literaturd (e), (h), (i).

Metoda Leo Hansch

Potrivit lui Leo si Hansch (c), valoarea log P, se calculeazi din:

logP = » af + » bF.
ow - 11 - ]
i j

unde f; reprezintd constantele diferitelor fragmente moleculare, F; termenii de corectie, iar a, bj frecventa
fragmentului corespunzitor. Din valorile experimentale P, a fost determinatd prin incercare si eroare
o listd a valorilor pentru fragmentele atomice si de grup i o listd a termenilor de corectie F; (asa numitii
Jfactori”). Termenii de corectie au fost ordonati in diferite clase (a) (c). A lua in considerare toate regulile
si termenii de corectie este relativ complicat si consuma timp. Pentru aceastd metoda existd cateva pachete
de programe computerizate (b).
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Metoda combinatd

Calculul log P, al moleculelor complexe poate fi considerabil imbunatatit, dacd molecula este impartitd
in substructuri mari, pentru care existd valori log P, fiabile fie din tabele (b), (c), fie din masuritorile
proprii. Astfel de fragmente (de exemplu heterocicluri, antrachinona, azobenzen) pot fi apoi combinate
cu valorile m Hansch sau cu constantele fragmentelor Rekker sau Leo.

Observatii

(i) Metodele de calcul pot fi aplicate compusilor partial sau total ionizati numai atunci cand este posibil
sd se ia in considerare factorii de corectie necesari.

(i) Dacd se presupune cd existd legaturi de hidrogen intramoleculare, trebuie addugati termenii de
corectie corespunzatori (aproximativ + 0,6 pand la + 1,0 unitdti log P, ) (a). Indicatii privind prezenta
unor astfel de legdturi pot fi obtinute din modelele stereochimice sau din datele spectroscopice ale
moleculei.

(ili) Daca sunt posibile diferite forme tautomere, structura cea mai probabild va fi folositd ca bazd de
calcul.

(iv) Editiile revizuite ale listelor cu constantele fragmentelor se vor urmari atent.

Raportul de testare

Cand se folosesc metodele de calcul/estimare, raportul de testare cuprinde urmaitoarele informatii, dacd
este posibil:

— descrierea substantei (amestec, impuritati etc.);

— indicarea oricdror posibile legaturi de hidrogen intramoleculare, a disocierii, a sarcinii si a oricaror
altor efecte neobisnuite (de exemplu tautomerie);

— descrierea metodei de calcul;
— identificarea sau anexarea bazei de date folosite;
— particularititi in alegerea fragmentelor;

— documentatia cuprinzitoare a calculului.

LITERATURA DE SPECIALITATE

(@) W.J. Lyman, W. F. Reehl and D.H. Rosenblatt (ed.), Handbook of Chemical Property Estimation
Methods, McGraw-Hill, New York, 1983.

(b) Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database
and Med. Chem. Software (Program CLOGP-3).

(c) C.Hansch, A.]J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York, 1979.

(d) A. Leo, C. Hansch, D. Elkins, Chem. Rev., 1971, vol. 71, 525.
(e) R.F.Rekker, H. M. de Kort, Eur. J. Med. Chem. - Chim. Ther. 1979, vol. 14, 479.
(f) T. Fujita, J. Iwasa and C. Hansch, J. Amer. Chem. Soc., 1964, vol. 86, 5175.

(@) R.F.Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Pharmacochemistry Library, Elsevier, New York,
1977, vol. 1.

(h) C. V. Eadsforth, P. Moser, Chemosphere, 1983, vol. 12, 1459.

(i) R.A. Scherrer, ACS, American Chemical Society, Washington D.C., 1984, Symposium Series 255,
p. 225.
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Apendicele 2

Substantele de referintd recomandate pentru metoda HPLC

Nr. crt. Substanta de referintd log P, pK,
1 2-butanond 0,3
2 4-acetilpiridind 0,5
3 anilind 0,9
4 acetanilida 1,0
5 alcool benzilic 1,1
6 p-metoxifenol 1,3 PK, = 10,26
7 acid fenoxi acetic 1,4 pK, = 3,12
8 fenol 1,5 PK, =9,92
9 2,4-dinitrofenol 1,5 pK, = 3,96
10 benzonitril 1,6
11 fenilacetonitril 1,6
12 alcool 4-metilbenzilic 1,6
13 acetofenond 1,7
14 2-nitrofenol 1,8 PK, =717
15 acid 3-nitrobenzoic 1,8 pK, = 3,47
16 4-cloranilina 1,8 pK, = 4,15
17 nitrobenzen 1,9
18 alcool cinamic 1,9
19 acid benzoic 1,9 pK, =419
20 p-crezol 1,9 pK, =10,17
21 acid cinamic 2,1 pK, = 3,89 cis 4,44 trans
22 anisol 2,1
23 benzoat de metil 2,1
24 benzen 2,1
25 acid 3- metilbezoic 2,4 pK, =427
26 4-clorofenol 2,4 pK, =91
27 tricloretilen 2.4
28 atrazind 2,6
29 benzoat de etil 2,6
30 2,6-diclorbenzonitril 2,6
31 acid 3-clorbenzoic 2,7 pK, = 3,82
32 toluen 2,7
33 1- naftol 2,7 pK, =934
34 2,3-dicloranilind 2,8
35 clorbenzen 2,8
36 alil-fenileter 2,9
37 brombenzen 3,0
38 etilbenzen 3,2
39 benzofenoni 3,2
40 4-fenilfenol 3,2 pK, =9,54
41 timol 3,3
42 1,4-diclorbenzen 3,4
43 difenilamind 3,4 pK,=0,79
44 naftalind 3,6
45 fenilbenzoat 3,6
46 izopropilbenzen 3,7
47 2,4,6-triclorfenol 3,7 pK, =6
48 bifenil 4,0
49 benzilbenzoat 4,0
50 2,4-dinitro-6 sec-butilfenol 4,1
51 1,2,4-triclorbenzen 4,2
52 acid dodecanoic 4,2
53 difenileter 4,2
54 n- butilbenzen 4,5
55 fenantren 4,5
56 fluoranten 4,7
57 dibenzil 4,8
58 2,6-difenil-piridind 4,9
59 trifenilamind 5,7
60 DDT 6,2
Alte substante de referintd cu log Pgy, mic
1 acid nicotinic -0,07
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

A.9. PUNCTUL DE INFLAMABILITATE

METODA

INTRODUCERE

Pentru efectuarea acestui test, este util si se colecteze informatii preliminare despre inflamabilitatea
substantei. Modul de operare este aplicabil substantelor lichide ai ciror vapori se pot aprinde in prezenta
unei surse de aprindere. Metodele de testare prezentate in acest text sunt fiabile numai pentru intervalele
de puncte de inflamabilitate specificate pentru fiecare metodd in parte.

La alegerea metodei ce urmeaza si fie folositd se va lua in considerare posibilitatea aparitiei unor reactii
chimice intre substanta si suportul probei.

DEFINITII I UNITATI

Punctul de inflamabilitate este cea mai joasd temperaturd, corectatd la presiunea de 101,325 kPa, la care
lichidul degaja vapori, in conditiile specifice ale metodei de analizd, intr-o asemenea cantitate incat in vasul
de testare se produce un amestec inflamabil vaporifaer.

Unititi: °C
t=T-27315

(tin °Csi T in K)

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar si se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o noud substanta.
Acestea trebuie in special si serveascd la etalonarea periodicd a metodei si la comparatia cu rezultatele
obtinute prin alte metode.

PRINCIPIUL METODEI

Substanta se introduce in vasul de testare si este incdlzitd sau racitd pana la temperatura de testare conform
procedurii specifice metodei de testare. Incercarile de aprindere sunt efectuate pentru a dovedi dacd
esantionul se aprinde sau nu la temperatura de testare.

CRITERII DE CALITATE

Repetabilitate

Repetabilitatea variazd in functie de intervalul punctului de inflamabilitate si de metoda folositd;
maximum 2 °C.

Sensibilitate
Sensibilitatea depinde de metoda de testare folosita.
Specificitate

Specificitatea unora dintre metode este limitatd la anumite intervale de puncte de inflamabilitate si depinde
de caracteristicile substantei (de exemplu, viscozitate mare).

DESCRIEREA METODEI
Pregatiri

O probd de substantd se introduce intr-un aparat de testare in conformitate cu punctul 1.6.3.1
sifsau 1.6.3.2.

Pentru sigurantd se recomandd ca pentru substantele reactive sau toxice si fie folositd o metoda care
utilizeazd o cantitate micd de probd, circa 2 cm’.
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Conditii experimentale

Aparatul se aseazd intr-o pozitie fard curenti de aer, in conformitate cu normele de sigurantd.

Desfisurarea testului

Metoda echilibrului

A se vedea ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Metoda non-echilibrului

Aparatul Abel:

A se vedea BS 2000 partea 170, NF M 07-011, NF T 66-009.
Aparatul Abel- Pensky:

Asevedea EN 57, DIN 51755 partea 1 (pentru temperaturi dela 5 °la 65 °C), DIN 51755 partea 2 (pentru
temperaturi sub 5 °C), NF M 07-036.

Aparatul Tag:

A se vedea ASTM D 56.

Aparatul Pensky — Martens:

A se vedea ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M 07-019.
Observatii:

Cand punctul de inflamabilitate, determinat printr-o metodd de non-echilibru in conformitate cu
punctul 1.6.3.2, are valoride 0 + 2 °C, 21 + 2 °Csau 55 £ 2 °C, acest lucru se confirmd printr-o metoda
de echilibru, folosindu-se acelasi aparat.

Numai metodele prin care se poate determina temperatura de inflamabilitate pot fi folosite pentru
notificdri.

Pentru a determina punctul de inflamabilitate al lichidelor vascoase (vopsele, rasini si altele similare) care
contin solventi, pot fi folosite numai aparate si metode potrivite pentru determinarea punctului de
inflamabilitate al lichidelor vascoase.

A se vedea ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 partea 1.

DATE

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specificatiile exacte ale substantei (identificare si impuritati);
— o descriere a metodei folosite, precum si orice posibile abateri;

— rezultatele i orice observatie suplimentard relevantd pentru interpretarea rezultatelor.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

Nici una.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

A.10. INFLAMABILITATE (SOLIDE)

METODA

INTRODUCERE

Tnainte de efectuarea testului este util s3 se colecteze informatii preliminare asupra posibilelor proprietiti
explozive ale substantei.

Acest test se aplicd numai substantelor sub forma de pulbere, granule sau pasta.

Pentru a nu include toate substantele care se pot aprinde, ci numai acelea care ard rapid sau acelea al cdror
comportament la ardere este periculos in orice mod, se considerd ci sunt foarte inflamabile numai
substantele a cdror vitezd de ardere depdseste o anumita valoare limita.

Poate fi deosebit de periculos dacd incandescenta se propagd printr-o pulbere metalici din cauza
dificultatilor in stingerea focului. Pulberile metalice vor fi considerate foarte inflamabile daci intretin
propagarea incandescentei in toatd masa intr-un interval de timp definit.

DEFINITII SI UNITATI

Timpul de ardere este exprimat in secunde.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu sunt mentionate.

PRINCIPIUL METODEI

Substanta este dispusd sub forma unei benzi continue sau a unui amestec de pulbere exploziva de
aproximativ 250 mm lungime si este efectuat un test preliminar pentru a stabili dacd are loc, prin
aprindere cu o flacird de gaz, propagarea prin ardere cu flacird sau mocnit. Dacd propagarea de-a lungul
a 200 de mm de amestec are loc intr-un interval de timp specificat, atunci se efectueazd un program
complet de testare pentru a determina viteza de ardere.

CRITERII DE CALITATE

Nu sunt mentionate.

DESCRIEREA METODEI

Testul preliminar

Substanta este dispusd sub forma unui cartus compact sau a unui amestec de pulbere exploziva de
aproximativ 250 mm lungime, 20 mm litime, 10 mm indltime, pe o placd de bazd necombustibild,
neporoasd si care nu conduce bine cdldura.

O flacdrd de la un arzdtor cu gaz (minimum 5 mm diametru) este aplicatd la unul dintre capetele
amestecului de pulbere explozivd pand cand pulberea se aprinde sau timp de maximum 2 minute (5
minute pentru pulberi metalice sau de aliaje metalice). Se observd dacd de-a lungul celor 200 mm de
amestec combustia se propagd in perioada de testare de 4 minute (sau 40 de minute pentru pulberile de
metal). Dacd substanta nu se aprinde si combustia nu se propagd, nici prin ardere cu flacird, nici prin
ardere mocnitd, de-a lungul celor 200 mm de amestec de pulbere explozivd in perioada de testare de 4
minute (sau 40 minute), atunci substanta nu este considerata foarte inflamabild §i nu este necesard o altd
testare. Dacd substanta propagd arderea de-a lungul a 200 mm lungime de amestec de pulbere exploziva
in mai putin de 4 minute, sau mai putin de 40 de minute pentru pulberile metalice, atunci se urmeaza
metoda descrisd mai jos (punctul 1.6.2 si urmitoarele).
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

3.1.

3.2.

Testarea vitezei de ardere

Pregatire

Substantele granulare sau pulberile sunt introduse lejer intr-o matritd de 250 mm lungime cu sectiune
transversald triunghiulara cu indltime interioard de 10 mm si litime de 20 mm. Pe ambele fete ale matritei,
pe directie longitudinald, se monteazd doud plici metalice ca opritoare laterale care depasesc cu 2 mm
extremitatea superioard a sectiunii transversale triunghiulare (figura). Apoi se lasd matrita si cadd de trei
ori de la o indltime de 2 cm pe o suprafatd solidd. Dacd este necesar, forma este apoi umplutd din nou.
Substanta in exces care rimane se curdtd cu o racletd oblica. Plicile opritoare se scot si substanta rimasa

este indepartatd cu o racletd. Se pune deasupra matritei o placd de bazd necombustibild, neporoasa si slab
conducidtoare de cildurd, ansamblul este rdsturnat si se scoate forma.

Substantele sub forma de pastd sunt intinse pe o placd necombustibild, neporoasi si slab conducitoare
de cildurd sub forma unei fasii de 250 mm lungime cu o sectiune transversald de aproximativ 1 cm?.

Conditii experimentale

fn cazul substantelor sensibile la umezeal, testul va fi efectuat cat mai repede posibil dupi scoaterea din
recipient.

Efectuarea testului
Se pune esantionul perpendicular pe curentul de aer din nisa de tiraj.

Viteza aerului trebuie si fie suficientd pentru a preveni degajarea vaporilor in laborator si sd nu varieze
in timpul testului. Curentul de aer trebuie si formeze un ecran in jurul aparatului.

O flaciri fierbinte de la un arzator cu gaz (minim 5 mm diametru) este folositd pentru a aprinde substanta
in forma de cartus, la 0 margine. Cand cartusul a ars pe o distantd de 80 mm se mdsoard viteza de ardere
de-a lungul urmatorilor 100 de mm. Testul se efectueaza de 6 ori, folosind de fiecare datd o placd rece,
curatd, in afard de cazul cand este observat mai devreme un rezultat pozitiv.

DATE

Timpul de ardere din testul preliminar (1.6.1) si cel mai scurt timp de ardere din cele 6 teste (1.6.2.3) sunt
relevante pentru evaluare.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:

— specificatiile exacte ale substantei (identificare si impuritati);

— o descriere a substantei de testat, starea sa fizicd, inclusiv continutul de umezeald;

— rezultatele testului preliminar de triere si ale testului vitezei de ardere, dacd au fost efectuate;

— toate observatiile suplimentare relevante pentru interpretarea rezultatelor.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Substantele sub formd de pulbere sau pastd ori granulare se considerd foarte inflamabile dacd timpul de
ardere dintr-unul dintre testele efectuate conform metodei de testare descrise la 1.6.2. este mai mic de 45
de secunde. Pulberile metalice sau de aliaje metalice sunt considerate foarte inflamabile daci pot fi aprinse
si flacdra sau zona de reactie se intinde asupra intregului esantion in 10 minute sau mai putin.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) NFT 20-042 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
solids.
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Apendice

Figurd

Matrita si accesoriile pentru esantionul in formd de cartus
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A.11. INFLAMABILITATE (GAZE)

METODA

INTRODUCERE

Prin aceastd metoda se determind dacd amestecurile de gaze cu aer, la temperatura camerei (circa 20 °C)
si presiune atmosfericd, sunt inflamabile si, in acest caz, in ce interval de concentratii. Amestecurile cu
aer ale gazului testat, in concentratii crescnde, sunt expuse unei scantei electrice si se observa daci are
loc aprinderea.

DEFINITII SI UNITATI

Intervalul de inflamabilitate este intervalul de concentratie dintre limita de explozie inferioard si cea
superioard. Limitele de explozie inferioard si superioard sunt acele limite de concentratie ale gazului
inflamabil in aer la care propagarea flicirii nu are loc.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu sunt mentionate.

PRINCIPIUL METODEI

Concentratia gazului in aer se creste treptat si in fiecare etapd amestecul se expune la scanteie electricd.

CRITERII DE CALITATE

Nu sunt mentionate.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd

Vasul de testare este un cilindru de sticld vertical cu un diametru interior de minimum 50 mm si o indlime
de minimum 300 de mm. Electrozii de aprindere sunt separati de o distantd de 3 pand la 5 mm si sunt
plasati la 60 mm deasupra fundului cilindrului. Cilindrul este prevazut cu o supapd de descircare a
presiunii. Aparatul trebuie s fie protejat pentru a limita posibilele efecte ale exploziei.

Ca sursd de aprindere este folositd o scanteie cu o duratd de 0,5 secunde, generatd de un transformator
de Inaltd tensiune cu o tensiune de iesire de 10 pana la 15 kV (maximum de putere consumatd 300 W).
Un exemplu de aparat adecvat este descris in referinta bibliografica (2).

Conditii experimentale

Testul trebuie efectuat la temperatura camerei (circa 20 °C).

Desfisurarea testului

Folosind o pompi dozatoare, un amestec cu concentratie cunoscutd de gaz in aer este introdus in cilindrul
de sticld. Prin amestec se trece o scanteie si se observa dacd flacira se detaseaza de sursa de aprindere si
se propagd independent. Concentratia gazului este maritd in pasi de 1 % din volum pana cand are loc
aprinderea conform descrierii de mai sus.
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Daci structura chimicd a gazului indicd faptul cd acesta nu este inflamabil si poate fi calculatd compozitia
amestecului stoechiometric cu aerul, atunci este necesar si se testeze numai amestecuri din intervalul de
la 10 % sub concentratia stoechiometricd pand la 10 % peste aceastd concentratie, in pasi de 1 %.

DATE

Propagarea flacarii este singura informatie relevantd pentru determinarea acestei proprietdti.

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— specificatiile exacte ale substantei (identificare si impuritati);

— o descriere, cu dimensiuni, a aparatului utilizat;

— temperatura la care a fost efectuat testul;

— concentratiile testate si rezultatele obtinute;

— rezultatul testului: gaz neinflamabil sau gaz foarte inflamabil;

— daci se ajunge la concluzia ¢ gazul nu este inflamabil, se va specifica intervalul de concentratie in
care a fost testat in pasi de 1 %;

— toate informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor trebuie raportate.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) NF T 20-041 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases.

(2) W., Berthold, D., Conrad, T., Grewer, H., Grosse-Wortmann, T., Redeker und H., Schacke.
JEntwicklung einer Standard-Apparatur zur Messung von Explosionsgrenzen”. Chem.-Ing.-Tech.
1984, vol 56, 2, 126-127.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.12. INFLAMABILITATE (CONTACTUL CU APA)

METODA

INTRODUCERE

Metoda poate fi folositd pentru a stabili dacd reactia substantei cu apa sau cu umezeala din aer conduce
la degajarea unor cantitati periculoase de gaz sau gaze foarte inflamabile.

Metoda poate fi aplicatd att substantelor solide, cat si celor lichide. Aceastd metoda nu este aplicabild
substantelor care se aprind in mod spontan in contact cu aerul.

DEFINITII SI UNITATI

Foarte inflamabil: o substantd care in contact cu apa sau aerul umed degaji gaze foarte inflamabile in
cantitati periculoase la un debit minim de 1 litru/kg pe ora.

PRINCIPUL METODEI

Substanta este testatd in concordantd cu succesiunea de pasi descrisd mai jos; daca are loc aprinderea la
unul dintre pasi, nu mai este necesard testarea in continuare. Dacd se stie cd substanta nu reactioneazd
violent cu apa, atunci se va trece direct la pasul 4 (punctul 1.3.4).

Pasul 1

Proba se introduce intr-un jgheab care contine apa distilatd la 20 °C si se noteaza dacd gazul dezvoltat
se aprinde.

Pasul 2

Substanta este plasatd pe o hartie de filtru care pluteste la suprafata apei distilate dintr-o capsuld de
laborator, la 20 °C, si se observa daca gazul dezvoltat se aprinde. Hartia de filtru are rolul numai de a tine
substanta intr-un loc, pentru a creste sansa de aprindere.

Pasul 3

Esantionul este prelucrat sub forma unui cartus de aproximativ 2 cm inaltime si 3 cm diametru. Se adaugd
cateva picdturi de apd si se noteazd dacd gazul dezvoltat se aprinde.

Pasul 4

Esantionul este amestecat cu apa distilatd la 20 °C si este mdsuratd viteza de degajare a gazului in timpul
unei perioade de 7 ore, la intervale de 1 ord. Dacd viteza de degajare este inegald, sau este crescdtoare, dupd
7 ore, timpul de misurare poate fi extins la un timp maxim de 5 zile. Testul poate fi oprit dacd viteza la
un moment dat depaseste 1 1/kg/h.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu sunt mentionate.

CRITERII DE CALITATE

Nu sunt mentionate.
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1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

DESCRIEREA METODELOR

Pasul 1

Conditii experimentale

Testul este efectuat la temperatura camerei (circa 20 °C).

Desfasurarea testului

O cantitate micd (aproximativ 2 mm diametru) din esantion se introduce intr-un jgheab cu apd distilata.
Se noteazd daci (i) se dezvoltd vreun gaz si (i) dacd are loc aprinderea gazului. Dacd are loc aprinderea
gazului, nu mai este necesard testarea in continuare a substantei, deoarece substanta este consideratd
periculoasd.

Pasul 2

Aparaturd

O hartie de filtru este ficutd sd pluteascd pe suprafata pland de apa distilata intr-un vas potrivit, de exemplu
o sticld de ceas cu 100 mm diametru.

Conditii experimentale

Testul se efectueazi la temperatura camerei (circa 20 °C).

Efectuarea testului

O cantitate micd (aproximativ 2 mm diametru) din esantion se introduce in centrul unei hartii de filtru.
Se va nota dacd (i) apar gaze si (i) dacd are loc aprinderea gazului. Dacd are loc aprinderea gazului, nu
mai este necesard testarea in continuare a substantei, deoarece substanta este consideratd periculoasa.

Pasul 3

Conditii experimentale

Testul se efectueazd la temperatura camerei (circa 20 °C).

Desfasurarea testului

Esantionul este prelucrat sub forma unui cartus de aproximativ 2 cm inaltime si 3 cm diametru si cu o
scobiturd la varf. Cateva picaturi de apd sunt addugate in scobiturd si se noteazd daci (i) apar gaze si (i)
dacd are loc aprinderea gazului. Dacd are loc aprinderea gazului, nu mai este necesard testarea in
continuare a substantei deoarece substanta este consideratd periculoasd.

Pasul 4

Aparaturd

Instalatia este descrisd in figura.

Conditii experimentale

Se examineazd containerul cu esantion pentru a observa dacd existd pulberi < 500 pm (dimensiunea
particulei). Dacd pulberea reprezintd mai mult de 1 % gr. din total sau daci esantionul este friabil, atunci
toatd substanta va fi mojaratd pani la pulbere inainte de testare, pentru a permite reducerea dimensiunilor
particulelor in timpul depozitdrii si manipularii; in caz contrar, substanta va fi testatd asa cum a fost
primitd. Testul va fi efectuat la temperatura camerei (circa 20 °C) si la presiune atmosferica.
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1.6.4.3.

Desfasurarea testului
§

10-20 ml de apa se pun in palnia de picurare a aparatului si 10 grame din substanta se introduc intr-un
pahar conic. Volumul de gaz degajat poate fi masurat prin orice mijloc corespunzitor. Se deschide
robinetul palniei de picurare pentru a lisa apa si treacd in paharul conic si se porneste cronometrul.
Degajarea gazului este mdsuratd la intervale de o ord de-a lungul unei perioade de 7 ore. Dacd in timpul
acestei perioade degajarea gazului este inegald sau daci la sfarsitul acestei perioade viteza de degajare a
gazului este in crestere, atunci mdsurdtorile vor fi continuate timp de cel mult 5 zile. Dacd la un moment
dat in timpul masurdrilor viteza de degajare a gazului depaseste 11/kg/ord, testul poate fi intrerupt. Testul
se efectueaza de 3 ori.

Daci identitatea chimicd a gazului este necunoscutd, gazul se analizeazd. Atunci cand gazul contine
componenti foarte inflamabili si nu se cunoaste dacd amestecul este foarte inflamabil, trebuie preparat un
amestec cu aceeasi compozitie si testat conform metodei A.11.

DATE

Substanta este consideratd periculoasd daci:

— are loc o aprindere spontand in oricare dintre etapele metodei de testare
sau

— existd o degajare de gaz inflamabil cu o vitezd mai mare de 1 1/kg de substantd pe ori.

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specificatiile exacte ale substantei (identificare si impuritati);

— detalii despre prepararea initiald a substantei;

— rezultatele testelor (pasii 1, 2, 3, 4);

— identitatea chimicd a gazului degajat;

— viteza de degajare a gazului, dacd s-a efectuat pasul 4 (punctul 1.6.4);

— orice observatie suplimentard relevantd pentru interpretarea rezultatelor.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) Recommendations on the transport of dangerous goods, test and criteria, 1990, United Nations, New
York.

(2) NF T 20-040 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the flammability of
gases formed by the hydrolysis of solid and liquid products.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

A.13. PROPRIETATI PIROFORICE ALE SOLIDELOR $I LICHIDELOR

METODA

INTRODUCERE

Procedura este aplicabild substantelor solide sau lichide care, in cantitdti mici, se aprind spontan la scurt
timp dupd ce intrd in contact cu aerul la temperatura camerei (circa 20 °C).

Aceastd metodd de testare nu reglementeazd substantele care necesitd expunere la aer ore sau zile la
temperatura camerei sau cele la care se produce aprinderea la temperaturi ridicate.

DEFINITII SI UNITATI

Substantele sunt considerate ca avand proprietdti piroforice dacd se aprind sau se carbonizeazi in
conditiile descrise la punctul 1.6.

Autoaprinderea lichidelor poate fi, de asemenea, testatd folosind metoda A.15. Temperatura de
autoaprindere (lichide si gaze).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu sunt mentionate.

PRINCIPIUL METODEI

Substanta, solidd sau lichidd, este depusd pe un suport inert si adusd in contact cu aerul la temperatura
ambiantd timp de 5 minute. Dacd substantele lichide nu se aprind, sunt absorbite pe o hartie de filtru si
expuse la aer la temperatura ambiantd (circa 20 °C) pentru 5 minute. Dacd o substanta lichida ori solidd
se aprinde sau dacd o substantd lichidd aprinde sau carbonizeazd hartia de filtru, atunci acea substantd
este consideratd a fi piroforica.

CRITERII DE CALITATE

Repetabilitatea: din motive de sigurantd, un singur rezultat pozitiv este suficient pentru ca substanta sd
fie considerata piroforica.

DESCRIEREA METODEI

Aparatura

O capsuld de portelan de cca. 10 cm diametru se umple cu pdmant de diatomee pana la o indltime de
aproximativ 5 mm, la temperatura camerei (circa 20 °C).

Nota:

Pimantul de diatomee sau o altd substantd inertd comparabild care este disponibild in mod uzual este
considerat ca reprezentativ pentru solul pe care proba poate fi rdsturnatd in caz de accident.

Pentru testarea lichidelor care nu se aprind in contact cu aerul este necesard o hartie de filtru uscatd atunci
cand intrd in contact cu un agent purtitor inert.
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1.6.2. Desfasurarea testului
(a) Solide sub formda de pulbere

Se toarnd 1 pani la 2 cm? de pulbere de substanti de la circa 1 m iniltime pe o suprafati
necombustibild si se observd dacd substanta se aprinde in timpul turndrii sau in 5 minute de la
depunere.

Testul este efectuat de 6 ori dacd nu are loc aprinderea.
(b) Lichide

Se toarni aproximativ circa 5 cm’ de lichid intr-o capsuld de portelan si se observa daci substanta
se aprinde in interval de 5 minute.

Dacid nu are loc nici o aprindere in 6 testdri, se vor efectua urmatoarele teste:

un esantion de 0,5 ml este impins dintr-o seringd pe o hartie de filtru pliata i se observa daci are loc
aprinderea sau carbonizarea hartiei de filtru in 5 minute de la addugarea lichidului. Testul este efectuat
de 3 ori daca nu are loc aprinderea sau carbonizarea.

2. DATE

2.1. INTERPRETAREA REZULTATELOR

Testarea poate fi intreruptd atunci cand apare un rezultat pozitiv intr-unul dintre teste.

2.2, EVALUARE

Dacd substanta se aprinde in 5 minute de la addugarea ei la un purtdtor inert si expunerea la aer sau o
substantd lichidd carbonizeaza sau aprinde o hartie de filtru in 5 minute de cand a fost addugatd si expusd
la aer, este consideratd a fi piroforica.

3. RAPORT
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— specificatiile exacte ale substantei (identificare §i impuritati);
— rezultatele testelor;

— orice observatie suplimentard relevantd pentru interpretarea rezultatelor.

4. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) NF T 20-039 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the spontaneous
flammability of solids and liquids.

(2) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Test and criteria, 1990, United Nations,
New York.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

A.14. PROPRIETATI EXPLOZIVE

METODA

INTRODUCERE

Prezenta metodd permite determinarea probabilitdtii ca o substantd solidd sau sub forma de pastd sa
prezinte pericol de explozie atunci cind este supusi la efectul unei flicari (sensibilitate termicd), la soc
mecanic sau la frecare (sensibilitate la stimuli mecanici) sau ca o substanta lichidd sa prezinte pericol de
explozie atunci cind este supusa la efectul unei flicari sau la soc.

Metoda cuprinde trei parti:
(a) un test de sensibilitate termicd (1);
(b) un test de sensibilitate mecanicd la soc (1);

(c) un test de sensibilitate mecanicd la frecare (1).

Metoda oferd date care permit evaluarea probabilititii de a amorsa o explozie cu ajutorul unor stimuli
obisnuiti. Scopul ei nu este sd determine daca o substantd sau un preparat este sau nu este susceptibil de
a exploda in orice conditii.

Metoda este in masurd si determine dacd o substantd sau un preparat va prezenta pericol de explozie
(sensibilitate termicd sau mecanicd) in conditiile speciale definite in directivd. Metoda se bazeaza pe mai
multe tipuri de aparate, folosite pe scard largd pe plan international (1) si care au, in general, rezultate
edificatoare. Se admite totusi cd metoda nu este definitivd. Se pot folosi aparate alternative, cu conditia
ca acestea sd fie recunoscute pe plan international si ca rezultatele si poata fi corelate in mod adecvat cu
cele obtinute pe aparatul specificat.

Testele nu se justificd dacd datele termodinamice disponibile (cildura de formare, cildura de
descompunere) si absenta anumitor grupe reactive (2) in formula structurald permit sa se stabileascd in
mod cert cd substanta sau preparatul nu este susceptibil de a se descompune rapid cu degajare de gaze
sau de caldurd (altfel spus, materialul nu prezinta riscuri de explozie). Pentru lichide nu este necesar testul
de sensibilitate mecanicd la frecare.

DEFINITII SI UNITATI DE MASURA

Exploziv:

Substante care sunt susceptibile de a exploda sub efectul flicdrii sau sunt sensibile la soc ori frecare in
aparatul specificat (sau sunt mai sensibile din punct de vedere mecanic decat 1,3-dinitrobenzenul intr-un
aparat alternativ).

SUBSTANTE DE REFERINTA

1,3-dinitrobenzen, in stare cristalind, de puritate tehnicd, cernut sd treacd prin sita cu ochiuri de 0,5 mm,
pentru metodele de testare prin frecare si prin soc.

Perhidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX, hexogen, ciclonit — CAS 121-82-4), recristalizatd din solutie
apoasd de ciclohexanond, cernutd in stare umeda prin sitd cu ochiuri de 250 pm si retinutd pe sitd cu
ochiuri de 150 pm i apoi uscatd la 103 + 2 °C (timp de 4 ore) pentru o a doua serie de teste de sensibilitate
mecanicd (la soc si frecare).

PRINCIPIUL METODEI

Sunt necesare teste preliminare pentru a determina conditiile de siguranta in care se desfasoard cele trei
teste de sensibilitate.
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1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Teste pentru determinarea sigurantei in manipulare (3)

Din motive de sigurantd, inainte de realizarea testelor principale, se supun esantioane foarte mici
(cca. 10 mg) de substantd la incalzire in aer liber cu flacara de arzitor cu gaz, la soc, in orice formd adecvatd
de aparat, si la frecare, folosind un ciocan de lemn si o nicovald, sau orice alt dispozitiv de frecare.
Obiectivul constd in a determina dacd substanta este suficient de sensibild si explozibild incat realizarea
testelor de sensibilitate prescrise, in special cel de sensibilitate termicd, sd necesite precautii speciale pentru
a evita vitimarea operatorului.

Sensibilitatea termica

Metoda constd in incdlzirea substantei intr-un tub din otel, inchis cu plici cu orificii de diametre diferite,
pentru a determina daca substanta este susceptibild de a exploda in conditii de incdlzire intensa si spatiu
limitat intr-un mod definit.

Sensibilitatea mecanici (la soc)

Metoda constd in supunerea substantei la socul produs de un corp cu masi specificatd care cade de la o
indltime specificatd.

Sensibilitatea mecanici (la frecare)

Metoda consta in supunerea unei substante, aflatd in stare solidd sau sub forma de pastd, la frecare intre
suprafete standardizate, in conditii specificate de fortd si deplasare relativa.

CRITERII DE CALITATE

Nu sunt mentionate.

DESCRIEREA METODEI

Sensibilitatea termici (efectul flacarii)

Aparatura

Aparatura este constituitd dintr-un tub din otel, de unica folosintd, cu dispozitive de inchidere refolosibile
(figura 1), instalat intr-un dispozitiv de incilzire §i protectie. Fiecare tub este obtinut prin ambutisarea
adancd a tablei de otel (a se vedea apendicele) si are un diametru interior de 24 mm, o lungime de 75 mm
si o grosime a peretilor de 0,5 mm. Tuburile sunt prevazute cu flanga la extremitatea deschisa, pentru a
permite inchiderea fiecdruia cu setul plicii cu orificii. Acesta este constituit dintr-o placd cu rezistentd la
presiune, cu un orificiu central, montatd strans pe tub printr-o imbinare cu surub din doud parti (piulitd
si o saibd filetatd). Piulita si saiba filetatd sunt realizate din otel crom-mangan (a se vedea apendicele) care
nu produce scantei pand la 800 °C. Plicile perforate au o grosime de 6 mm, sunt realizate din otel
termorezistent (a se vedea apendicele) si sunt disponibile intr-o gama de diametre si orificii.

Conditii experimentale

In general, substanta este supusa testului in forma in care este primitd, desi in anumite cazuri, de exemplu
dacd este presatd, turnatd sau condensatd intr-un mod anume, s-ar putea sd fie necesard maruntirea
acesteia inaintea testului.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

Pentru substantele solide, masa materialului ce urmeaza si fie supus testelor se determin printr-o metodd,
in doud etape, a probei in gol. Un tub ciruia i s-a determinat tara este umplut cu 9 cm” de substantd si
aceasta este tasatd cu o fortd de 80 N aplicatd pe toatd sectiunea transversald a tubului. Din motive de
sigurantd sau in cazurile in care este posibild modificarea formei fizice a esantionului prin compresie, se
pot folosi alte procedee de umplere; de exemplu, daci substanta este foarte sensibila la frecare, nu se
recomanda tasarea. Dacd substanta se poate comprima, atunci se mai adaugd si se tascazd pana la
umplerea tubului pe o lungime de 55 mm de la capit. Se determind masa totald a substantei folosite la
umplerea tubului pand la 55 mm si se mai adaugd substantd in doud reprize, tasindu-se de fiecare datd
cu o fortd de 80 N. Apoi se mai adauga si se taseazd sau se scoate material, astfel incat tubul s fie umplut
pe o lungime de 15 mm de la partea superioard. Se executd a doua operatie preliminard a probei in gol,
plecand de la o cantitate tasatd egald cu o treime din masa totald rezultatd in prima etapd a probei in gol.
Se mai adaugd substantd in doud reprize si se taseazd cu o fortd de 80 N reglandu-se nivelul substantei
din tub pand la 15 mm de la partea superioard prin addugare sau scoatere de substantd, dupi caz.
Cantitatea de substanta solidd determinatd in a doua operatie preliminara se utilizeaza pentru fiecare test;
umplerea fiind realizatd in trei reprize, cu cantititi egale, fiecare comprimatd pani la 9 cm® cu forta
necesard, oricare ar fi valoarea acesteia. (Aceastd operatie poate fi facilitatd prin folosirea unor inele de
distantare.)

Lichidele si gelurile se incarcd in tub pand la o iniltime de 60 mm, avand griji in mod deosebit si se evite
formarea bulelor in gel. Saiba filetatd este glisatd pe tub dinspre bazd, se insereaza placa perforatd
corespunzdtoare si se stringe piulita dupd aplicarea unui lubrifiant pe bazi de disulfurd de molibden. Este
esential sd se verifice dacd nu a rimas substantd prinsi intre flansa si placd sau in filet.

Incilzirea se realizeazi cu propan dintr-o butelie industriald, previzuti cu un regulator de presiune
(60 — 70 mbar), care trece printr-un contor de gaze si este distribuit uniform (in functie de flacira
arzatoarelor) dintr-un rezervor citre patru arzitoare. Arzitoarele sunt distribuite in jurul incintei de
testare, asa cum se arata in figura 1. Cele patru arzitoare au un consum combinat de aproximativ 3,2 litri
de propan pe minut. Se pot utiliza si alte gaze, respectiv arzdtoare, dar viteza de incilzire trebuie sd fie
cea mentionatd in figura 3. Pentru toate aparatele, viteza de incalzire trebuie sd se verifice periodic cu
ajutorul tuburilor umplute cu dibutilftalat, dupd cum se indicd in figura 3.

Desfasurarea testelor
§

Fiecare test se realizeazd pand la fragmentarea tubului sau dupd incilzirea tubului timp de cinci minute.
Daci la test se produce fragmentarea tubului in trei sau mai multe buciti, care uneori pot si fie legate intre
ele prin fasii inguste de metal ca in figura 2, se estimeazd cd s-a produs o explozie. Daci la test rezultd
mai putine fragmente sau nu are loc fragmentarea, se considerd cd nu s-a produs o explozie.

Se realizeazd mai intai o serie de trei teste cu o placd perforatd, cu orificiul cu diametrul de 6,0 mm si,
dacd nu rezultd nici o explozie, se realizeazd o a doua serie de trei teste cu o placd cu orificiul de 2,0 mm.
Daci in oricare dintre seriile de teste se produce explozia, nu mai este necesard continuarea testelor.

Evaluare

Rezultatul testului se consider3 ca fiind pozitiv, dacd se produce explozie in oricare dintre seriile de teste
mentionate anterior.

Sensibilitatea mecanici (la soc)

Aparatura (figura 4)

Piesele esentiale ale unei sonete clasice cu berbec sunt un bloc de otel turnat cu soclu, nicovald, coloand,
ghidaje, greutati de soc, dispozitiv de decuplare si suport pentru probd. Nicovala din otel cu diametru de
100 mm si indltimea de 70 mm este prinsa in suruburi la partea superioard a unui bloc din otel de 230 mm
(lungime) x 250 mm (latime) x 200 mm (indltime) cu un soclu turnat de 450 mm (lungime) x 450 (litime)
x 60 mm (indltime). O coloand, realizatd dintr-un tub de otel trefilat farad sudurd, este prinsd intr-un suport
fixat cu suruburi pe spatele blocului din otel. Aparatul este fixat cu patru suruburi pe un bloc din beton
de 60 x 60 x 60 cm, astfel incat sinele de ghidare sa fie perfect verticale si greutatea de soc sa cadi liber.
Sunt disponibile greutati de 5 pand la 10 kg, realizate din otel calmat. Berbecul este din otel calit, HRC
60 pand la 63, cu un diametru de minimum 25 mm.



122

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Proba supusi testului este inchisd intr-un dispozitiv de soc constituit din doi cilindri coaxiali din otel
calmat, unul deasupra celuilalt, situati intr-un cilindru gol de otel, care se foloseste ca inel de ghidare.
Cilindrii din otel calmat au diametrul de 10 (-0,003, -0,005) mm si iniltimea de 10 mm, cu fetele lustruite,
muchiile rotunjite (raza de curburd de 0,5 mm) si o duritate HRC de 58 pani la 65. Cilindrul gol trebuie
sd aibd un diametru exterior de 16 mm, un alezaj slefuit de 10 (+ 0,005, +0,010) mm si o indltime de
13 mm. Dispozitivul de soc este asamblat pe o nicovald intermediard (diametrul 26 mm si indltimea de
26 mm) realizatd din otel si centratd cu ajutorul unui inel de centrare cu perforatii pentru a permite
evacuarea vaporilor.

Conditii experimentale

Volumul esantionului este de 40 mm”® sau un volum corespunzitor aparatului utilizat. Substantele solide
se supun testului in stare uscatd si se pregdtesc dupd cum urmeazi:

(a) substantele sub forma de pulberi se cern (ochiul sitei de 0,5 mm); tot materialul care a trecut prin sitd
se supune testului;

(b) substantele presate, turnate sau condensate se firamiteaza si se cern; la teste se foloseste fractia dintre
sita cu ochiuri de 0,5 mm si sita cu ochiuri de 1 mm, care ar trebui si fie reprezentativa.

Substantele care se livreazd in general sub formd de pastd ar trebui sd fie supuse testului in stare uscatd,
daci este posibil, sau, in orice caz, dupd eliminarea cantititii maxime posibile de diluant. Pentru testarea
substantelor lichide, aparatul de testare se regleazd astfel incat intre cilindrii de otel superior si inferior si
existe un spatiu de 1 mm.

Desfasurarea testelor
{

Se realizeazd o serie de sase teste cu o greutate de soc de 10 kg in cadere de la 0,40 m (40 ). Dacd se obtine
o explozie in primele sase teste la 40 J, trebuie sd se mai realizeze un set de sase teste, cu greutatea de 5 kg
in cidere de la 0,15 m (7,5 J). In alt aparat, proba se compard cu substanta de referintd aleasa printr-o
metoda stabilitd (de exemplu metoda ,up-and-down” etc.).

Evaluare

Rezultatul se considerd pozitiv dacd se produce o explozie (izbucnirea unei flicari si/sau un zgomot
caracteristic unei explozii) cel putin o datd in oricare dintre testele cu aparatul specificat sau daci proba
este mai sensibild decat 1,3-dinitrobenzenul sau RDX intr-un test alternativ de sensibilitate la soc.

Sensibilitatea mecanici (la frecare)
Aparatul (figura 5)

Aparatul pentru testul de sensibilitate la frecare este constituit dintr-o placd de baza din fonta pe care se
monteazd aparatul de testare la frecare. Acesta contine un bulon din portelan si un disc mobil din portelan.
Discul din portelan este fixat intr-un culisou care se deplaseazi pe doud ghidaje. Culisoul este cuplat la
un motor electric prin intermediul unei biele, a unui excentric $i a unui angrenaj de transmisie
corespunzator, astfel incat sd se asigure o deplasare a discului de portelan, doar o singurd dat, inainte
si inapoi, pe o distantd de 10 mm, sub bulonul din portelan. Bulonul poate s fie supus unei sarcini, de
exemplu, de 120 sau 360 newtoni.

Discurile din portelan sunt realizate din portelan tehnic (rugozitatea de 9 — 32 pm) si au dimensiuni de
25 mm (lungime) x 25 mm (ldtime) x 5 mm (inaltime). Bulonul cilindric din portelan se realizeazd, de
asemenea, din portelan tehnic si are o lungime de 15 mm, diametrul de 10 mm si extremitdtile rotunjite,
cu suprafata rugoasd si cu o raza de curburd de 10 mm.

Conditii experimentale
Volumul probei este de 10 mm® sau un volum corespunzitor aparatului utilizat.
Substantele solide se supun testului in stare uscatd si se pregitesc dupd cum urmeaza:

(b) substantele sub forma de pulberi se cern (sitd cu ochiuri de 0,5 mm); tot materialul care a trecut prin
sitd se supune testului;

(c) substantele presate, formate in matritd sau condensate se firdmiteaza si se cern; la teste se utilizeazd
fracgiunea care a trecut prin site cu ochiuri < 0,5 mm.
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1.6.3.3.

1.6.3.4.

3.1.

3.2.

Substantele care se livreazd in general sub forma de paste se supun testului in stare uscatd, daci este posibil.
Daci substanta nu se poate prepara in stare uscatd, pasta (dupi eliminarea cantititii maxime posibile de
diluant) se supune testului sub forma unei pelicule cu urmitoarele dimensiuni: 0,5 mm grosime, 2 mm
litime si 10 mm lungime, realizatd cu o matritd.

Desfasurarea testelor
§

Bulonul din portelan se aseazd deasupra esantionului de testat si se aplicd sarcina. In timpul testului,
urmele ldsate de burete pe placa de portelan trebuie si fie dispuse transversal fatd de directia de deplasare.
Bulonul trebuie sd rimana pe esantion, cantitatea de substantd de testat trebuie sa fie suficientd, iar discul
sd se deplaseze corect sub bulon. Substantele in formd de pastd se depun, cu o matritd sub forma unei
pelicule cu grosimea de 0,5 mm si 2 x 10 mm. Discul de portelan trebuie s se deplaseze inainte si inapoi
pe o distantd de 10 mm sub bulonul de portelan timp de 0,44 secunde; cele doud extremitdti ale fiecarui
bulon se folosesc fiecare la doud incercdri si cele doud suprafete ale discului se utilizeaza fiecare la trei
incercari.

Se realizeaza o serie de sase teste la o sarcind de 360 N. Daca in aceste sase aceste teste se obtine un rezultat
pozitiv, trebuie sd se mai realizeze o serie de sase teste cu o sarcind de 120 N. In alt aparat, proba se
compard cu substanta de referintd aleasd printr-o metoda stabilitd (de exemplu metoda ,up-and-down”
etc.)

Evaluarea

Rezultatul se considerd pozitiv dacd se produce o explozie (pocniturd si/sau zgomot sau izbucnirea unei
flacari sunt echivalente cu o explozie) cel putin o datd in oricare dintre teste cu aparatul de testare la frecare
specificat sau sunt satisficute criteriile echivalente pentru o altd testare de sensibilitate mecanica (la
frecare).

DATE

In principiu, se considerd cd o substanta prezintd pericol de explozie in sensul prezentei directive, in cazul
in care se obtine un rezultat pozitiv la testele de sensibilitate termicd sau de sensibilitate mecanici (la soc
sau la frecare).

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare trebuie sd contind, daci este posibil, informatiile urmatoare:

— identitatea, compozitia, puritatea, continutul de umiditate etc. al substantei de testat;
— starea fizicd a probei si dacd a fost sau nu maruntita si/sau cernutd;

— observatiile din timpul testelor de sensibilitate termicd (de exemplu masa probei, numdrul de
fragmente etc.);

— observatiile din timpul testelor de sensibilitate mecanicd (de exemplu formarea unor cantititi
importante de fum sau descompunerea totald fard zgomot, flacdri, scantei, pocniturd etc.);

— rezultatele fiecdrui tip de test;

— daci se utilizeaza alte aparate, trebuie sd se prezinte fundamentarea stiintificd, precum si dovada
corelatiei dintre rezultatele obtinute cu aparatul specificat si cele obtinute cu unul echivalent;

— orice observatie utild, cum ar fi trimiterea la teste cu produse similare care ar putea sa fie relevante
pentru o interpretare corectd a rezultatelor;

— orice alte constatdri relevante pentru interpretarea rezultatelor.

INTERPRETAREA SI EVALUAREA REZULTATELOR

Raportul de testare mentioneazd toate rezultatele considerate false, anormale sau nereprezentative. Dacd
unele rezultate se resping, se prezintd o explicatie si rezultatele unor teste suplimentare sau alternative.
Cu exceptia cazului in care un rezultat anormal se poate explica, acesta trebuie sa fie acceptat ca atare si
sd fie folosit la clasificarea substantei in consecinta.
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Apendice

Exemple de specificatii ale materialelor pentru testul de sensibilitate termici (a se vedea

DIN 1623)

(1) Tubul: Specificatiile materialelor nr. 1.0336.505 g

(2) Placa cu orificiu: Specificatiile materialelor nr. 1.4873

(3) Flansa filetatd si piulita: Specificatiile materialelor nr. 1.3817

Figura 1

Aparatul de testare a sensibilititii termice

(toate dimensiunile sunt date in milimetri)
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Fig. 1a Tubul din otel §i accesoriile

(1) tub

(1a) flansX exterioard

(2) saibi filetatZ; filet cu frecare micd

(3) placi cu orificiu a cu diametrul = 2,0 sau 6,0 mm
(4) piulita b cu diametrul = 10 mm

(5) suprafati tesit3

(6) 2 tesituri pentru cheie de 41

270

Fig. 1b Dispozitivul de incilzire §i protectie

(7) 2 tesituri pentru cheie de 36

(8) ecran de protectie impotriva aschiilor
(9) 2 bare de sustinere a tubului

(10) tub asamblat

(11) pozitia arzitorului din spate; celelalte arzitoare sunt vizibile
(1

2) jet de comandi
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Figura 2

Testul de sensibilitate termici

Exemple de fragmentare

Explozie Explozie

Explozie Explozie
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Temperaturd (°C)

100

50

Curba temperaturd/timp obtinuti la incilzirea dibutilftalatului (27 cm?) intr-un tub inchis (placi cu orificiu de 1,5 mm) cu un
debit de propan de 3,2 litri/minut. Temperatura se miisoard cu un termocuplu cromel/alumel placat cu otel inoxidabil, cu
diametrul de 1 mm, amplasat central la distanta de 43 mm sub bordura tubului. Viteza de incilzire in intervalul cuprins intre

Figura 3

Etalonarea vitezei de incilzire pentru testarea sensibilitatii termice
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Figura 4
Aparatul de testare a sensibilitdtii mecanice (la soc)

(toate dimensiunile in milimetri)
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Fig. 4a Sonetd, vedere frontal, laterald si de ansamblu Fig. 4b Sonetd, partea inferioard
(1) soclu, 450 x 450 x 60 (8) scald gradati
(2) bloc de otel, 230 x 250 x 200 (9) ciocan de soc (masa in cidere)
(3) nicovald, 100 diametru x 70 (10) dispozitiv de cuplare-decuplare
{4) coloani (11) placd de fixare
(5) traversi mediand (12) n1cova1a intermediard (interschimbabild), 26 diametrulx26
(6) 2 ghlda]e (13} inel de fixare cu orificii
(7) cremalierd (14) dispozitiv de impact
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Figura 4
Continuare
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Fig. 4c Disporzitivul de soc pentru substantele sub
formi de pulberi sau pasti Fig. 4d Dispozitivul de soc pentru substantele lichide

(1) cilindri de otel

(2) inel de ghidare pentru cilindrii din otel 100 —
(3) inel de fixare cu orificii r A ®
a) sectiune verticald .
lI)Zive ere de sus I \ l F"/
(4) inel din cauciuc 10 )
(5) substanti lichid (40 mm?3) 0v5\j ; —?-— ®
(6) spatiu firi lichid 1 r—-———"—' ®
10 /4; ®
| F— ®

Fig. 4e Ciocanul {mas3 de 5 kg in cidere)

(1) lagdr axial de suspendare
(2) indicator de in3lgime

(3) canelurd de pozitionare
(4) cap cilindric de lovire

(5) opritor de recul
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Figura 5

Aparatul de testare a sensibilitatii mecanice (la frecare)

Fig. 5a Aparat de testare a sensibilitdtii mecanice Fig. 5b Pozitia de pornire a stiftului pe probi
(la frecare); vedere de ansamblu si de sus
locagul bulonului

6
(1) soclul din otel é7; brat de incdrcare
(2) culisou (8) contragreutate
(3) disc din portelan, 25 X 25 x 5 mm, opritor pe culisou (9) comutator
(4) bulon fix din portelan, diametrul 10 mm x 15 mm (10} roatd pentru fixarea culisoului in pozitia de pornire
(5) esantion, aproximativ 10 mm? (11} directia motorului cu actionare electrici
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

A.15. PUNCTUL DE AUTOAPRINDERE (LICHIDE SI GAZE)

METODA

INTRODUCERE

Substantele explozive si substantele care se aprind spontan in contact cu aerul la temperatura ambiantd
nu se supun prezentului test. Modul de operare este aplicabil la gaze, lichide si vapori care, in prezenta
aerului, se aprind la contactul cu o suprafatd incalzita.

Punctul de autoaprindere scade considerabil prin influenta impuritatilor catalitice existente, materialul
suprafetei in contact sau prin cresterea volumului recipientului de testare.

DEFINITII SI UNITATI

Gradul de autoinflamabilitate se exprima ca punct de autoaprindere. Punctul de autoaprindere este cea
mai micd temperaturd la care substanta se aprinde in contact cu aerul in conditiile definite in metoda de
testare.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Substantele de referintd sunt specificate in standarde (a se vedea 1.6.3). Acestea trebuie sd serveasca in
special la verificarea periodicd a acuratetei metodei i sd permitd compararea cu rezultatele obtinute prin
alte metode.

PRINCIPIUL METODEI

Metoda determind temperatura minimd a suprafetei interioare a unei incinte, la care are loc aprinderea
unui gaz, a vaporilor sau a unui lichid injectat in incinta respectiva.

CRITERII DE CALITATE

Repetabilitatea variaza in functie de intervalul de temperaturi de autoaprindere si de metoda de testare
folosita.

Sensibilitatea si specificitatea depind de metoda de testare folosita.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd

Aparatura este descrisd in metoda mentionatd la 1.6.3.

Conditii experimentale

Un esantion din substanta de testat este supus testului conform metodei mentionate la 1.6.3.

Desfasurarea testului

A se vedea IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056, NF T 20-037.

DATE

Se inregistreazd temperatura, presiunea atmosferica, cantitatea de proba utilizatd si timpul scurs pana la
producerea aprinderii.
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RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:

— specificatiile precise ale substantei (identificarea si proprietatile);

— cantitatea de probé utilizatd, presiunea atmosferici;

— aparatura utilizatd;

— rezultatele masuratorilor (temperaturile de testare, rezultatele referitoare la aprindere, timpul scurs);

— toate observatiile suplimentare relevante pentru interpretarea rezultatelor.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

Nici una.

A.16. TEMPERATURA RELATIVA DE AUTOAPRINDERE PENTRU SUBSTANTELE SOLIDE

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

METODA

INTRODUCERE

Substantele explozive si substantele care se aprind spontan in contact cu aerul la temperatura ambiantd
nu se supun prezentului test.

Scopul prezentului test este de a furniza informatii preliminare privind autoaprinderea substantelor solide
la temperaturi ridicate.

Daci temperatura degajatd, fie prin reactia substantei cu oxigenul, fie prin descompunerea exotermd, nu
se impristie destul de repede in mediul inconjurdtor, se produce autoincilzirea care conduce la
autoaprindere. Autoaprinderea se produce, prin urmare, atunci cand viteza de producere a caldurii este
mai mare decat viteza de pierdere a cildurii.

Metoda de testare este utild ca test preliminar de triere a substantelor solide. Avand in vedere natura
complexd a fenomenelor de aprindere si de combustie a solidelor, temperatura de autoaprindere
determinatd conform prezentei metode de testare se foloseste numai pentru comparare.

DEFINITII SI UNITATI

Temperatura de autoaprindere determinatd prin prezenta metodd este temperatura minima a mediului
ambiant, exprimatd in °C, la care un volum determinat dintr-o substantd se aprinde in conditii definite.

SUBSTANTA DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI

Un anumit volum din substanta se introduce intr-o etuvi la temperatura camerei; in timp ce temperatura
etuvei este crescutd cu o vitezd de 0,5 °C/min pand la 400 °C sau pand la punctul de topire, dacd este mai
mic, se inregistreazd curba temperaturd/timp pentru conditiile din centrul esantionului. In sensul
prezentului test, temperatura etuvei la care temperatura esantionului ajunge la 400 °C prin autoincilzire
se numeste temperaturd de autoaprindere.
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1.5.

1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.1.4.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd

Etuva

Etuvd de laborator termoreglabild (volum de aproximativ 2 1) prevdzurd cu circulatie naturald de aer si
o supapd pentru atenuarea exploziei. Pentru evitarea unui posibil risc de explozie, trebuie evitat contactul
tuturor gazelor de descompunere cu elementele de incilzire electrica.

Cubul din plasd metalicd

Se taie o bucatd dintr-o plasi find din otel inoxidabil cu ochiuri de 0,045 mm conform modelului din
figura 1. Plasa se pliaza si se fixeazd cu sarmd intr-un cub deschis la partea superioara.

Termocuplurile

Termocupluri corespunzitoare.

Inregistratorul

Orice inregistrator cu doud canale etalonat de la 0 la 600 °C sau la o tensiune corespunzitoare.

Conditii experimentale

Substantele se supun testului in forma in care se primesc.

Desfasurarea testului

Cubul se umple cu substantd, se taseazd usor, addugand substantd pand la umplerea cubului. Cubul se
suspendd apoi in centrul unei etuve la temperatura camerei. Un termocuplu se instaleazd in centrul
cubului si celalalt intre cub si peretele etuvei, pentru inregistrarea temperaturii din etuva.

Temperatura etuvei i cea a probei se inregistreazd permanent in timpul cresterii temperaturii etuvei pand
la 400 °C sau pand la punctul de topire, daci este mai mic, cu o vitezd de 0,5 °C/min.

Cand substanta se aprinde, termocuplul probei va indica o crestere foarte brusci a temperaturii, peste
temperatura etuvei.

DATE

Temperatura etuvei la care temperatura probei ajunge la 400 °C prin autoincilzire este importantd pentru
evaluare (a se vedea figura 2).

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— descrierea substantei;
— rezultatele masuritorilor, inclusiv curba temperaturd/timp;

— toate observatiile suplimentare relevante pentru interpretarea rezultatelor.
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Figura 1

Modelul cubului de testare de 20 mm
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Figura 2

Curbi de tipul temperaturd/timp
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

A.l7. PROPRIET}([I OXIDANTE (SOLIDE)

METODA

INTRODUCERE

[nainte de a realiza acest test, este util sd se colecteze informatii preliminare privind orice posibile
proprietdti explozive ale substantei de testat.

Prezentul test nu se aplica lichidelor, gazelor, substantelor explozive sau inflamabile sau peroxizilor
organici.

Prezentul test nu este necesar dacd examinarea formulei structurale stabileste dincolo de orice indoiald cd
substanta nu are capacitate de reactie exotermd cu un material combustibil.

Pentru a stabili dacd sunt necesare precautii speciale in timpul testului, se realizeaza un test preliminar.

DEFINITII SI UNITATI

Timpul de ardere: timpul de reactie, exprimat in secunde, necesar pentru ca zona de reactie sa traverseze
un cartus, in conformitate cu procedura descrisd la punctul 1.6.

Viteza de ardere: exprimatd in milimetri pe secunda.

Viteza maxima de ardere: cea mai mare valoare a vitezelor de ardere obtinutd cu amestecuri ce contin
oxidant in proportie de 10 - 90 % gr.

SUBSTANTA DE REFERINTA
Azotatul de bariu (de puritate analiticd) se foloseste ca substantd de referintd in test si in testul preliminar.

Amestecul de referintd este amestecul constituit din azotat de bariu si pudrd de celulozd, preparat conform
descrierii de la punctul 1.6, care are viteza maxima de ardere (amestecul contine, de reguld, 60 % gr azotat
de bariu).

PRINCIPIUL METODEI

Pentru siguranti se realizeazi un test preliminar. In cazul in care testul preliminar indici in mod clar ci
substanta supusa testului are proprietdti oxidante, nu mai este necesar alt test. Dacd nu se intdmpld astfel,
substanta se supune testului complet.

Pentru testul complet, se prepard amestecuri cu proportii diferite de substantd de testat si substantd
combustibild. Se prepard apoi cate un cartus din fiecare amestec, care se aprinde la o extremitate.

CRITERII DE CALITATE

Daci este necesar, orice metodd de maruntire si amestecare este valabild, cu conditia ca diferenta dintre
viteza maxim3a de ardere si valoarea mediei aritmetice, in sase teste separate, sd fie de maximum 10 %.



13/vol. 12

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

DESCRIEREA METODEI

Prepararea

Substanta de testat

Proba de analizat se aduce la dimensiuni ale particulelor < 0,125 mm prin urmdtoarea metoda: se cerne
substanta, se marunteste fractia rimasa, se repetd actiunea pana cand intreaga cantitate de proba trece prin
sita.

Se poate utiliza orice metodd de mdruntire sau cernere care satisface criteriile de calitate.

Tnaintea prepardrii amestecului, substanta se usucd la 105 °C, pand la greutate constantd. Daci
temperatura de descompunere a substantei de testat este mai micd de 105 °C, substanta trebuie sd se usuce
la o temperaturd mai mica.

Substanta combustibild

Pulberea de celuloza se utilizeazd ca substantd combustibild. Celuloza ar trebui sa fie de tipul utilizat in
cromatografia in strat subtire sau in cromatografia in coloana. S-a dovedit cd tipul care contine mai mult
de 85 % fibre cu lungimea de 0,020 — 0,075 mm este corespunzdtoare. Pulberea de celulozd se trece
printr-o sitd cu ochiuri de 0,125 mm. Se foloseste acelasi lot de celuloza pentru tot testul.

Tnainte de prepararea amestecului, pulberea de celulozd este uscatd la 105 °C pand se obtine o greutate
constantd.

Daci in testul preliminar se utilizeazd rumegus de lemn, se prepard un rumegus prin colectarea portiunii
care trece prin sita cu ochiuri de 1,6 mm, se amesteca cu grija, apoi se usucd la 105 °C timp de patru ore
intr-un strat cu o grosime de maximum 25 mm. Se riceste si se pastreazd pand cind este necesar, de
preferintd intr-un interval de 24 de ore de la uscare, intr-un recipient etans cat mai bine umplut.

Sursa de ardere

Ar trebui sd se foloseascd flacdra unui bec de gaz (diametrul minim de 5 mm) ca sursa de aprindere. Dacd
se utilizeazd altd sursd de aprindere (de exemplu la testul in atmosfera inertd), trebuie si se prezinte in
raportul de testare descrierea si justificarea acesteia.

Desfisurarea testului
Notd:

Amestecurile din oxidanti si celuloza sau rumegus trebuie si fie tratate ca posibil explozive si manipulate
cu atentia cuvenitd.

Test preliminar

Substanta uscatd se amestecd cu grija cu celuloza uscatd sau rumegusul uscat in proportii din greutate de
substantd/celulozd sau rumegus de 2:1 si din amestecul obtinut se formeazd un cartus conic cu
dimensiunile de 3,5 cm (diametrul la bazd) x 2,5 ¢m (indlfimea) prin umplerea, fird indesare, a unei forme
conice (de exemplu o palnie din sticld de laborator cu robinetul inchis).

Cartusul este asezat pe o placd rece, necombustibild, neporoasi si cu conductibilitate termicd redusd.
Testul ar trebui sd se realizeze sub nisd de tiraj, conform descrierii de la punctul 1.6.2.2.

Sursa de aprindere se aduce in contact cu conul. Se urmaresc amploarea si durata reactiei rezultate si se
inregistreaza.

Daci reactia este viguroasd, substanta se considerd ca fiind oxidanta.

Daci rezultatele nu sunt certe, este necesar si se realizeze testul complet descris in continuare.
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1.6.2.2.

Test complet

Se prepard amestecuri oxidant/celulozd ce contin 10 — 90 % oxidant, cu o ratie de crestere de 10 % a
cantititii de oxidant. Pentru cazurile limitd, ar trebui si se utilizeze amestecuri intermediare
oxidant/celulozd pentru a obtine viteza maxima de ardere cu mai multd precizie.

Cartusul se obtine cu o matritd. Matrita este din metal, are o lungime de 250 mm si o sectiune transversald
triunghiulard cu o indltime interioard de 10 mm si o litime interioard de 20 mm. Pe ambele fete ale
matritei, pe directie longitudinald, se monteaza doud plici metalice ca opritoare laterale care depdsesc cu
2 mm extremitatea superioard a sectiunii transversale triunghiulare (figura). Dispozitivul obtinut se umple
fard tasare cu amestec, putin in exces. Dupd ce se lasd matrita si cadd de la o indltime de 2 cm pe o
suprafatd solidd, substanta in exces se curdtd cu o racletd oblicd. Plicile opritoare se scot si pulberea rimasa
se netezeste cu un rulou. Se aseazd apoi o placd cu conductibilitate termicd micd, neporoasd si
necombustibild peste formd, ansamblul se rdstoarna si se scoate forma.

Se introduce cartusul in nisd, perpendicular pe directia curentului de aer.

Viteza aerului trebuie si fie suficientd pentru a preveni raspandirea vaporilor in laborator si ar trebui sa
fie constantd in timpul testului. Curentul de aer trebuie sd formeze un ecran in jurul aparatului.

Datoritd caracterului higroscopic al celulozei si al unor substante de testat, testul se executd cat se poate
de repede.

Se aprinde un capit al cartusului prin contactul cu flacira.

Se masoard timpul de reactie pe o distantd de 200 mm dupa ce zona de reactie s-a propagat pe o distantd
initiald de 30 mm.

Testul se realizeazd cu substanta de referintd si cel putin o datd cu fiecare amestec din gama celor
constituite din substanta de testat si celuloza in diferite proportii.

Daci se constatd o vitezd maxima de ardere cu mult mai mare decat cea a amestecului de referintd, testul
se poate opri; In caz contrar, testul se repetd de cinci ori pentru fiecare dintre cele trei amestecuri care au
cea mai mare vitezd de ardere.

Daci se suspecteazd un rezultat fals pozitiv, atunci ar trebui sd se repete testul cu o substantd inertd cu
particule de dimensiuni similare, de exemplu kiselgur, in loc de celuloza. O altd posibilitate constd in
repetarea testului cu amestecul cu viteza de ardere cea mai mare, in atmosferd inertd (cu un continut de
oxigen < 2 % v/v).

DATE

Din motive de sigurantd, se considerd ci viteza maximd de ardere — nu valoarea medie — reprezintd
proprietatea oxidantd maximd a substantei supuse testului.

Valoarea cea mai mare a vitezei de ardere intr-o serie de sase teste pe un amestec dat este relevantd pentru
evaluare.

Se reprezintd grafic valoarea cea mai mare a vitezei de ardere pentru fiecare amestec in functie de
concentratia oxidantului. Din grafic se citeste viteza maxima de ardere.

Cele sase valori ale vitezei de ardere masurate intr-un set realizat cu amestecul cu viteza maxima de ardere
trebui si difere cu maximum 10 % fati de valoarea mediei aritmetice; in caz contrar, sunt necesare metode
imbundtitite de maruntire si amestecare.

Se compari viteza maxima de ardere cu viteza maxima de ardere a amestecului de referinti (a se vedea
punctul 1.3).

Daci incercirile se realizeazd in atmosferd inertd, se compard viteza maxima de reactie cu cea obtinutd
cu amestecul de referintd in atmosferd inertd.
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3.1.

3.2.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:

— identitatea, compozitia, puritatea, continutul de umiditate etc. ale substantei de testat;

— orice tratament aplicat esantionului (de exemplu macinare, uscare, ...);

— sursa de aprindere folosit;

— rezultatele masuritorilor;

— tipul reactiei (de exemplu ardere superficiald cu flacdrd, ardere in intreaga masd, orice informatii
privind produsele de ardere, ...).

— orice observatie suplimentard relevantd pentru interpretarea rezultatelor, inclusiv descrierea vigorii
(lacdra, scantei, degajare de vapori, ardere indbusitd inceatd etc.) si durata aproximativd obtinutd in
testul preliminar de sigurantd/triere atat pentru substanta de testat, ct si pentru substanta de referint;

— rezultatele testelor cu substantd inertd, dupa caz;

— rezultatele testelor in atmosferd inertd, dupa caz.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Se considerd cd o substantd este substantd oxidantd, in cazul in care:

(a) la testul preliminar existd o reactie viguroasa;

(b) la testul complet viteza maxima de ardere a amestecurilor testate este mai mare decat sau egald cu
viteza maximd de ardere a amestecului de referintd constituit din celulozi si azotat de bariu.

Pentru a se evita rezultatele fals pozitive, la interpretarea rezultatelor se iau in considerare si rezultatele
obtinute la testarea substantei cu un material inert sifsau la testul in atmosferd inerta.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

(1) NF T 20-035 (SEPT 85). Chemical products for industrial use. Determination of the oxidizing
properties of solids.
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Apendice

Figura

Matrita si accesoriile pentru prepararea cartusului

(Toate dimensiunile sunt in milimetri)
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Lungimea matritei: 250 mm
Material: aluminiu
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PARTEA B: METODE PENTRU DETERMINAREA TOXICITATII

INTRODUCERE GENERALA: PARTEA B

A. INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald.

B.  DEFINITII

(i) Toxicitatea acutd cuprinde efectele adverse care se produc intr-un termen dat (de obicei 14 zile) de la
administrarea unei doze unice dintr-o substanta.

ii) DL., (doza letald mediani) este doza unici, obtinuti statistic, a unei substante despre care se poate estima ci
50 { ! P p
produce decesul a 50 % dintre animalele cdrora li se administreaza. Valoarea DLs, se exprimd in unitate de masd
a substantei de testat pe unitatea de masd a animalului de laborator (miligrame pe kilogram).

(ili) CLsq (concentratia letald mediand) este concentratia, obtinutd statistic, a unei substante despre care se poate
estima cd produce decesul in timpul expunerii sau intr-un termen stabilit dupa expunere a 50 % dintre animalele
expuse un timp specificat. Valoarea CL;, se exprimd prin greutatea substantei de testat pe volumul standard de
aer (miligrame pe litru).

(iv) Nivelul la care nu se observi nici un efect advers este doza maximd sau nivelul de expunere maxim folosit
intr-un test care nu produce semne detectabile de toxicitate.

(v)  Toxicitate subacutd/subcronici cuprinde efectele adverse care se produc la animalele de experientd ca urmare
a administrdrii zilnice repetate a unei substante chimice sau a expunerii zilnice repetate la o substantd chimici,
o0 perioadd scurtd din viata estimatd a acestora.

(vi) Doza maxima admisd (DMA) este doza cea mai mare care provoac semne de toxicitate la animale fard a avea
efecte importante asupra supravietuirii in conditiile testului in care se foloseste.

(vii) Iritarea pielii este producerea unor modificdri inflamatorii reversibile ale pielii in urma aplicirii unei substante
de testat.

(vii) Iritarea ochilor este producerea unor modificdri reversibile ale ochiului in urma aplicarii unei substante de testat

pe suprafata anterioard a ochiului.

(ix) Sensibilizarea pielii (dermatitd alergicd de contact) este o reactie cutanatd, mijlocitd imunologic, la o substantd.

Definitii specifice pentru toxicitatea la administrare prin inhalare
— Un aerosol este definit ca particule (solide sifsau lichide) dispersate omogen in aer.

— Diametrul aerodinamic este diametrul unei sfere de densitate unitard (1 g cm™) avand o vitezd de sedimentare
finald egald cu cea a particulei studiate.

— Diametrul aerodinamic median masic (DAMM) este diametrul aerodinamic calculat prin interpolare care
imparte in jumdtate sirul valorilor de distributie granulometric a aerosolului exprimate in unititi de masa.

— Deviatia standard geometricd (DSG) este raportul dintre 84 de sutimi si 50 de sutimi estimate si indicd panta
curbei cumulate de distributie dimensionald a particulelor, considerand cd distributia dimensionald este o functie
lognormala.
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Definitii specifice pentru procedura cu dozd fixd la determinarea toxicitatii acute la administrare orald

— Toxicitatea evidenti se referd la efectele toxice observate in urma administrdrii unei substante, care au o astfel
de severitate incat administrarea dozei urmdtoare mai mari ar putea si inducd mortalitate.

— Doza de discriminare este doza cea mai mare din patru doze fixe care se poate administra fird a induce
mortalitate conexd compusului (inclusiv prin necesitatea eutanasierii).

C. MUTAGENEZA (inclusiv testul de triere prealabild a compusilor cu potential cancerigen)

Pentru evaluarea preliminard a potentialului mutagen al unei substante, este necesar si se obtind informatii privind
doud categorii de mecanisme, si anume mutatia genicd si anomaliile cromozomiale.

Cele doud mecanisme se evalueazd prin urmdtoarele teste:

(i) teste privind producerea de mutatii genice (punctiforme) in celulele procariote ca Salmonella typhimurium; sunt
acceptabile si testele care utilizeaza Escherichia coli. Alegerea intre cele doud organisme experimentale mentionate
este determinati de natura substantei chimice care se testeazi;

(i

=

teste privind producerea de anomalii cromozomiale in celulele de mamifere, dezvoltate in vitro; se poate accepta
si o procedurd in vivo (testul micronucleilor si studiul metafazei celulelor de maduvi osoasd). Cu toate acestea, in
absenta unor contraindicatii, metodele in vitro vor fi puternic preferate.

D. EVALUARE $I INTERPRETARE

Existd limitdri privind mdsura in care este posibild extrapolarea directd la om a rezultatelor obtinute din testele pe
animale si in vitrosi trebuie sd se tind seama de acest aspect la evaluarea si interpretarea testelor.

fn cazul in care sunt disponibile, dovezile privind efecte adverse asupra oamenilor pot si aibd semnificatie in
determinarea posibilelor efecte ale substantelor chimice asupra populatiei umane.

E. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

Toxicologia este o stiintd experimentald in evolutie si existd o bibliografie bogata pentru fiecare subiect. Informatii
importante se pot gdsi in orientdrile OCDE pentru teste.

Observatii suplimentare

Ingrijirea animalelor

Controlul riguros al conditiilor de mediu si tehnicile corespunzitoare de ingrijire a animalelor sunt esentiale in
realizarea testelor de toxicitate.

(i) Conditii de adapostire

Conditiile ambiante din spatiile sau incintele pentru animalele experimentale trebuie s fie corespunzitoare speciei
utilizate in test. Pentru sobolani, soareci si cobai, conditiile potrivite sunt temperatura camerei de 22 = 3 °C,
umiditatea relativd de 30-70 %; pentru iepuri, temperatura ar trebui s fie de 20 £ 3 °C, iar umiditatea relativd
de 30-70 %.

Unele tehnici experimentale sunt deosebit de sensibile la efectele temperaturii §i, in aceste cazuri, detaliile privind
conditiile corespunzdtoare sunt cuprinse in descrierea metodei de testare. In toate studiile privind efectele toxice
se controleazd si se inregistreaza temperatura si umiditatea, fiind incluse in raportul de testare.
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in cazul in care se utilizeaza iluminatul artificial, succesiunea este in mod normal de 12 ore de lumini cu 12 ore
de intuneric. Detaliile referitoare la programul de iluminare se inregistreaza si se includ in raportul de testare.

In rapoartele referitoare la experimentari pe animale, este important si se indice tipul custilor utilizate si numdrul
animalelor addpostite in fiecare cuscd, atat in timpul expunerii la substanta chimicd, cat si in perioada ulterioard
de observatie.

i

Conditii de hrand

Regimurile alimentare trebuie sd indeplineasca cerintele nutritive ale speciei supuse testului. Dacd substantele de
testat se administreazd animalelor in hrand, valoarea nutritiva ar putea sa fie redusd prin interactiunea substantei
cu o componentd a hranei.

La interpretarea rezultatelor testelor se tine seama de posibilitatea acestui tip de reactie.

Impuritatile alimentare cunoscute ca influentand toxicitatea nu trebuie si fie prezente in concentratii care
afecteazd rezultatele testelor.

Bundstarea animald

La elaborarea metodelor de testare, trebuie s se acorde atentia cuvenitd bundstdrii animale. Cateva exemple sunt
prezentate pe scurt in continuare; lista prezentatd nu este completd. Formularea exactd sifsau conditiile se citesc in
textul metodelor:

— pentru determinarea toxicitdtii acute la administrare orald, se introduce o metod3 alternativi, ,metoda dozei fixe".
Aceastd metodd nu foloseste efectul letal ca parte specificd a mecanismului de testare. Foloseste mai putine animale
si provoacd mai putind durere si suferintd dect determinarea clasic a toxicitdti acute la administrare oral;

— numidrul de animale folosite este redus la un minimum acceptabil din punct de vedere stiintific: se supun testului
doar 5 animale de acelasi sex pentru fiecare dozd in cazul metodelor B.1 si B.3; se folosesc doar 10 animale (si
doar 5 pentru lotul martor negativ) pentru determinarea sensibilizdrii pielii prin testul de maximizare pe cobai
(metoda B.6); de asemenea, este redus numdrul de animale necesare pentru martorul pozitiv la testarea
mutagenezei in vitro (metodele B.11 si B.12);

— se reduce la minimum durerea si suferinta animalelor in timpul testelor: este necesara eutanasierea animalelor care
prezinti semne severe si durabile de suferintd si durere; nu trebuie s se administreze substanta intr-un mod despre
care se cunoaste ci provoacd durere si suferintd accentuate datoritd proprietitilor corozive sau iritante
(metodele B.1, B.2 si B.3);

— se evitd testele cu doze irelevant de mari prin introducerea testelor de limitd, nu numai in testele de toxicitate acutd
(metodele B.1, B.2 si B.3), ci si in testele in vivo de mutagenitate (metodele B.11 si B.12);

— strategia testdrii in vederea stabilirii proprietdtilor iritare permite acum evitarea realizdrii unui test sau reducerea
studiului pe un singur animal, dacd se pot furniza suficiente dovezi stiintifice.

Astfel de dovezi stiintifice pot sd aibd la baza proprietitile fizico-chimice ale substantei, rezultatele altor teste realizate
anterior sau rezultatele testelor in vitro bine validate. De exemplu, daci un studiu de toxicitate acutd la administrare
cutanatd a fost efectuat cu doza din testul de limitd (metoda B.3) si nu s-a observat iritarea pielii, alt test pentru iritarea
pielii (metoda B.4) nu mai este necesar; compusii care au prezentat efecte clare de coroziune sau iritare severd a pielii
intr-un studiu de iritare a pielii (metoda B.4) nu mai sunt testate pentru iritarea ochilor (metoda B.5).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.2.1.

B.1. TOXICITATE ACUTA (ADMINISTRARE ORALA)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITII

A se vedea introducerea generala: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Substanta de testat se administreaza oral prin gavaj, in doze crescitoare, la mai multe loturi, cate o dozd
pentru fiecare lot. Dozele se pot alege pe baza rezultatelor unui test de stabilire a intervalului de dozare.
Ulterior, se fac observatii cu privire la efectele toxice si la mortalitate. Animalele care mor pe perioada
testarii sunt autopsiate, iar la sfarsitul testului animalele supravietuitoare se supun si ele autopsiei. Aceastd
metodd vizeazd in special studiile pe specii de rozitoare.

Animalele care prezintd semne grave de suferintd sunt eutanasiate. Se evitd administrarea substantelor cu
proprietdti corozive sau iritante in moduri care pot produce suferinte grave.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregatiri

Se tin animalele in conditiile de adapostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de testare, animalele tinere sindtoase se repartizeazi la intamplare in loturile
tratate. Dacdl este necesar, substanta de testat se dizolvd sau se trece in suspensie intr-un vehicul adecvat.
Este recomandatd, dacd este posibil, folosirea in primul rand a solutiilor apoase, uleiurilor vegetale sau
altor vehicule sau suspensii apoase. Pentru solutiile neapoase, caracteristicile toxice relevante ale
vehiculului sunt cunoscute sau se determind inainte de inceperea testului. La rozdtoare, volumul
administrat trebuie si nu depdseascd 10 ml/kg masa corporald, exceptand cazul solutiilor apoase, unde
se poate folosi un volum de 20 ml/kg masd corporald. Variabilitatea volumului testat se reduce la
minimum, prin reglarea concentratiei, pentru a asigura un volum constant pentru toate dozele.

Conditii experimentale

Animale de experientd

Dacd nu sunt contraindicatii, specia preferatd este sobolanul.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Se folosesc animale apartinind liniilor obisnuite de laborator. Pentru fiecare sex, la inceputul
experimentului, diferenta de greutate intre animale nu trebuie si depaseascd cu mai mult de = 20 %
valoarea medie.

Numdr si sex

Pentru fiecare nivel de dozare se foloseste un numar minim de 5 rozitoare. Toate animalele trebuie si fie
de acelasi sex. Daci se folosesc femele, acestea trebuie sa fie nulipare si negestante. Dacd existd informatii
cd unul dintre sexe este semnificativ mai sensibil, animale de sexul respectiv sunt cele supuse la tratament.

Nota: In testele de toxicitate acutd pe animale mai mari decat rozdtoarele se poate folosi un numdr mai
mic de animale.

Dozele se aleg cu atentie, astfel inct s3 nu se depaseasci dozele moderat toxice. In acest tip de teste trebuie
evitatd administrarea dozelor letale de substantd de testat.

Doze

Dozele trebuie si fie suficient de numeroase (cel putin trei), iar intre ele si existe intervale corespunzitoare
care sd producd o scard de efecte toxice si letale. Informatiile trebuie sa fie suficiente pentru a permite
inregistrarea unei curbe dozd/rdspuns si, unde este posibil, determinarea DLs,.

Test de limitd

Daci se folosesc rozitoare, pe un lot de 5 masculi si 5 femele se efectueazd un test de limitd la un nivel
al dozei de cel putin 2 000 mg/kg masd corporald, conform metodei descrise mai jos. Dacd apare
mortalitate corelatd cu doza, se realizeaza un studiu complet.

Perioada de observatie

Perioada de observatie este de minimum 14 zile. Cu toate acestea, durata observatiilor nu este fixatd in
mod rigid, ci se stabileste in functie de efectele toxice, intensitatea lor la debut si perioada de recuperare.
Perioada de observatie poate fi extinsd, dacd se considerd necesar. Momentul in care apar si dispar semnele
de toxicitate si momentul mortii sunt factori importanti, mai ales daci mortalitatea tinde s fie una tardiva.

Mod de operare

Animalele sunt private de hrand inainte de administrarea substantei. La sobolani, hrana este restrictionatd
si pe timpul noptii. In cazul animalelor cu metabolism mai intens, se recomandi o perioadd mai scurtd
de intrerupere a hranei; apa nu este restrictionatd. in zilele urmitoare, animalele sunt cAntdrite, iar
substanta de testat se administreaza prin gavaj in dozd unicd cu o sond gastrici adecvat. In cazul in care
nu este posibild administrarea in doza unicd, se efectueazd o administrare fractionatd intr-un interval care
nu depdseste 24 de ore. Animalele nu sunt hrinite timp de trei-patru ore dupd administrarea substantei
de testat. Atunci cand doza se administreazi fractionat intr-un interval de timp, se asigurd hrana si apa,
in functie de lungimea intervalului.

Dupd administrarea substantei de testat, animalele sunt observate sistematic, iar rezultatele se
inregistreazd pentru fiecare animal. In prima zi se efectueazi examindri clinice frecvente.

Examindri sistematice se efectueazd cel putin o datd pe zi in fiecare zi lucritoare; alte observatii se
realizeazd zilnic, pentru a reduce pierderea animalelor din motive exterioare testului si se iau masuri
adecvate, de exemplu autopsierea sau congelarea animalelor moarte si izolarea ori sacrificarea animalelor
slabite sau muribunde. Observatiile vizeazd modificiri ale blanii si pielii, ochilor, mucoaselor, sistemului
respirator, circulator, sistemului nervos central si sistemului nervos autonom, ale activitdtii
somato-motrice si modului de comportament. Se acordd o atentie deosebitd urmdtoarelor aspecte:
tremor, convulsii, salivatie, diaree, letargie, somn si coma. Momentul mortii se inregistreazd cat mai exact
posibil.

Animalele care mor pe parcursul testului i cele care supravietuiesc pand la sfarsit sunt autopsiate. Toate
modificirile anatomopatologice macroscopice se inregistreazd. Dacd existd indicatii in acest sens, se
recolteazd tesuturi pentru examenul histopatologic.
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3.1.

3.2.

Evaluarea toxicitdtii la sexul opus

La incheierea studiului pentru unul dintre sexe, substanta de testat se administreaza cel putin unui lot de
5 animale de sex opus, pentru a stabili dacd animalele care apartin acestui sex nu au o sensibilitate mai
pronuntatd la substanta de testat. In circumstante individuale, este permisa folosirea unui numar mai mic

de animale. Dacd sunt disponibile informatii care demonstreaza ci animalele care apartin sexului tratat
prezintd o sensibilitate mai mare, nu mai este necesara testarea pe animale de sex opus.

DATE

Datele se sistematizeazd in tabel, pentru fiecare lot testat inregistrandu-se: numarul animalelor la inceputul
testului; momentul mortii pentru fiecare animal; numarul de animale care manifestd alte semne de
toxicitate; descrierea efectelor toxice; rezultatele autopsiei. Greutatea individuald a animalelor este
determinatd si inregistratd imediat inaintea aplicdrii substantei de testat, apoi siptimanal, pand in
momentul mortii. Modificdrile in greutate se calculeaza si se inregistreaza cand supravietuirea depdseste
o zi. Animalele eutanasiate din cauza suferintei grave provocate de compusul folosit se inregistreazi ca
decese datorate efectelor substantei de testat. DLs, se determind printr-o metoda standardizatd. Evaluarea
rezultatelor cuprinde, dacd este posibil, o apreciere a relatiei intre expunerea animalului la substanta de
testat si incidenta si severitatea tuturor anomaliilor apdrute, inclusiv: modificdri comportamentale si
clinice, leziuni anatomopatologice macroscopice, variatii ale greutatii corporale, mortalitate, alte efecte
toxice.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii.
— specia, linia, sursa, conditiile ambiante, regimul alimentar etc.;

— conditiile experimentale;

— dozele (cu indicarea vehiculului, daci se foloseste, si concentratia);
— sexul animalelor de experient;

— tabel cu rezultatele experimentale pe sexe si doze (numdr de animale moarte sau sacrificate in cursul
testului, numdr de animale prezentind semne de toxicitate, numdr de animale expuse);

— intervalul de timp dupd dozare la care apare mortalitatea, argumentele i criteriile pentru eutanasierea
animalelor;

— toate observatiile;

— valoarea DLg, (cu specificarea metodei de determinare) pentru sexul care a reprezentat obiectul unui
studiu complet pe o perioada de 14 zile;

— intervalul de incredere de 95 % pentru DLg, dacid este posibil;

— curba dozd[mortalitate si panta dreptei ecuatiei de regresie (dacd metoda de determinare permite acest
lucru);

— rezultatele autopsiei;
— rezultatele examenului histopatologic;
— rezultatele testelor pe sexul opus;

— discutarea rezultatelor (o atentie deosebitd se acordd efectului pe care numarul animalelor sacrificate
pe parcursul testului l-ar putea avea asupra valorii calculate a DL;);

— interpretarea rezultatelor.
EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).



13/vol. 12

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

145

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

B.1. bis TOXICITATE ACUTA (ADMINISTRARE ORALA) - METODA DOZEI FIXE

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITII

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Testele de toxicitate acutd prin administrare orald furnizeaza informatii cu privire la efectele nocive care
pot urma, intr-o perioadd scurtd de timp, ingestiei unei doze unice de substantd de testat.

Metoda dozei fixe se aplicd in doud etape.

Intr-un studiu orientativ preliminar, se studiaz efectele diferitelor doze, administrate oral prin gavaj, pe
rand, unor exemplare de acelasi sex. Studiul orientativ furnizeazd informatii despre relatia doza-toxicitate,
inclusiv o estimare a dozei letale minime. In mod normal, in acest stadiu nu se folosesc mai mult de 5
animale.

In studiul principal, substanta se administreazd oral prin gavaj la grupuri de 5 masculi si 5 femele la una
din dozele prestabilite (5, 50, 500 sau 2 000 mg/kg). Doza folositd rezultd din studiul orientativ si este
cea susceptibild de a produce ,toxicitate evidentd” (a se vedea 1.2. Definitii), dar nu mortalitate.

Dupd administrare, se observa efectele.

Atunci cand doza initiald produce toxicitate evidentd, dar nu mortalitate corelatd cu doza, nu mai este
necesar alt test.

In cazurile in care toxicitatea evidentd nu apare la doza aleasd, substanta se testeazd din nou, cu doza
imediat superioard. In cazul in care animalele mor sau in care reactiile de toxicitate severd impun
sacrificarea animalelor, substanta se re-testeazd la doza imediat inferioara.

Aceastd metodd permite identificarea ,dozei de discriminare” (a se vedea 1.2. Definitii), care reprezinta cea
mai mare dozd prestabilitd si care poate fi administratd fird a cauza mortalitate (inclusiv eutanasiere).

Animalele care prezintd semne grave de suferintd sunt eutanasiate. Nu trebuie folositd administrarea
substantelor cu proprietdti corozive sau iritante in moduri care pot produce suferinte grave.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
Pregatiri
Animale de experientd

Daci nu existd contraindicatii, specia preferatd este sobolanul.
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1.6.1.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Se folosesc animale apartinand liniilor obisnuite de laborator. Pentru fiecare sex, la inceputul
experimentului, diferenta de greutate intre animale nu trebuie si depdseascd cu mai mult de + 20 %
valoarea medie.

Se tin animalele in conditiile de addpostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de inceperea testului, animalele tinere sindtoase se repartizeazi la intamplare
in loturile tratate in studiul orientativ si in studiul principal. in practici, pentru studiul principal este
necesar numai un singur lot din fiecare sex.

Prepararea i administrarea dozei

Daci este necesar, substanta de testat se dizolvd sau se trece in suspensie intr-un vehicul adecvat. Este
recomandatd folosirea, dacd este posibil, in primul rand, a solutiilor apoase, urmata de uleiurile vegetale,
apoi alte vehicule sau suspensii. Pentru solutiile neapoase, caracteristicile toxice relevante ale vehiculului
se cunosc sau se determind inainte sau in timpul testului. La rozitoare, volumul administrat nu depaseste
10 ml/kg masa corporald, exceptand solutiile apoase, cind se poate folosi un volum de 20 ml/kg masi
corporald. Variabilitatea volumului testat se poate reduce prin reglarea concentratiei, pentru a mentine
un volum constant pentru toate dozele.

Animalele sunt private de hrand inainte de administrarea substantei. La sobolani, hrana este restrictionatd
si pe timpul noptii; apa nu este restrictionatd. In ziua urmitoare, animalele sunt cantirite, iar substanta
de testat se administreazd prin gavaj in dozd unicd. In cazul in care nu este posibild administrarea intr-o
dozd unicd, se efectueazd o administrare fractionatd intr-un interval de cel mult 24 de ore. Dupd
administrarea substantei de testat, animalele pot si fi tinute fird hrand timp de trei-patru ore. Atunci cind
doza se administreazd fractionat intr-un anumit interval, se asigurd hrana i apa animalelor, in functie de
lungimea intervalului.

Mod de operare

Studiul orientativ

Se studiaza pe cate un exemplar efectele diferitelor doze. in mod normal, in absenta unor informatii care
sd indice cd masculii reprezintd sexul mai sensibil, se folosesc animale femele. Tratamentul se aplicd
animalelor pe rand, alocand un interval de cel putin 24 de ore inainte de tratarea urmatorului animal.
Toate animalele sunt observate cu atentie timp de cel putin 7 zile pentru depistarea semnelor de toxicitate;
dacd dupa 7 zile semnele de toxicitate moderatd persistd, animalele vor fi monitorizate suplimentar incd
maximum 7 zile. Mai intéi se testeazd urmdtoarele doze: 5, 50, 500 si 2 000 mg/kg masa corporald. Dacd
doza initiald aleasd nu produce o toxicitate severd, iar doza imediat superioard produce mortalitate, atunci
este necesar si se analizeze unul sau mai multe niveluri intermediare de toxicitate, dupi caz. In acest fel,
este posibild obtinerea de informatii asupra dozelor care pot produce eventuale semne de toxicitate si a
dozei minime care produce mortalitate.

Se urmdreste alegerea dozei initiale pe baza informatiilor furnizate de substante chimice similare. in
absenta unor asemenea informatii, se sugereazd utilizarea in prima instanta a dozei de 500 mg/kg masi
corporald. Dacd nu apar semne de toxicitate dupd doza initiald, se studiazd in continuare doza imediat
superioard. Dacd nu apare mortalitate la 2 000 mg/kg masa corporald, studiul orientativ se incheie, iar
studiul principal se realizeaza la aceastd dozd. Dacd la doza initiald (de exemplu 500 mg/kg masi
corporald) sunt observate efecte severe, impunand sacrificarea animalului, se administreazd unui alt
animal urmdtoarea dozd inferioard (de exemplu 50 mg/kg). Dacd acest animal supravietuieste,
urmdtoarele animale pot fi atunci tratate cu doze intermediare, intre nivelurile fixate. in mod normal, in
aceastd metodd nu se folosesc mai mult de 5 animale.

Studiul principal

Pentru fiecare dozd se folosesc cel putin 10 animale (5 femele si 5 masculi). Daci se folosesc femele,
acestea trebuie sd fie nulipare si negestante.

Principiul metodei dozei fixe constd in folosirea in studiul principal exclusiv a dozelor moderat toxice.
Se evitd administrarea dozelor letale de substantd de testat.

Doza care se foloseste in test se alege dintre cele patru doze fixe, si anume 5, 50, 500, sau 2 000 mg/kg
masd corporald. Doza aleasd initial este cea susceptibild sd produci toxicitate evidentd, dar nu mortalitate
datoratd substantei de testat (inclusiv eutanasierea animalelor; decesele accidentale nu sunt incluse, dar
trebuie sd fie inregistrate). Atunci cand acest nivel de dozare produce toxicitate evidentd, dar nu
mortalitate datoratd substantei de testat, nu mai este necesard continuarea testului.



13/vol. 12

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

147

3.1.

in cazurile in care nu rezultd o toxicitate evidentd la doza aleas3, substanta este testatd din nou, la doza
imediat superioard. Cu toate acestea, animalele sunt tinute in continuare sub observatie, pand cand
perioada completd de observatie se epuizeazd. In cazul in care reactiile de toxicitate severd impun
sacrificarea animalelor sau existd mortalitate corelatd cu administrarea dozei, substanta se testeazd din nou
la doza imediat inferioara. in mod similar, animalele care nu este necesar si fie eutanasiate sunt tinute sub
observatie pentru intrega perioada.

Dupd administrare, observatiile se fac si se inregistreazd sistematic. Pentru fiecare animal se completeaza
o fisd individuala.

Perioada de observatie este de cel putin 14 zile. Cu toate acestea, durata de observatie nu se limiteaza in
mod rigid. Aceasta se stabileste in functie de reactiile toxice, de viteza de instalare a acestora si de perioada
de recuperare; astfel, dacd este necesar, ea poate fi extinsa. Perioada dupd care semnele toxicitdtii apar si
dispar si momentul mortii sunt importante, mai ales dacd existd o tendintd de toxicitate tardiva.

Se efectueazd o examinare clinicd cel putin de doud ori pe zi in timpul tratamentului si cel putin o datd
in fiecare zi dupd acesta. Animalele in suferintd evidentd sau care prezintd semne severe de suferintd
trebuie eutanasiate. Dacd animalele continud sd prezinte semne de toxicitate, sunt necesare observatii
suplimentare in timpul primelor zile dupd dozare. Daci este evident cd s-a ales o dozd prea ridicatd, testul
trebuie incheiat.

Observatiile vizeazd modificdri ale blanii si pielii, ochilor, mucoaselor, sistemului respirator, circulator,
sistemului nervos central si sistemului nervos autonom, activitdtii somato-motrice si comportamentului.
Trebuie acordatd o atentie deosebitd urmdtoarelor aspecte: tremor, convulsii, salivatie, diaree, letargie,
somn §i comd.

Fiecare animal este cantdrit cu putin timp inainte de administrarea substantei, zilnic in urmatoarele trei
zile si saptdmanal ulterior. Animalele care mor pe parcursul testului si cele care supravietuiesc pand la
sfarsitul testului se cantdresc i se supun autopsiei. Toate modificdrile anatomopatologice macroscopice
se inregistreazd. In cazurile indicate, se recolteazi tesuturi pentru examenul histopatologic.

In functie de nivelul dozei precedente, ar putea fi necesar un al doilea sau, in mod exceptional, un al treilea
nivel al dozei.

In cazul in care substanta produce mortalitate la 5 mg/kg masa corporald (sau in cazurile in care studiul
preliminar indicd aparitia mortalitatii la doza in cauzd), se recomanda ca toxicitatea acutd a substantei sd
fie analizatd in continuare.

DATE

Datele rezultate atdt din studiul preliminar cat si din studiul principal se sistematizeazd in tabele,
inregistrandu-se pentru fiecare doza testatd numdrul animalelor la inceputul testului, numarul de animale
care manifestd alte semne de toxicitate, numarul de animale decedate pe parcursul testului sau eutanasiate,
descrierea efectelor toxice pentru studiul principal, dacd a fost observatd toxicitate evidentd datoratd
substantei de testat, perioada instaldrii oricdror efecte toxice si rezultatele autopsiei. Dacd supravietuirea
depiseste o zi, se calculeazd si se Inregistreazd modificdrile in greutate.

Animalele eutanasiate din cauza suferintei grave provocate de substanta folositd se inregistreazd ca decese
datorate efectelor substantei de testat.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daca este posibil, urmdtoarele informatii, atat pentru studiul preliminar, cat
si pentru studiul principal, dupa caz:

— specia, linia, sursa, conditii ambiante, regim alimentar etc.;

— conditiile experimentale;
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— dozele (cu indicarea vehiculului, dacd este cazul, si a concentratiei);

— rezultatele complete ale tuturor dozelor investigate;

— tabel cu rezultatele experimentale pe sexe si doze (de exemplu numarul de animale utilizate; modificari
ale greutdtii corporale; dupd caz, numdrul animalelor care mor sau sunt sacrificate pe parcursul
testului; numarul de animale care prezintd semne de toxicitate; natura, severitatea si durata efectelor);

— intervalul de timp dupd dozare in care apar semne de toxicitate si dacd fenomenele sunt reversibile;

— dacd animalele mor sau sunt sacrificate, intervalul de timp dupd dozare in care se inregistreazd
mortalitate, argumentele si criteriile pentru eutanasierea animalelor;

— rezultatele autopsiei;

— rezultatele examenului histopatologic;

— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor, inclusiv semnele de toxicitate evidentd si doza ,de discriminare” identificatd

in test.

EVALUARE SI INTERPRETARE

DOZA

5 mg/kg mc

50 mg/kg mc

500 mg/kg mc

2 000 mg/kg mc

DATE
Mai putin de 100 %
supravietuire

100 % supravietuire; dar
toxicitate evidentd

100 % supravietuire; fard
toxicitate evidentd

Mai  putin  de 100 %
supravietuire

100 % supravietuire; dar
toxicitate evidentd

100 % supravietuire; fard
toxicitate evidentd

Mai  putin  de 100 %
supravietuire

100 % supravietuire; dar
toxicitate evidentd

100 % supravietuire; fird
toxicitate evidentd

Mai  putin  de 100 %
supravietuire

100 % supravietuire; cu sau fird
toxicitate evidentd

INTERPRETARE

Compusi care sunt FOARTE
TOXICI.

Compusi care sunt TOXICL

A se vedea rezultatele la
50 mg/kg.

Compusi care pot fi TOXICI sau
FOARTE TOXICL. A se vedea
rezultatele la 5 mg/kg.

Compusi care pot fi NOCIVL

A se vedea rezultatele la
500 mg/kg.

Compusi care pot fi TOXICI sau
NOCIVL A se vedea rezultatele la
50 mg/kg.

Compusi considerati a nu avea
toxicitate acutd semnificativa.

A se vedea rezultatele la
2 000 mg/kg.

A se vedea rezultatele la
500 mg/kg.

Compusi care nu au toxicitate
acutd semnificativa.

A se vedea si introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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B.2. TOXICITATEA ACUTA (ADMINISTRARE PRIN INHALARE)

1. METODA

1.1. INTRODUCERE

Este util sd se foloseascd informatii preliminare asupra substantei cu privire la marimea si distributia
particulelor, presiunea vaporilor, punctul de topire, punctul de fierbere, punctul de aprindere si
proprietdtile explozive (dupi caz).

A se vedea si introducerea generald: partea B (litera A).

1.2 DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

1.3. SUBSTANTE DE REFERINTA
Nici una.
1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Mai multe loturi de animale de experientd se trateaza cu substanta de testat pentru o perioadd de timp
definitd, in concentratii crescatoare, folosindu-se o singurd concentratie pe lot. Ulterior, se observa efectele
toxice si mortalitatea. Animalele care mor pe parcursul testului si cele care supravietuiesc pand la
incheierea experimentului se supun autopsiei.

Animalele care prezintd semne de suferintd intensa si de durata trebuie eutanasiate. Se evitd administrarea
substantelor cu proprietdti corozive sau iritante in moduri care pot produce suferintd intensa.

1.5. CRITERII DE CALITATE

Nici unul.
1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
1.6.1. Pregitiri

Se tin animalele in conditiile de addpostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de inceperea testului, animalele tinere sinatoase se repartizeaz la intamplare
intr-un numdr necesar de loturi. Animalele nu sunt supuse unei expuneri simulate decat dacd acest lucru
este indicat de tipul de aparat de expunere folosit.

Substantele solide testate trebuie sd fie reduse la dimensiuni micronice, in scopul obtinerii unor particule
de dimensiuni corespunzitoare.

Atunci cand este necesar, la substanta de testat se poate adduga un vehicul care sd ajute la generarea unei
concentratii adecvate de substantd de testat in atmosfera si, in acest caz, se foloseste un lot martor pentru
vehicul. Dacd pentru facilitarea administrarii se foloseste un vehicul sau alt aditiv, trebuie sa fie cunoscute
eventualele efecte toxice ale acestuia.

1.6.2. Conditii experimentale
1.6.2.1.  Animale de experientd

Dacd nu sunt contraindicatii, specia preferatd este sobolanul. Se folosesc animale apartinand liniilor
obisnuite de laborator. Pentru fiecare sex, la inceputul experimentului, diferenta de greutate intre animale
nu trebuie sd depdseascd cu mai mult de £ 20 % valoarea medie.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.2.7.

Numdr i sex

Pentru fiecare nivel de dozare se folosesc minimum 10 rozitoare (5 masculi si 5 femele). Femelele trebuie
sd fie nulipare si negestante.

Notd: In testele de toxicitate acutd cu animale apartinand unui ordin mai inalt decat cel al rozatoarelor
se are in vedere introducerea in experiment a unui numdr mai mic de animale.

Dozele se aleg cu atentie si se depun toate eforturile pentru a nu se depasi dozele moderat toxice. In
asemenea teste se evitd administrarea dozelor letale.

Concentratii de expunere

Acestea trebuie si fie in numdr suficient, cel putin 3, distantate adecvat pentru a produce o gama de efecte
toxice si mortalitate la loturile testate. Rezultatele trebuie s fie suficient de numeroase pentru a permite
inregistrarea unei curbe concentratie-mortalitate si determinarea acceptabild a CLs, acolo unde este
posibil.

Test de limitd

Nu sunt necesare teste ulterioare dacd expunerea a 5 masculi si 5 femele la o concentratie de 5 mg/l, dacd
este gaz, sau 5 mg(l dacd este sub formd de aerosol, de substanta solidd sau lichida (sau, daca acest lucru
nu este posibil din considerente legate de proprietitile fizice sau chimice, inclusiv explozive, ale substantei
de testat, la cea mai mare concentratie posibild), timp de 4 ore, nu produce o mortalitate corelatd cu
compusul in termen de 14 zile.

Timpul de expunere

Timpul de expunere este de 4 ore.

Aparatura necesard

Animalele se expun la substanta de testat cu ajutorul unui dispozitiv de inhalare conceput pentru a asigura
un flux continuu sau cel putin 12 aerisiri pe ord, garantand un continut de oxigen adecvat si o distributie
uniformd a produsului de testat in aer. Daci se foloseste o incintd, aceasta trebuie conceputd astfel incat
sd reducd la minimum aglomerarea animalelor de experiment si si le asigure o expunere maximd, prin
inhalare, a substantei de testat. De reguld, pentru a asigura stabilitatea atmosferei din incintd, volumul total
al animalelor nu trebuie si depdseascd 5 % din volumul incintei. Se mai pot folosi expuneri oro-nazale,
numai ale capului sau ale intregului corp, in incinte individuale; primele doud tipuri de expunere limiteazd
absorbtia pe alte cdi a substantei de testat.

Perioada de observatie

Perioada de observatie este de minimum 14 zile. Cu toate acestea, durata observatiilor nu este fixatd in
mod rigid. Ea se stabileste in functie de efectele toxice, de intensitatea lor la debut si de perioada de
recuperare; perioada de observatie poate fi extinsd, dacd se considerd necesar. Momentul in care apar si
dispar semnele de toxicitate si momentul mortii sunt factori importanti, mai ales daci mortalitatea tinde
sd fie una tardivd.

Mod de operare

Animalele sunt cantdrite cu putin timp inaintea tratamentului, apoi se trateazd cu concentratia testatd, in
aparatul respectiv, timp de patru ore, dupd echilibrarea concentratiei in incintd. Timpul de echilibrare
trebuie s fie scurt. Temperatura la care se realizeazd testul este de 22 + 3 °C. In mod ideal, umiditatea
relativd este mentinutd intre 30 % si 70 %, dar in anumite cazuri, cum ar fi testarea anumitor aerosoli,
acest lucru nu este practicabil. Mentinerea unei usoare presiuni negative in incintd (de exemplu 5 mm
H,0) previne pierderea substantei de testat in spatiul inconjurdtor. Hrana si apa sunt restrictionate in
timpul expunerii. Se folosesc sisteme corespunzitoare de generare si monitorizare a atmosferei testate.
Sistemul este proiectat si functioneazd astfel incat sd mentind o distributie omogend a atmosferei testate
in interiorul incintei.
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Se mdsoard si se controleazi:
— (a) debitul de aer (in permanentd);

— (b) concentratia reald a substantei de testat masurate in zona de respiratie, cel putin de trei ori in timpul
expunerii (unele atmosfere, de exemplu cea cu aerosoli la concentratii mari, necesitd masurdri mai
frecvente). Pe parcursul perioadei de expunere, concentratia nu trebuie sd varieze cu mai mult
de + 15 % fatd de valoarea medie. Cu toate acestea, in cazul prafului si al aerosolilor, acest grad de
control poate si nu fie atins, iar in acest caz se poate accepta o diferentd mai mare. In cazul aerosolilor,
analiza granulometricd se efectueaza ori de cate ori este necesar (cel putin o data pe lot).

— (c) temperatura si umiditatea, continuu, dacd este posibil.

In timpul expunerii si dup4 aceasta au loc observatii care sunt inregistrate sistematic; pentru fiecare animal
se consemneazd date individuale. Se fac observatii frecvente in prima zi. Cel putin o datd pe zi lucritoare,
se procedeazd la o examinare clinicd atentd; se fac si alte observatii zilnice si se iau mdsurile necesare
pentru a reduce la minimum pierderea animalelor din studiu, precum autopsia sau congelarea
exemplarelor gdsite moarte si izolarea sau sacrificarea celor slibite sau muribunde.

Observatiile vizeazd modificdri ale pdrului si ale blanii, ale ochilor si ale mucoaselor, ale aparatului
respirator, ale sistemului circulator, ale sistemului nervos autonom si ale sistemului nervos central,
precum si ale activititii somato-motrice si ale comportamentului. Trebuie acordatd o atentie deosebitd
urmdtoarelor aspecte: tremor, convulsii, salivatie, diaree, letargie, somn si comd. Momentul mortii este
inregistrat cat mai precis posibil. Fiecare animal este cantdrit sdptdmanal, dupd tratament si la deces.

Animalele care mor pe parcursul testului si cele care supravietuiesc sunt supuse autopsiei la incheierea
testului, acordandu-se o atentie speciald modificarilor tractului respirator. Trebuie inregistrate toate
modificarile anatomopatologice macroscopice. Unde este cazul, tesuturile se preleveaza pentru examen
histopatologic.

DATE

Datele se sistematizeazd in tabele. Pentru fiecare lot testat se consemneaza: numarul animalelor introduse
in experiment; momentul mortii fiecirui animal; numarul de animale care prezintd alte semne de
toxicitate; descrierea efectelor toxice; rezultatele autopsiei. Modificarile in greutate se calculeazd si se
inregistreazd, dacd supravietuirea depdseste o zi. Animalele eutanasiate datoritd suferintei intense
provocate de compusul folosit se inregistreazd ca decese datorate efectelor substantei de testat. CLs, se
determind printr-o metodd standardizatd. Rezultatele evaludrii cuprind, dacd este posibil, o apreciere a
relatiei intre expunerea animalului la substanta de testat si incidenta si severitatea tuturor modificarilor
apdrute, care includ: modificdri comportamentale si clinice, leziuni anatomopatologice macroscopice,
variatii ale greutdtii corporale, mortalitate, alte efecte toxice.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare contine, daci este posibil, urmatoarele informatii:
— specia, linia, sursa, conditiile ambiante, regimul alimentar;

— conditiile experimentale: descrierea aparatului de expunere,

inclusiv conceptia, tipul, dimensiunile, sursa de aer, sistemul generator de particule si de aerosoli, metoda
de conditionare a aerului i, dupa caz, modul de addpostire a animalelor in incinta de testare. Se descrie
echipamentul folosit pentru masurarea temperaturii $i, dac este necesar, stabilitatea concentratiilor de
aerosoli si granulometria particulelor.

Datele privind expunerea

se prezintd sub forma unui tabel care indica valorile medii, precum si masura variabilititii (de exemplu,
deviatia standard); ele trebuie s3 includa:

(a) debitul de aer in dispozitivul de inhalare;

(b) temperatura si umiditatea aerului;
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concentratiile nominale (cantitatea totald de substantd de testat introdusa in dispozitivul de inhalare
raportatd la volumul de aer);

dupd caz, natura vehiculului;

concentratiile reale din zona de respiratie;

diametrul aerodinamic median masic al particulelor (DAMM) si deviatia geometricd standard (DSG);
perioada de echilibrare;

perioada de expunere;

inregistrarea rezultatelor pe sexe si nivel de expunere (numdrul de animale moarte pe parcursul
testului, numdrul de animale care prezintd semne de toxicitate, numarul de animale expuse);

momentul mortii pe parcursul testului, criteriile de eutanasiere;
toate observatiile;

valoarea CLs, calculatd pe fiecare sex, determinata la sfarsitul perioadei de observatie, cu specificarea
metodei de calcul;

intervalul de incredere de 95 % pentru CLs, (in cazul in care poate fi furnizat);
curba dozd/mortalitate si panta (dacd este permisd de metoda de determinare);
rezultatele autopsiei;

rezultatele examenului histopatologic;

discutarea rezultatelor (o atentie speciald se acorda efectelor pe care numarul animalelor sacrificate
pe parcursul testului le-ar putea avea asupra valorii calculate a CL;);

interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.3. TOXICITATEA ACUTA (ADMINISTRARE CUTANATA)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Substanta de testat se aplicd pe piele, in doze crescitoare, la mai multe loturi, cate o doza pentru fiecare
lot. Ulterior se fac observatii cu privire la efectele toxice si mortalitate. Animalele care mor pe perioada
testdrii sunt autopsiate, iar la sfarsitul testului animalele supravietuitoare se supun si ele autopsiei.

Animalele care prezintd semne grave de suferintd sunt eutanasiate. Se evitd administrarea substantelor cu
proprietdti corozive sau iritante in moduri care pot produce suferinte grave.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregitiri

Se tin animalele in conditiile de adpostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de testare, animalele tinere sindtoase se repartizeazi la intamplare in loturile
tratate. Cu aproximativ 24 DE ore Inaintea testului, blana din zona dorsala a trunchiului animalelor se
tunde sau se rade cu atentie pentru a nu produce escoriatii care ar putea altera permeabilitatea pielii. Pentru
aplicarea substantei de testat este pregdtitd cel putin 10 % din suprafata corpului. Dacd se testeazd
substante solide, acestea se umezesc suficient cu apd sau, dacd este necesar, cu un vehicul corespunzitor
care sd asigure un contact bun cu pielea. Dacd se foloseste un vehicul, trebuie luati in considerare influenta
acestuia asupra penetrabilitdtii cutanate. Substantele lichide testate se folosesc, in general, nediluate.

Conditii experimentale
Animale de experientd

Se folosesc sobolani sau iepuri adulti. Se pot folosi si alte specii, dar folosirea acestora trebuie justificatd.
Se folosesc animale din liniile obisnuite de laborator. Pentru fiecare sex, la inceputul experimentului,
diferenta de greutate intre animale nu trebuie si depdseascd cu mai mult de £ 20 % valoarea medie.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Numdr i sex

Pentru fiecare doza se folosesc cel putin 5 animale, de acelasi sex. Dacd se folosesc femele, acestea trebuie
sd fie nulipare §i negestante. Dacd existd informatii demonstrate cd unul dinTRE sexe prezintd o
sensibilitate mai mare, vor fi supuse testului animale de sexul respectiv.

Notd: In testele de toxicitate acutd efectuate pe animale apartinand unui ordin mai inalt decat rozitoarele
se folosesc mai putine animale. Dozele se aleg astfel incat sd nu se depdseascd dozele moderat toxice. In
astfel de teste se evitd administrarea dozelor letale de substantd de testat.

Doze

Dozele trebuie alese in numdr suficient (cel putin trei) si astfel incét si producd o gama de efecte toxice
si mortalitate. La alegerea dozelor trebuie luate in considerare eventualele efecte iritante sau corozive.
Informatiile trebuie s3 permitd inregistrarea unei curbe dozd/raspuns si, unde este posibil, determinarea
DL

50-

Test de limitd

Pe un lot 5 masculi si 5 femele se poate efectua un test de limitd cu doza unicd de cel putin 2 000 mg/kg
masd corporald, folosind tehnica descrisd mai sus. Dacd apare mortalitate corelatd cu doza, se efectueazd
un studiu complet.

Perioada de observatie

Perioada de observatie este de minimUM 14 zile. Cu toate acestea, durata observatiilor nu este fixatd in
mod rigid, ci se stabileste in functie de efectele toxice, intensitatea lor la debut si perioada de recuperare.
Perioada de observatie poate fi extinsd, daci se considerd necesar. Momentul in care apar si dispar semnele
de toxicitate si momentul mortii sunt factori importanti, mai ales dacd mortalitatea tinde sa fie una tardiva.

Mod de operare

Fiecare animal este tinut intr-o cuscd individuald. Substanta de testat se aplicd uniform pe o portiune de
aproximativ 10 % din suprafata corporald totald. Zona de aplicare poate fi mai redusd in cazul substantelor
foarte toxice, dar se acoperd o suprafatd cit mai mare, cu un strat cat se poate de subtire si de uniform.

Pe parcursul expunerii, substanta de testat se mentine in contact cu pielea cu ajutorul unui bandaj de tifon
si al unui plasture neiritant. Suprafata tratatd se acoperd astfel incat si mentind bandajul de tifon si
substanta de testat i s se evite ingerarea acesteia de cdtre animale. Se poate folosi contentionarea pentru
a impiedica animalele sa ingereze substanta de testat, dar nu se recomanda imobilizarea completa.

La sfarsitul perioadei de expunere, se elimind, dacd este posibil, orice reziduu de substantd, cu apd sau cu
ajutorul unui alt procedeu de curdtare a pielii.

In timpul expunerii si dup aceasta au loc observatii care sunt inregistrate sistematic; pentru fiecare animal
se consemneazd date individuale. Se fac observatii frecvente in prima zi. Cel putin o data pe zi lucritoare,
se procedeazd la o examinare clinicd atentd; se fac si alte observatii zilnice si se iau misurile necesare
pentru a reduce la minimUM pierderea animalelor din studiu, cum ar fi autopsia sau congelarea
exemplarelor gdsite moarte si izolarea sau sacrificarea celor slabite sau muribunde.

Observatiile vizeazd modificdri ale blanii, pielii tratate, ochilor, mucoaselor, sistemului respirator,
circulator, sistemului nervos central si sistemului nervos autonom, ale activitdtii somato-motrice si
comportamentului. Trebuie acordatd o atentie deosebitd urmdtoarelor aspecte: tremor, convulsii,
salivatie, diaree, letargie, somn si comd. Momentul mortii se inregistreaza cat mai exact posibil. Animalele
care mor pe parcursul testului si cele care supravietuiesc la terminarea lui se supun autopsiei. Toate
modificirile anatomopatologice macroscopice sunt inregistrate. Dacd este astfel indicat, se recolteazd
tesuturi pentru examenul histopatologic.
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3.1.

3.2.

Evaluarea toxicitdatii la sexul opus

Dupi terminarea studiului pentru unul dinTRE sexe, substanta de testat se administreazd la cel putin un
lot de 5 animale de sex opus, pentru a stabili dacd animalele care apartin acestui sex prezintd o sensibilitate
mai pronuntata la substanta de testat. In circumstante individuale poate fi justificata folosirea unui numar

MAI mic de animale. Dacd sunt disponibile informatii care demonstreaza ci animalele apartinand sexului
tratat prezintd o sensibilitate mai mare, nu mai este necesard testarea pe animale de sex opus.

DATE

Datele se sistematizeazd in tabele. Pentru fiecare lot testat se consemneazd: numdarul animalelor la
inceputul testului; momentul mortii pentru fiecare animal; numarul de animale care manifesta alte semne
de toxicitate; descrierea efectelor toxice; rezultatele autopsiei. Greutatea animalelor este determinatd si
inregistratd cu putin timp inaintea aplicarii substantei de testat, apoi siptdmanal pand in momentul
decesului; modificarile in greutate se calculeazd si se inregistreazd, dacd supravietuirea depdseste o zi.
Animalele sacrificate datorita suferintei intense provocate de compusul folosit se inregistreazd ca decese
datorate efectelor substantei de testat. DL, se determind printr-o metoda recunoscutd.

Rezultatele evaludrii cuprind, dacid este posibil, o apreciere a relatiei intre expunerea animalului la
substanta de testat si incidenta §i severitatea tuturor modificrilor aparute, inclusiv: modificari

comportamentale si clinice, leziuni macroscopice, variatii ale greutdtii corporale, mortalitate, alte efecte
toxice.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, dacd este posibil, urmdtoarele informatii:

— specia, linia, sursa, conditiile ambiante, regimul alimentar etc.;

— conditiile experimentale (inclusiv metoda de curdtare a pielii si tipul de bandaj: ocluziv sau neocluziv);

— dozele (cu indicarea vehiculului, daci se foloseste, si concentratiile);

— sexul animalelor tratate;

— tabele cu rezultatele rispunsului, structurate dup sex si doza (numdrul animalelor care au murit sau
au fost sacrificate pe parcursul testului, numarul animalelor care prezintd semne de toxicitate,
numdrul animalelor expuse);

— momentul mortii dupd tratament, argumente si criterii folosite pentru eutanasierea animalelor;

— toate observatiile;

— valoarea DLs,, (cu specificarea metodei de determinare) pentru sexul care a reprezentat obiectul unui
studiu complet pe o perioadi de 14 zile;

— intervalul de incredere DE 95 % pentru DLs, (cind poate fi prezentat);

— curba dozd/mortalitate si panta dreptei de regresie, acolo unde permite metoda de determinare;
— rezultatele autopsiei;

— rezultatele histopatologice;

— rezultatele testelor pe sexul opus;

— discutarea rezultatelor (o atentie particulard se acordd efectului pe care numarul animalelor sacrificate
pe parcursul testului l-ar putea avea asupra valorii calculate a DL;);

— interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

B.4. TOXICITATEA ACUTA (IRITAREA PIELII)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Consideratii preliminare

Pentru a reduce testarea substantelor in conditii susceptibile de a produce reactii severe, se acorda o atentie
deosebitd tuturor informatiilor disponibile despre substanti. Atunci cand se apreciazd dacd testele
ulterioare trebuie s fie de tip test complet, studiu pe un singur animal odatd sau sd nu se mai desfdsoare

deloc, pot fi utile urmitoarele informatii:

(i) proprietatile fizico-chimice si reactivitatea chimicd a substantei: substantele cu caracter acid sau bazic
pronuntat (de exemplu, pH mai mic decit 2 sau mai mare de 11,5) nu este necesar si se supund la
un test de iritare primard a pielii, dat fiind cd este probabil s aibd proprietiti corozive. De asemenea,

se ia in considerare rezerva alcalind sau acidi;

(i) nu este necesard efectuarea unui test complet dacd din teste in vitro recunoscute sunt disponibile

dovezi convingitoare cu privire la aparitia efectelor severe;

(i

mari prin administrare pe cale cutanati.

Substanta de testat se aplicd in dozd unicd pe pielea mai multor animale de experientd. Fiecare animal este
propriul siu martor. Dupd un interval specificat, se citeste gradul de iritare si se noteazd conform
sistemului de clasificare. Pentru o evaluare completd a efectelor, acestea sunt descrise amanuntit. Perioada
de observatie trebuie si fie suficient de lungd pentru a putea evalua complet caracterul reversibil al

efectelor observate.

Animalele care prezintd semne de suferintd severd trebuie eutanasiate.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregatiri

Blana se tunde sau se rade pe suprafata dorsald a trunchiului animalului cu aproximativ 24 de ore inaintea

testdrii.

Tunsul sau rasul se efectueazd cu o atentie deosebitd pentru a nu se escoria pielea. Se folosesc numai

animale cu tegumente sdndtoase si intacte.

rezultatele studiilor de toxicitate acutd. Nu mai este necesard o testare ulterioard a reactiei de iritare
cutanatd dacd, in cazul efectudrii unui studiu de toxicitate acutd pe cale cutanatd, cu aplicarea
substantei la doza maxima prevazutd in test (2 000 mg/kg masa corporald), nu s-au evidentiat reactii
de iritare a pielii. Nu este necesar testarea substantelor la care s-a demonstrat existenta unei toxicitati
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1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

Unele rase de iepuri au portiuni de blana deasd, mai proeminente in anumite perioade ale anului; substanta
de testat nu se aplicd pe aceste zone cu pilozitate ridicatd.

in cazul testdrii substantelor solide (care, dupd caz, se pot pulveriza), substanta se umezeste suficient cu
apd sau cu un vehicul corespunzdtor, pentru a asigura un contact bun cu pielea. Daci se folosesc vehicule,
se ia In considerare influenta vehiculului asupra reactiei de iritare cutanatd produse de substanta de testat.
in general, substantele de testat lichide sunt folosite nediluate.

Conditii experimentale

Animale utilizate in cadrul experimentului

Desi se pot folosi mai multe specii de mamifere, sunt preferate rasele de iepuri albinosi.

Numdr de animale

Dacid se presupune, pe baza rezultatelor unor studii in vitro sau a altor informatii, cd substanta produce
necrozd (adicd este corozivi), se ia in considerare testul pe un singur animal. Dacd rezultatele acestui test
nu indicd corozivitate, acesta este completat folosind suplimentar cel putin doud animale.

Pentru un test complet se folosesc cel putin trei animale adulte sinitoase. Nu sunt necesare alte animale
pentru lotul martor netratat. Poate fi necesard suplimentarea animalelor pentru clarificarea rezultatelor
echivoce.

Doze

Dacd nu existd contraindicatii, pe zona testatd se aplicd o cantitate de 0,5 ml de lichid sau 0,5 g de
substantd solidd sau semisolidd. Suprafata adiacentd de piele netratatd a fiecirui animal constituie
martorul testului.

Perioada de observatie

Perioada de observatie nu este strict stabilitd. Aceasta trebuie s fie suficientd pentru evaluarea completd
a reversibilitatii sau ireversibilitdtii efectelor observate, dar in mod normal nu depdseste 14 zile dupa
aplicare.

Mod de operare

Fiecare animal este tinut intr-o cuscd individuald. Substanta de testat se aplicd uniform pe o suprafatd micd
(aproximativ 6 cm?) de piele si este mentinutd in contact cu pielea cu ajutorul unui bandaj de tifon si al
unui plasture neiritant. in cazul lichidelor sau al unor substante sub forma de past3, este necesara aplicarea
substantei de testat pe un bandaj de tifon care este apoi aplicat pe piele. Pe durata expunerii, tifonul va
fi tinut in contact lejer cu pielea cu ajutorul unui bandaj ocluziv sau semiocluziv adecvat. Se impiedica
accesul animalului la bandaj si ingerarea/inhalarea substantei de testat.

La sfarsitul perioadei de expunere, se elimind, daci este posibil, orice reziduu de substantd, cu apa sau cu
ajutorul unui alt procedeu de curdtare a pielii, fird a modifica raspunsul existent sau integritatea epidermei.

Durata expunerii este, in mod normal, de patru ore.

Daci existd suspiciunea cd substanta poate produce necrozd (adicd este coroziva), durata de expunere
trebuie redusd (de exemplu, la o ord sau la trei minute). Intr-o prima fazd, aceste testiri se pot face pe un
singur animal, la care s se aplice simultan trei bandaje (daci acest fapt nu este impiedicat de toxicitatea
cutanatd acutd a compusului testat). Primul bandaj se inldturd dupa trei minute. Dacd nu existd o reactie
cutanatd evidentd, al doilea bandaj se inldturd dupd o ord. Dacd observatiile in aceastd fazd indica
necesitatea unei expuneri de patru ore si aceasta poate fi realizatd lund in considerare principiile
umanitare, atunci al treilea bandaj se inldturd dupa patru ore, realizindu-se si cotarea reactiilor de iritare
cutanata.
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3.1.

3.2

In acest caz (cand a fost posibil o expunere de patru ore), testul va fi completat cu cel putin doud animale
suplimentare, cu exceptia situatiei in care se considerd inuman s se procedeze astfel (de exemplu, cand
se observa necroza dupd cele patru ore de expunere).

Daci se observd o reactie cutanatd severd (de exemplu, necrozd), fie la trei minute, fie la o ord, testul trebuie
imediat intrerupt.

O expunere prelungitd se poate indica in anumite conditii (de exemplu, in cazul anticipdrii unei expuneri
si utilizdri la om).

Observatii si cotare

Animalele sunt tinute sub observatie pentru simptome de eritem si edem si se coteazd reactia observatd
la 60 de minute, apoi la 24, 48 si 72 ore dupd inldturarea bandajului. Iritarea pielii este cotatd si se
inregistreazd conform sistemului din tabelul 1. Pot fi necesare observatii ulterioare, dacd nu s-a produs
recuperarea pe parcursul celor 72 de ore. Complementar observarii reactiei iritante, se descriu complet
orice leziuni majore, cum ar fi coroziunea (distrugerea ireversibild a pielii) si alte efecte toxice.

Pentru clarificarea reactiilor incerte sau a semnelor mascate de coloratia pielii din cauza substantei de
testat, se pot folosi tehnici cum ar fi examenul histopatologic sau masurarea grosimii pliului cutanat.

DATE

Rezultatele se inregistreaza intr-un tabel, in care se consemneazi cota edemului si al reactiei de iritare
cutanatd la fiecare animal pe toatd durata perioadei de observatie. Trebuie consemnate orice leziuni severe,
gradul si natura reactiei de iritare cutanatd, recuperarea sau coroziunea si orice alt efect toxic observat.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specie, linie, sursd, conditii ambiente, regim alimentar etc.;

— conditiile experimentale (inclusiv proprietitile fizico-chimice relevante ale substantei, tehnica
pregatirii si curdtdrii pielii, tipul de bandaj: ocluziv sau semiocluziv);

— consemnarea sub forma de tabel a reactiei de iritare pentru fiecare animal, pe fiecare perioadd de
observatie (de exemplu, 1, 24, 48 si 72 de ore etc. dupd inldturare);

— descrierea oriciror leziuni severe observate, inclusiv a leziunilor corozive;

— descrierea gradului si naturii reactiei de iritare cutanatd si a rezultatelor histopatologice;
— descrierea oriciror efecte toxice, altele decat reactia de iritare cutanatd;

— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Apendice

TABEL: COTAREA REACTIILOR CUTANATE

Formarea eritemului §i escarelor

Absenta eritemului

Valoare

0

Eritem foarte usor {abia perceptibil)

1

Eritem bine definit

Eritem moderat spre sever

Eritem sever (hiperemie accentuati) sau formarea escarei (leziune in profunzime) care poate impiedica vizualizarea

eritemului 4
Formarea edemului

Absenta edemului 0

Edem foarte slab (abia perceptibil) 1

Edem usor (marginile ridicate ale suprafetei bine definite) 2

Edem moderat (marginile ridicate cu aproximativ 1 mm) 3

B.5. TOXICITATE ACUTA (IRITARE OCULARA)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Consideratii preliminare

Pentru a reduce testarea substantelor in conditii susceptibile de a produce reactii severe, se acordd o atentie
deosebitd tuturor informatiilor disponibile despre substanta. In acest scop, se pot dovedi utile urmitoarele

informatii:

(i) proprietitile fizico-chimice ale substantei. Substantele cu caracter acid sau bazic pronuntat (de
exemplu, pH mai mic decat 2 sau mai mare de 11,5) nu este necesar si fie testate, in cazul in care

sunt probabile leziuni severe. De asemenea, se ia in considerare rezerva alcalind sau acidd;
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1.6.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

(ii) rezultate din studii alternative cu recunoastere solidd; materialele care s-au dovedit a avea potential
coroziv sau proprietdti sever iritante nu se testeaza pentru iritarea oculard, pornindu-se de la premisa
cd aceste substante vor avea efecte severe asupra ochilor daci sunt testate folosind prezenta metods;

(ili) rezultate din studii de iritare a pielii. Materialele care s-au dovedit in mod clar corozive sau iritante
intr-un studiu de iritare cutanatd nu se testeaza pentru iritarea oculard, pornindu-se de la premisa cd
astfel de substante au efecte severe asupra ochilor.

Substanta de testat se aplicd sub formd de dozd unicd pe unul dintre ochii fiecruia dintre animalele
experimentului; ochiul netratat se foloseste ca martor. Gradul de iritare se evalueazd si se coteazd la
intervale determinate si este ulterior descris, pentru a se putea evalua complet efectele. Perioada de
observatie trebuie si fie suficientd pentru a permite evaluarea completd a reversibilitatii sau ireversibilitatii
efectelor observate.

Animalele care prezintd semne de suferintd severd trebuie eutanasiate.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregatiri

Ambii ochi ai fiecdrui animal de laborator selectionat provizoriu pentru testare se examineazd cu 24 de
ore inainte de inceperea testului. Nu se folosesc animale care prezintd semne de iritatie oculard, defecte
oculare sau leziuni preexistente ale corneei.

Conditii experimentale
Animale de experientd

Desi se foloseste o varietate de animale de experientd, se recomandd testarea pe iepuri albinosi adulti si
sdndtosi.

Numdr de animale

Se recomand testul pe un singur animal dacd sunt anticipate efecte pronuntate. in cazul in care rezultatele
testului pe un singur iepure sugereaza ci substanta are actiune iritantd severd (efect reversibil) sau corozivd
(efect ireversibil) la nivel ocular, nu mai este necesara testarea suplimentara a iritatiei oculare la celelalte
animale Uneori este adecvatd testarea ulterioard pe un numdr suplimentar de animale, pentru a investiga
aspecte specifice.

In alte cazuri de testare decat testarea unui singur animal, se vor folosi cel putin trei animale. Pentru
clarificarea raspunsurilor echivoce se poate folosi un numdr suplimentar de animale.

Doze

Pentru substantele lichide testate se foloseste o doza de 0,1 ml. Doza folosita la testarea substantelor solide
si sub forma de pastd sau de particule trebuie sa fie de 0,1 ml sau aproximativ 0,1 g (greutatea trebuie
intotdeauna consemnatd). Dacd materialul testat este compact sau granulat, se macind fin. Volumul
particulelor se mdsoard dupad o compactare usoard, de exemplu prin tamponarea recipientului de masura.

Pentru substantele incarcate in recipiente de pulverizare cu pompd sau recipiente presurizate cu acrosoli,
lichidul este expulzat si se colecteazd 0,1 ml, care se instileazd in ochi ca in metoda descrisi pentru lichide.

Perioada de observatie

Perioada de observatie nu este strict stabilitd. Aceasta trebuie sa fie suficientd pentru a permite evaluarea
reversibilitdtii sau ireversibilitdtii efectelor observate, dar, in mod normal, nu depaseste 21 de zile dupi
instilare.
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1.6.3.

1.6.3.1.

3.1.

Mod de operare

Fiecare animal este tinut intr-o cuscd individuald. Substanta de testat se administreaza fiecirui animal in
sacul conjunctival al unuia dintre ochi, dupi distantarea usoara a pleoapei inferioare de pe globul ocular.
Apoi pleoapele se tin lipite aproximativ o secundd, pentru a impiedica pierderea substantei. Celalalt ochi,
netratat, serveste ca martor.

Daci se apreciazd cd substanta de testat produce durere inutild, se poate folosi un anestezic local inaintea
instildrii. Tipul, concentratia si momentul aplicarii anestezicului local se aleg cu atentie, astfel incat sd nu
apard interferente semnificative cu reactiile substantei de testat. Ochiul martor se anesteziazd in mod
similar.

Ochii animalelor folosite in experiment nu sunt spalati timp de 24 ore dupd instilarea substantei de testat.
Daci se considerd necesar, se poate face o spilare oculard la 24 de ore.

fn cazul unor substante cu proprietiti iritante dovedite in testul de fatd, pot fi recomandabile teste
suplimentare pe iepuri, in care ochii si fie spilati imediat dupi instilarea substantei. In aceste cazuri se
recomanda utilizarea a trei iepuri. La o jumdtate de minut dupd instilare, ochii iepurilor se clatesc timp
de o jumitate de minut, folosind un volum si o vitezd a jetului care nu rineste.

Observatii si cotare

Ochii se examineazd la 1, 24, 48 si 72 de ore. Dacd nu existd semne evidente de leziuni oculare la 72 de
ore, studiul poate fi considerat incheiat.

Poate fi necesard o observare prelungitd in cazul afectdrii persistente a corneei sau al oricdrei iritatii
oculare, in vederea determindrii evolutiei leziunilor si a caracterului reversibil sau ireversibil al acestora.
Pe langd observatiile privind corneea, irisul si conjunctiva, se inregistreazd si se descriu orice alte leziuni
observate. Cotarea reactiei oculare (a se vedea tabelul) se inregistreazi la fiecare examinare. (Cotarea
raspunsurilor oculare poate antrena diverse interpretdri. Pentru a ajuta laboratoarele de cercetare si
persoanele insircinate cu efectuarea sau interpretarea observatiilor, se poate folosi un ghid ilustrat privind
iritatiile oculare.)

Pentru a facilita examinarea reactiilor, poate fi folositd o lupd binoculard, o lampa, un biomicroscop sau
orice alt aparat potrivit. Dupd inregistrarea observatiilor efectuate dupd 24 de ore, examinarea ochilor
unor iepuri sau ai tuturor iepurilor se poate face cu ajutorul fluoresceinei.

DATE

Datele se sistematizeazd in tabele, in care se inregistreaza pentru fiecare animal gradele reactiei iritante
la momentul de observare desemnat. Trebuie raportate: descrierea intensitatii si naturii reactiei iritante,
prezenta leziunilor severe, prezenta tuturor efectelor diferite de cele oculare observate.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde urmatoarele informatii:
— informatii despre animale (specii, linie, sursd, conditii de mediu, regim alimentar etc.);
— conditiile experimentale (inclusiv proprietatile fizico-chimice relevante ale substantei de testat);

— sistematizarea intr-un tabel a datelor despre reactia iritantd/corozivd pentru fiecare animal in parte,
in fiecare din momentele de observatie (de exemplu: 1, 24, 48 si 72 de ore);

— descrierea tuturor leziunilor severe observate;

— descrierea amanuntitd a intensitatii si naturii reactiei iritante/coroziunii observate, inclusiv suprafata
in cauzd a corneei, si a reversibilitatii modificarilor;
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— descrierea metodei folosite la clasificarea reactiei iritante la 1, 24, 48 si 72 de ore (de exemplu: lampa
de mani cu fantd, biomicroscop, fluoresceind);

— descrierea tuturor efectelor locale non-oculare observate;
— discutarea rezultatelor;
— interpretarea rezultatelor.

3.2 EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

4. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).

Apendice
COTAREA LEZIUNILOR OCULARE

Corneea

Opacitate: grad de matitate (se foloseste pentru a citi suprafata cea mai afectatd)

Absenta ulceratiei sau opacitdtii 0

Opacitate difuzd sau diseminatd (alta decit diminuarea usoari a luciului normal), detalii ale irisului vizibile cu
claritate

1
Suprafatd usor translucidi, detalii ugor voalate ale irisului 2
Suprafati sidefatd, nu existd detalii vizibile ale irisului, mirimea pupilei abia vizibili 3
Corneea opaca, iris invizibil din cauza opacitiitii 4

Iris
Normal 0
Pliuri adancite, congestie, inflamatie, congestie moderati-circumcorneald, sau hiperemie ori orice combinatie
a acestor efecte, iris care inci reactioneazi la lumini (reactia lentd este pozitivi) 1
Pupile areactive, hemoragii conjunctivale, leziuni grave (oricare sau toate acestea) 2
Conjunctiva

Hiperemie (se referd la afectiunile cele mai severe ale pleoapei si conjunctivei in comparatie cu ochiul martor)
Vascularizare normald 0
Congestia catorva vase de singe (injectat3) 1
Coloratie putpurie difuzi a conjunctivei, vase de singe individuale greu vizibile 2
Coloratie rogu-inchis difuzd 3
Chemozis: pleoape si/sau membrane nictitante
Absenta inflamatiei 0
Inflamatia pleoapelor si a membranelor nictitante 1
Inflamatie marcatd cu ectopion 2
Inflamatie cu reducerea mai putin de jumitate a fantei palpebrale 3
Inflamatie cu reducerea mai mult de jumdtate a fantei palpebrale 4
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1.1.

1.2

1.3.

B.6. SENSIBILIZAREA PIELII

METODA

INTRODUCERE

Observatii:

Pentru realizarea unui sistem de clasificare a toxicitatii relevant pentru sandtatea publicd, sunt importante
sensibilitatea i capacitatea testelor de a detecta potentialii factori de sensibilizare cutanatd la om.

Nu existd 0 metodd de testare unica prin care s se poatd identifica adecvat toate substantele cu potential
de sensibilizare cutanatd la om si care s fie relevantd pentru toate substantele.

La alegerea unui test trebuie luati in considerare factori precum caracteristicile fizice ale substante,
inclusiv capacitatea acesteia de penetrare cutanata.

Testele care folosesc cobai pot fi impartite in teste de tip adjuvant, in care este potentat un status alergic
prin dizolvarea sau trecerea in suspensie a substantei de testat in Freunds Complete Adjuvant (FCA), si
teste de tip neadjuvant.

Testele de tip adjuvant pot in general prevedea mai exact un posibil efect de sensibilizare cutanatd al unei
substante asupra omului decit metodele care nu folosesc FCA si din acest motiv sunt preferate.

Testul de maximizare pe cobai (GPMT — Guinea-Pig Maximisation Test) este un test de tip adjuvant
frecvent utilizat. Desi se pot folosi multe alte metode pentru detectarea potentialului unei substante de
a provoca o reactie de sensibilizare cutanatd, GPMT este considerat a fi metoda adjuvantd preferati.

Testele de tip neadjuvant sunt considerate mai putin sensibile pentru multe categorii de substante chimice.

Cel mai folosit este testul Buehler, care presupune aplicarea locald in locul injectiei intradermice folosite
in testul GPMT. Dacd existd motive intemeiate, se poate opta pentru testul Buehler in locul testului GPMT.
Alegerea se argumenteazd stiintific.

Testele GPMT si Buehler sunt descrise in prezenta metoda. Pot fi folosite si alte metode, cu conditia ca
acestea sa fie recunoscute si justificate stiintific.

Indiferent de metoda, sensibilitatea liniei de cobai folosite la testele de sensibilizare a pielii se verifici la
intervale regulate (sase luni), folosindu-se o substantd sensibilizantd usor pani la moderat, care dd un
numdr satisficitor de raspunsuri pozitive.

A se vedea, de asemenea, introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Se recomandd urmdtoarele substante, diluate, dacd este necesar, precum si alte substante de sensibilizare
cunoscute fie din literatura de specialitate, fie apartinind clasei de substante testate:

- p-fenilendiamina nr. CAS 106-50-3
- dinitro-2,4-clorbenzen nr. CAS 97-00-7

- dicromat de potasiu nr. CAS 7778-50-9
- sulfat de neomicind nr. CAS 1405-10-3

- sulfat de nichel nr. CAS 7786-81-4
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.1.2.1.

1.6.1.2.2.

1.6.1.2.3.

1.6.1.2.4.

1.6.1.3.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Dupd expunerea initiald (perioada ,de inductie”), animalele sunt supuse, la aproximativ doud siptimani
de la ultima expunere prin inductie, la 0 expunere provocata la substanta de testat, pentru a stabili dacd
a fost indusd o stare hipersensibild. Sensibilizarea se determind prin examinarea reactiei cutanate la
expunerea provocatd.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Testul de maximizare pe cobai (Guinea-Pig Maximisation Test - GPMT)
Pregatiri

Exemplare de cobai albinosi, adulte, tinere si sindtoase sunt repartizate aleatoriu in loturi de tratament
siloturi martor. Inainte de inceperea testului, se indepdrteaza blana prin tuns sau ras in regiunea umdrului,
evitdndu-se zgarierea pielii.

Conditii experimentale

Animale de experientd

Se folosesc cobai albinosi din liniile obisnuite de laborator, care cantdresc mai putin de 500 grame.
Numar si sex

Pot fi folositi masculi sifsau femele. Daci se folosesc femele, acestea trebuie sd fie nulipare si negestante.
Lotul tratat contine cel putin 10 animale; lotul martor contine cel putin 5 animale. Folosirea unui numar
mai mic de animale trebuie justificata. In cazul in care se obtin rezultate echivoce, examenul
histopatologic ar putea indica daci este necesard repetarea testului cu alti serie de animale.

Atunci cand nu se poate stabili dacd substanta de testat este sensibilizantd sau nu, se recomanda ferm
folosirea unui numdr suplimentar de animale pand la un total de minimum 20 de animale tratate si 10
animale martor.

Doze

Concentratia substantei de testat se stabileste la un nivel care produce semne de iritare a pielii, dar care
este bine tolerat de animale in fiecare stadiu de inductie.

Concentratia declansatoare este cea mai mare care nu produce semne de iritatie la animale nesensibilizate.

Daci este necesar, concentratiile corespunzitoare pot fi determinate printr-un studiu pilot la scard mica
(cu doud sau trei animale).

Perioada de observatie

In perioada de inductie, animalele sunt tinute sub observatie pentru decelarea eventualelor efecte iritante.
Dupid expunerea provocatd, reactiile cutanate se inregistreazd la 24 si la 48 de ore de la indepartarea
bandajului.

Mod de operare

Animalele se cantaresc inainte de inceputul si la sfarsitul testului. Zona umdrului trebuie curdtatd de blana.
Procedura are doud etape.
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1.6.1.3.1.

1.6.1.3.2.

Inductie

Ziua 0 - lot tratat

Urmitoarele perechi de injectii intradermice, fiecare de 0,1 ml, se fac in regiunea umarului, astfel incat
pe fiecare parte a liniei mediane sd se facd cate o injectie din fiecare pereche:

Injectia 1: 0,1 ml de amestec 1:1 (v/v) Freunds Complete Adjuvant (FCA)
amestecat cu apd sau ser fiziologic;

Injectia 2: 0,1 ml substantd, intr-un vehicul corespunzator, dupd caz;

Injectia 3: 0,1 ml de substantd de testat in FCA.

La injectia 3, substantele hidrosolubile se dizolva in 0,05 ml api si 0,05 ml FCA nediluat. Daci se testeaza
substante liposolubile sau insolubile, acestea se amestecd cu FCA nediluat.

La injectia 3, concentratia finald a substantei testate trebuie si fie egald cu aceea de la injectia 2.

Injectiile 1 si 2 se fac la distantd mica una fatd de cealaltd, in apropierea capului, in timp ce injectia 3 se
face spre partea caudald a portiunii testate.

Ziua 0 - lot martor

Se fac urmdtoarele perechi de injectii intradermice in aceleasi zone ca mai sus.

Injectia 1: 0,1 ml de amestec 1:1 (v[v) Freunds Complete Adjuvant (FCA)
amestecat cu apd sau ser fiziologic;

Injectia 2: 0,1 ml numai vehicul;

Injectia 3: 0,1 ml de vehicul in FCA.

Ziua 6 — Grupul tratat si grupul martor

Daci substanta nu produce iritatii pe piele, zona testatd, dupd ce a fost tunsa si/sau rasd, se badijoneazd
cu 0,5 ml de laurilsulfat de sodiu 10 % in vaselind pentru a crea o iritare locala.

Ziua 7 - lotul tratat

Se curdtd din nou de pir suprafata supusd testdrii. Substanta de testat se dizolvad intr-un vehicul
corespunzdtor (alegerea vehiculului trebuie justificatd; substantele solide se macind fin si sunt incorporate
intr-un vehicul corespunzdtor; dupd caz, lichidele se pot aplica direct), se imbibd o hartie de filtru
(2 x 4 cm), se aplica pe suprafata respectiva si se tine in contact cu pielea timp de 48 de ore cu ajutorul
unui bandaj ocluziv.

Ziua 7 - lotul martor

Se curdtd din nou de par suprafata supusa testdrii. Pe suprafata de testare se aplicd numai vehiculul si se
tine in contact cu pielea timp de 48 de ore cu ajutorul unui bandaj ocluziv.

Proba declansatoare

Ziua 21

Se curdtd de par flancul animalelor tratate si martor. Pe unul din flancuri se aplici un bandaj continand
substanta de testat, iar pe celilalt se aplici un bandaj numai cu vehicul.

Bandajele se tin in contact cu tegumentul timp de 24 de ore cu ajutorul unui pansament ocluziv.

Lotul martor se trateazad in mod identic.
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1.6.1.3.3.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.2.1.

1.6.2.2.2.

1.6.2.2.3.

1.6.2.2.4.

1.6.2.3.

Zilele 23 si 24

— laaproximativ 21 de ore dupa indepartarea bandajului, suprafata expusa concentratiei declansatoare
este curdtatd si, dacd este necesar, se indeparteazd parul;

— dupd incd 3 ore (circa 48 ore de la inceputul aplicarii dozei declansatoare), se observa si se
consemneaza reactia cutanatd;

— dupd incd 24 de ore, se observi si se consemneazd din nou reactia cutanatd (la 72 de ore).

Pentru a clarifica rezultatele obtinute in prima probd declansatoare, se recomandd o a doua probi
declansatoare la o sdptdmand dupa prima, cu un nou lot martor.

Observatii si cotare

Toate reactiile cutanate si toate constatdrile neobisnuite rezultate in urma tehnicilor de inductie si
declansatoare se inregistreazd si se trec in raportul de testare.

Se pot folosi tehnici cum ar fi examenul histopatologic sau mdsurarea grosimii pliului de piele pentru a
clarifica reactiile sau rispunsurile incerte mascate de colorarea pielii cu substanta de testat.

Testul Buehler

Pregatiri

Exemplare de cobai albinosi, adulte, tinere si sinitoase sunt repartizate aleatoriu in loturi de tratament
si loturi martor. Inainte de inceperea testului, se indeparteaza blana prin tuns sau ras pe flanc, evitindu-se
zgarierea pielii.

Conditii experimentale

Animale de experientd

Se folosesc cobai albinosi din liniile obisnuite de laborator, care cantdresc mai putin de 500 de grame.
Numir si sex

Se pot folosi masculi si/sau femele. Daci se folosesc femele, acestea trebuie sa fie nulipare si negestante.
Lotul tratat contine cel putin 20 de animale, lotul martor — cel putin 10. Folosirea unui numar mai mic
de animale trebuie justificatd. In cazul in care se obtin rezultate echivoce, examenul histopatologic ar
putea indica dacd este necesard repetarea testului cu altd serie de animale.

Doze

Pentru fiecare stadiu de inductie, concentratia substantei de testat se stabileste la nivelul maxim care poate
fi bine tolerat sistemic si care, in cazul substantelor iritante, produce intre o iritare usoara pana la moderatd
la majoritatea animalelor testate. Concentratia declansatoare este concentratia maxima care nu produce
nici un semn de iritare a pielii la animale nesensibilizate. Aceste concentratii se pot stabili in cadrul unui
studiu pilot la scard redusd (doud — trei animale).

Perioada de observatie

In timpul perioadei de inductie, se observi pielea in vederea decelirii efectelor iritante. Dupi expunerea
declansatoare, reactiile cutanate se inregistreaza la 24 si la 48 de ore de la indepartarea bandajului, adicd
la 30 si 54 de ore de la inceputul tratamentului.

Mod de operare
Animalele se cintdresc inainte de inceputul testului si la sfarsitul acestuia.

Procedura cuprinde doud etape.
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1.6.2.3.1.

1.6.2.3.2.

1.6.2.3.3.

3.1.

Inductie
Ziua 0 — lotul tratat

Se curdtd animalele de par pe flanc. Pe un tampon de vatd se aplicd 0,5 ml de substanti de testat dizolvata
intr-un vehicul corespunzitor (alegerea vehiculului trebuie si fie justificatd, substantele lichide testate se
aplicd nediluate, dacd este posibil). Pansamentul ocluziv se aplicd pe suprafata de testare si se tine in
contact cu tegumentul timp de 6 ore printr-o aplicare adecvata.

Ziua 0 — lotul martor

Se curdtd animalele de par pe flanc. Se aplicd numai vehiculul, intr-un mod similar cu cel utilizat pentru
lotul tratat. Bandajul se tine in contact cu tegumentul timp de 6 ore printr-o aplicare adecvata.

Zilele 7 i 14

Aceeasi aplicare ca In ziua 0, in aceeasi suprafatd testatd (curdtatd de pdr, dacd este necesar) si in ziua 7
si in ziua 14.

Probd declansatoare
Ziua 28

Animalele se curdtd de par prin tundere pe flancul netratat. Pe flancul posterior netratat al animalelor se
aplicd un bandaj ocluziv care contine 0,5 ml din substanta de testat, la concentratia maxima neiritanta.
Pe flancul anterior se aplicd un bandaj care contine numai vehicul.

Bandajele ocluzive se tin in contact cu tegumentul timp de 6 ore cu un pansament adecvat.
Loturile martor se trateazd in mod similar.

Zilele 29 si 30

— laaproximativ 21 de ore dupd indepartarea bandajului, suprafata expusd concentratiei declansatoare
se curdtd de pdr, dacd este cazul;

— dupi 3 ore (circa 30 de ore dupd aplicarea dozei declansatoare), se observa si se consemneaza reactiile
cutanate;

— dupd incd 24 de ore, se observi si se consemneazd din nou reactia cutanatd (la 54 de ore).
Observare si cotare

Toate reactiile cutanate si toate constatdrile neobisnuite rezultate in urma tehnicilor de inductie si
declansatoare se inregistreazd si se trec in raportul de testare.

Reactiile incerte sau raspunsurile mascate de colorarea pielii cu substanta de testat pot fi clarificate prin
tehnici cum ar fi examenul histopatologic sau masurand grosimea pliului pielii.

DATE (GPMT si testul Buehler)

Datele se sistematizeazd in tabele; pentru fiecare animal se inregistreazd reactiile cutanate la fiecare
observatie.

RAPORT (GPMT si testul Buehler)

RAPORTUL DE TESTARE (GPMT SI TESTUL BUEHLER)

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— linia de cobai folositd;

— conditiile experimentale, vehiculul si concentratiile substantei de testat utilizate pentru inductii si
probe declansatoare;
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— numdrul, varsta si sexul animalelor;

— greutatea individuald a animalelor la inceputul testului;

— fiecare observatie ficutd pe fiecare animal, inclusiv sistemul de cotare, dupi caz;
— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.

3.2. EVALUARE ST INTERPRETARE (GPMT SI TESTUL BUEHLER)

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

4. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).

B.7. TOXICITATE LA DOZA REPETATA (28 DE ZILE) (ADMINISTRARE ORALA)

1. METODA

1.1. INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

1.2 DEFINITII

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

1.3. SUBSTANTE DE REFERINTA
Nici una.
1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se administreazd zilnic substanta de testat, pe cale orald, in doze crescitoare, la mai multe loturi de
animale de experientd, o dozi pe lot fiind administratd timp de 28 de zile. Pe parcursul perioadei de
administrare, se observa animalele zilnic, pentru a pune in evidentd efectele toxice. Animalele care mor
in timpul testului, precum si cele care supravietuiesc la sfarsitul testului, sunt supuse autopsiei.

1.5. CRITERII DE CALITATE

Nici unul.
1.6. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE
1.6.1. Pregitiri

Se tin animalele in conditiile de addpostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de inceperea testului, animalele tinere sindtoase se repartizeazi la intamplare
in loturile tratate. Substanta de testat se poate administra in hrand, prin gavaj, sub forma de capsule sau
in apa de baut. Dozele se administreazd in acelasi mod pe tot parcursul experimentului. Dacd, pentru a
facilita administrarea, se foloseste un vehicul sau alt aditiv, acesta trebuie sd nu produci efecte toxice. Pot
fi folosite date istorice, dacd este necesar.
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1.6.2. Conditii experimentale

1.6.2.1.  Animale de laborator

Cu exceptia contraindicatiilor, se preferd sobolanul. Se folosesc animale tinere, sdndtoase, apartinand unei
linii de laborator obisnuite; in conditii ideale, se administreaza substanta inainte ca sobolanii sd atingd
varsta de sase saptamani; acestia nu pot fi folositi dacd au mai mult de opt siptimani.

La inceputul experimentului, diferenta de greutate intre animale nu trebuie sd depdseascd cu mai mult
de 20 % valoarea medie.

1.6.2.2.  Numdr si sex

Se folosesc cel putin zece animale (5 femele si 5 masculi) pentru fiecare dozd. Femelele trebuie si fie
nulipare si negestante. Dacd se prevede sacrificarea unui numdr de animale pe parcursul experimentului,
acest numdr se adaug la total. In plus, se poate trata un lot satelit de 10 animale (5 din fiecare sex) la doza
maxima timp de 28 de zile, care poate fi supus observatiei vizand reversibilitatea, persistenta sau aparitia
tardivd a efectelor toxice pe parcursul celor 14 zile care urmeaza tratamentului. De asemenea, se foloseste
un lot satelit de 10 animale martor (5 animale pe sex).

1.6.2.3. Doze

Se folosesc cel putin 3 doze si un lot martor. Cu exceptia substantei de testat, se trateazd animalele lotului
martor in acelasi mod ca si subiectii loturilor de experiment. In cazul in care se foloseste un vehicul pentru
afacilita administrarea, acesta se administreazd martorilor in acelasi mod ca siloturilor tratate, iar volumul
corespunde celui administrat lotului tratat cu doza maxima. Doza maximd produce efecte toxice care nu
provoacd sau provoacd rar moartea. Doza minimd nu trebuie sd provoace nici un efect toxic. Atunci cand
existd informatii privind expunerea umand, doza minima trebuie sa fie superioara acestei valori. in conditii
ideale, doza medie trebuie si producd minime efecte toxice observabile. Daci se folosesc mai multe doze
intermediare, acestea se administreazd esalonat, astfel incat sd provoace o gradare a efectelor toxice. in
loturile care corespund dozelor slabe si intermediare, precum si in lotul martor, incidenta mortalitatii
trebuie sd fie micd, pentru a permite o evaluare semnificativd a rezultatelor.

Cand se administreazd substanta de testat in mancare, se poate folosi fie o concentratie alimentard
constantd (ppm sau mg/kg), fie o dozd constantd, in raport cu greutatea corporald a animalelor; se
precizeazd metoda aleasa. In cazul unei substante administrate prin gavaj, dozele se administreaz3 zilnic
in acelasi moment. Dozele trebuie sd facd obiectul unei adaptari (sdptimanale sau bisdptimanale) pentru
a mentine constant nivelul dozei, in raport cu greutatea corporald a animalului.

1.6.2.4.  Test limitd

Daci in urma unei experiente de 28 de zile efectuatd conform metodei descrise mai jos, la 0 dozd de 1 000
miligrame pe kilogram de greutate corporald pe zi sau la un nivel de dozd mai ridicat, in functie de
expunerea umand posibild, cand se cunoaste aceastd valoare, nu apare nici un efect toxic, continuarea
experientei nu este necesara. In cazul substantelor cu toxicitate slabi, administrate in hrand, se iau masuri
pentru ca proprietatile si cantitatea acestora sd nu interfereze cu exigentele nutritionale normale.

1.6.2.5.  Perioada de observatie

Se observa toate animalele zilnic; se consemneaza simptomele de toxicitate, precum si momentul aparitiei
acestora, intensitatea si durata. Se consemneazd momentul mortii si momentul cind apar si dispar
semnele de toxicitate.
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

Mod de operare

In mod ideal se administreazd dozele de substanti de testat 7 zile pe siptimani, pe o perioadi de 28 de
zile. Animale apartinand loturilor satelit previzute pentru observatii suplimentare se tin sub observatie
incd 14 zile, pentru a se studia recuperarea sau persistenta efectelor toxice.

Observatiile vizeazd modificari ale parului, ale pielii, ale ochilor si ale mucoaselor, ale aparatului
respirator, ale sistemului circulator, ale sistemului nervos autonom si central, precum si ale activitdtii
somato-motrice si ale comportamentului. Se determind saptimanal consumul alimentar (si consumul de
apa cand substanta de testat se administreaza in apa de baut), precum si greutatea animalelor.

Animalele se observa cu regularitate pentru a evita pe cat posibil pierderea acestora din motive exterioare
studiului, precum: canibalism, autolizd a tesuturilor sau greseald de plasare a exemplarelor. La terminarea
studiului se supun autopsiei toate animalele supravietuitoare care apartin loturilor nesatelit tratate.
Animalele muribunde si animalele cu suferinte sau dureri grave se scot, se eutanasiazd si se supun
autopsiei.

Examindrile urmdtoare se efectueazd la sfarsitul perioadei de testare asupra tuturor animalelor, inclusiv
asupra martorilor:

1. examen hematologic care cuprinde cel putin hematocritul, concentratia hemoglobinei, numarul de
eritrocite, formula leucocitard si masuritori ale potentialului de coagulare;

2. determindrile clinice biochimice ale sangelui care cuprind cel putin un parametru al functiei hepatice
si unul al celei renale: alanin aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-piruvicd), aspartat aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-oxaloaceticd), azotul ureic, albumina, creatinina sanguind, bilirubina totald si proteinele
totale.

Alte determindri casre se pot dovedi necesare pentru o evaluare toxicologicd adecvatd cuprind: calciu,
fosfor, clor, sodiu, potasiu, glucoza a jeun, analiza lipidelor si a hormonilor, echilibrul acidobazic,
methemoglobina si activitatea colinesterazica.

Se pot efectua, dupd caz, si alte determindri biochimice clinice pentru a extinde investigatiile asupra
efectelor observate.

Autopsia

Toate animalele supuse testului fac obiectul unei autopsii generale. Se cantdresc in stare umeda ficatul,
rinichii, glandele suprarenale si testiculele, cit mai rapid posibil dupd disectie, pentru a se evita
deshidratarea. Se conservd intr-un mediu adecvat ficatul, rinichii, splina, glandele suprarenale si inima,
precum si orice organ care prezintd leziuni macroscopice sau modificdri volumetrice, in vederea unor
examene histopatologice ulterioare.

Examen histopatologic

Pentru lotul expus dozei celei mai ridicate si pentru lotul martor se intreprinde un examen histopatologic
al organelor si al tesuturilor conservate. Organele si tesuturile care prezintd leziuni induse pe suprafata
de testare la nivelul dozei maxime se examineaza in toate loturile care au fost expuse unor doze mai mici.
Animalele oricdrui lot satelit fac obiectul unui examen histopatologic axat in special pe organele si
tesuturile pentru care s-au constatat leziuni in celelalte loturi tratate.

DATE

Datele se sistematizeazd intr-un tabel care indicd, pentru fiecare lot de experientd, numarul de animale la
inceputul testului si numarul de animale care prezintd fiecare tip de leziune.

Toate rezultatele observate se evalueazi cu ajutorul unei metode statistice adecvate. Se poate folosi orice
metoda statisticd recunoscutd.
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3. RAPORT

3.1. RAPORTUL DE TESTARE
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specia, linia, originea, conditiile ambiante, regimul alimentar etc.;
— conditiile experimentale;
— dozele (dupd caz, doza de vehicul) si concentratiile;
— raspunsul toxic pe sexe si dozd;
— dacd este posibil, nivelul care nu are nici un efect;

— momentul mortii in timpul experimentului sau indicarea faptului cd animalele au supravietuit
experimentului;

— efectele toxice sau de altd naturi;
— momentul observirii oricirui simptom anormal si evolutia acestuia;
— cantitdtile de hrand si greutatea corporald;
— examenele hematologice intreprinse si rezultatele complete;
— testele biochimice clinice practicate si rezultatele complete;
— rezultatele autopsiei;
— descrierea detaliatd a tuturor observatiilor histopatologice;
— tratarea statisticd a rezultatelor, dupd caz;
— discutarea rezultatelor;
— interpretarea rezultatelor.

3.2. EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

4. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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B.8. TOXICITATE LA DOZA REPETATA (28 DE ZILE) (ADMINISTRARE PRIN INHALARE)

1. METODA

1.1. INTRODUCERE

Este util sd se colecteze informatii preliminare asupra substantei cu privire la mdrimea si distributia
particulelor, presiunea vaporilor, punctul de topire, punctul de fierbere, punctul de aprindere si
proprietitile explozive (dupi caz).

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

1.2 DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

1.3. SUBSTANTE DE REFERINTA
Nici una.
1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se expun zilnic mai multe grupuri de animale, pe parcursul unei perioade determinate, la o substanta de
testat in concentratii crescitoare, fiind administratd o doza pe lot timp de 28 de zile. In cazul in care se
foloseste un vehicul in vederea obtinerii unei concentratii adecvate a substantei de testat in atmosferd, se
prevede un lot martor pentru vehicul. Pe parcursul perioadei de administrare, se observa zilnic animalele
pentru a pune in evidentd simptomele de toxicitate. Animalele care mor in timpul testului, precum si cele
care supravietuiesc la sfarsitul testului sunt supuse autopsiei.

1.5. CRITERII DE CALITATE

Nici unul.
1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
1.6.1. Pregitiri

Se tin animalele in conditiile de adapostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5
zile care il preced. Inainte de inceperea testului, animalele tinere sindtoase se repartizeazi la intamplare
in numdrul de loturi necesare. La nevoie, se poate adiuga la substanta de testat un vehicul adecvat in
vederea obtinerii unei concentratii corespunzitoare in atmosferd. Dacd, pentru a usura administrarea, se
foloseste un vehicul sau alt tip de aditiv, acesta trebuie sd nu produci efecte toxice. Pot fi folosite date
istorice, dacd este necesar.

1.6.2. Conditii experimentale
1.6.2.1.  Animale de experientd

Cu exceptia contraindicatiilor, se preferd sobolanul. Se folosesc animale tinere, sindtoase, apartinind unei
linii de laborator obisnuite.

La inceputul experimentului, diferenta de greutate intre animale nu trebuie si depdseascd cu mai mult
de + 20 % valoarea medie respectiva.
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1.6.2.2.  Numdr si sex

Se folosesc cel putin 10 animale (5 femele si 5 masculi) pentru fiecare lot tratat. Femelele trebuie si fie
nulipare si negestante. Dacd se prevede sacrificarea unui numdr de animale pe parcursul experimentului,
acest numdr se adauga la total. In plus, se poate trata un lot satelit de 10 animale (5 din fiecare sex) la doza
maxima timp de 28 de zile, care poate fi supus observatiei vizand reversibilitatea, persistenta sau aparitia
tardivd a efectelor toxice pe parcursul celor 14 zile care urmeaza tratamentului. Se foloseste, de asemenea,
un lot satelit cu 10 animale martor (5 de fiecare sex).

1.6.2.3.  Concentratii de expunere

Cel putin trei concentratii sunt necesare, precum si un lot martor sau, dacd este cazul, un lot martor pentru
vehicul (corespunzand concentratiei vehiculului la nivelul de expunere cel mai ridicat). Cu exceptia
inhaldrii substantei de testat, se trateazd animalele din lotul martor la fel cu cele din grupul de experiment.
Concentratia maxima produce efecte toxice, dar nu provoacd sau provoacd rar moartea. Concentratia
minimd nu trebuie sd provoace nici un efect toxic. Dacd existd informatii privind expunerea umand,
concentratia cea mai micd trebuie si fie superioard acestei valori. In conditii ideale, concentratia medie
trebuie sd producd minime efecte toxice observabile. Daci se folosesc mai multe concentratii intermediare,
acestea se administreazd esalonat, astfel incat si provoace o gradare a efectelor toxice. In loturile care
corespund concentratiilor slabe si intermediare, precum si in lotul martor, incidenta mortalitatii trebuie
sd fie micd, pentru a permite o evaluare semnificativd a rezultatelor.

1.6.2.4.  Durata expunerii

Durata expunerii zilnice este de 6 ore, dar in cazul unor cerinte specifice pot fi necesare alte durate de
expunere.

1.6.2.5.  Aparaturd

Animalele se expun la substanta de testat cu ajutorul unui dispozitiv de inhalare conceput pentru a asigura
un flux continuu sau cel putin 12 aerisiri pe ord, garantind un continut de oxigen adecvat si o distributie
uniformd a produsului de testat in aer. Dacd se foloseste o incintd, aceasta trebuie conceputa astfel incat
s reducd la minimum aglomerarea animalelor de experiment si sa le asigure o expunere maximd, prin
inhalare, a substantei de testat. De reguld, pentru a se asigura stabilitatea atmosferei din incintd, volumul
total al animalelor nu trebuie si depdseascd 5 % din volumul incintei. Se mai pot folosi expuneri
oro-nazale, numai ale capului sau ale intregului corp, in incinte individuale; primele doud tipuri de
expunere limiteazd absorbtia pe alte cii a substantei de testat.

1.6.2.6.  Perioada de observatie

Se observd toate animalele zilnic in vederea notdrii simptomelor de toxicitate, pe tot parcursul perioadei
de tratare si de recuperare. Se consemneazd momentul mortii si momentul cand apar si dispar simptomele
de toxicitate.

1.6.3. Mod de operare

Se expun zilnic animalele la substanta de testat timp de 5 — 7 zile pe sdptimand, pe o perioadd de 28 de
zile. Animale apartinand loturilor satelit prevdzute pentru observatii ulterioare se tin sub observatie incd
14 zile, fara tratament, pentru a se studia vindecarea sau persistenta efectelor toxice. Temperatura la care
are loc testul se mentine la 22 °C + 3 °C.

in conditii optime, umiditatea relativd se mentine intre 30 si 70 % dar, in anumite cazuri, acest lucru poate
fi imposibil (de exemplu, in cazul testelor asupra aerosolilor). Mentinerea unei presiuni usor negative in
incintd (< 5 mm coloand de apd) impiedicd impristierea substantei in zona invecinatd. Pe parcursul
perioadei de expunere, nu se administreazd animalelor nici hrand, nici apa.

Se recomanda folosirea unui sistem de inhalare dinamic, prevazut cu un dispozitiv adecvat de control
analitic al concentratiei. Pentru determinarea concentratiilor de expunere adecvate, se recomandi s se
procedeze la un test preliminar. Se regleazi debitul pentru a asigura concentratii omogene in toatd incinta.
Sistemul trebuie sd permitd obtinerea unor conditii de expunere stabile cit de rapid posibil.
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

Se mdsoard si se controleazd:
(a) debitul de aer (in permanenta);

(b) concentratia reald a substantei mdsurate in zona de respiratie. Pe parcursul perioadei de expunere
zilnicd, concentratia nu trebuie si varieze cu mai mult de * 15 % fatd de valoarea medie. Cu toate
acestea, in cazul prafului si al aerosolilor, acest grad de control poate sd nu fie atins, iar in acest caz
se poate accepta o diferentd mai mare. Pe durata experimentului, concentratiile administrate zilnic
trebuie mentinute la valori cat de constante posibil. Pentru aerosoli, se efectueaza siptdmanal cel putin
o analizi granulometricd pe lot tratat;

(¢) temperatura si umiditatea, continuu, daci este posibil.

In timpul expunerii si dup aceasta au loc observatii care sunt inregistrate sistematic; pentru fiecare animal
se consemneazd date individuale. Se observa zilnic toate animalele si se inregistreazd simptomele de
toxicitate, precum si momentul aparitiei, intensitatea si durata acestora. Observatiile includ modificari ale
parului si ale blanii, ale ochilor si ale mucoaselor, ale aparatului respirator, ale sistemului circulator, ale
sistemului nervos autonom si ale sistemului nervos central, precum si ale activitdtii somato-motrice si ale
comportamentului. Se determind sdptimanal greutatea animalelor. Se recomandi, de asemenea,
mdsurarea sdptimanald a consumului alimentar. Animalele sunt observate cu regularitate, pentru a evita
pe cat posibil pierderea lor din motive exterioare experimentului, precum: canibalism, autolizd a
tesuturilor sau greseald de plasare a exemplarelor. La sfarsitul perioadei de expunere, se supun autopsiei
toate animalele supravietuitoare din loturile nesatelit. Animalele muribunde si animalele cu suferinte sau
dureri grave se scot, se eutanasiaza si se supun autopsiei.

Examindrile urmdtoare se efectueazd la sfarsitul perioadei de testare asupra tuturor animalelor, inclusiv
asupra martorilor:

(i) examen hematologic, inclusiv: hematocritul, concentratia hemoglobinei, numarul de eritrocite,
formula leucocitard i masuratori ale potentialului de coagulare;

(ii) determindrile biochimice clinice ale singelui cuprinzand cel putin un parametru al functiei hepatice
si unul al celei renale: alanin aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-piruvicd), aspartat aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-oxaloaceticd), azotul ureic, albumina, creatinina sanguind, bilirubina totald si proteinele
totale.

Alte determindri care se pot dovedi necesare pentru o evaluare toxicologicd adecvatd cuprind: calciu,
fosfor, clor, sodiu, potasiu, glucoza a jeun, analiza lipidelor si a hormonilor, echilibrul acidobazic,
methemoglobina si activitatea colinesterazica.

Se pot efectua, dacd este necesar, si alte determindri biochimice clinice pentru a extinde investigatiile
asupra efectelor toxice observate.

Autopsia

Toate animalele supuse testului fac obiectul unei autopsii generale. Se cantiresc in stare umeda cel putin
ficatul, rinichii, glandele suprarenale, plimanii si testiculele, ct mai rapid posibil dupa disectie, pentru a
se evita deshidratarea. Se conservd intr-un mediu adecvat organele si tesuturile (tractul respirator, ficatul,
rinichii, splina, testiculele, glandele suprarenale, inima, precum si orice organ care prezintd leziuni
macroscopice sau modificari volumetrice), in vederea unor examene histopatologice ulterioare. Plimanii
se preleveazd intacti, se cantdresc si se trateazd cu un fixator adecvat care asigurd conservarea structurii
pulmonare.

Examen histopatologic

Pentru lotul expus la concentratii maxime si pentru lotul martor se intreprinde un examen histopatologic
al organelor si al tesuturilor conservate. Organele si tesuturile care prezintd leziuni induse de substanta
de testat la doza maxima se examineazd in toate loturile care au fost expuse unor doze mai mici. Animalele
oricdrui lot satelit fac obiectul unui examen histopatologic axat in special pe organele si tesuturile pentru
care s-au constatat leziuni in celelalte loturi tratate.

DATE

Datele se sistematizeazd sub formd de tabele, prezentand pentru fiecare lot experimental numarul
animalelor la inceputul experimentului si numdrul animalelor prezentand fiecare tip de leziune.
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3.1.

3.2

Toate rezultatele observate se evalueazi printr-o metoda statisticd adecvati. Se poate folosi orice metodi
statisticd recunoscutd.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:

— specia, linia, sursa, conditiile ambiante, regimul alimentar etc.;

— conditiile experimentale:
descrierea aparatului de expunere, inclusiv conceptia, tipul, dimensiunile, sursa de aer, sistemul
generator de particule si de aerosoli, metoda de conditionare a aerului, tratarea aerului expirat si, dupd
caz, modul de addpostire a animalelor in incinta de testare, atunci cand se utilizeaza. Se descrie
echipamentul folosit pentru mdsurarea temperaturii si, dacd este necesar, stabilitatea concentratiilor
de aerosoli si granulometria particulelor.

Datele privind expunerea:

se prezintd sub forma unui tabel care indica valorile medii, precum si mdsura variabilitatii (de exemplu,
deviatia standard) si trebuie, dacd este posibil, sd includa:

(a) debitul de aer in dispozitivul de inhalare,
(b) temperatura si umiditatea aerului,

(c) concentratiile nominale (cantitatea totald de substantd de testat introdusd in dispozitivul de
inhalare raportatd la volumul de aer),

(d) dupi caz, natura vehiculului,
(e) concentratiile reale din zona de respiratie,

(f) diametrul aerodinamic median masic al particulelor (DAMM) si deviatia geometricd standard
(DSG);

— raspunsul toxic pe sexe si dozd;

— momentul mortii in timpul experimentului sau dacd animalele au supravietuit experimentului;
— descrierea efectelor toxice sau de altd naturd, nivelul care nu are nici un efect;
— momentul observirii oricirui simptom anormal si evolutia acestuia;

— cantitatile de hrand si greutatea corporald;

— examenele hematologice intreprinse si rezultatele complete;

— testele biochimice clinice practicate si rezultatele complete;

— rezultatele autopsiei;

— descrierea detaliatd a tuturor observatiilor histopatologice;

— tratarea statisticd a rezultatelor, cand este cazul;

— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.
EVALUARE SI INTERPRETARE
A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.2.1.

B.9. TOXICITATE LA DOZA REPETATA (28 DE ZILE) (ADMINISTRARE CUTANATA)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITII

A se vedea introducerea generald: partea B (litera B).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se aplicd zilnic substanta de testat pe cale cutanatd, in doze crescatoare, mai multor loturi de testare, fiind
administratd o dozd pe lot timp de 28 de zile. Pe parcursul perioadei de aplicare, se observa zilnic
animalele pentru a pune in evidentd simptomele de toxicitate. Animalele care mor in timpul testului,
precum si cele care supravietuiesc la sfarsitul testului sunt supuse autopsiei.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregatiri

Se tin animalele in conditiile de addpostire si de alimentare specifice experimentului cel putin in cele 5 zile
care il preced. Inainte de testare, animalele tinere sindtoase se repartizeaz la intamplare in loturi tratate
siloturi martor. Cu putin timp inainte de testare, se tunde blana din regiunea dorsald a animalelor. Se poate
recurge la radere, dar in acest caz operatia se efectueazd cu cca. 24 de ore Inainte de test. Repetarea este,
de obicei, necesari la intervale aproximativ siptimanale. in timpul tunderii sau al raderii, trebuie evitata
orice lezare a pielii. Suprafata care se degajeazi in vederea aplicarii substantei de testat nu trebuie s fie
mai micd de 10 % din suprafata corporald. Pentru a decide zona care trebuie degajatd si dimensiunile
suprafetei care trebuie tratatd, se ia in calcul greutatea animalului. Daca testul vizeazd substantele solide
care, dacd este cazul, se pot pulveriza, substanta de testat trebuie umezitd cu ajutorul apei sau, la nevoie,
al unui vehicul adecvat, astfel incat sd se poatd obtine un bun contact cu pielea. Substantele lichide se
folosesc, in general, in stare nediluatd. Se efectueazd o aplicare zilnica timp de 5 pand la 7 zile pe
sdptdmana.

Conditii experimentale

Animale de experientd

Animalele de laborator utilizate sunt sobolanul, iepurele sau cobaiul adult. Pot fi folosite si alte specii, dar
folosirea lor trebuie justificata.

La inceputul experimentului, diferenta de greutate intre animale nu trebuie si depdseascd cu mai mult
de + 20 % valoarea medie.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Numdr si sex

Se folosesc, pentru fiecare dozd, cel putin 10 animale (5 femele si 5 masculi) a ciror piele este sinitoasd.
Femelele trebuie sd fie nulipare si negestante. Dacd se prevede sacrificarea unui numar de animale pe
parcursul experimentului, acest numir se adaugi la total. in plus, se poate trata un lot satelit de 10 de
animale (5 din fiecare sex) la doza maxima timp de 28 de zile, care poate fi supus observatiei vizand
reversibilitatea, persistenta sau aparitia tardiva a efectelor toxice pe parcursul celor 14 zile care urmeaza
tratamentului. Se foloseste, de asemenea, un lot satelit cu 10 animale martor (5 de fiecare sex).

Doze

Se folosesc cel putin trei doze, precum si un lot martor sau, daci este cazul, un lot martor pentru vehicul.
Perioada de expunere este de cel putin sase ore pe zi. Se aplicad substanta de testat in fiecare zi in acelasi
moment, iar dozele trebuie s facd obiectul unei adaptdri (siptimanale sau bisiptimanale), pentru a se
mentine constant nivelul dozei in raport cu greutatea corporald a animalului. Cu exceptia substantei de
testat, se trateazd animalele din lotul martor la fel cu cele din grupul de experiment. In cazul in care se
foloseste un vehicul pentru a facilita administrarea dozei, acesta este administrat lotului martor in aceleasi
conditii ca i pentru loturile tratate, iar doza administratd corespunde cu cea primitd de grupul tratat cu
doza maximi. Doza maximi produce efecte toxice, dar nu provoacd sau provoacd rar moartea. Doza
minimd nu provoacd nici un efect toxic. Atunci cand existd informatii privind expunerea umand, doza
cea mai micd trebuie si fie superioard acestei valori. In conditii ideale, doza intermediara trebuie si
producd minime efecte toxice observabile. in cazul in care se folosesc mai multe doze intermediare,
acestea se administreazd esalonat, astfel incat si provoace o gradare a efectelor toxice. In loturile care
corespund dozelor slabe si intermediare, precum si in loturile martor, incidenta mortalitatii trebuie sa fie
micd, pentru a permite o evaluare semnificativi a rezultatelor.

fn cazul in care aplicarea substantei de testat provoacd o iritatie cutanatd gravi, se reduc concentratiile;
aceasta poate avea ca efect diminuarea, chiar disparitia, celorlalte efecte toxice la doza maximi. De
asemenea, dacd leziunile cutanate sunt foarte grave, poate fi necesara oprirea experimentului si initierea
unui studiu nou, la concentratii mai scizute.

Test de limitd

In cazul in care, in urma unei experiente preliminare realizate cu 0 dozd de 1 000 miligrame pe kilogram
sau 0 dozd mai ridicatd in functie de expunerea umand posibild, cand se cunoaste aceastd valoare, nu apare
nici un efect toxic, continuarea experientei poate fi inutild.

Perioada de observatie

Se observa toate animalele zilnic in vederea notarii simptomelor de toxicitate. Se consemneazd momentul
mortii $i momentul cand apar si dispar simptomele de toxicitate.

Mod de operare

Se pun animalele in custi individuale. In conditii ideale, substanta de testat se administreazi animalelor
7 zile pe sdptdmand timp de 28 de zile. Animalele din orice grup satelit destinate observatiei ulterioare
sunt mentinute in viatd timp de incd 14 zile, fird tratament, in vederea constatdrii vindecdrii sau a
persistentei efectelor toxice. Durata de expunere este de minimum sase ore pe zi.

Substanta de testat se aplici pe o suprafatd aproximativ egald cu 10 % din suprafata totald a corpului. In
cazul substantelor puternic toxice, suprafata tratatd poate fi mai micd, dar stratul trebuie sa fie cat mai
subtire si mai uniform posibil.

Pe parcursul expunerii, substanta de testat se mentine in contact cu pielea cu ajutorul unui pansament de
tifon si al unui plasture neiritant. Suprafata tratatd se acopera astfel incat sa mentind pansamentul de tifon
sisubstanta de testat si sd se evite ingerarea acesteia de ctre animale. Se poate folosi contentionarea pentru
a impiedica animalele s3 ingereze substanta de testat, dar nu se recomanda imobilizarea completd. Ca
alternativd poate fi folosit un ,dispozitiv de protectie cu guler inalt”.
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La sfarsitul perioadei de expunere, se elimind, dacd este posibil, orice reziduu de substantd, cu apd sau cu
ajutorul unui alt procedeu de curdtare a pielii.

Se observd zilnic toate animalele si se inregistreazd simptomele de toxicitate, precum si momentul
aparitiei, intensitatea si durata acestora. Observatiile includ, intre altele, modificari ale parului si ale blanii,
ale ochilor si ale mucoaselor, ale sistemului respirator, ale sistemului circulator, ale sistemului nervos
autonom si ale sistemului nervos central, precum si ale activititii somato-motrice si ale
comportamentului. Se determind sdptimanal greutatea animalelor. Se recomandi, de asemenea,
determinarea siptimanald a consumului alimentar. Animalele sunt observate cu regularitate pentru a
evita pe cat posibil pierderea lor din motive exterioare experimentului, precum: canibalism, autolizd a
tesuturilor sau greseald de plasare a exemplarelor. La sfarsitul experimentului, se supun autopsiei toate
animalele supravietuitoare care apartin loturilor tratate nesatelite. Animalele muribunde i animalele cu
suferinte sau dureri grave se scot, se eutanasiazd si se supun autopsiei.

Examindrile urmdtoare se efectueazi la sfarsitul perioadei de testare asupra tuturor animalelor, inclusiv
asupra martorilor:

1. examen hematologic, inclusiv: hematocritul, concentratia hemoglobinei, numdrul de eritrocite,
formula leucocitard si masurdtori ale potentialului de coagulare;

2. determindrile biochimice clinice ale sangelui cuprinzand cel putin un parametru al functiei hepatice
si unul al celei renale: alanin aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-piruvicd), aspartat aminotransferaza (cunoscutd anterior ca transaminaza sericd
glutamo-oxaloaceticd), azotul ureic, albumina, creatinina sanguind, bilirubina totald i proteinele
totale.

Alte determindri care se pot dovedi necesare pentru o evaluare toxicologicd adecvatd cuprind: calciu,
fosfor, clor, sodiu, potasiu, glucoza a jeun, analiza lipidelor si a hormonilor, echilibrul acidobazic,
methemoglobina si activitatea colinesterazica.

Se pot efectua, dacd este necesar, si alte determindri biochimice clinice pentru a extinde investigatiile
asupra efectelor observate.

Autopsie

Toate animalele supuse testului fac obiectul unei autopsii generale. Se cantdresc in stare umeda ficatul,
rinichii, glandele suprarenale si testiculele, cat mai rapid posibil dupd disectie, pentru a evita deshidratarea.
Se conservd intr-un mediu adecvat ficatul, rinichii, splina, testiculele, glandele suprarenale si inima,
precum si orice organ care prezintd leziuni macroscopice sau modificari volumetrice, in vederea unor
posibile examene histopatologice ulterioare.

Examen histopatologic

Pentru lotul expus la doze maxime si pentru lotul martor se intreprinde un examen histopatologic al
organelor si al tesuturilor conservate. Organele si tesuturile care prezintd leziuni induse pe suprafata de
testare la nivelul dozei maxime se examineazd in toate loturile care au fost expuse unor doze mai mici.
Animalele din lotul satelit fac obiectul unui examen histopatologic axat in special pe organele si tesuturile
pentru care s-au constatat leziuni in celelalte loturi tratate.

DATE

Datele se sistematizeazd intr-un tabel care indicd, pentru fiecare lot de experientd, numarul de animale la
inceputul testului si numdrul de animale care prezintd fiecare tip de leziune.

Toate rezultatele observate se evalueazd cu ajutorul unei metode statistice adecvate. Se poate folosi orice
metoda statisticd recunoscutd.
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3. RAPORT

3.1. RAPORTUL DE TESTARE
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specia, linia, originea, conditiile ambiante, regimul alimentar etc.;
— conditiile experimentale (inclusiv tipul de pansament: ocluziv sau neocluziv);
— dozele (inclusiv vehiculul, daci este cazul) si concentratiile;
— dacd este posibil, nivelul care nu are nici un efect;
— raspunsul toxic pe sexe si dozd;

— momentul mortii in timpul experimentului sau indicarea faptului cd animalele au supravietuit
experimentului;

— efectele toxice sau de altd naturi;
— momentul observirii oricirui simptom anormal si evolutia acestuia;
— cantitatile de hrand si greutatea corporald;
— examenele hematologice intreprinse si rezultatele;
— testele biochimice clinice practicate si rezultatele;
— rezultatele autopsiei;
— descrierea detaliatd a tuturor observatiilor histopatologice;
— tratarea statisticd a rezultatelor, cand este cazul;
— discutarea rezultatelor;
— interpretarea rezultatelor.
3.2. EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

4. REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

B10. MUTAGENEZA (TEST CITOGENETIC IN VITRO ASUPRA MAMIFERELOR)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera C).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Testul citogenetic in vitro este un test de potential mutagen pe termen scurt destinat evidentierii aberatiilor
cromozomiale structurale in culturile de celule de mamifere. Se pot folosi culturi de linii celulare stabilite,
precum si culturi de celule primare. Dupd expunerea la substantele de testat in prezenta si in absenta unui
sistem adecvat de activare metabolicd, culturile celulare se trateazd cu un inhibitor al fusului mitotic, cum
ar fi colchicina, in vederea acumuldrii celulelor in stadiu de tip metafaza al mitozei (c-metafazd). Celulele
se recolteazd la momente adecvate si se realizeazd preparate cromozomiale. Preparatele se coloreaza si
celulele in metafazd se analizeazd pentru a se evidentia anomaliile cromozomiale.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
Pregitiri
Celule

Se folosesc linii celulare stabilite sau culturi de celule primare, de exemplu celule de hamster chinezesc
si limfocite umane. Substantele de testat sunt inglobate in mediul de culturd sau dizolvate intr-un vehicul
corespunzdtor inainte de tratarea celulelor.

Sistemul de activare metabolicd

Celulele se trateazd cu substanta de testat atat in prezenta, cat si in absenta unui sistem corespunzitor de
activare metabolicd. Sistemul utilizat cel mai frecvent este o fractiune postmitocondriald suplimentatd cu
un cofactor preparat din ficatul rozitoarelor tratate cu inductori enzimatici.

Conditii experimentale

Numdrul culturilor:

Se utilizeaza cel putin probe duble de culturi pentru fiecare punct al experimentului.
Folosirea martorilor pozitivi si negativi:

Ca martori negativi se folosesc: solventul (daci este altul decat mediul de culturd sau apa), amestec hepatic
enzimatic activator, amestec hepatic enzimatic activator cu solvent si martori netratati.
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1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

In fiecare experiment se include un martor pozitiv. In cazul in care, pentru activarea substantei de testat,
se foloseste amestecul hepatic enzimatic activator, este folosit ca martor pozitiv un compus care necesita
activare metabolicd.

Doze:

Se folosesc cel putin trei doze din substanta de testat situate in cel putin un interval logaritmic. Doza
maximd inhibd activitatea mitoticd in proportie de aproximativ 50 % sau prezinta cateva alte semne de
citotoxicitate. Dacd nu este toxicd, substanta se testeaza pand la limita superioard a solubilitdtii sau pand
la o concentratie maxima de 5 mg/ml.

Conditii de culturd:

Se folosesc medii de culturd si conditii de incubare (de exemplu, temperatura, vasele de culturd utilizate,
concentratiile de CO, si umiditatea) adecvate.

Mod de operare

Prepararea culturilor

Linii celulare stabilite: celulele se obtin pornind de la culturile mama (de exemplu prin tripsinizare sau prin
agitare viguroasd), insimantate in recipiente de culturd cu densitate adecvata si se incubeazd la 37 °C.

Limfocite umane: se adaugd singe heparinizat la mediul de culturd, continand fitohemaglutining, ser fetal
bovin si antibiotice si se incubeazi la 37 °C.

Tratarea culturilor cu compusul de testat
(i) Tratamentul fird amestec hepatic enzimatic activator

Toate tratamentele trebuie sd acopere, pe cat posibil, durata unui ciclu celular complet si schemele de
fixare trebuie si asigure analiza primelor mitoze posterioare tratamentului celulelor tratate in diferite
stadii de evolutie.

Dacd tratamentul nu acoperd durata unui ciclu celular complet, se aleg timpi de fixare multipli, in
vederea prelevirii esantioanelor de celule care se gaseau in timpul tratamentului in stadii diferite ale
ciclului celular, adicd G, S si G,.

Se adaugd substanta de testat la culturile de linii celulare stabilite cAnd acestea se gdsesc in faza lor de
crestere exponentiald. Se trateazd culturile de limfocite umane cand sunt incd in stare semisincrona.

(ii) Tratamentul cu amestec enzimatic hepatic activator

Pentru tratament, substan;a de testat, in combinagie cu sistemul de activare, se mentine prezentd cat
de mult posibil, fard a exercita un efect toxic asupra celulelor. Dacd, din motive de toxicitate, acest
tratament nu acoperd un ciclu celular complet, se aleg timpi de fixare multipli, in vederea prelevarii
esantioanelor de celule care se gidseau in stadii diferite ale ciclului celular in momentul tratamentului,
adicd G;, S 51 G,.

Recoltarea celulelor:

Inainte de recoltare, culturile celulare se trateazi o perioadd adecvatd cu un inhibitor de fus mitotic. Fiecare
culturd se recolteazd si se prelucreazd separat in vederea prepardrii cromozomilor. Sunt necesari
minimum doi timpi de prelevare. Se recomandi ca primul timp si fie dupa aproximativ un ciclu celular,
iar cel de-al doilea mai tarziu. Acest lucru asigurd acoperirea tuturor stadiilor ciclului celular si permite
intarzierea ciclului celular.

Prepararea cromozomilor

Prepararea cromozomilor presupune tratarea celulelor cu solutii hipotone, fixarea, etalarea pe lame si
colorarea acestora.
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3.1.

3.2.

Analiza:

Pentru depistarea anomaliilor cromozomiale, sunt analizate pe culturd minimum 100 de metafaze bine
etalate. Inainte de analizd, lamele se codeazi. Pentru limfocitele umane se analizeazd doar metafazele care
contin 46 de centromeri.

In liniile celulare stabilite se analizeazi numai metafazele ce contin * 2 centromeri din numdarul modal.

De asemenea, se calculeazd indicele mitotic sau alti indicatori de citotoxicitate pe parcursul
experimentului la fiecare doza.

DATE

Datele se sistematizeaza in tabele. Aberatiile de tip cromatidian (lacune, fisuri, rearanjari), aberatiile de tip
cromozomic (lacune, fisuri, cromozomi minut, inele, dicentrice, policentrice) si numdrul de metafaze
anormale (lacune incluse si excluse) se inregistreazd pentru toate tipurile de culturi tratate, precum si
pentru culturile martor.

Datele se evalueazd prin metode statistice adecvate.
Rezultatele se compard cu cele obtinute de la martorii negativi preparati simultan.

Se efectueazi cel putin doud experimente independente. Cu toate acestea, dacd existd argumente stiintifice,
poate fi suficient un singur experiment. Nu este obligatorie efectuarea celui de-al doilea experiment dupd
o metodd identicd cu primul. Este chiar preferabili modificarea anumitor conditii experimentale in
vederea obtinerii mai multor rezultate utile.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele date:
— celulele folosite;

— conditiile experimentale: compozitia mediului, concentratia CO,, temperatura de incubare, timpul de
incubare, nivelul dozelor, timpul de tratare, durata tratamentului cu inhibitor de fus mitotic si
concentratia acestuia, tipul de amestec hepatic enzimatic activator folosit, martorii pozitivi si negativi,

— numadrul de culturi celulare;
— numdrul de metafaze analizate (datele se raporteazd separat pentru fiecare culturd);
— indicele mitotic sau alti indicatori de citotoxicitate;

— tipul si numdrul de aberatii raportate separat pentru fiecare culturd tratatd sau martor, numdrul modal
al cromozomilor liniilor celulare stabilite folosite;

— evaluarea statisticg;
— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.

B.11. MUTAGENEZA (TEST CITOGENETIC IN VIVO AL MAVDUVEI OSOASE LA MAMIFERE,
ANALIZA CROMOZOMIALA)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera C).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Testul citogenetic in vivo este un test de potential mutagen pe termen scurt destinat evidentierii aberatiilor
cromozomiale structurale. Acestea sunt evaluate, in general, pe parcursul primei mitoze consecutive a

tratamentului. Cu mutagenele chimice, majoritatea aberatiilor induse sunt de tip cromatidian.

fn aceastd metoda se foloseste midduva osoasd a mamiferelor expuse, prin metode adecvate, la substantele
de testat si sacrificate la intervale succesive. Inainte de a fi sacrificate, animalele sunt tratate cu un inhibitor
de fus mitotic, cum ar fi colchicina, in vederea acumularii celulelor in stadiul de tip metafazd al mitozei
(c-metafazd). Se realizeaza preparate cromozomiale pornindu-se de la celulele uscate la aer, apoi colorate;

se analizeazd apoi metafazele la microscop pentru a se evidentia aberatiile cromozomiale.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Pregitirea testului

Se dizolva substantele de testat intr-o solutie fiziologicd. Dacd sunt substante insolubile, acestea se dizolvd

sau se introduc in suspensie in vehicule adecvate.

Se folosesc solutii ale substantei de testat proaspdt preparate. Dacd se foloseste un vehicul, acesta nu

trebuie nici sd interfereze cu substanta de testat, nici sd producd efecte toxice.

Conditii experimentale

1. Animale de experientd

Se folosesc rozdtoare cum ar fi sobolanul, soarecele sau hamsterul chinezesc. Se repartizeazd aleatoriu

animale tinere si sindtoase in loturi tratate si loturi martor.

1.6.2.2.  Numdr si sex

Se folosesc cel putin 5 femele si 5 masculi in fiecare lot experimental si in fiecare lot martor. Se sacrificd,
deci, zece animale pe perioadd si pe lot, dacd programul experimental include mai multe etape de

observatie dupd tratament.

Pentru lotul martor pozitiv este suficientd o singurd recoltare.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Calea de administrare

In general, substantele de testat nu se administreazd decat o datd. in functie de informatiile toxicologice
de care se dispune, se poate folosi un program de administrare repetatd. Cu toate acestea, acesta nu poate
fi folosit decat dacd substanta de testat nu are un efect citotoxic asupra maduvei osoase. Administrarea
se face in general pe cale orald sau prin injectie intraperitoneald. Sunt adecvate si alte cdi de administrare.

Folosirea martorilor negativi si pozitivi

Ca martor pozitiv se foloseste un compus despre care se stie ¢d produce aberatii cromozomiale in vivo.
De asemenea, trebuie inclus si un lot martor negativ (tratat cu solvent).

Doze

Pentru dosarul de bazi, se foloseste o dozd din substanta de testat, respectiv doza maxima toleratd sau
cea care determind aparitia unor semne de citotoxicitate (de exemplu, o inhibitie partiald a mitozei).

Pentru compusii ,netoxici”, doza maxima (limitd) care trebuie investigatd in urma administrdrii unei
singure doze este de 2 000 mg/kg masd corporald.

Daci se foloseste o schemd de administrare repetatd, doza limitd testatd este de 1 000 mg/kg masd
corporald pe zi.

Se pot folosi si alte doze, cand sunt indicate din motive de ordin stiintific.

Daci testul serveste de metoda de verificare, se folosesc cel putin doud doze suplimentare.

Mod de operare
Testul poate fi realizat in doud variante:

(i) Animalele sunt tratate cu compusul testat o singurd dat, la cea mai mare doz3 toleratd. In prima etapd,
probele sunt prelevate la 24 de ore dupd tratament. Nu mai sunt necesare preleviri ulterioare, daci
in acest stadiu rezultatele sunt cert pozitive. Deoarece cinetica ciclului celular poate fi influentat de
substanta de testat, se foloseste un moment de prelevare precoce si unul tardiv, spatiate in mod
convenabil in intervalul de 6 — 48 de ore.

Pentru alte niveluri suplimentare ale dozei de tratament, probele trebuie luate in intervalul cel mai
sensibil sau, dacd acesta nu este cunoscut, la 24 de ore dupd tratament.

i

=

Daci datele farmacocinetice si de metabolism indicd o schemd de tratament repetat, pot fi utilizate
doze repetate, iar probele se recolteazi la 6 si la 24 de ore de la ultimul tratament.

Pregdtirea mdduvei osoase:

[nainte de sacrificarea animalelor, li se injecteazd intraperitoneal o dozd adecvatd de inhibitor de fus
mitotic in vederea obtinerii unui numar de celule adecvate in c-metafazd. Mdduva osoasi se preleveazd
prin clatire cu ajutorul unei solutii izotonice, din femurul animalelor proaspat sacrificate. Dupd un
tratament hipotonic adecvat, celulele se fixeazd, apoi se intind pe lame. Dupd uscarea la aer, lamele se
coloreaza.

Analizd:

Lamele se codeazd inainte de a fi folosite la microscop. Se analizeaza cel putin 50 de metafaze bine etalate,
incluzand numdrul complet de centromeri pe animal pentru a evidentia aberatii cromozomiale
structurale. Se pot stabili si indicii mitotici pentru fiecare animal.
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DATE

Datele se prezintd sub formd de tabele. Aberatiile de tip cromatidian si izocromatidian (lacune, fisuri,
rearanjdri) si numarul de metafaze anormale (lacune incluse si excluse), precum si indicii mitotici (dacd
sunt determinati), se inregistreaza separat pentru toate animalele tratate si pentru animalele martor. Se
inregistreazd si mediile si diferentele tip obtinute pentru fiecare lot tratat, precum si pentru fiecare lot
martor. Datele se evalueazd prin metode statistice adecvate.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare contine, dacd este posibil, urmatoarele informatii:
— specia, linia si varsta animalelor utilizate;

— numdrul animalelor de fiecare sex din loturile tratate si martor;

— conditiile experimentale: descrierea detaliatd a schemei de tratament si a planului de prelevare,
mirimea dozelor, durata tratamentului si concentratia inhibitorului de fus mitotic;

— numirul metafazelor analizate la fiecare animal;

— indicii mitotici, dacd sunt determinati;

— tipul si numdrul aberatiilor, inregistrate separat pentru fiecare animal tratat si martor;
— semne de toxicitate pe perioada desfasurdrii studiului;

— evaluarea statistic;

— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

B.12. MUTAGENEZA (TESTUL MICRONUCLEILOR CELULARI)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera C).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Testul micronucleului este un test in vivo pe termen scurt destinat evidentierii leziunilor cromozomiale
sau a celor ale aparatului mitotic induse prin substante chimice. Acest test se bazeazd pe o crestere a
numarului de micronuclee in eritrocitele policromatice ale animalelor tratate fatd de animalele martor.

Micronucleele sunt formate din fragmente de cromozomi sau din cromozomi intregi abandonati in
timpul mitozei. Cand eritroblastii se transformd in eritrocite, nucleul principal este expulzat, in timp ce
micronucleul poate fi conservat in citoplasma. Pentru acest test se folosesc eritrocite policromatice tinere
care provin din miduva osoasd a mamiferclor de laborator care au fost expuse, pe cdi adecvate, la
substanta de testat. Dupd extragerea maduvei osoase, se pregdtesc si se coloreazd frotiuri. Se numari la
microscop numarul de micronuclee prezente in eritrocitele policromatice si se stabileste raportul intre
eritrocitele policromatice si normocromatice.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
Pregatiri

Se dizolva substantele de testat intr-o solutie izotonicad. Dacd sunt insolubile, acestea se dizolvd sau se pun
in suspensie in vehicule adecvate. Dacd se foloseste un vehicul, acesta nu trebuie nici sa interfereze cu
substanta de testat, nici si produci efecte toxice. In general, se folosesc solutii ale substantei de testat
proaspdt preparate.

Conditii experimentale
Animale de experientd

Soarecii sunt specia recomandatd, dar se pot folosi si alte mamifere. Animalele adulte, tinere si sinitoase
se distribuie aleatoriu in loturi tratate si loturi martor.

Numdr si sex

Se folosesc cel putin 5 femele si 5 masculi pentru fiecare lot tratat si martor. Dacd in planul experimentului
sunt prevazute mai multe etape de testare dupd tratament, se sacrificd zece animale pentru fiecare etapd
si lot. Pentru lotul martor pozitiv este suficientd o singurd recoltare.
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1.6.2.3. Calea de administrare

In general, substantele de testat nu se administreazd decat o dati. Pe baza informatiilor toxicologice de
care se dispune, se poate folosi un program de administrare repetatd. Cu toate acestea, acesta nu poate
fi folosit decat dacd substanta de testat nu are un efect citotoxic asupra miduvei osoase. Administrarea
se face in general pe cale orald sau prin injectie intraperitoneald. Sunt adecvate si alte cdi de administrare.

1.6.2.4.  Folosirea martorilor negativi si pozitivi

Pentru fiecare experiment se folosesc atit un lot martor pozitiv, cit si unul negativ (tratat cu solvent).

1.6.2.5. Doze

Pentru dosarul de bazd, se foloseste o dozd din substanta de testat, respectiv doza maxima toleratd sau
cea care determind aparitia unor semne de citotoxicitate, de exemplu, prin schimbarea raportului de
eritrocite policromatice i normocromatice.

Pentru compusii ,netoxici”, doza maximd (limitd) care trebuie investigatd in urma administrarii unei
singure doze este de 2 000 mg/kg masid corporald.

Daci se foloseste o schemd de administrare repetatd, doza limitd testatd este de 1 000 mg/kg masd
corporald pe zi.

Se pot folosi si alte doze, cand sunt indicate din motive de ordin stiintific.

Daci testul serveste drept metodd de verificare, se folosesc cel putin doud doze suplimentare.

1.6.3. Mod de operare
Testul se poate realiza in doud moduri:

(i) animalele sunt tratate cu compusul de testat o singurd datd. Momentul recoltdrii coincide cu
intensitatea maxima a réspunsului incercirii, care variazd din cauza compusului de testat. De aceea,
se preleveazd probe de maduvd osoasd de cel putin doud ori, dar nu mai devreme de 12 ore si nu mai
tarziu de 24 ore dupd tratament.

Daci se folosesc doze suplimentare, probele se preleveazd in perioada maxima de sensibilitate sau,
dacd aceasta nu se cunoaste, la 24 de ore dupi tratament;

daci datele farmacocinetice si de metabolism sugereazd o schema de tratament repetat, se pot folosi
doze repetate, iar probele se preleveazd o singurd datd, nu mai devreme de 12 de ore de la ultimul
tratament.

(i

=

Pregdtirea mdduvei osoase:

Miduva osoasi se obtine din ambele oase femurale ale unor animale sacrificate recent, prin clitire cu ser
fetal de vitel. Celulele se sedimenteaza prin centrifugare si se inldturd supernatantul. Se aseaza pe lame
picaturi din suspensia celulard omogena i se intind ca frotiu. Dupd uscarea in aer, lamele se coloreaza.

Analizd:

Lamele se codeazd inaintea examindrii microscopice. Pentru determinarea incidentei micronucleilor, se
numdrd cel putin 1 000 de eritrocite policromatice pentru fiecare animal.

Pentru fiecare animal se determind raportul dintre eritrocitele normocromatice si eritrocitele
policromatice, numdrand un total de 1 000 de eritrocite.
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Rezultatele se sistematizeazd in tabele. Pentru fiecare animal din loturile tratat si martor se inregistreazd
separat: numdrul eritrocitelor policromatice, numdrul eritrocitelor policromatice cu micronuclee,
procentul celulelor micronucleate, raportul dintre eritrocitele normocromatice si cele policromatice. Se
inregistreazd valorile medii si deviatiile standard pentru fiecare lot tratat si martor. Rezultatele consemnate
se evalueazd prin metode statistice corespunzdtoare.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmdtoarele informatii:
— specia, linia i varsta animalelor folosite;

— numdrul animalelor de fiecare sex din loturile tratat si martor;

— conditiile experimentale: descrierea detaliatd a schemei de tratament §i a schemei de prelevare a
probelor, dozele, date de toxicitate, martori negativi si pozitivi;

— criteriile de inventariere a micronucleelor;

— relatia dozd/efect, daci este posibil;

— semnele de toxicitate pe perioada desfisurarii studiului;
— evaluarea statistica;

— discutarea rezultatelor;

— interpretarea rezultatelor.

EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

B.13. MUTAGENEZA (TESTUL DE MUTATIE INVERSA LA ESCHERICHIA COLI)

METODA

INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera C).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nici una.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Sistemul de reversie cu triptofan al E. coli (trp) este un test microbian care permite masurarea reversiei
trp” = trp” datoratd unor substante chimice responsabile de substitutia de baza la nivelul genomului
organismului.

Se expun bacteriile la substantele de testat cu sau fird activare metabolicd. Dupd o perioadd de incubare
adecvatd minimd pe mediul in cauzd, se numdrd coloniile derivate prin reversie §i se compard numarul
obtinut cu cel al revertantilor spontani observati intr-o culturd martor netratatd sifsau in prezenta
solventului.

CRITERII DE CALITATE

Nici unul.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Testul se poate realiza prin metodele urmatoare: (1) metoda preincubdrii; (2) metoda incorporarii directe
in care bacteriile si substanta de testat se amestecd cu agar-agar de acoperire si se varsa la suprafata unei
plici de agar-agar selectiv.

Pregitire
Bacterii

Se cultivd bacteriile la 37 °C pand la faza exponentiald tardivd sau faza stationard precoce a cresterii.
Densitatea celulard aproximativa trebuie si fie de 10® — 107 celule/mililitru.

Activare metabolicd

Bacteriile sunt tratate cu substanta de testat att in prezenta, cat si in absenta unui sistem de activare
metabolicd adecvat. Sistemul cel mai frecvent folosit este o fractiune postmitocondriald completatd cu un
cofactor, preparatd din ficat de rozitoare tratate cu inductori enzimatici.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Conditii experimentale

Linii de experiment

Se folosesc trei linii, respectiv WP2, WP2 uvr A si WP2 uvr A pKM 101. Se folosesc metodele recunoscute
de preparare si pastrare a culturilor mama. Se verificd cerintele de crestere si identitatea geneticd a
speciilor, sensibilitatea acestora la razele UV sau la mitomicina C, precum i rezistenta la ampicilind a
speciei WP2 uvr A pKM 101. Liniile trebuie, de asemenea, sd produci revertanti spontani in intervalele
de frecventd preconizate.

Medii de culturd

Pentru expresia si selectia celulelor mutante se foloseste un mediu de culturd corespunzitor, impreuni
cu un agar-agar de acoperire convenabil.

Utilizarea martorilor negativi si pozitivi

Se folosesc simultan culturi martor netratate si culturi martor tratate cu solvent. Martorii pozitivi se
folosesc din doud motive:

(i) pentru confirmarea sensibilitatii liniilor bacteriene.

Pentru testele fird activare metabolicd se poate folosi ca martor pozitiv metilmetanul sulfonat,
4-nitroquinolin oxidul sau etilnitrozoureea;

(ii) pentru a asigura actiunea activatorului de sistem metabolic.

Unul dintre martorii pozitivii pentru activatorul sistemului metabolic pentru toate liniile este
2-aminoantracenul. Dacd este disponibil, se recomandd folosirea unui martor pozitiv din aceeasi clasi
ca si substanta de testat.

Concentratia substantei de testat per placd

Se testeazd cel putin cinci concentratii diferite de substantd, alese in progresie semilogaritmica. Substantele
se testeazd pand la limita solubilitdtii sau toxicitdtii. Toxicitatea este evidentiatd printr-o reducere a
numdrului de revertanti spontani, o limpezire a fundalului sau prin gradul de supravietuire a culturilor
tratate. Substantele netoxice se testeazd la concentratia de 5 mg/placd pentru a putea considera testul
negativ.

Conditii de incubare

Plicile se incubeazd la 37 °C timp de 48 — 72 de ore.

Mod de operare

In metoda de incorporare directa pe placi fird activare enzimaticd, se adauga substanta de testat si 0,1 ml
de culturd bacteriand proaspatd la 2 ml de agar-agar de acoperire. Pentru testele cu activare metabolicd,
se adauga la agar-agar 0,5 ml de amestec de activare de enzime hepatice continind o cantitate adecvatd
de fractiune postmitocondriald, dupd addugarea substantei de testat si a bacteriilor. Continutul fiecdrui tub
se amestecd si se varsd la suprafata unei placi de agar-agar selectiv. Agar-agarul de acoperire se solidifica,
iar plicile se incubeazd la 37 °C timp de 48 pana la 72 de ore. La sfarsitul perioadei de incubare, se numara
coloniile derivate prin reversie pe placi.

Pentru metoda de preincubare, se incubeazd in prealabil un amestec continind substanta de testat, 0,1
ml de culturd bacteriana proaspata si o cantitate adecvatd de amestec de activare de enzime hepatice sau
aceeasi cantitate de solutie tampon, inainte de addugarea a 2,0 ml de agar-agar de acoperire. Restul
modului de operare este identic cu cel folosit pentru metoda de incorporare.

Toate plicile pregitite pentru cele doud metode se pregitesc in cel putin trei exemplare.
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Atat pentru seriile martor, cat si pentru cele tratate, se prezintd numarul de colonii in care s-au produs
reversii pe fiecare placa. Pentru substanta de testat si pentru martori se prezinta rezultatele pentru fiecare
placd, numarul mediu per placi al coloniilor derivate prin reversie si deviatia standard.

Rezultatele se evalueazd prin metode statistice adecvate.

Se efectueazd cel putin doud experimente independente. Nu este obligatoriu ca al doilea experiment sd
se desfasoare in mod identic cu experimentul initial. Anumite conditii de testare pot fi modificate, pentru
a obtine mai multe rezultate utile.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE
Raportul de testare contine, dacd este posibil, urmatoarele informatii:
— bacterii, linii folosite;

— conditii experimentale: doze, toxicitate, compozitia mediilor de culturd, metodele de tratament
(preincubare, incubare), sistemul de activare metabolicd, substante de referintd, martori negativi;

— rezultatele placilor individuale, numarul mediu per placi al coloniilor derivate prin reversie, deviatia
standard, relatia dozd/efect, dacd este posibil;

— discutarea rezultatelor;
— interpretarea rezultatelor.
EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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B.14. MUTAGENEZA (TEST DE MUTATIE REVERSA LA SALMONELLA TYPHIMURIUM)

1. METODA

1.1. INTRODUCERE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera A).

1.2. DEFINITIE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera C).

1.3. SUBSTANTE DE REFERIN’[A
Nici una.
1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Sistemul de reversie cu histidind (his) al Salmonella typhimurium este un test microbian care permite
mdsurarea reversiei his” = his" induse de substante chimice responsabile pentru substitutia de baza sau
a mutatiilor care deplaseazd cadrul de citire in genomul organismului.

Se expun bacteriile la substanta de testat cu sau fird activare metabolicd si se varsi la suprafata unui mediu
minim. Dupd o perioadd de incubare adecvatd, se numara coloniile derivate prin reversie si se compard
numdrul obtinut cu cel al revertantilor spontani observati intr-o culturd martor netratatd si/sau in prezenta

solventului.
1.5. CRITERII DE CALITATE

Nici unul.
1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
1.6.1. Pregatiri

1.6.1.1.  Bacterii

Culturile proaspete de bacterii se incubeazd la 37 °C pand la faza exponentiala tardiva sau faza stationard
precoce a cresterii. Densitatea celulard aproximativa trebuie si fie intre 10%i 10° celule pe mililitru.

1.6.1.2.  Activare metabolicd

Bacteriile se trateazd cu substanta de testat atdt in prezenta, cat si in absenta unui sistem de activare
metabolicd adecvat. Sistemul cel mai frecvent folosit este o fractiune postmitocondriald la care se adaugd
un cofactor preparat din ficat de rozatoare tratate cu inductori enzimatici.

1.6.2. Conditii experimentale
1.6.2.1.  Linii de experientd

Se folosesc cel putin patru linii, TA 1535, TA 1537 sau TA 97, TA 98 si TA 100; suplimentar, se pot
folosi alte linii, cum ar fi TA 1538 si TA 102. Se recomanda folosirea metodelor recunoscute de preparare
si pastrare a culturilor mamd. Se verifica cerintele de crestere si identitate geneticd a liniilor, sensibilitatea
lor la radiatia ultravioletd si la cristal violet, rezistenta la ampicilind. Liniile trebuie sd produca revertanti
spontani in intervalul de frecventd preconizat.
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1.6.2.2.  Mediu

Se utilizeazd un mediu de culturd selectiv corespunzitor, cu agar-agar de acoperire adecvat.

1.6.2.3.  Folosirea martorilor negativi si pozitivi

Se folosesc simultan culturi martor netratate si culturi martor tratate cu solvent. Martorii pozitivi se
folosesc in doud scopuri:

(i) pentru confirmarea sensibilitatii liniilor bacteriene.

Pentru testele fird activare metabolica se pot utiliza urmdtorii compusi:

Susd Reversie cu:

TA 1535, TA 100 azida de sodiu

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoren

TA 1537 9-aminoacridina

TA 102 hidroperoxid de cumen

(ii) pentru a asigura actiunea activatorului de sistem metabolic.

Unul dintre martorii pozitivii pentru activatorul sistemului metabolic pentru toate liniile este
2-aminoantracenul. Daci este disponibil, se recomanda folosirea unui martor pozitiv din aceeasi clasd
ca si substanta de testat.

1.6.2.4.  Concentratia substantei testate per placd

Se testeazd cel putin cinci concentratii diferite de substantd, alese in progresie semilogaritmica. Substantele
se testeazd pand la limita solubilititii sau toxicitdtii. Toxicitatea este evidentiatd printr-o reducere a
numdrului de revertanti spontani, o limpezire a fundalului sau prin gradul de supravietuire a culturilor
tratate. Substantele netoxice se testeazd la concentratia de 5 mg/placd pentru a putea considera testul
negativ.

1.6.2.5.  Condiii de incubare
Plicile se incubeazd la 37 °C intre 48 si 72 de ore.
1.6.3. Mod de operare

In metoda de incorporare directd pe cutie fard activare enzimaticd, se adaugd substanta de testat si 0,1 ml
de culturd bacteriand proaspitd la 2 ml de agar-agar de acoperire. Pentru testele cu activare metabolicd,
se adaugd la agar-agar 0,5 ml de amestec de activare de enzime hepatice continand o cantitate adecvatd
de fractiune postmitocondriald, dupd addugarea substantei de testat si a bacteriilor. Continutul fiecirui tub
se amestecd si se varsd la suprafata unei plci de agar-agar selectiv. Agar-agarul de acoperire se solidifica,
iar plicile se incubeazd la 37 °C timp de 48 pand la 72 de ore. La sfarsitul perioadei de incubare, se numara
coloniile derivate prin reversie pe cutie. Pentru metoda de preincubare, se incubeazd in prealabil un
amestec contindnd substanta de testat, 0,1 ml de culturd bacteriand proaspatd si o cantitate adecvatd de
amestec de activare de enzime hepatice sau aceeasi cantitate de solutie tampon, inainte de addugarea a
2 ml de agar-agar de acoperire. Restul modului de operare este identic cu cel folosit pentru metoda de
incorporare directd pe placa.

Toate plicile pregitite pentru cele doud metode se pregitesc in cel putin trei exemplare.

2. DATE

Numdrul de coloniilor derivate prin reversie per placd este prezentat atat pentru seriile martor, cat si
pentru cele tratate.

Pentru substanta de testat si pentru martori sunt prezentate rezultatele pentru fiecare placd, numarul
mediu per placi al coloniilor derivate prin reversie si deviatia standard.

Rezultatele se evalueazd prin metode statistice adecvate.

Trebuie realizate cel putin doud experimente independente. Nu este obligatoriu ca al doilea experiment
sd se desfasoare in mod identic cu experimentul initial. Anumite conditii de testare pot fi modificate pentru
a obtine mai multe rezultate utile.
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RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— Dbacterii, suse folosite;

— conditiile experimentale: doze, toxicitate, compozitia mediilor de culturd, metodele de tratament
(preincubare, incubare), sistemul de activare metabolicd, substante de referintd, martori negativi;

— rezultatele plicilor individuale, numarul mediu per cutie al coloniilor derivate prin reversie, deviatia
standard, relatia dozd/efect, daci este posibil;

— discutarea rezultatelor;
— interpretarea rezultatelor.
EVALUARE SI INTERPRETARE

A se vedea introducerea generala: partea B (litera D).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

A se vedea introducerea generald: partea B (litera E).
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

PARTEA C: METODE PENTRU DETERMINAREA ECOTOXICITZ\III

C.1. TOXICITATEA ACUTA LA PESTI

METODA

INTRODUCERE

Scopul testului de fatd este de a determina toxicitatea letald acutd a unei substante la pestii de apa dulce.
Este de dorit s se colecteze informatii legate de solubilitatea in apd, presiunea vaporilor, stabilitatea
chimicd, constantele de disociere si biodegradabilitatea substantei, pentru a alege metoda optima de
testare (staticd, semistaticd sau dinamicd) si pentru a asigura concentratii constante satisficitoare ale
substantei pe durata testdrii.

Atat la planificarea testului, cat si la interpretarea rezultatelor, se iau in considerare informatiile
suplimentare (de exemplu formula structurald, gradul de puritate, natura i procentul de impuritdti
semnificative, prezenta si cantitatea de aditivi i coeficientul de partitie n-octanol/apd).

DEFINITII $I UNITATI DE MASURA

Toxicitatea acutd reprezintd efectul advers vizibil indus intr-un organism intr-o perioada scurtd (zile) de
expunere la o substanti. In testul de fatd, toxicitatea acuti se exprimi drept concentratia letald mediana
(CLsy), care este acea concentratie a substantei de testat in apa care provoacd moartea a 50 % din lotul
de pesti de experientd intr-o perioadd de expunere continud si definita.

Toate concentratiile substantei de testat se exprima ca greutate pe volum (miligrame pe litru). Ele pot fi,
de asemenea, exprimate ca greutate din greutate (mg kg™').

SUBSTANTE DE REFERINTA

Se poate testa o substantd de referintd pentru a demonstra cd in conditiile de testare din laborator
raspunsul speciilor testate nu s-a schimbat semnificativ.

Pentru acest test nu sunt specificate substante de referinta.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se efectueazd un test limitd la 100 mg/l pentru a demonstra cd CLs, este mai mare decat aceastd
concentratie.

Pestii se trateazd cu substanta de testat solubilizata in apd, intr-o serie de concentratii, pe o perioada de
96 ore. Se inregistreazd mortalitatea la intervale de cel putin 24 de ore si se calculeazid concentratiile care
provoacd moartea a 50 % din pesti (CLs) in fiecare perioadd de observare, daci este posibil.

CRITERII DE CALITATE
Criteriile de calitate se aplicd testului limitd, precum si testului complet.

Mortalitatea la martori nu trebuie si depaseascd 10 % (sau un peste dacid se folosesc mai putin de zece
pesti) pand la sfarsitul testului.

Concentratia de oxigen dizolvat trebuie sa fie mai mare de 60 % din valoarea de saturatie in aer, pand la
sfarsitul testului.
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Concentratiile substantei de testat se mentin in limita a 80 % din concentratiile initiale pe toatd durata
testului.

Pentru substantele care se dizolva usor in mediul de testare, rezultand solutii stabile, respectiv solutii care
nu se volatilizeazd, degradeazd, hidrolizeaza sau adsorb intr-o masuri considerabild, concentratia initiald
poate fi consideratd echivalentd cu concentratia nominald. Trebuie demonstrat cd pe toatd durata testului
au fost mentinute aceleasi concentratii, iar criteriile de calitate au fost satisficute.

Pentru substantele care sunt:

(i) putin solubile in mediul de testare sau

(ii) capabile s formeze emulsii stabile ori dispersii sau

(iii) instabile in solutii apoase,

concentratia initiald este consideratd drept concentratia determinata analitic in solutie (sau, in cazul in care
nu este posibil tehnic, misuratd in coloana de apd) la inceputul testului. Concentratia se determind dupa

o perioadd de echilibrare, dar inainte de introducerea pestilor de experienta.

In oricare dintre aceste cazuri, se efectueazd determindri suplimentare pe parcursul testului, pentru a
confirma concentratiile reale de expunere sau respectarea criteriilor de calitate.

Valoarea pH-ului trebuie sd nu varieze cu mai mult de o unitate.

1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Se pot folosi trei tipuri de metode:

Test in regim static:

Test de toxicitate in care solutia testatd nu se inlocuieste. (Solutiile riman nemodificate pe toatd durata
testului.)

Test in regim semistatic:

Test fard inlocuirea continud a solutiei testate, dar cu inlocuirea cu regularitate a intregii solutii (de
exemplu la 24 de ore).

Test in regim dinamic:

Test de toxicitate in care solutia testatd este reinnoitd constant in vasele de testare, substanta de testat fiind
transportatd cu apa folositd pentru a reinnoi solutia.

1.6.1. Reactivi

1.6.1.1.  Solutiile substantelor de testat

Solutiile mama in concentratia necesard se prepard prin dizolvarea substantei in apd deionizatd sau in apd
conform punctului 1.6.1.2.

Concentratiile de testare alese sunt preparate prin diluarea solutiei mama. Dacd se testeazd concentratii
ridicate, cantitatile corespunzdtoare din substanta de testat pot fi solubilizate direct in apa de dilutie.

Substantele se testeazd in mod normal numai pand la limita solubilitatii. Pentru unele substante (de
exemplu: substantele putin solubile in apd sau cele cu P, ridicat sau care formeaza dispersii stabile in
loc de solutii apoase propriu-zise) se acceptd folosirea unei concentratii deasupra limitei de solubilitate
a substantei, pentru a garanta concentratia maxima solubild/stabild. Cu toate acestea, este important ca
aceastd concentratie sd nu perturbe sistemul de testare (de exemplu, o peliculd de substanta pe suprafata
apei care sa impiedice oxigenarea apei etc.).

Pentru a prepara solutiile mama ale substantelor cu solubilitate scdzutd in apd sau pentru a facilita
dispersia acestor substante in mediul de testare se pot folosi: dispersia cu ultrasunete, solventi organici,
agenti de emulsionare sau agenti de dispersie. In cazul in care se folosesc astfel de substante auxiliare, toate
concentratiile trebuie sd contind aceeasi cantitate de substantd auxiliard, iar pestii martor sunt tratati cu
aceeasi concentratie a substantei auxiliare ca si cea folositd in loturile tratate. Concentratia unor astfel de
substante auxiliare trebuie redusi la minimum si in nici un caz nu trebuie si depdseascd 100 mg/l.
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1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

Testul se efectueaza fird reglarea pH-ului. Dacd existd dovada unei schimbari pronuntate a pH-ului, se
recomanda ca testul si se repete dupi reglarea pH-ului, iar rezultatele s3 se consemneze. In acest caz,
valoarea pH-ului solutiei mami se regleazd la valoarea pH-ului apei de dilutie, dacd nu existd
contraargumente specifice. Pentru reglarea pH-ului sunt preferate HCl si NaOH. Aceastd reglare a pH-ului
se face astfel incat concentratia substantei de testat din solutia mamd sd nu se modifice in mod
semnificativ. Dacd in urma acestei corectii de pH are loc o reactie chimicd sau precipitarea fizicd a
substantei de testat, acest lucru trebuie consemnat.

Apa de intretinere si de dilutie

Se poate folosi apa potabild (necontaminatd de concentratii potential ddunatoare de clor, metale grele sau
alte substante), apa naturald de calitate bund sau apa reconstituitd (a se vedea apendicele 1). Se preferd apa
cu o duritate totald intre 10 si 250 mg/l (CaCOs5) si cu un pH cuprins in intervalul 6,0 - 8,5.

Aparatura

Toatd aparatura este confectionatd din material inert din punct de vedere chimic:
— sistem automat de diluare (pentru testare in conditii dinamice),

— oxigenometru,

— echipament pentru determinarea duritdtii apei,

— aparaturd adecvatd pentru controlul temperaturii,

— pH-metru.

Pestii de experientd
Pestii trebuie sd fie sdndtosi si fird malformatii vizibile.

Speciile folosite sunt selectate pe baza unor criterii practice cum sunt: disponibilitatea lor tot timpul
anului, intretinere usoard, testare convenabild, sensibilitatea relativa la substante chimice si orice factor
economic si biologic sau ecologic important. La selectarea speciilor de pesti se va tine seama de necesitatea
comparabilitatii datelor obtinute si de armonizarea internationald existentd [referinta bibliograficd (1)].

Lista speciilor de pesti recomandate pentru efectuarea acestui test este prezentatd in apendicele 2;
pestele-zebra si pastrdvul-curcubeu sunt speciile preferate.

Intretinere

Pestii supusi testului trebuie, de preferintd, si provind dintr-un singur lot, ai cdrui indivizi au lungimea
si varsta asemdndtoare. Sunt tinuti timp de cel putin 12 zile in conditiile urmatoare:

incdrcdturd:

adecvatd sistemului folosit (recirculare sau in regim dinamic) si speciei de pesti;

apd:

a se vedea punctul 1.6.1.2;

luming:

iluminare 12 pénd la 16 ore pe zi;
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1.6.3.2.

concentratia de oxigen dizolvat:
cel putin 80 % din valoarea de saturatie in aer;
alimentatie:
zilnic sau de 3 ori pe sdptdmand, cu o pauzd de 24 de ore inaintea inceperii testului.
Mortalitate
Dupi o perioada de 48 de ore de adaptare, se inregistreazd mortalitatea si se aplicd urmatoarele criterii:
— mai mare de 10 % din populatie in 7 zile:
respingerea intregului lot;
— intre 5 si 10 % din populatie:

perioada de intretinere continud incd 7 zile. Dacd nu mai apare mortalitate, lotul este acceptat, in caz
contrar este respins;

— sub 5 % din populatie:
acceptarea lotului.
Adaptare

Toti pestii trebuie sd fie tinuti in apd de calitatea si temperatura apei care urmeaza si fie folositd la test,
timp de cel putin 7 zile inainte de a fi folositi.

Mod de operare

Testul principal poate fi precedat de un test de stabilire a intervalului, pentru a obtine informatii legate
de intervalul de concentratii ce urmeazi si fie folosite.

Pe langi testarea propriu-zisd, se efectueazd un test martor fard substantd de testat si, dacd are semnificatie,
incd un test martor pentru substanta auxiliard.

In functie de proprietitile fizice si chimice ale substantei de testat, se alege metoda adecvati staticd,
semistaticd sau dinamicd, pentru a indeplini criteriile de calitate.

Pestii sunt expusi substantei conform celor descrise mai jos:

— durata: 96 ore;

— numdrul de organisme testate: cel putin 7 pe concentratie;

— vase: de capacitate adecvatd, in functie de incarcdtura recomandatd a lotului;

— 1incdrcdtura: se recomandd incdrcdtura maximd de 1 g/l pentru testele in regim static §i semistatic;
pentru testele in regim dinamic se acceptd o incircdturd mai mare;

— concentratia testatd: cel putin 5 concentratii spatiate printr-un factor constant care nu depaseste 2,2
si, dacd este posibil, intr-un interval de 0 =100 % mortalitate;

— apd: a se vedea punctul 1.6.1.2;
— lumini: 12-16 ore lumini zilnic;
— temperaturd: conform speciei (apendicele 2) dar in limita a + 1 °C in cadrul fiecdrei testari;

— concentratia de oxigen dizolvat: nu mai putin de 60 % din valoarea de saturatie in aer la temperatura
selectatd;

— hrinire: nu se administreazd hrana.

Pestii sunt observati dupa primele 2 pand la 4 ore si la intervale de cel putin 24 de ore. Pestii se considerd
morti dacd atingerea pedunculului caudal nu produce nici o reactie si nu sunt vizibile miscari de respiratie.
Pestii morti se indeparteazd in momentul in care sunt observati si se inregistreazd mortalitatea.
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Se tine evidenta comportamentului anormal vizibil (de exemplu, pierderea echilibrului, perturbari de inot,
functia respiratorie, pigmentare etc.).

Trebuie sa se efectueze zilnic masuratori ale pH-ului, oxigenului dizolvat si temperaturii.

Test limitd

Folosind modul de operare descris in prezenta metoda de testare, se poate efectua un test limitd la
100 mg/l pentru a demonstra cd CLs, este mai mare decit aceastd concentratie.

Daci natura substantei nu permite atingerea concentratiei de 100 mg/l in solutia de testare, testul de limitd
se efectueazi la o concentratie egald cu solubilitatea substantei (sau concentratia maxima pentru formarea
unei dispersii stabile) in mediul folosit (a se vedea si punctul 1.6.1.1).

Testul limitd se efectueazd folosind intre 7 si 10 pesti, cu acelasi numdr de teste martor. (Conform teoriei
binomului, daci se folosesc 10 pesti si mortalitatea este 0, existd 99,9 % incredere cd CLs,, este mai mare
decat concentratia folositd in testul limitd. Cu 7, 8 sau 9 pesti, absenta mortalitdtii asigura cel putin 99 %
incredere cd CLs, este mai mare decat concentratia folosita.)

Dacd apare mortalitate, trebuie sd se efectueze un studiu complet. Daci se observa efecte subletale, acestea
se inregistreazd.

DATE SI EVALUARE

Pentru fiecare perioadd in care s-au inregistrat observatii (24, 48, 72 si 96 de ore) se reprezintd grafic
mortalitatea exprimatd in procente, in functie de concentratie, pe o hartie probit logaritmica.

Daci este posibil, pentru fiecare perioadd de observare se estimeazd CLs,, si limitele de incredere (p = 0,05)
prin metode standard; aceste valori se rotunjesc la una sau cel mult doud cifre semnificative (exemple de
rotunjire la doud cifre: 170 pentru 173,5; 0,13 pentru 0,127; 1,2 pentru 1,21).

In cazul in care panta curbei de rispuns concentratie/procentaj este prea abruptd pentru a permite
calcularea valorii CLs,, este suficientd estimarea graficd a acestei valori.

in cazul in care doui concentratii consecutive aflate in raport de 2,2 dau numai 0 si 100 % mortalitate,
aceste doud valori sunt suficiente pentru a indica intervalul in care se situeazd CLs,,.

Daci se observd cd stabilitatea sau omogenitatea substantei de testat nu poate fi mentinutd, acest lucru
se consemneazd, iar rezultatele trebuie interpretate cu atentie.

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, dacd este posibil, urmatoarele informatii:

— informatii despre pestii de experientd (denumirea stiintific, linia, furnizorul, orice tratament
preliminar, dimensiunea si numdrul folosit pentru fiecare concentratie testatd);

— sursa apei de dilutie si caracteristicile chimice principale (pH, duritate, temperatura);

— 1in cazul unei substante putin solubile in apd, metoda de preparare a solutiei mamd si a solutiilor de
testare;

— concentratia eventualelor substante auxiliare;



200

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

lista concentratiilor folosite si orice informatii disponibile legate de stabilitatea substantelor chimice
la concentratiile din solutia de testare;

daci se efectueazd analize chimice, metodele folosite si rezultatele obtinute;
rezultatele testului limitd, dupi caz;

motivele alegerii metodei de testare folosite si detalii cu privire la aceasta (de exemplu: staticd,
semistaticd, raportul dozelor, viteza curgerii, conditiile de aerare, greutatea lotului de pesti testat etc.);

descrierea echipamentului de testare;
regimul de iluminare;

concentratiile de oxigen dizolvat, valorile pH-ului si temperaturilor solutiilor testate la fiecare 24 de
ore;

dovada indeplinirii criteriilor de calitate;

tabelul care prezintd mortalitatea cumulati pentru fiecare concentratie testata si inregistrarile aferente
controlului (inclusiv pentru testul martor cu substantd auxiliard, dupa caz) la fiecare perioadi de
observatie recomandatg;

graficul curbei de rispuns concentratie/procentaj la sfarsitul testarii;

daci e posibil, valorile CLs,, la fiecare perioadd de observatie recomandata (cu limite de incredere de
95 %);

metodele statistice folosite pentru determinarea valorilor CLs;
dacd s-a folosit o substantd de referintd, rezultatele obtinute;
concentratia testatd maximd care nu provoaca mortalitate pe durata testdrii;

concentratia testatd minimd care provoacd mortalitate 100 % pe durata testarii.
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Apendicele 1

Apid reconstituitd

Exemplu de apd de dilutie adecvata
Toate substantele chimice sunt de puritate analitica.
Apa este apd distilatd si de calitate buni sau apd deionizatd cu o conductibilitate mai mici de 5 uScm™.

Aparatura pentru distilarea apei trebuie sd nu contind nici o piesd din cupru.

Solutiile mamd

Ca(l,. 2H,0 (clorurd de calciu dihidrat): 11,76 g
Dizolvata si completatd pand la 1 litru cu apa.

MgSO,. 7H,0 (sulfat de magneziu heptahidrat): 493¢g
Dizolvat si completat pand la 1 litru cu apa.

NaHCO; (carbonat acid de sodiu): 2,59¢

Dizolvat si completat pand la 1 litru cu apa.

KCl (clorurd de potasiu): 023¢g
Dizolvatd si completatd pand la 1 litru cu apa.

Apd de dilugie reconstituitd

Se adaugd cate 25 ml din cele patru solutii mama si se completeazd pand la 1 litru cu apa.

Se aereazd pand cind concentratia oxigenului dizolvat este egald cu valoarea de saturatie in aer.
pH-ul este 7,8 + 0,2.

Daci este necesar, pH-ul se regleazd cu NaOH (hidroxid de sodiu) sau HCI (acid clorhidric).

Apa de dilutie astfel preparatd este ldsatd in repaus aproximativ 12 ore si nu mai este aeratd.
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Suma ionilor de Ca si Mg in aceastd solutie este 2,5 mmol/l. Raportul ionilor Ca:Mg este 4:1, iar cel al
ionilor Na:K este 10:1. Alcalinitatea totald a acestei solutii este 0,8 mmol/l.

Orice abatere in prepararea apei de dilutie nu trebuie sd schimbe compozitia sau proprietdtile apei.

Apendicele 2

Speciile de pesti recomandate pentru testare

Intervalul de . «
< Lungimea totald reco-
temperatura datd a animalului
Speciile recomandate recomandat pentru man d -
(] experlen;a
testare
) (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-Buchanan) 20 -24 3,0£0,5
Pestele zebrad
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) (Rafinesque) 20-24 5020
Boigtean
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) Crap 20-24 6,0£2,0
comun
Oryzias Latipes (Teleostei, Poeciliidae) ~Cyprinodontidae 20 - 24 3,0£1,0
(Tommick and Schlegel 1850)
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859) 20-24 3,0£1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae)(Rafinesque 20 - 24 5020
Linneaus 1758)
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) (Walbaum 12-17 6,0 +2,0
1988) Pistrav curcubeu
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linneaus 1758) 20 - 24 6,0 2,0
Viduvitd
Aprovizionare

Pestii din lista de mai sus sunt ugor de crescut sifsau se gdsesc din abundentd in tot timpul anului. Pot fi
crescuti si Inmultiti in crescatoriile de pesti sau in laborator, in conditii controlate de boald si paraziti, astfel
incat animalele testate sd fie sdndtoase i cu ascendentd cunoscutd. Acesti pesti sunt disponibili in multe
locuri ale lumii.
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Apendicele 3

Exemplu de inregistrare graficd: concentratie/procentul de mortalitate

99

90

50

10

Exemplu de determinare a CLs, cu hartie probit logaritmicd

i

Mortalitate in %
(scala probabilititii)

Concentratii
| | (scala logaritmici)




204

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

C.2. TOXICITATEA ACUTA LA DAPHNIA

METODA

INTRODUCERE

Scopul testului de fatd este acela de a determina concentratia mediana efectiva (CE; ) de imobilizare a unei
substante la Daphnia in apd dulce. Este de dorit sd se colecteze, dacd este posibil, informatii legate de
solubilitatea in apd, presiunea vaporilor, stabilitatea chimicd, constantele de disociere si
biodegradabilitatea substantei inainte de inceperea testului.

Alte informatii suplimentare, de exemplu, formula dezvoltatd, puritatea in procente, natura si procentul
de impuritdti semnificative, prezenta si numdrul aditivilor, precum si coeficientul de partitie
n-octanol/apd, se iau in considerare la conceperea testului si la interpretarea rezultatelor.

DEFINITII SI UNITATI DE MASURA

Cerintele directivei pentru CLs, la Daphnia se considerd indeplinite prin determinarea CE5, conform
descrierii din prezenta metoda.

Toxicitatea acutd este exprimatd in acest test ca fiind concentratia median efectivd (CEs,) de imobilizare.
Aceasta este concentratia, exprimatd in termenii valorilor initiale, care imobilizeazd 50 % din Daphnia
dintr-un lot de experientd intr-o perioadd de expunere continud si definita.

Imobilizare:

Animalele care nu pot inota timp de 15 secunde dupd agitarea usoard a vasului de testare se considerd
imobile.

Toate concentratiile substantei de testat se exprimd in greutate din volum (mg/l). Ele pot, de asemenea,
sd fie exprimate ca greutate din greutate (mg kg™).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Se poate testa o substantd de referintd pentru a demonstra cd in conditiile de testare din laborator
raspunsul speciilor testate nu s-a schimbat semnificativ.

Rezumatul rezultatelor unor teste interlaboratoare CEE, folosind patru substante diferite, figureaza in
apendicele 2.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se poate efectua un test de limitd la 100 mg/l pentru a demonstra ¢ CEs, este mai mare decat aceastd
concentratie.

Daphnia se trateazd cu substanta de testat addugatd in apd intr-o gama de concentratii, timp de 48 de ore.
Daci se foloseste un test mai scurt, acest lucru trebuie justificat in raport.

In conditii de testare identice din toate celelalte puncte de vedere si un interval adecvat de concentratii
ale substantei de testat, concentratiile diferite exercitd in grade diferite efecte asupra capacittii de inot a
Daphniei. Concentratiile diferite conduc la diferite procente de organisme Daphnia care nu mai pot inota
la sfarsitul testului. Concentratiile care produc imobilizarea 0 sau 100 % provin direct din observatiile
inregistrate in perioada de testare, in timp ce CEs, - 48 de ore se determind prin calcul, dacd este posibil.
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Pentru aceastd metoda se foloseste un sistem static, asadar solutiile de testare nu sunt reinnoite in perioada
de expunere.

1.5. CRITERII DE CALITATE
Criteriile de calitate se aplicd att testului limitd, cat si testului complet.
Imobilizarea la lotul martor nu trebuie sd depaseascd 10 % la sfarsitul testului.
Daphnia testatd in loturile martor nu trebuie sa fi fost capturatd de la suprafata apei.

in mod ideal, concentratia oxigenului dizolvat din vasul de testare se mentine la valori mai mari de 3 mg ™!
pe intreaga duratd a testului si nu scade in nici un caz sub 2 mg I"'.

Concentratiile substantei de testat se mentin in limita a 80 % din concentratiile initiale pe toatd durata
testului.

Pentru substantele care se dizolvd usor in mediul de testare, rezultind solutii stabile, adicd acelea care nu
se volatilizeazd, degradeazd, hidrolizeazd sau adsorb intr-o masurd semnificativd, concentratia initiald
poate fi considerati echivalentd cu concentratia nominald. Trebuie demonstrat ci pe toatd durata testului
au fost mentinute aceleasi concentratii, iar criteriile de calitate au fost satisfacute.

Pentru substantele care sunt:

(i) putin solubile in mediul de testare sau

(i) capabile sa formeze emulsii stabile sau dispersii sau
(iii) instabile in solutii apoase,

concentratia initiala se considerd a fi concentratia determinatd analitic in solutie (sau, dacd nu este posibil
din punct de vedere tehnic, masuratd in coloana de apd) la inceputul testului. Concentratia se determina
dupi o perioadi de echilibrare, dar inainte de introducerea organismelor testate.

In oricare dintre aceste cazuri, trebuie s se efectueze determindri in timpul testului pentru a confirma
concentratiile reale de expunere sau respectarea criteriilor de calitate.

Valoarea pH-ului trebuie sd nu varieze cu mai mult de o unitate.

1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

1.6.1. Reactivi
1.6.1.1.  Solutiile substantelor de testat

Solutiile mama de concentratia necesard sunt preparate prin dizolvarea substantei in apa deionizatd sau
in apd pregititd in conformitate cu punctul 1.6.1.2.

Concentratiile testate alese sunt preparate prin diluarea solutiei mama. Dacd se testeazd concentratii
ridicate, cantitdtile corespunzitoare din substanta de testat pot fi solubilizate direct in apa de dilutie.

Substantele se testeazd in mod normal numai pand la limita solubilititii. Pentru unele substante (de
exemplu: substantele putin solubile in apd, sau cele cu P, ridicat, sau care formeaza dispersii stabile in
loc de solutii apoase reale) se acceptd folosirea unei concentratii deasupra limitei de solubilitate a
substantei, pentru a garanta concentratia maxima solubild/stabild. Cu toate acestea, este important ca
aceastd concentratie s nu perturbe sistemul de testare (de exemplu, o peliculd de substanta pe suprafata
apei care si impiedice oxigenarea apei etc.).

Pentru a prepara solutiile mama ale substantelor cu solubilitate scazutd in apd sau pentru a facilita
dispersia acestor substante in mediul de testare se pot folosi: dispersia cu ultrasunete, solventi organici,
agenti de emulsionare sau agenti de dispersie. In cazul in care se folosesc astfel de substante auxiliare, toate
concentratiile trebuie sd contind aceeasi cantitate de substantd auxiliard, iar un lot martor suplimentar de
organisme Daphnia este tratat cu aceeasi concentratie a substantei auxiliare ca si aceea folositd in loturile
tratate. Concentratia unor astfel de substante auxiliare este redusd la minimum si in nici un caz nu trebuie
sd depaseascd 100 mg/l in mediul de testare.



206

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

1.6.1.2.

Testul se efectueaza fird reglarea pH-ului. Dacd existd dovada unei schimbari pronuntate a pH-ului, se
recomanda ca testul si se repete dupi reglarea pH-ului, iar rezultatele si se consemneze. in acest caz,
valoarea pH-ului solutiei mama se regleazd la valoarea pH-ului apei de dilutie, dacd nu existd
contraargumente specifice. Pentru reglarea pH-ului sunt preferate HCl si NaOH. Aceastd reglare a pH-ului
se face astfel incat concentratia substantei de testat din solutia mami sd nu se modifice in mod
semnificativ. Dacd in urma acestei corectii de pH are loc o reactie chimicd sau precipitarea fizicd a
substantei de testat, acest lucru trebuie consemnat.

Apa de testare

Tn acest test se foloseste apa reconstituita [a se vedea apendicele 1 si referinta bibliografici (2): ISO 6341].
Pentru a se evita necesitatea aclimatizirii inainte de testare, se recomandi ca apa de culturd sd aiba aceeasi
calitate (pH, duritate) ca apa de testare.

Aparaturd

Se folosesc aparaturd si echipamente normale de laborator. In mod ideal, echipamentele care vin in
contact cu solutiile de testare sunt confectionate in intregime din sticla:

— oxigenometru (cu microelectrod sau alt echipament adecvat pentru mésurarea oxigenului dizolvat in
probele cu volum mic);

— aparaturd adecvatd pentru controlul temperaturii;
— pH metru;

— echipament pentru determinarea duritdtii apei.

Organisme de experientd

Specia preferatd este Daphnia magna, desi este permisd si Daphnia pulex. Organismele testate sunt in varstd
de mai putin de 24 de ore la inceputul testului, crescute in laborator, fird boli evidente si cu un istoric
cunoscut (de exemplu, crestere, tratament preliminar etc.).

Mod de operare

Testul principal poate fi precedat de un test de stabilire a intervalului, pentru a obtine informatii legate
de intervalul de concentratii ce urmeazd sa fie folosite.

Pe langd testele experimentale, se efectueazd un test martor fird substantd de testat si, dacid are
semnificatie, se efectueazd si un test martor care s contind substanta auxiliara.

Daphnia se trateazd cu substanta conform modului de operare descris mai jos:
— durata: de preferintd 48 de ore;

— numdrul de animale: cel putin 20 pentru fiecare concentratie testatd, de preferintd impartit in patru
loturi a cate 5 exemplare fiecare sau doud loturi de 10 exemplare;

— incarcaturd biologicd: volumul de apd se prevede astfel incat sa asigure cel putin 2 ml solutie de testare
pentru fiecare animal;

— concentratia testatd: solutia de testare se prepard inainte de introducerea Daphniei, de preferintd fard a
folosi vreun solvent altul decat apa. Concentratiile se aleg in progresie geometricd, cu o ratie care si
nu depdseascd 2,2. Concentratiile care determind o imobilizare de 0 si 100 % dupa 48 de ore si gama
concentratilor care provoaca grade intermediare de imobilizare ce permit calcularea CE5 la 48 de ore
sunt testate in acelasi timp cu martorii;

— apd: a se vedea punctul 1.6.1.2;
— lumind: ciclul lumind-intuneric este optional;

— temperaturd: temperatura de testare este intre 18-22 °C, iar pentru fiecare test este constantd, in limita
atl°C
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— aerare: solutiile de testare nu se aereazd prin barbotare;

— hrdnire: nu se administreaza hrana.

La sfarsitul testarii se mdsoard pH-ul si concentratia oxigenului in solutiile martor si in toate solutiile de
testare; pH-ul solutiilor testate nu trebuie sd se modifice.

Compusii volatili sunt testati in vase umplute complet, inchise si suficient de mari pentru a evita lipsa de
oxigen.

Daphnia se verificd cel putin dupd 24 de ore de expunere si din nou dupa 48 de ore.

Test limitd

Folosind modul de operare descris in prezenta metods, se poate efectua un test limitd la 100 mg/l pentru
a demonstra cd CE;, este mai mare decat aceastd concentratie.

Dacd natura substantei nu permite atingerea concentratiei de 100 mg/l in solutia testatd, testul limitd se
efectueazd la o concentratie egald cu solubilitatea substantei (sau concentratia maximd pentru formarea
unei dispersii stabile) in mediul folosit (a se vedea si punctul 1.6.1.1).

Testul limita se efectueazd folosind 20 de exemplare de Daphnia, impartite in doud sau patru loturi, avand
acelasi numdr in martori. Dacd apar imobilizari, se efectueazd un studiu complet.

DATE SI EVALUARE

Pentru fiecare perioadd in care s-au inregistrat observatii (24, 48 de ore), se reprezinta grafic imobilizarea
exprimatd in procente, in functie de concentratie, pe o hartie probit logaritmica.

Dacd este posibil, pentru fiecare perioadd de observare se estimeaza CE s, si limitele de incredere (p = 0,05),
folosind metodele standard; aceste valori se rotunjesc la 1 sau cel mult 2 cifre semnificative (exemple de
rotunjire la 2 cifre: 170 pentru 173,5; 0,13 pentru 0,127; 1,2 pentru 1,21).

In cazul in care panta curbei de rispuns concentratie/procentaj este prea abruptd pentru a permite
calcularea CE;, este suficientd estimarea grafica a acestei valori.

Cand doud concentratii consecutive aflate in raport de 2,2 dau numai 0 si 100 % imobilizare, aceste doud
valori sunt suficiente pentru a indica intervalul in care se situeazd CEs,.

Daci se observd cd stabilitatea sau omogenitatea substantei de testat nu poate fi mentinutd, acest lucru
se consemneazd, iar rezultatele trebuie interpretate cu atentie.

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:

— informatii despre organismele de experientd (denumirea stiintificd, specia, furnizorul, orice tratament
preliminar, dimensiunea si numdrul folosit pentru fiecare concentratie testata);

— sursa apei de dilutie i caracteristicile chimice principale (pH, duritate, temperatur);
— 1n cazul substantelor putin solubile in apd, metoda de preparare a solutiei mamd si a solutiilor testate;
— concentratia eventualelor substante auxiliare;

— lista concentratiilor folosite si orice informatii disponibile legate de stabilitatea substantelor chimice
la concentratiile din solutia de testare;
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— daci se efectueaza analize chimice, metodele folosite si rezultatele obtinute;
— rezultatele testului de limitd, dupa caz;

— descrierea echipamentului de testare;

— regimul de iluminare;

— concentratiile de oxigen dizolvat, valorile pH-ului si temperaturilor solutiilor testate la fiecare 24 de
ore;

— dovada indeplinirii criteriilor de calitate;

— tabelul care prezintd imobilizarea cumulatd pentru fiecare concentratie testatd si inregistrarile aferente
controlului (inclusiv pentru testul martor cu substantd auxiliard, dupd caz) la fiecare perioadi de
observatie recomandata (24 si 48 de ore);

— graficul curbei de rispuns concentratie/procentaj la sfarsitul testarii;

— daci e posibil, valorile CE;, la fiecare perioadd de observatie recomandatd (cu limite de incredere de
95 %);

— metodele statistice folosite pentru determinarea valorilor CEs;
— rezultatele obtinute, dacd s-a folosit o substantd de referinti;
— concentratia maxima testatd care nu provoacd imobilizare pe durata testului;

— concentratia minima testatd care provoacd imobilizare 100 % pe durata testului.
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Apendicele 1

Apd reconstituita

Exemplu de apd de dilutie adecvatd (conform ISO 6341)
Toate substantele chimice sunt de puritate analitica.
Apa este apd distilati de calitate buna sau apd deionizatd cu o conductibilitate mai mici de 5 pScm™.

Aparatura pentru distilarea apei trebuie si nu contind nici o piesd din cupru.
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Solutiile mamd

CaCl,. 2H,0 (clorura de calciu dihidrat): 11,76 g
Dizolvat si completat pand la 1 litru cu apa.

MgSO,. 7H,0 (sulfat de magneziu heptahidrat): 493¢g
Dizolvat si completat pand la 1 litru cu apa.

NaHCOj (carbonat acid de sodiu): 2,59¢
Dizolvat si completat pand la 1 litru cu apa.

KCl (clorurd de potasiu): 0,23¢g
Dizolvata si completatd pand la 1 litru cu apa.

Apd de dilutie reconstituitd

Se adaugd cate 25 ml din cele 4 solutii mama si se completeaza pand la 1 litru cu apa.

Se aereazd pand cind concentratia oxigenului dizolvat este egald cu valoarea de saturatie in aer.
pH-ul este 7,8 + 0,2.

Daci este necesar, se regleazd pH-ul cu NaOH (hidroxid de sodiu) sau HCI (acid clorhidric).
Apa de dilutie preparati astfel este ldsatd in repaos cca. 12 ore si nu mai este aerata.

Suma ionilor de Ca si Mg in aceastd solutie este 2,5 mmol/l. Raportul ionilor Ca:Mg este 4:1 iar cel al
ionilor Na:K este 10:1. Alcalinitatea totald a acestei solutii este 0,8 mmol/l.

Orice abatere in prepararea apei de dilutie trebuie si nu schimbe compozitia sau proprietdtile apei.

Apendicele 2

Rezumatul rezultatelor testelor interlaboratoare CEE efectuate in 1978 [citat si in referinta
bibliografici (2)]

Atentie: scopul acestui test interlaboratoare a fost determinarea CE;y— 24 de ore.

Substantele folosite:

1. Dicromat de potasiu

2. Acid tetrapropilbenzensulfonic

3. Acid tetrapropilbenzensulfonic, sare de sodiu

4. Acid tricloro-2,4,5-fenoxiacetic, sare de potasiu

Substantd Numiraiiizziiztoare Numémltgjzctlltcﬁlelor PE 1 Media CE;,-24 de ore mg|l
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
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Apendicele 3
Exemplu de concentratie/procent de imobilizare

Exemplu de determinare a CEs, folosind hartie probit logaritmicd

Imobilizare in %
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1.1.

1.2.

1.3.

C.3. TESTUL DE INHIBITIE A CRESTERII ALGELOR

METODA

INTRODUCERE

Scopul acestui test este acela de a determina efectele unei substante asupra cresterii speciilor de alge verzi
unicelulare. Testele de duratd relativ scurtd (72 de ore) pot estima efectele asupra citorva generatii. Aceastd
metoda poate fi adaptatd pentru a fi folositd in cazul catorva specii de alge unicelulare, caz in care este
furnizatd o descriere a metodei impreund cu raportul de testare.

Aceastd metoda este cel mai usor de aplicat in cazul substantelor solubile in apd, pentru care in conditiile
de testare, existd probabilitatea de a rimane in apa.

Metoda poate fi folositd pentru substantele care nu interfereazd direct cu masurdtorile de crestere a algelor.

Este de dorit s3 se colecteze, pe cat posibil, informatii legate de solubilitatea in apd, presiunea vaporilor,
stabilitatea chimicd, constanta de disociere si biodegradabilitatea substantei inainte de inceperea testului.

Atat la planificarea testului, ct si la interpretarea rezultatelor, trebuie luate in considerare informatiile
suplimentare (de exemplu, formula structurald, gradul de puritate, natura si procentul de impuritdti
semnificative, prezenta si cantitatea aditivilor si coeficientul de partitie n-octanol/apd).

DEFINITII $I UNITATI DE MASURA

Densitatea celulard: numdrul de celule/mililitru.

Crestere: cresterea densitdtii celulare in perioada de testare.
Viteza de crestere: cresterea densitdtii celulare in unitatea de timp.

CEs,: in aceastd metodd, acea concentratie a substantei de testat care determind o reducere cu 50 % fie
a cresterii (CE,, ), fie a vitezei de crestere (CE, 50) in comparatie cu testul martor.

NOEC: (concentratia pentru care nu se observd nici un efect advers): in aceastd metodd, cea mai mare
concentratie testatd pentru care nu se observa nici un efect semnificativ de inhibitie a cresterii in
comparatie cu testul martor.

Toate concentratiile substantei de testat se exprima in greutate pe volum (mg/l). Ele pot fi exprimate, de
asemenea, ca greutate din greutate (mg kg™).

SUBSTANTE DE REFERINTA

Se poate testa o substantd de referintd pentru a demonstra ci in conditiile de testare din laborator
raspunsul speciilor testate nu s-a schimbat semnificativ.

Daci se utilizeazd o substantd de referintd, rezultatele sunt prezentate in raportul de testare. Dicromatul
de potasiu poate fi folosit ca substantd de referintd, insd culoarea acestuia poate afecta calitatea si
intensitatea luminii accesibile celulelor, precum si determindrile spectrofotometrice, daca se fac.
Dicromatul de potasiu s-a folosit intr-un test international interlaboratoare [a se vedea referinta
bibliografica (3) si apendicele (2)].
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.1.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se poate efectua un test de limitd la 100 mg/l, pentru a demonstra cd CE;, este mai mare decat aceastd
concentratie.

Culturile cu crestere exponentiald de alge verzi selectionate sunt expuse actiunii diverselor concentratii
de substantd de testat, pe cateva generatii, in conditii definite.

Solutiile de testare se incubeazd timp de 72 de ore, pe durata cdrora densitatea celulard din fiecare solutie
se masoard cel putin din 24 in 24 de ore. Inhibitia cresterii se determind prin comparatie cu o culturd
martor.

CRITERII DE CALITATE
Criteriile de calitate se aplicd atat testului limitd, ct si testului complet.
Densitatea celulard din culturile martor trebuie sa creascd cu un factor de cel putin 16 in decurs de 3 zile.

Concentratiile substantei de testat se mentin in limita a 80 % din concentratiile initiale pe toatd perioada
testului.

Pentru substantele care se dizolvd usor in mediul de testare, rezultdnd solutii stabile, adicd acelea care nu
se volatilizeazd, degradeazd, hidrolizeazd sau adsorb intr-o masurd considerabild, concentratia initiald
poate fi consideratd echivalentd cu concentratia nominald. Trebuie demonstrat cd pe toatd durata testului
au fost mentinute aceleasi concentratii, iar criteriile de calitate au fost satisficute.

Pentru substantele care sunt:

(i) putin solubile in mediul de testare sau

(ii) capabile s formeze emulsii stabile ori dispersii sau
(iii) instabile in solutii apoase,

concentratia initiald se considerd a fi concentratia determinata analitic la inceputul testului. Concentratia
se determind dupd o perioada de echilibrare.

In oricare dintre aceste cazuri, trebuie si se efectueze determindri suplimentare pe parcursul testului
pentru a confirma concentratiile reale de expunere sau respectarea criteriilor de calitate.

Cantitdti semnificative de substantd de testat pot fi incorporate in biomasa de alge pe durata testului. De
aceea, pentru a demonstra respectarea criteriilor de calitate de mai sus, trebuie luate in considerare atat
cantitatea de substantd incorporatd in biomasa de alge, cat si substanta din solutie (sau, daca nu este posibil
din punct de vedere tehnic, misuratd in coloana de apd). Cu toate acestea, intrucit determinarea
concentratiei substantei in biomasa de alge poate pune probleme tehnice serioase, respectarea criteriilor
de calitate poate fi demonstratd folosind un vas de testare cu cea mai mare concentratie a substantei, dar
fara alge, si masurand concentratiile in solutie (sau, dacd nu este posibil din punct de vedere tehnic, in
coloana de apd) la inceputul si la sfarsitul perioadei de testare.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Reactivi
Solutiile substantelor de testat

Solutiile mamad de concentratia necesard sunt preparate prin dizolvarea substantei in apa deionizatd sau
in apd conform punctului 1.6.1.2.

Concentratiile alese sunt preparate prin addugarea unor cantititi alicote la preculturile de alge (a se vedea
apendicele 1). Substantele se testeazd in mod normal numai pand la limita solubilitdtii. Pentru unele
substante (de exemplu: substantele putin solubile in apd, sau cele cu P, ridicat, sau care formeaza dispersii
stabile in loc de solutii apoase propriu-zise), se accepta folosirea unei concentratii deasupra limitei de
solubilitate a substantei, pentru a garanta concentratia maximd solubild/stabild. Cu toate acestea, este
important ca aceastd concentratie si nu perturbe sistemul de testare (de exemplu, o peliculd de substanta
pe suprafata apei care sd impiedice oxigenarea apei etc.).
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1.6.1.2.

Pentru a prepara solutiile mama ale substantelor cu solubilitate scizutd in apd sau pentru a facilita
dispersia acestor substante in mediul de testare se pot folosi: dispersia cu ultrasunete, solventi organici,
agenti de emulsionare sau agenti de dispersie. In cazul in care se folosesc astfel de substante auxiliare, toate
concentratiile trebuie sd contind aceeasi cantitate de substantd auxiliard, iar un lot martor suplimentar de
organisme Daphnia este tratat cu aceeasi concentratie a substantei auxiliare ca si aceea folositd in loturile
tratate. Concentratia unor astfel de substante auxiliare este redusd la minimum si in nici un caz nu trebuie
sa depdseascd 100 mg/l in mediul de testare.

Testul se efectueaza fird reglarea pH-ului. Dacd existd dovada unei schimbari pronuntate a pH-ului, se
recomandi ca testul sd se repete dupd reglarea pH-ului, iar rezultatele si se consemneze. In acest caz,
valoarea pH-ului solutiei mami se regleazd la valoarea pH-ului apei de dilutie, dacd nu existd
contraargumente specifice. Pentru reglarea pH-ului sunt preferate HCl si NaOH. Aceastd reglare a pH-ului
se face astfel incdt concentratia substantei de testat din solutia mamd sd nu se modifice in mod
semnificativ. Dacd in urma acestei corectii de pH are loc o reactie chimicd sau precipitarea fizicd a
substantei de testat, acest lucru trebuie consemnat.

Mediul de testare

Se poate utiliza apd distilatd de bund calitate sau apd deionizatd cu o conductibilitate mai micd de
5 uS.cm™. Aparatul pentru distilarea apei trebuie si nu contind nici o componentd din cupru.

Se recomandd mediul urmdtor.

Se prepard patru solutii mama conform urmatorului tabel. Solutiile mama se sterilizeaza prin filtrare prin
membrand sau termic si se depoziteazd la intuneric la 4 °C. Solutia mama numdrul patru se sterilizeazd
numai prin filtrare prin membrana. Aceste solutii mama se dilueaza pentru a se obtine concentratiile finale
de elemente nutritive in solutiile de testare.

Elemente nutritive Concentratia solutiei mama Concentratia finald in solutia de testare
Solutia mamd 1: macroelemente nutritive
NH,Cl 1,5 g/l 15 mg|l
MgCl,-6H,0 1,2 g/l 12 mg|l
CaCl,"2H,0 1,8 g/l 18 mg|l
MgSO,7H,0 1,5 g/l 15 mg|l
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg/l
Solutia mama 2: Fe-EDTA
FeCl;-6H, 80 mg/l 0,08 mg/l
Na,EDTA-2H,0 100 mg/l 0,1 mg/l
Solutia mama 3: microelemente
H,BO, 185 mg/l 0,185 mg/l
Mn(Cl,-4H,0 415 mg/l 0,415 mg/l
Zn(Cl, 3 mgl 3x10°° mg|l
Co(Cl,'6H,0 1,5 mg/l 1,5x10° mg]l
CuCl,-2H,0 0,01 mg/l 107 mg]l
Na,Mo0O,-2H,0 7 mg/l 7 x 107 mgl
Solutia mama 4: NaHCO,
NaHCO, 50 g/l 50 mg/l

pH-ul mediului dup aerare este aproximativ 8.
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1.6.2. Aparaturd
— Echipament obisnuit de laborator.

— Vase de laborator cu un volum adecvat (de exemplu, vasele conice de 250 ml sunt adecvate cand
volumul solutiei de testare este de 100 ml). Toate vasele de testare sunt identice in ceea ce priveste
materialul si dimensiunile.

— Aparaturd pentru culturd: laboratorul sau camera in care se poate mentine o temperaturd in limita de
21-25 °C, £ 2 °C si o iluminare continua uniforma in gama spectrald 400-700 nm. Daci algele din
culturile martor au atins ratele recomandate de crestere, se poate presupune ca conditiile de crestere,
inclusiv intensitatea luminii, au fost adecvate.

Se recomand si se foloseasci o intensitate a luminii care variaza in domeniul 60 — 120 uE m=s™'(35
la 70 x 10'® fotoni m™ s!) cand este masuratd in domeniul 400 =700 nm folosind un receptor
adecvat. Pentru instrumentele de masurare a luminii calibrate in lucsi, se acceptd un domeniu
echivalent de 6 000-10 000 Ix.

Intensitatea luminii se poate obtine folosind 4-7 ldampi fluorescente de 30 W de tip universal alb
(temperatura culorii de aproximativ 4 300 K), la o distantd de 0,35 m de cultura de alge.

— Masurdtorile densitdtii celulare se fac folosind metoda directd de numdrare a celulelor vii, de exemplu,
un microscop cu camere de numdrare. Cu toate acestea, se pot folosi si alte procedee (fotometrie,
turbidimetrie, ...... ) dacd sunt suficient de sensibile si dacd se demonstreazd cd sunt suficient de bine
corelate cu densitatea celulara.

1.6.3. Organisme de experientd

Se recomanda utilizarea de specii de alge verzi cu crestere rapidd, care prezintd avantaje pentru culturd
si testare. Se preferd urmdtoarele specii:

— Selenastrum capricornutum, de exemplu, ATCC 22662 sau CCAP 278[4;

— Scenedesmus subspicatus, de exemplu, 86.81 SAG.

Nota:
ATCC = Colectie de culturi tip american (SUA)
CCAP = Centrul de culturd al algelor si protozoarelor (UK)

SAG = Colectie de culturi de alge (Gottingen, RFG)

Daci se folosesc alte specii, trebuie consemnatd susa in raportul de testare.

1.6.4. Mod de operare

Intervalul concentratiilor in care pot apirea efectele se determind pe baza rezultatelor testelor de stabilire
a intervalului.

Cele doud moduri de a mdsura cresterea (biomasa si viteza de crestere) pot conduce la rezultate
considerabil diferite in mdsurarea inhibitiei cresterii; ambele trebuie folosite in testul de stabilire a
intervalului, pentru a asigura o progresie geometricd a concentratiilor care si permitd estimarea atat a
valorii CE,, s, cat si a valorii CE, 5

Densitatea celulard initiald

Se recomandi ca densitatea celulard initiald din culturile testate si fie de aproximativ 10* celule/ml pentru
Selenastrum capricornutumsi Scenedesmus subspicatus. Dacd se folosesc alte specii, biomasa trebuie si fie
comparabild.

Concentratiile substantei de testat

Pentru testare se aleg cel putin cinci concentratii intr-o serie geometrica cu o ratie care nu depaseste 2,2.
La cele mai mici concentratii testate trebuie sd nu se observe nici un efect asupra cresterii algelor. Cele
mai ridicate concentratii testate trebuie sd inhibe cresterea cu cel putin 50 % fatd de martor si de preferintd
sd opreascd complet cresterea.
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Replici si martori

Proiectul de testare include trei replici la fiecare concentratie testatd. Se efectueazd trei teste martor fird
substantd si, dacd este relevant, se realizeaza si trei teste martor cu substanta auxiliard. Daci se justificd,
planul testului poate fi modificat astfel incat sd se mareascd numdrul de concentratii si sd se reducd
numdrul de replici pe concentratie.

Desfisurarea testului

Culturile care contin concentratiile dorite ale substantei de testat si cantitatea doritd de inocul sunt
preparate addugand cantitdti alicote din solutiile mamd ale substantei la cantititi adecvate de preculturi
de alge (a se vedea apendicele 1).

Se agitd flacoanele de culturd si se introduc in aparatul de culturd. Algele monocelulare sunt mentinute
in suspensie prin agitare, amestecare sau barbotare cu aer, pentru a imbundtiti schimbul de gaz si a reduce
variatia pH-ului in solutiile de testare. Culturile sunt mentinute la o temperaturd in
intervalul 21-25 °C + 2 °C.

Densitatea celulard in fiecare flacon de testare se determind la cel putin 24, 48 si 72 de ore dupd inceperea
testului. Mediul de alge filtrat continand concentratia adecvatd de substantd de testat se foloseste pentru
a determina fondul. Pentru masurdtori de densitate celulard, altele decat metodele de numarare directd,
se utilizeazd un mediu de alge filtrat cu concentratia adecvatd de substanta.

pH-ul se mdsoard la inceputul testului si la 72 de ore.

pH-ul martorilor nu variazd in mod normal cu mai mult de 1,5 unitdti pe parcursul testului.

Testarea substantelor volatile

Nu existd o modalitate general acceptatd de testare a substantelor volatile. Dacd se cunoaste cd o substantd
are tendinta de evaporare, se pot folosi flacoane de testare inchise, cu spatiu liber intre capac si nivelul
lichidului. S-au propus variante ale acestei metode [a se vedea referinta bibliografica (4)].

Trebuie ficute incercari pentru a determina cantitatea de substantd care rimane in solutie si se recomanda
o atentie deosebitd la interpretarea rezultatelor testelor cu substante chimice volatile folosind sisteme
inchise.

Test limitd

Folosind modul de operare descris in aceastd metodd, se poate efectua un test limitd la 100 mg/l pentru
a demonstra cd CEg, este mai mare decit aceastd concentratie.

Dacd natura substantei nu permite atingerea concentratiei de 100 mg/l in solutia testatd, testul limita se
efectueazd la o concentratie egald cu solubilitatea substantei (sau concentratia maxima pentru formarea
unei dispersii stabile) in mediul folosit (a se vedea si punctul 1.6.1.1).

Testul limitd se efectueaza cel putin in trei replici, cu acelasi numar de martori. Cele doud masuritori ale
cresterii (biomasa si viteza de crestere) trebuie folosite pentru testul limitd.

Daci intr-un test limitd se intalneste o descrestere minima de 25 % sau mai mult, atat a biomasei, cat si
a vitezei de crestere fatd de testul martor, trebuie s se efectueze o testare completd.

DATE SI EVALUARE

Densitatea celulard masuratd in culturile tratate i culturile martor se inregistreaza in tabel impreund cu
concentratiile substantei de testat si timpii de masurare. Valoarea medie a densititii celulare pentru fiecare
concentratie a substantei de testat si pentru martori se trateazd in functie de timp (0 — 72 de ore) pentru
a se obtine curbele de crestere.

Pentru a se determina relatia concentratie/efect se folosesc urmitoarele doud abordiri. Unele substante
pot stimula cresterea la concentratii scazute. Se iau in considerare numai punctele care indicd inhibitia
intre 0 si 100 %.



216

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

13/vol. 12

2.1.

2.2,

COMPARAREA ARIILOR DINTRE CURBELE DE CRESTERE

Aria dintre curbele de crestere si linia orizontald N = N, se poate calcula conform formulei:

N, + N, - 2N, N +N -2N
A= S ) e )

unde:

A = aria;

N, = numdr de celule/ml la timpul t, (inceputul testului);
N; = numdr de celule/ml mésurat la t;;

N, = numdr de celule/ml mésurat la t,;

t, = timpul primei masuritori dupd inceperea testului;

t, = timpul celei de-a n-a masurdtori dupi inceperea testului;

n

n = numdrul de misuritori efectuate dupa inceperea testului.

Procentul de inhibitie a cresterii celulare la fiecare concentratie a substantei de testat (I,) se calculeazd
conform formulei:

t

A-A
1, = x 100
A

unde:

A_ = aria dintre curba de cregtere a testului martor si linia orizontald N = Ny;

A, = aria dintre curba de cregtere la concentratia t si linia orizontald N = N,

Valorile I, sunt trasate pe hartie semilogaritmicd sau pe hartie probit semilogaritmicd fatd de

concentratiile corespunzitoare. Dacd se traseazd pe hartie probit, punctele se unesc printr-o linie dreaptd,
fie cu ochiul liber, fie calculatd prin regresie.

Valoarea CE, se estimeaza din linia de regresie prin citirea concentratiei echivalente cu inhibitia de 50 %
(I, = 50 %). Pentru a nota aceastd valoare fard ambiguitate, se propune folosirea simbolului CE, 5. Este
esential ca CE, 5, sd se citeze impreund cu perioada corespunzitoare de expunere, de exemplu, CE, 5,
(0 =72 de ore).

COMPARAREA VITEZELOR DE CRESTERE

Viteza medie specificd de crestere (i) pentru culturile cu o crestere exponentiald se poate calcula dupa
formula:

InN -InN,

tn_tO

p

unde t,= este timpul de la inceputul testului.

Ca metoda alternativa, viteza medie specificd de crestere se calculeaza din panta dreptei de regresie a
diagramei In N versus timp.

Procentul de inhibitie a vitezei specifice de crestere la fiecare concentratie a substantei de testat () se
calculeazd cu formula:

L o1
W }lc

x 100

unde:
1. = viteza medie specificd de crestere pentru proba martor;

p, = viteza medie specificd de crestere pentru concentratia testatd t.
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2.3.

Sciderea procentuald a vitezei medii specifice de crestere la fiecare concentratie a substantei fatd de testul
martor este trasatd ca functie de logaritmul concentratiei. Valoarea CE se poate citi din acest grafic. Se
propune si se foloseascd simbolul CE, 5, pentru a nu denumi ambiguu valoarea CE;, derivatd prin aceastd
metodd. Timpii de masurare trebuie indicati, de exemplu, dacd valoarea se referd la timpii 0 si 72 de ore,
simbolul devine CE, 5, (0-72 de ore).

Notd: viteza specificd de crestere are expresie logaritmicd, iar modificdrile mici ale vitezei de crestere pot
duce la modificdri mari ale biomasei. Prin urmare, valorile CE, si CE, nu sunt comparabile numeric.

CALCULUL VALORII NOEC
NOEC se determind printr-o metodd statistici adecvatd pentru compararea probelor multiple (de
exemplu, analiza variantei si testul Dunnett), folosind valoarea individuald a ariei dintre curba de

crestere A (a se vedea punctul 2.1) sau a vitezei specifice de crestere p (a se vedea punctul 2.2) pentru
fiecare replica.

RAPORT
Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmatoarele informatii:
— substanta de testat: date de identificare chimicd a substantei;
— organismele de experientd: origine, cultura de laborator, numarul susei, metodd de cultivare;
— conditiile experimentale:
— data de incepere si de incheiere a testului, durata;
— temperaturd;
— compozitia mediului;
— aparatul de culturg;

— pH-ul solutiei la inceputul si la sfarsitul testarii (cu o explicatie, dacd se observa modificari ale
pH-ului de mai mult de 1,5 unitati);

— vehiculul si metoda folositd pentru solubilizarea substantei de testat si concentratia vehiculului in
solutiile de testare;

— intensitatea si calitatea luminii;
— concentratiile testate (determinate sau nominale).
— rezultate:

— densitatea celulard pentru fiecare flacon la fiecare timp de misurare si metoda de masurare a
densitdtii celulare;

— valorile medii ale densitdtii celulare;

— curbele de crestere;

— prezentarea graficd a relatiei concentratie/efect;
— valorile CE si metoda de calcul;

— NOEG;

— alte efecte observate.
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(3) 1SO 8692 - Water quality - Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
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Apendicele 1

Exemplu de mod de operare pentru cultura algelor

Observatii generale

Scopul cultivirii pe baza metodei de mai jos este acela de a obtine culturi de alge pentru testele de
toxicitate.

Se folosesc metode adecvate pentru a garanta lipsa infectdrii cu bacterii a culturilor de alge (ISO 4833).
Se recomanda culturile necontaminate, dar esentiale sunt culturile cu un singur tip de alge.

Toate operatiile se efectueaza in conditii sterile, pentru a evita contaminarea cu bacterii sau alte alge.
Culturile contaminate trebuie indepartate.

Mod de operare pentru obtinerea culturilor de alge

Prepararea solutiilor de elemente nutritive (medii):

Mediul se poate prepara prin diluarea solutiilor mama de elemente nutritive. Pentru mediul solid se adaug
0,8 % agar-agar. Mediul trebuie si fie steril. Sterilizarea termica poate duce la o pierdere de NH;.

Cultura mamd:

Culturile mama sunt culturi mici de alge care se transferd cu regularitate intr-un mediu proaspit pentru
a actiona ca material initial de testare. Dacd nu sunt folosite cu regularitate, se scurg pe tuburile inclinate
acoperite cu agar-agar. Culturile se transferd intr-un mediu proaspit cel putin o dati la 2 luni.

Culturile mama se cresc in vase conice care contin mediul corespunzitor (volum cca. 100 ml). Cand algele
sunt incubate la 20 °C cu iluminare continud, este necesar un transfer siptimanal.

In timpul transferului, o cantitate din cultura ,veche” se transferd cu pipete sterile intr-un vas cu mediu
proaspdt, astfel incat in cazul speciilor cu crestere rapidd concentratia initiald sa fie de cca. 100 de ori mai
micd decat in culturile vechi.

Viteza de crestere a speciei se poate determina din curba de crestere. Dacd aceasta se cunoaste, este posibil
sd se estimeze densitatea la care cultura trebuie transferatd intr-un mediu nou. Acest lucru trebuie sd se
facd inainte ca algele din culturd sd atinga faza mortii.

Precultura:

Precultura are ca scop obtinerea unei cantitati de alge adecvate pentru inocularea culturilor de testare.
Precultura se incubeaza in conditiile testarii si se foloseste in timpul cresterii exponentiale, in mod normal
dupi o perioada de incubare de aproximativ trei zile. Cand culturile de alge contin celule deformate sau
anormale, ele sunt inldturate.

Apendicele 2

ISO 8692 — Calitatea apei — testul de inhibitie a cresterii algelor in apa proaspdtd cu Selenastrum
capricornutumsi Scenedesmus subspicatus consemneazd urmdtoarele rezultate pentru testele circulare intre
16 laboratoare privind bicromatul de potasiu.

Mediu (mg/l) Interval (mg/l)

CE, 50 (0-72 h) 0,84 0,60-1,03
CE,, 50 (0-72 h) 0,53 0,20-0,75
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PARTEA L

C.4. DETERMINAREA BIODEGRADABILITATII »RAPIDE”

CONSIDERATII GENERALE

INTRODUCERE

Sunt descrise sase metode de testare care permit trierea substantelor chimice pentru biodegradabilitate
rapidd in mediul apos aerob:

(a) Epuizarea Carbonului Organic Dizolvat (COD) (Metoda C.4-A)

(b) Test de screening OCDE — Epuizarea COD (Metoda C.4-B)

(c) Degajarea bioxidului de carbon (CO,) (Testul modificat Sturm) (Metoda C.4-C)

(d) Respirometrie manometricd (Metoda C.4-D)

(e) Vas inchis (Metoda C.4-E)

(f) MITI (Ministerul Comertului si Industriei Internationale — Japonia) (Metoda C.4-F)
Consideratiile generale si comune privind cele sase teste sunt prezentate in partea I a metodei.

Aspectele specifice metodelor individuale sunt prezentate in partile Il — VII. Anexele contin definitii,
formule si material orientativ.

Un test interlaboratoare OCDE, efectuat in 1988 ca exercitiu de comparabilitate, a ardtat ¢ metodele
dau rezultate compatibile. Cu toate acestea, in functie de caracteristicile fizice ale substantei ce urmeaza
a fi testatd, poate fi preferatd o metoda sau alta.

ALEGEREA METODEI ADECVATE

Pentru a alege cea mai adecvatd metodd, sunt necesare informatii legate de solubilitatea substantei
chimice, presiunea de vapori si caracteristicile de adsorbtie. Structura sau formula chimica trebuie
cunoscute, pentru a calcula valorile teoretice si/sau a verifica valorile determinate ale parametrilor, de
exemplu, CTO, CO,T, COD, COT, CCO (a se vedea anexele I si II).

Substantele de testat care sunt solubile in apd pand la cel putin 100 mg/l pot fi evaluate prin toate
metodele, cu conditia ca ele si fie nevolatile si neadsorbante. Pentru substantele chimice care sunt greu
solubile in apd, volatile sau adsorbante, metodele adecvate sunt indicate in tabelul 1 si descrise in
anexa III. Substantele chimice cu volatilitate moderatd pot fi testate prin metoda epuizirii COD, daci
existd destul spatiu pentru gaz in vasele de testare (care trebuie si aibi dopuri adecvate). In acest caz,
se pregateste si un martor abiotic care sd permitd urmdrirea pierderilor de masa.

Tabelul 1: Aplicabilitatea metodelor de testare

Adecvare la substantele care sunt:
Test Metoda analitici ~
grel;ifé)lu volatile adsorbante
Epuizare COD Carbon organic dizolvat - - +-
Epuizare OCDE modifi- | Carbon organic dizolvat - - +-
catd
Degajarea CO, Respirometrie:  degajarea + - +
Cco,
Respirometrie Respirometrie + +- +
manometricd manometricd: consum de
oxigen
Vas inchis Respirometrie: oxigen +- + +
dizolvat
MITI Respirometrie: consum de + +- +
oxigen
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L.3.

L.4.

L5.

Sunt necesare informatii legate de puritatea sau proportiile relative ale componentelor majore ale
compusului de testat pentru a interpreta rezultatele obtinute, in special cand rezultatele au valori mici
sau marginale.

Informatiile legate de toxicitatea substantei fatd de bacterii (anexa IV) sunt foarte folositoare pentru
alegerea concentratiilor si se pot dovedi esentiale pentru interpretarea corectd a valorilor scizute de
biodegradare.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Pentru a verifica metoda, se testeazd substante de referintd care indeplinesc criteriile de
biodegradabilitate rapida intr-un flacon adecvat in paralel cu testele propriu-zise.

Substantele chimice adecvate sunt anilina (proaspat distilatd), acetatul de sodiu si benzoatul de sodiu.
Toate aceste substante chimice de referinta se degradeaza in conditiile de lucru din prezentele metode,
chiar i cAnd nu se adaugd deliberat inocul.

S-a sugerat faptul cd trebuie gisitd o substantd chimicd de referintd usor degradabild, dar care si
necesite adiugarea unui inocul. S-a propus ftalatul acid de potasiu, insi este nevoie de obtinerea mai
multor dovezi in cazul acestei substante Inainte ca ea si fie acceptatd ca substantd de referinta.

La testele de respirometrie, compusii care contin azot pot afecta consumul de oxigen din cauza
nitrificarii (a se vedea anexele II si V).

PRINCIPIUL METODELOR DE TESTARE

O solutie sau suspensie a substantei de testat in mediu mineral este inoculatd si incubatd in conditii
aerobe la intuneric sau lumind difuza. Cantitatea de COD datoratd inoculului in solutie trebuie si fie
mentinutd la valori cat mai mici posibile in comparatie cu cantitatea de COD datoratd substantei de
testat. Activitatea endogend a inoculului este cuantificatd ficand teste martor paralele, cu inocul si fard
substantd de testat, desi activitatea endogend a celulelor in prezenta substantei nu se suprapune exact
peste activitatea endogena a martorului. In paralel se testeaz o substanti de referinta pentru a controla
functionarea modului de operare.

in general, degradarea este urmati de determinarea parametrilor, cum ar fi COD, generarea de CO,
si consumul de oxigen, iar mdsurdtorile se fac la intervale destul de scurte, pentru a permite
identificarea momentului de incepere si terminare a biodegradirii. Cu respirometre automate,
masurarea se efectueazd continuu. COD se mdsoard uneori aldturi de un alt parametru, dar acest lucru
se face in mod obisnuit numai la inceputul si la sfarsitul testarii. De asemenea, se poate folosi o analizd
chimici specificd, pentru a estima degradarea primard a substantei de testat si pentru a se determina
concentratia substantelor intermediare formate (obligatoriu in testul MITI).

in mod normal, testul dureazi 28 de zile. Cu toate acestea, testele se pot incheia inainte de 28 de zile,
adicd de indatd ce curba biodegradarii se aplatizeaza pentru cel putin 3 determindri. Testele se pot, de
asemenea, prelungi peste 28 de zile, cAnd curba aratd cd biodegradarea a inceput, dar cd nu s-a ajuns
la aplatizare in a doudzeci si opta zi.

CRITERII DE CALITATE

Reproductibilitate

Dati fiind natura biodegradarii si a culturilor bacteriene mixte folosite ca inoculi, determindrile se fac
cel putin in duplicat.

S-a observat experimental cd la o concentratie mai mare de microorganisme addugate initial in mediul
de testare variatiile intre replici sunt mai mici. Testele interlaboratoare au aritat, de asemenea, cd pot
exista mari variatii intre rezultatele obtinute de diferite laboratoare, dar ¢ se poate ajunge la o
armonizare acceptabild in cazul compusilor usor biodegradabili.
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L.5.2.

Validitatea testului

Testul se considerd validat daca diferenta dintre valorile extreme reprezentand gradul de indepartare
a substantei la momentul aplatizdrii curbelor de biodegradare ale replicilor este mai micd de 20 % fie
la sfarsitul testului, fie la inceputul ferestrei de 10 zile, dupa caz, si dacd procentul de degradare a
substantei de referintd a atins nivelul de biodegradabilitate rapida in 14 zile. Dacd nu este intruniti nici
una dintre aceste conditii, testul se repetd. Datd fiind rigoarea metodelor, valorile scizute nu inseamna
in mod necesar ci substanta de testat nu este biodegradabild in conditii de mediu, ci cd sunt necesare
alte studii pentru a determina biodegradabilitatea.

Dacd intr-un test de toxicitate care contine atdt substanta de testat cat si o substantd chimicd de
referintd are loc mai putin de 35 % degradare (bazat pe COD) sau mai putin de 25 % (bazat pe CTO
sau CO,T) in 14 zile, se poate presupune cd substanta de testat este inhibitoare (a se vedea si anexa IV).
Seria de teste se repetd, dacd este posibil folosind o concentratie mai scizutd a substantei de testat si/sau
o0 concentratie mai ridicatd a inoculului, dar nu mai mult de 30 mg solide/litru.

MOD DE OPERARE GENERAL S§I PREGATIRI

Conditiile generale aplicabile testelor sunt rezumate in tabelul 2. Aparatura si alte conditii
experimentale legate in mod specific de un anume test sunt descrise in subcapitolul destinat testului
respectiv.

Tabelul 2: Conditii experimentale

Eoui Blimi Respiro- Test de
pu1zare 1mi- metrie . N .
Test CoD nareCO?2 manome- sc(r)ecegl]?g Vas inchis MITI (I)
tricd
Concentratia 100 2-10 100
substantei de
testat in mg/l
mg COD/l 10-40 10-20 10-40
mg CTO/l 50-100 5-10
Concentratia < 30 mg/l SS 0,5 ml < 5ml 30mg|l
Inoculului (in efluent efluent/l SS(107-
celule/l, aprox) sau < 100 ml efluent/l secundar/l | (10*-10°) 10%)
5
(107_108) (10 )
Concentratia
elementelor in
mediu mineral
(in mgl)
P 116 11,6 29
N 1,3 0,13 1,3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05 -0,1 0,05-0,1 0,15
pH 7,4+0,2 De prefe-
rintd 7,0
temperaturd 22+2°C 25+1°C
COD = carbon organic CTO = cerere teoreticd de oxigen SS = materii solide in
dizolvat suspensie
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Apa de dilutie

Se foloseste apa deionizatd sau distilatd fard concentratii inhibitoare de substante toxice (de exemplu,
ioni de Cu""). Compusul de testat trebuie s3 nu contribuie cu mai mult de 10 % la continutul de carbon
organic al apei. Pentru a elimina valorile ridicate ale probei martor este necesar ca apa de testare si
aibd o puritate ridicatd. Contaminarea poate rezulta din impurititile inerente si din risinile
schimbdtoare de ioni si material provenit din liza de bacterii si alge. Pentru fiecare serie tratatd se
foloseste numai o sarji de apd, verificatd inainte prin analiza COD. O astfel de verificare nu este
necesard pentru testul in vas flacon inchis, dar consumul de oxigen al apei trebuie si fie scazut.

Solutiile mam3 ale componentelor minerale

Pentru a prepara solutiile de testare, se prepard solutiile mama ale componentelor minerale, cu
concentratiile adecvate. Se pot folosi urmdtoarele solutii mama (cu factori de dilutie diferiti) pentru
metodele: epuizare COD, test de screening modificat OCDE, eliminare CO,, respirometrie
manometricd, testul in vas inchis. Factorii de dilutie i, pentru testul MITI, pregitirea specificd a
mediului mineral, sunt prezentate in capitolele referitoare la testele respective.

Solutiile mamd Se prepard urmdtoarele solutii mama folosind reactivi de puritate analitica:

(a) ortofosfat diacid de potasiu, KH,PO,, 8,50¢g
ortofosfat acid de potasiu, K,HPO,, 21,75 ¢
ortofosfat acid de sodiu dihidrat, Na,HPO-2H,O 33,40 ¢
clorurd de amoniu NH,Cl 0,50 ¢g
Se dizolva in apd si se completeazd pand la 1 litru. pH-ul solutiei este 7,4.

(b) clorurd de calciu, anhidrd, CaCl, 27,50 g
sau clorurd de calciu dihidrat, CaCl,-2H,0 36,40 g

Se dizolvd in api i se completeazd pand la 1 litru.

(© sulfat de magneziu heptahidrat, MgSO,-7H,0 22,50 g
Se dizolva in apd si se completeazd pand la 1 litru.

(d) clorurd ferici (1) hexahidrat FeCl;-6H,0 0,25¢g

Se dizolva in apd si se completeazd pand la 1 litru.

Nota: Pentru a evita prepararea acestei solutii imediat inainte de folosire, se adaugi o picaturd de HCl
concentrat sau 0,4 g sare disodicd a acidului etilendiamin-tetraacetic (EDTA) pe litru.

Solutii mami ale substantelor chimice

De exemplu, 1-10 g de substantd de testat sau de referintd se dizolvd in apd deionizatd si se
completeazd pani la 1 litru, cand solubilitatea depiseste 1 g/l. In caz contrar, solutiile mama se prepard
in mediu mineral sau se adaugd substanta de testat direct in mediul mineral. Pentru manevrarea
substantelor chimice mai putin solubile, a se vedea anexa III, dar in testul MITI (Metoda C.4 —F), nu
se folosesc nici solventi si nici agenti de emulsionare.

Inocul

Inoculul poate proveni dintr-o varietate de surse: ndmol activ, efluenti uzati (neclorinati), ape de
suprafatd si soluri sau dintr-un amestec al acestora. Pentru testele de epuizare COD, eliminarea CO,
si respirometrie manometricd, daci se foloseste nimol activ, acesta se ia dintr-o instalatie de tratare
sau o instalatie de laborator care primeste predominant ape reziduale menajere. S-a constatat cd inoculi
din alte surse dau rezultate foarte difuze. Pentru testul de screening modificat OCDE si testul in vas
inchis, este nevoie de un inocul mai diluat, fara agregate floculate de namol, iar sursa preferatd este
un efluent secundar dintr-o instalatie industriald sau de laborator pentru tratarea apei reziduale
menajere. In testele MITI inoculul provine dintr-un amestec de surse si este descris in capitolul testului
respectiv.
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1.6.4.1.

1.6.4.2.

L6.5.

L.6.6.

Inocul din ndmoluri active

Se preleveazd o probad de nimol activ proaspat din bazinul de aerare al unei instalatii de tratare a apelor
reziduale sau dintr-o instalatie de laborator care trateazd in special apele reziduale menajere. Se
indeparteazd particulele grosiere dacd este necesar, prin filtrare printr-o sitd find, apoi nimolul se
mentine in conditii aerobe.

Ca alternativd, se lasa la decantat sau se centrifugheazd proba (de exemplu, la 1 100 rot./min timp de
10 minute) dupd indepartarea tuturor particulelor grosiere. Se indepdrteazd stratul de supernatant.
Namolul se spald in mediu mineral. Se prepard o suspensie de nimol concentrat in mediu mineral
pentru a obtine o concentratie de 3 — 5 g solide in suspensie/l si se aereazd pand in momentul folosirii.

Namolul este prelevat dintr-o instalatie clasicd, care functioneaza corect. Dacd ndmolul provine dintr-o
instalatie de tratare cu debit mare sau se presupune ca ar contine inhibitori, trebuie spalat. Dupd o
amestecare puternicd, se lasi la decantat sau se centrifugheazd nimolul din noua suspensie, apoi se
indeparteaza supernatantul; nimolul spalat se trece din nou in suspensie intr-un alt volum de mediu
mineral. Se repetd aceastd procedurd pana cand se considerd cd ndmolul nu mai contine substrat sau
inhibitori in exces.

Imediat inainte de folosire, se preleveazd o proba dupa ce ndmolul este suspensionat complet sau, dupa
caz, din ndmol netratat, pentru a determina greutatea uscatd a solidelor in suspensie.

O altd alternativd de obtinere a inoculului este de a omogeniza nimolul activ (3 — 5 g solide in
suspensie/l) intr-un amestecitor mecanic doud minute la vitezd medie; se lasd apoi timp de 30 de
minute, sau mai mult dacd este nevoie, la decantat si se preleveazd supernatantul pentru a fi folosit
ca inocul intr-un raport de 10 ml/l de mediu mineral.

Alte surse de inocul

Inoculul se poate obtine din efluentul secundar al unei instalatii de tratare sau al unei instalaii de
laborator care se alimenteaza mai ales cu apd uzatd menajerd. Se preleveazd o proba proaspatd de apa
uzatd; se transportd in conditii aerobe. Se lasa sd se decanteze timp de o ord sau se filtreazd prin hartie
de filtru cu porozitate mare. Se mentine efluentul decantat sau filtrat in conditii aerobe pani in
momentul folosirii. Pand la 100 ml din acest tip de inocul se pot folosi pe litru de mediu mineral.

O altd sursd de inocul este apa de suprafata. In acest caz, se preleveazd o probi de apd de suprafatd
adecvatd (de exemplu, rau, lac) si se mentine in conditii aerobe pand in momentul folosirii. Dacd este
nevoie, inoculul se concentreazd prin filtrare sau centrifugare.

Preconditionarea inoculului

Inoculul poate fi preconditionat si adus in conditiile experimentale, dar nu si preadaptat la substanta
de testat. Preconditionarea constd in aerarea ndmolului activ in mediu mineral sau efluent secundar
timp de 5 — 7 zile, la temperatura de testare. Aceastd preconditionare imbundtdteste uneori precizia
metodelor prin reducerea valorilor din probele martor. Nu se considerd necesard preconditionarea
inoculului in cazul testului MITL

Martori abiotici

Daci este necesar, posibila degradare abioticd a substantei de testat se verificd prin determinarea
indepartdrii COD, consumului de oxigen sau elimindrii bioxidului de carbon in probe martor sterile,
care nu contin inocul. Se sterilizeazd prin filtrare cu membrani filtrantd (0,2 — 0,45 pm) sau prin
addugarea unei substante toxice adecvate intr-o concentratie corespunzitoare. Dacd se foloseste
filtrarea prin membrand, se preleveaza probe in mod aseptic, pentru a mentine sterilitatea. Dacd nu
s-a realizat inainte adsorbtia substantei de testat, testele care masoard biodegradarea ca indepdrtare a
COD, in special cele care folosesc ca inocul ndmolul activ, trebuie sd includd un martor abiotic care
este inoculat si otrdvit.
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L7.

Numir de vase

Numarul de vase intr-un experiment tipic este prezentat in capitolul aferent fiecarui test.
Se pot folosi urmatoarele tipuri de vase:

Suspensie de testare: contine substantd de testat si inocul

Proba martor cu inocul: contine numai inocul

Martor de metoda: contine substantd de referintd si inocul

Martor steril abiotic: contine substantd de testat, steril (a se vedea punctul 1.6.6)

Martor de adsorbtie: contine substantd de testat, inocul si agentul de sterilizare

Martor de toxicitate: contine substantd de testat, substanta de referinta si inocul

Este obligatoriu ca testul propriu-zis si testul martor cu inocul sd se facd in paralel. Este de dorit sd
se facd determindri si in alte vase, in paralel.

Acest lucru s-ar putea totusi sd nu fie posibil intotdeauna. Se asigurd suficiente probe sau citiri pentru
a permite evaluarea procentului de degradare a substantei intr-o perioada de 10 zile.

DATE SI EVALUARE

Pentru calcularea lui D,, degradarea procentuald, se folosesc valorile medii ale masuratorilor duplicate
ale parametrilor determinati atat in testul propriu-zis, cit si in proba martor cu inocul. Formulele
matematice pentru calcularea D, sunt prezentate in capitolele de mai jos pentru fiecare test. Evolutia
degraddrii este ilustratd grafic si se indicd fereastra de 10 zile. Se calculeazd si se consemneazi
procentul de eliminare a substantei obtinut la sfarsitul perioadei de 10 zile si valoarea corespunzitoare
aplatizarii curbei de biodegradare sau sfarsitului testului, dupa caz.

La testele respirometrice, compusii care contin azot pot afecta consumul de oxigen din cauza
nitrificirii (a se vedea anexele II si V).

Misurarea degradirii prin intermediul determindrii COD

Pentru a se putea evalua validitatea testului (a se vedea punctul 1.5.2), se calculeazd D,, degradarea
procentuald, de fiecare datd cand se preleveazd o probd, si anume se calculeazd separat pentru vasele
continind substanta de testat folosind media valorilor din msuritorile COD duplicate. Se calculeazi
folosind urmadtoarea ecuatie:

D, = % degradare la timpul t;

C, = concentratia medie initiald a COD in mediul de culturd inoculat ce contine substanta de testat
(mg CODJl);

C.= concentratia medie a COD la timpul t in mediul de culturd inoculat ce contine substanta de testat
(mg COD/l);

Cpo = concentratia medie initiald a COD in proba martor cu mediu mineral inoculat (mg COD/l);

Cy, = concentratia medie a COD la timpul t in proba martor cu mediu mineral inoculat (mg COD/l).

Toate concentratiile se masoard experimental.
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L7.2.

Misurarea degradirii prin intermediul analizei specifice

Daci sunt disponibile date analitice specifice, biodegradarea primari se calculeaza din:

Sb Sa

\w)
1l

x 100

unde:
D, = % degradare la un timp t, in mod normal 28 de zile;
S, = cantitatea reziduald de substantd de testat in mediu inoculat, la sfarsitul testarii (mg);

Sp, = cantitatea reziduald de substantd de testat in proba martor, cu api/mediu mineral, la care s-a
addugat numai substanta de testat (mg).

Degradarea abioticd

Daci se foloseste un martor steril, abiotic, degradarea abiotica se calculeazd in procente folosind
formula:

% degradare abioticd =

unde:
C,(0) = concentratia COD in martorul steril la ziua 0;

Cyy = concentratia COD in martorul steril in ziua t.

RAPORT

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmatoarele date:

— substantele chimice de testat i de referintd, precum si puritatea lor;

— conditiile experimentale;

— inocul: natura, locul de prelevare, concentratia si eventuala preconditionare;
— proportia si natura deseurilor industriale prezente in ndmol, dacd se cunosc;
— durata si temperatura testului;

— 1in cazul substantelor greu solubile, tratamentul aplicat;

— metoda de testare aplicatd; pentru orice modificare a modului de operare trebuie prezentate
argumentele stiintifice si explicatia;

— fisa de date;

— orice fenomene de inhibitie observate;

— orice degradare abioticd observati;

— date analitice specifice, dacd sunt disponibile;

— date analitice referitoare la produsele intermediare, daci exist3;

— graficul degradirii, exprimat in procente in functie de timp pentru substantele de testat si de
referintd; faza de latentd, faza de degradare, fereastra de 10 zile si panta sunt indicate clar (anexa I).
Dacd testul satisface criteriile de validare, la trasarea graficului se poate folosi media procentelor
de eliminare ale vaselor ce contin substanta de testat;

— eliminarea procentuald dupd fereastra de 10 zile §i cea corespunzitoare aplatizdrii curbei de
biodegradare sau sfarsitului testului.
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PARTEA IL

IL1.

IL.2.

I1.2.1.

11.2.2.

11.2.3.

11.2.4.

TESTUL DE EPUIZARE COD (Mectoda C.4-A)

PRINCIPIUL METODEI

Un volum misurat de mediu mineral inoculat care contine o concentratie cunoscuti de substantd de
testat (10-40 mg CODY/l) ca singura sursd nominald de carbon organic se aereazd la intuneric sau
lumind difuzd la 22 + 2 °C.

Degradarea este urmatd de analiza COD la intervale frecvente pe o perioadd de 28 de zile. Gradul de
biodegradare se calculeaza exprimand concentratia COD indepdrtatd (corectatd in functie de cea din
proba martor cu inocul) ca procent din concentratia prezentd initial. Gradul de biodegradare primara
poate fi, de asemenea, calculat din analiza chimicd suplimentard ficuta la inceputul si la sfarsitul
incubdrii.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd
(a) vase conice, de exemplu, 250 ml -2 litri, in functie de volumul necesar pentru analiza COD;

(b) agitatoare pentru vase conice, fie cu control automat al temperaturii, fie fard acest control, dar
folosite intr-o incdpere cu temperaturd constantd si avind putere suficientd pentru a mentine
conditiile aerobe in toate vasele;

(c) aparaturd de filtrare cu membrane adecvate;
(d) analizor COD;
(e) oxigenometru;

(f) centrifuga.

Prepararea mediului mineral
Pentru prepararea solutiilor mamd, a se vedea 1.6.2.

Se amestecd 10 ml de solutie (a) cu 800 ml apd de dilutie, se adauga cate 1 ml din solutiile (b) - (d)
si se completeazd pand la 1 litru cu apd de dilutie.

Prepararea si adaptarea inoculului

Inoculul poate proveni dintr-o varietate de surse: efluenti uzati, ape de suprafatd, soluri sau dintr-un
amestec al acestora.

A se vedea punctele 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 si 1.6.5.

Pregitirea vaselor

De exemplu, se introduc cate 800 ml de mediu mineral in vase conice de 2 litri si se adaugd volume
suficiente de solutii mama ale substantelor de testat si de referintd in fiecare vas pentru a obtine o
concentratie a substantei chimice echivalentd cu 10-40 mg COD/L. Se verificd valorile pH si se
regleazd, dupd caz, la 7,4. Se inoculeazd vasele cu ndmol activ sau cu o altd sursd de inocul (a se vedea
punctul 1.6.4), pentru a obtine o concentratie finald nu mai mare de 30 mg solide in suspensie/l. De
asemenea, se prepard probe martor de inocul in mediu mineral, dar fird substantd de testat sau de
referintd.

Dupi caz, se foloseste un vas pentru a verifica efectul inhibitor posibil al substantei de testat, inoculand
o solutie in mediu mineral avand concentratii comparabile ale substantei de testat si ale celei de
referind.

De asemenea, dacd este necesar, se pregdteste incd un vas, steril, pentru a verifica daca substanta de
testat este degradatd abiotic, folosind o solutie neinoculatd a substantei de testat (a se vedea
punctul L.6.6).
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11.2.5.

11.2.6.

IL.3.

IL.3.1.

I1.3.2.

I1.3.3.

Suplimentar, daci se presupune ci substanta de testat este adsorbitd in mod semnificativ pe sticld,
ndmol etc., se face o estimare preliminard pentru a determina gradul probabil de adsorbtie si, astfel,
adecvarea testului la substanta respectivi (a se vedea tabelul 1). Se foloseste un vas ce contine substantd
de testat, inocul si agent de sterilizare.

Se completeazd volumele in toate vasele pand la 1 litru cu mediu mineral si, dupd amestecare, se ia
o probd din fiecare vas pentru a determina concentratia initiali a COD (a se vedea anexa II.4). Se
acoperd gura vaselor, de exemplu, cu folie de aluminiu, astfel incat si se permitd schimbul liber de aer
intre vas si atmosfera inconjuratoare. Apoi acestea se monteaza la agitatoare pentru inceperea testului.

Numdrul de vase intr-o testare tipici
Vasele 1 si 2: suspensia de testare

Vasele 3 si 4: proba martor cu inocul

Vasul 5: martor de metodi

De preferintd si cind este necesar, se folosesc:
Vasul 6: martor steril abiotic

Vasul 7: martor de adsorbtie

Vasul 8: martor de toxicitate

A se vedea si punctul 1.6.7.

Efectuarea testului

Pe parcursul testului se determind concentratiile COD in fiecare vas, in duplicat si la intervalele de timp
cunoscute, suficient de frecvent pentru a putea determina inceputul ferestrei de 10 zile si eliminarea
procentuald la sfarsitul ferestrei de 10 zile. Se preleveazd numai volumul minim de suspensie necesar
pentru fiecare determinare.

Inainte de prelevarea probelor, se completeazi pierderile cauzate de evaporare, addugand apa de dilutie
(punctul 1.6.1) in cantitatea necesard, dupi caz. Se amestecd mediul de culturd foarte bine, verificand
dacd materialul ce aderd pe peretii vaselor s-a dizolvat sau a trecut in suspensie. Se filtreazd prin
membrand sau se centrifugheaza proba (a se vedea anexa I1.4), imediat dupa ce a fost prelevata. Probele
filtrate sau centrifugate se analizeazd in aceeasi zi sau se depoziteazd la 2—4 °C timp de maximum 48
de ore ori se mentin la temperaturi mai mici de =18 °C pentru un timp mai indelungat.

DATE $I RAPORT

Interpretarea rezultatelor

Se calculeazd degradarea in procente la timpul t conform punctului 1.7.1 (determinare COD) si,
optional, punctului 1.7.2. (analize specifice).

Se inregistreazd toate rezultatele pe fisele de date previzute.

Validarea rezultatelor

A se vedea punctul 1.5.2.

Raportul de testare

A se vedea punctul L.8.
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11.4.

FISA DE DATE

Un exemplu de fisd de date este prezentat mai jos.
TEST DE EPUIZARE COD

1. LABORATOR

2. DATA INCEPERII TESTULUI

3. SUBSTANTA DE TESTAT
Denumire:

Concentratia solutiei mama: mg/l substantd

Concentratia initiald in mediul de testare, t,: mg/l substantd

4. INOCUL
Sursa:
Tratament aplicat:

Preconditionare, dacd existd:

Concentratia solidelor in suspensie in amestecul de reactie: mg/l

5. DETERMINARI DE CARBON

Analizor de carbon:

Vas nr.

COD dupi n zile (mg/l)

n,

n,

n;

4

1 a,

« a, medie C
Substantd de tes- a(n)

tat + inocul

b,

2 b,

b, medie Cy,

¢

3 c,y

¢, medie C,

Probd martor cu d
inocul fard !

substantd de testat
’ 4 d,

d, medie Cy,

C +C
_ e 4o
ey 2
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6. EVALUAREA DATELOR BRUTE

% degradare dupi n zile
Vas nr.
0 n, n, n, n,
CcC -C
bl
! D, =(1—Ca(t) (t>)><100 0
a(o) bl(o)
C -C
2 b bl
D2=(1_M)xwo 0
Cb(o) - bl(o)
Medie () D = D, -D, 0
2

(") D, si D, nu se exprimd ca medie, daca existd o diferentd considerabild.

Nota: formate similare se pot folosi pentru substantele de referinta si pentru martorii de toxicitate.

7. MARTOR ABIOTIC (optional)

Timp (zile)
0 t
Concentratia COD mg/l in C0) Cy
martor steril
“o " So
% degradare abiotici = ———— x 100
$(0)

8. ANALIZE CHIMICE SPECIFICE (optional)

Cantitatea reziduald a substantei

0 -
de testat la sfarsitul testului (mg/l) % degradare primard

Martor steril Sb

Mediu de testare inoculat S

PARTEA III. TESTUL DE SCREENING MODIFICAT OCDE (Metoda C.4-B)

IIL1.

PRINCIPIUL METODEI

Un volum misurat de mediu mineral, cu o concentratie cunoscutd de substanta de testat (10-40 mg
CODYl) ca singura sursi nominald de carbon organic, se inoculeazi cu 0,5 ml efluent/litru de mediu.
Amestecul se aereazd la intuneric sau lumina difuzi la 22 °C + 2 °C.

Degradarea este urmatd de analiza COD la intervale frecvente intr-o perioadd de 28 de zile. Gradul de
biodegradare este calculat exprimand concentratia COD eliminati (corectatd in functie de cea din
proba martor cu inocul) ca procent din concentratia initiald. Gradul de biodegradare primari poate
fi de asemenea calculat din analiza chimicd suplimentard facutd la inceputul si la sfarsitul incubarii.
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IIL.2. DESCRIEREA METODEI

1.2.1. Aparatura:
(a) vase conice, de exemplu, de la 250 mlla 2 litri, in functie de volumul necesar pentru analiza COD;

(b) agitatoare pentru vase conice, fie cu control automat al temperaturii, fie fird acest control, dar
folosite intr-o incdpere cu temperaturd constantd si avand putere suficientd pentru a mentine
conditiile aerobe in toate vasele;

(c) aparaturd de filtrare cu membrane adecvate;
(d) analizor COD;
(e) oxigenometru;

(f) centrifuga.

11.2.2. Prepararea mediului mineral
Pentru prepararea solutiilor mama a se vedea punctul 1.6.2.

Se amestecd 10 ml de solutie (a) cu 800 ml apd de dilutie, se adaugd cate 1 ml din solutiile (b) — (d)
si se completeazd pand la 1 litru cu apd de dilutie.

Aceastd metodd foloseste numai 0,5 ml efluent/litru ca inocul si prin urmare mediul poate necesita

addugarea de microelemente si factori de crestere. Acest lucru se face prin addugarea cate unui ml din
fiecare dintre urmatoarele solutii/litru de mediu final:

Solutie cu microelemente:

Sulfat de mangan tetrahidrat MnSO,-4H,0 39,9 mg
Acid boric H;BO, 57,2 mg
Sulfat de zinc heptahidrat ZnSO,-7H,0 42,8 mg
Heptamolibdat de amoniu (NH,)¢Mo,0,, 34,7 mg
Chelati de fier (FeCl; cu acid etilendiamin-tetraacetic) 100,0 mg

Se dizolvi si se aduce pand la 1 000 ml cu apd de dilutie

Solutie de vitamine:

Extract de drojdie 15,0 mg

Se dizolva extractul de drojdie in 100 ml apd. Se sterilizeaza prin trecere printr-o membrand de 0,2
microni sau se pregateste proaspdta.

I11.2.3. Prepararea si preconditionarea inoculului

Inoculul este obtinut din efluentul secundar al unei instalatii de tratare sau al unei instalatii de laborator
care foloseste in special ape menajere. A se vedea punctele 1.6.4.2. si 1.6.5.

Se folosesc 0,5 ml/l de mediu mineral.

11.2.4. Pregitirea vaselor

De exemplu, se introduc cate 800 ml de mediu mineral in vase conice de 2 litri si se adaugd volume
suficiente de solutii mamd ale substantelor de testat si de referintd, in vase separate, pentru a obtine
o concentratie a substantei echivalentd cu 10-40 mg COD)L. Se verifici valoarea pH-ului si se regleaza,
daci este necesar, la 7,4. Se inoculeazd vasele cu 0,5 ml/l efluent de apa reziduali (a se vedea punctul
1.6.4.2). De asemenea, se prepard probe de inocul pentru martor, in mediu mineral, fird substantd de
testat sau de referintd.

Dacid este necesar, se foloseste un vas pentru a verifica posibilul efect inhibitor al substantei, inoculand
o solutie in mediu mineral avand concentratii comparabile ale substantei de testat si de referintd. De
asemenea, dacd este necesar, se pregateste incd un vas, steril, pentru a se verifica dacd substanta de
testat este degradatd abiotic, folosind o solutie neinoculatd a substantei de testat (a se vedea
punctul L.6.6).
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1I1.2.5.

111.2.6.

1IL.3.

I1.3.1.

111.3.2.

11.3.3.

Suplimentar, daci se presupune ci substanta de testat este adsorbitd in mod semnificativ pe sticld,
ndmol etc., se face o estimare preliminard pentru a determina gradul probabil de adsorbtie si, astfel,
adecvarea testului la substanta respectivi (a se vedea tabelul 1). Se foloseste un vas ce contine substantd
de testat, inocul si agent de sterilizare.

Se completeazd volumele in toate vasele pand la 1 litru cu mediu mineral si, dupd amestecare, se ia
o probd din fiecare vas pentru a determina concentratia initiali a COD (a se vedea anexa II.4). Se
acoperd gura vaselor, de exemplu, cu folie de aluminiu, astfel incat sd se permitd schimbul liber de aer
intre vas si atmosfera inconjuratoare. Apoi acestea se monteaza la agitatoare pentru inceperea testului.

Numdirul de vase intr-un test tipic

Vasele 1 si 2: suspensia de testare

Vasele 3 si 4: probd martor cu inocul

Vasul 5: martor de metodi

De preferintd si cind este necesar, se folosesc:
Vasul 6: martor steril abiotic

Vasul 7: martor de adsorbtie

Vasul 8: martor de toxicitate

A se vedea si punctul 1.6.7.

Desfisurarea testului

Pe parcursul testului se determind concentratiile COD in fiecare vas, in duplicat si la intervalele de timp
cunoscute, suficient de frecvent pentru a putea determina inceputul ferestrei de 10 zile si eliminarea
procentuald la sfarsitul ferestrei de 10 zile. Se preleveazd numai volumul minim de suspensie necesar
pentru fiecare determinare.

Inainte de prelevarea probelor se completeaza pierderile cauzate de evaporare, adiugand api de dilutie
(punctul 1.6.1) in cantitatea necesard, dupd caz. Se amestecd mediul de culturd foarte bine, verificand
dacd materialul ce aderd pe peretii vaselor s-a dizolvat sau a trecut in suspensie. Se filtreazd prin
membrand sau se centrifugheaza proba (a se vedea anexa I1.4), imediat dupa ce a fost prelevata. Probele
filtrate sau centrifugate se analizeazd in aceeasi zi sau se depoziteazd la 2 — 4 °C timp de maxim 48
de ore ori se mentin la temperaturi mai mici de =18 °C pentru un timp mai indelungat.

DATE SI RAPORT

Interpretarea rezultatelor

Se calculeazd degradarea in procente la timpul t conform punctului 1.7.1 (determinare COD) si,
optional, punctului 1.7.2. (analize specifice).

Se inregistreazd toate rezultatele pe fisele de date previzute.

Validarea rezultatelor

A se vedea punctul 1.5.2

Raportul de testare

A se vedea punctul L.8.
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111.4.

FISA DE DATE

LABORATOR

DATA INCEPERII TESTULUI

SUBSTANTA DE TESTAT

Denumire:

Un exemplu de fisd de date este prezentat mai jos.

TEST DE SCREENING MODIFICAT OCDE

Concentratia solutiei mamd: mg/l substantd

Concentratia initiald in mediul de testare, t,: mg/l substantd

INOCUL

Sursa:

Tratament aplicat:

Preconditionare, dacd existd:

Concentratia materiilor in suspensie in amestecul de reactie: mg/l

DETERMINARI DE CARBON

Analizor de carbon:

Vas nr.

COD dupi n zile (mgfl)

n,

n,

ns

Substantd de tes-
tat + inocul

a4y

ay

a, medie C,

b,

b,

b, medie Cy,

Probd martor cu
inocul fard
substantd de testat

¢

d, medie Cy

bl

c +C
_ 4o

2
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6. EVALUAREA DATELOR BRUTE
% degradare dupi n zile
Vas nr.
0 n, n, n,
CcC -C
bl
! D, = (1 =0 -0 ) X100 0
c -
a(o) bl(o)
2 c -C 0
b bl
D2 = (1_M) x 100
Cb(o) - Cbl(o)
Medie (* 0
" D,-D,
D =
2

7.

(") D, si D, nu se exprimi ca medie, daci existd o diferentd considerabild.

Notd: formate similare se pot folosi pentru substantele de referintd si pentru martorii de toxicitate.

MARTOR ABIOTIC (optional)

Timp (zile)

Concentratia COD mg/l in
martor steril

Cs(O)

Cs(t)

8.

% degradare abioticd =

c -C
© 000

$(0)

ANALIZE CHIMICE SPECIFICE (optional)

Cantitatea reziduald a substantei
de testat la sfarsitul testului (mg/l)

% degradare primard

Martor steril

Sb

Mediu de testare inoculat
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PARTEA 1V.

IV.1.

Iv.2.

IvV.2.1.

1v.2.2.

IV.2.3.

1v.2.4.

TESTUL DE DEGAJARE A CO, (Metoda C.4-C)

PRINCIPIUL METODEI

Un volum misurat de mediu mineral inoculat, cu o concentratie cunoscutd de substantd de testat
(10-20 mg COD sau TOC/l) ca unicd sursd nominald de carbon organic se aereaza prin trecerea aerului
fard dioxid de carbon, cu debit controlat, la intuneric sau la lumind difuzd. Degradarea este urmaritd
timp de 28 de zile prin determinarea dioxidului de carbon produs, care este absorbit pe hidroxid de
bariu sau de sodiu si este mdsurat prin titrarea hidroxidului rimas sau drept carbon anorganic.
Cantitatea de dioxid de carbon produs de substanta de testat (corectatd cu cea rezultatd din proba
martor cu inocul) este exprimatd ca procent din CO,T. Gradul de biodegradare se poate de asemenea
calcula din analizele COD suplimentare, ficute la inceputul si la sfarsitul incubdrii.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd

(a) vase de 2 — 5 litri, fiecare prevazut cu un tub de aerare cu un capdt ajungand aproape de baza
vasului i cu celdlalt iesind din vas;

(b) agitatoare magnetice, cand se testeaza substante putin solubile;
(c) vase pentru absorbtia gazului;
(d) dispozitiv pentru controlul si misurarea debitului de aer;

(e) aparaturd pentru absorbtia dioxidului de carbon, pentru prepararea aerului care nu contine dioxid
de carbon; ca alternativd, se poate folosi un amestec de oxigen fird CO, si azot fird CO,, din
butelie, in proportia corectd (20 % O,: 80 % N,);

(f) dispozitiv pentru determinarea dioxidului de carbon, fie prin titrimetrie, fie printr-una dintre
analizele cantitative ale carbonului anorganic;

(g) dispozitiv de filtrare cu membrana (optional);

(h) analizor de COD (optional).

Prepararea mediului mineral
Pentru prepararea solutiilor mamd, a se vedea punctul 1.6.2.

Se amestecd 10 ml de solutie (a) cu 800 ml apd de dilutie, se adaugd cate 1 ml din solutiile (b) - (d)
si se completeazd pand la un 1 litru cu apd de dilutie.

Prepararea si preconditionarea inoculului

Inoculul poate proveni dintr-o o varietate de surse: ndmol activ, efluenti menajeri, ape de suprafata,
soluri sau un amestec al acestora.

A se vedea punctele 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 si 1.6.5.

Pregitirea vaselor

Ca exemplu, urmdtoarele volume si cantitdti sunt indicate pentru vase de 5 litri ce contin 3 1 de
suspensie. Dacd se folosesc volume mai mici, valorile se modificd in consecintd, dar se asigurd precizia
mdasurdrii dioxidul de carbon format.

In fiecare vas de 5 litri se introduc 2 400 ml mediu mineral. Se adaugd un volum adecvat de nimol
activ preparat (a se vedea punctele 1.6.4.1 si1.6.5) pentru a rezulta o concentratie de solide in suspensie
de cel mult 30 mg/l in 3 1 de amestec inoculat.
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IV.2.5.

IvV.2.6.

Ca alternativd, mai intai se dilueazd ndmolul preparat pentru a rezulta o suspensie de 500 — 1 000 mg/1
in mediu mineral, inainte de addugarea unei cantitati alicote la continutul vasului de 5 litri asa incat
sd se obtind o concentratie de 30 mg/l; astfel se asigurd o precizie mai mare. Pot fi folosite alte surse
de inocul (a se vedea punctul 1.6.4.2).

Acest amestec inoculat se acreazd peste noapte, cu aer fird CO,, pentru a elimina dioxidul de carbon
din sistem.

Se adaugd volume cunoscute din solutiile mama ale materialului de testat si substantei de referintd,
separat, in vase de testare replicate, astfel incit concentratiile de COD sau de COT provenite din
substantele addugate si fie cuprinse intre 10 si 20 mg/l; se lasd cateva vase fird addugare de substantd
de testat, fiind folosite drept martori pentru inocul. Substantele de testat putin solubile se adauga direct
in vas in functie de greutate sau volum sau sunt tratate conform descrierii din anexa III.

Daci este necesar, un vas se foloseste pentru a verifica posibilul efect inhibitor al substantei de testat,
prin addugarea atat a substantei respective, cat si a substantei de referintd, in aceleasi concentratii ca
si cele prezente in alte vase.

De asemenea, dacd este necesar, se foloseste un vas steril pentru a verifica dacd substanta de testat este
degradata abiotic, prin folosirea unei solutii neinoculate de substantd (a se vedea punctul 1.6.6). Se
sterilizeazd prin addugarea unei substante toxice in concentratie adecvata.

Se aduc volumele de suspensii din toate vasele la 3 litri, prin addugarea de mediu mineral inainte de
aerare cu aer fird CO,. Optional, pot fi luate probe pentru analiza COD (a se vedea anexa I1.4) si/sau
pentru analize specifice. Se conecteazi vasele de absorbtie la aerisirile vaselor.

Daci se foloseste hidroxid de bariu, se conecteazd trei vase de absorbtie, fiecare continand 100 ml de
solutie de hidroxid de bariu 0,0125 M, in serie cu fiecare dintre vasele de 5 litri. Solutia trebuie sd nu
contind sulfat si carbonat precipitat, iar concentratia sa se determina imediat inainte de utilizare. Dacd
se foloseste hidroxid de sodiu, se conecteazd doud vase in paralel, cel de-al doilea actionind ca martor
pentru a demonstra ci tot dioxidul de carbon a fost absorbit in primul. Sunt adecvate vase de absorbtie
cu sistemul de inchidere al flacoanelor pentru ser. Se adaugd 200 ml de hidroxid de sodiu 0,05 M la
fiecare vas, ceea ce este suficient pentru a absorbi cantitatea totald de dioxid de carbon degajatd, cand
substanta de testat este complet degradatd. Solutia de hidroxid de sodiu, chiar cand este proaspit
preparatd, contine urme de carbonati; aceasta este corectatd prin deducerea carbonatului din proba
martor.

Numirul de vase pentru o testare tipici
Vasele 1 si 2: suspensie de testare
Vasele 3 si 4: proba martor cu inocul

Vasul 5: martor de metoda

De preferinta si cand este necesar, se folosesc:
Vasul 6: martor steril abiotic
Vasul 7: martor de toxicitate

A se vedea, de asemenea, punctul 1.6.7.

Desfisurarea testului

Testul incepe cu barbotarea aerului fird CO, prin suspensie la o vitezd de 30-100 ml/min. Se
preleveaza periodic probe din absorbantul dioxidului de carbon, pentru analizarea continutului de
CO,. In timpul primelor zece zile este recomandat ca analizele s fie facute in fiecare a doua sau a treia
zi si apoi in fiecare a cincea zi pand la a doudzeci si opta zi, astfel incat perioada ferestrei de 10 zile
sd poatd fi identificatd.

In a douizeci si opta zi se preleveazd probe (optional) pentru determinarea COD sifsau analize
specifice, se misoard pH-ul suspensiei si se adaugd 1 ml acid clorhidric concentrat la fiecare vas; se
aereazi vasele peste noapte pentru a elimina dioxidul de carbon prezent in suspensii. In ziua a douazeci
si noua se face ultima analizd a dioxidului de carbon degajat.
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IvV.3.

IV.3.1.

in zilele in care se determini CO,, se deconecteazi vasul de absorbtie cu hidroxid de bariu cel mai
apropiat de vas si se titreazd solutia de hidroxid cu HC1 0,05 M, folosind fenolftaleind ca indicator. Se
mutd vasele de absorbtie rimase cu un loc mai aproape de vas si se adaugd un nou vas ce contine 100
ml hidroxid de bariu proaspat 0,0125 M, ultimul in serie. Se fac titrdri cand e necesar, de exemplu cand
se observd un precipitat substantial in primul vas de absorbtie si inainte ca in cel de-al doilea sd se
observe ceva, sau cel putin siptimanal. Ca alternativd, cand se foloseste NaOH ca absorbant, se ia cu
o seringd o probd (depinzand de caracteristicile analizorului de carbon folosit) de solutie de hidroxid
de sodiu din vasul de absorbtie mai apropiat de vasul de testare. Se injecteazd proba in partea
anorganicd (CA) a analizorului de carbon pentru analiza directd a dioxidului de carbon degajat.

Se analizeazd continutul celui de-al doilea vas de absorbtie numai la sfarsitul testului, pentru a face

corectia datelor in cazul in care dioxidul de carbon a patruns si in acest vas.

DATE $I RAPORT

Interpretarea rezultatelor

Cantitatea de CO, captatd de absorbant si titratd este datd de formula:
mg CO, = (100 x Cy— 0,5 x V x C,) x 44

unde:

V = volumul de HCI folosit pentru titrarea a 100 ml de absorbant (ml);

Cp = concentratia solutiei de hidroxid de bariu (M);

C, = concentratia solutiei de acid clorhidric (M),

dacd Cj este 0,0125 Miar C, este 0,05 M, 100 ml hidroxid de bariu se titreazd cu 50 ml, iar cantitatea
de CO, este datd de formula:

’

x 44 x (ml) HCl titrat = 1,1 x ml HCI

Astfel, in acest caz, pentru a converti volumul de HCl titrat in mg CO, produs, factorul este 1,1.

Se calculeazd cantitdtile de CO, produs de inocul in sine si de inocul plus substanta de testat, folosind
respectivele valori de titrare, diferenta fiind cantitatea de CO, produsd numai de substanta de testat.

De exemplu, dacd martorul cu inocul se titreazd cu 48 ml si proba continind inocul plus substanta
de testat cu 45 ml,

CO, de la inocul = 1,1 x (50 — 48) = 2,2 mg;

CO, de la inocul plus substanta de testat = 1,1 x (50 — 45) = 5,5 mg.
Astfel, cantitatea de CO, produsd de substanta de testat este de 3,3 mg.
Procentul de biodegradabilitate se calculeaza din formula:

(mg) CO, produs x 100

CO,T x (mg) substantd de testat addugatd

% degradare =

sau

(mg) CO, produs x 100
(mg) COT adaugat in test x 3,67

% degradare =

3,67 fiind factorul de conversie (44/12) de la carbon la dioxid de carbon.
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IV.3.3.

IV.4.

Se calculeazd degradarea procentuald in orice moment ca sumi a procentelor teoretice de eliminare
a CO, (CO,T) calculate pentru fiecare dintre zilele in care eliminarea CO, a fost masurata.

Pentru vasele de absorbtie cu hidroxid de sodiu se calculeazi cantitatea de dioxid de carbon produs,
exprimat ca CI (mg), prin inmultirea concentratiei de CI in absorbant cu volumul de absorbant.

Se calculeazd procentul de degradare din:

(mg) Cl din vasul de testare - (mg) CI din proba martor
% COT = x 100
2 (mg) COT addugat ca substantd de testat

Se calculeazd COD eliminat (optional) conform descrierii de la punctul 1.7. Se inregistreaza aceste
rezultate si toate celelalte rezultate pe fisele de date prevazute.

Validarea rezultatelor

Continutul de CI al suspensiei de substantd in mediul mineral la inceputul testului trebuie si fie mai
mic decit 5 % din CT, iar CO, total din martorul cu inocul, la sfarsitul testului, nu va depasi in mod
normal media de 40 mg/l. Dacd se obtin valori mai mari de 70 mg CO,/litru, datele si tehnica
experimentald vor fi supuse unui examen critic.

A se vedea, de asemenea, 1.5.2.

Raportul de testare

A se vedea 1.8.

FISA DE DATE

Un exemplu de fisd de date este prezentat in continuare.

TEST DE DEGAJARE A DIOXIDULUI DE CARBON
1. LABORATOR
2. DATE LA INCEPUTUL TESTULUI
3. SUBSTANTA DE TESTAT
Denumire:
Concentratia solutiei mama: mg|litru substantd
Concentratia initiald in mediu: mg/litru substantd
C total addugat in vas: mg C
CO,T: mg CO,
4. INOCUL
Sursa:
Tratament aplicat:
Preconditionare, dacd existi:

Concentratia de solide in suspensie in amestecul de reactie: mg/litru
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5. PRODUCEREA DIOXIDULUI DE CARBON $I DEGRADABILITATEA

Metodi: Ba(OH),/NaOH/altele

Timpul

CO, format Probi

CO, format Test i €O, cumulat (mg)
{mg) martor (mg) (media test minus
) , proba martor)
media media
2 4 1 2

Co,T
CO, cumulat
——F— x 100
co,T
media
2

n,

n,

n,

28

Nota: Pentru substantele de referintd si pentru martorii de toxicitate pot fi folosite formate

similare.

6. ANALIZA CARBONULUI (optional)

Analizor de carbon:

Timpul (ziua)

Proba martor mg|l

Substanta de testat mg|l

0

Coo)

G

28 (1)

Cb(l)

G

(") sau la sfarsitul incubarii

% COD eliminat =

c-c

t
1-—9 %100

c-c

o b(o)

7. DEGRADAREA ABIOTICA (optional)

% degradare abioticd =

CO, - CO,format in vas steril dupd 28de zile (mg)

x 100

CO,T (mg)
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PARTEA V.

V.1.

V.2

V.2.1.

V.2.2.

V.2.3.

V.2.4.

TESTUL DE RESPIROMETRIE MANOMETRICA (Metoda C.4-D)

PRINCIPIUL METODEI

Un volum mdsurat de mediu mineral inoculat, cu o concentratie cunoscutd din substanta de testat (100
mgflitru de substantd testatd, pentru a rezulta cel putin 50-100 mg CTO/litru), ca unicd sursd
nominald de carbon organic, este agitat intr-un vas inchis, la o temperaturd constantd (+ 1 °C sau mai
apropiat) timp de cel mult 28 de zile. Consumul de oxigen se determind fie prin misurarea cantitatii
de oxigen (produs electrolitic) necesare pentru mentinerea constantd a volumului de gaz din vasul
respirometrului, fie din schimbari ale volumului sau presiunii (sau o combinatie a celor doud) in
aparaturd. Dioxidul de carbon degajat este absorbit intr-o solutie de hidroxid de potasiu sau intr-un
alt absorbant potrivit. Cantitatea de oxigen consumatd de substanta de testat (corectatd cu cea
consumati de proba martor cu inocul testat in paralel) este exprimatd ca procent de CTO sau CCO.
Optional, biodegradabilitatea primard poate fi de asemenea calculatd prin analize specifice
suplimentare, facute la inceputul si la sfarsitul incubdrii, iar biodegradabilitatea finald prin
analiza COD.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd

(a) respirometru adecvat;

(b) dispozitiv martor al temperaturii, mentinut la + 1 °C sau mai precis;
() dispozitiv de filtrare prin membrana (optional);

(d) analizor de carbon (optional).
Pregitirea mediului mineral

Pentru prepararea solutiilor mama a se vedea punctul 1.6.2.

Se amestecd 10 ml solutie (a) cu 800 ml apa de dilutie, se adauga cite 1 ml din solutiile (b) - (d) si se
completeazd pand la 1 litru cu apd de dilutie.

Prepararea §i preconditionarea inoculului

Inoculul poate proveni de la o varietate de surse: ndmol activ, efluenti menajeri, ape de suprafatd, soluri
sau dintr-un amestec al acestora.

A se vedea punctele 1.6.4, 1.6.4.1, 1.6.4.2 si L.6.5.

Pregitirea vaselor

Folosind solutii mamd, se prepard in sarje separate solutii ale substantelor de testat si de referintd in
mediu mineral, astfel incat sd rezulte, de reguld, o concentratie de 100 mg substantd/litru (rezultand
cel putin 50-100 mg CTO/litru).

Se calculeazd CTO pe baza formadrii sirurilor de amoniu, dacd nu se anticipeaza nitrificarea, caz in care
calculul va fi bazat pe formarea nitratilor (a se vedea anexa I1.2).

Se determind valorile pH-ului si, dacd este necesar, se regleazd la 7,4 £ 0,2.
Substantele greu solubile vor fi addugate in ultima etapd (a se vedea mai jos).

Daci se determind toxicitatea substantei de testat, se prepard o altd solutie in mediu mineral ce contine
atat substantd de testat, cat si substantd de referintd, in concentratii similare cu cele ale solutiilor
individuale.

Dacd sunt necesare masurdtori ale consumului fizico-chimic de oxigen, se prepard o solutie a
substantei de testat, avand de reguld 100 mg CTO/litru, care se sterilizeaza prin addugarea unei
substante toxice potrivite (a se vedea punctul 1.6.6).
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V.3.1.

Se introduc volumele necesare de solutii ale substantei de testat si de referintd, in cel putin doud vase.
In alte vase se adaugd numai mediu mineral (pentru proba martor cu inocul) si, daci este necesar,
solutia comund de substantd de testat/substantd de referintd si solutia sterila.

Daci substanta de testat este putin solubild, se adauga direct in aceastd etapd in functie de cantitate
sau volum sau este tratatd conform descrierii din anexa IIl. Se adaugd hidroxid de potasiu, pelete de
hidroxid de calciu sau alt absorbant in compartimentele vasului de absorbtie a CO,.

Numirul de vase intr-un test tipic
Vasele 1 si 2: suspensie de testare
Vasele 3 si 4: proba martor cu inocul

Vasul 5: martor de metoda

De preferintd si cand este necesar, se folosesc:
Vasul 6: martor steril

Vasul 7: martor de toxicitate

A se vedea, de asemenea, punctul L.6.7.
Desfisurarea testului

Se lasd vasele s atingd temperatura doritd, iar apoi se inoculeazd cu nimol activ preparat sau cu altd
sursd de inocul, pentru a obtine o concentratie de solide in suspensie nu mai mare de 30 mg/litru. Se
asambleazd echipamentul, se porneste agitatorul, se verificd etansarea si se porneste mdsurarea
consumului de oxigen. De obicei, nu este necesara altd supraveghere in afara citirilor si verificarilor
zilnice pentru a urmdri mentinerea unei temperaturi corecte si unei agitdri adecvate.

Se calculeazd consumul de oxigen din citirile efectuate la intervale regulate si frecvente, folosind
metodele date de producitorul echipamentului. La sfarsitul incubdrii, in mod normal dupa 28 de zile,
se masoard pH-ul solutiilor din vase, in special in cazul in care consumurile de oxigen sunt scazute
sau mai mici decat CTOyyy, (pentru compusii care contin azot).

Daci este necesar, se preleveaza probe initiale si finale din vasele respirometrului, pentru analiza COD
sau dozarea substantei (a se vedea anexa Il.4). Dupd prelevarea initiald, se inregistreazd volumul
suspensiei rimase in vas. Cand oxigenul este consumat de substanta de testat ce contine azot, se
determind cresterea concentratiei de nitrit i nitrat dup 28 de zile si se calculeaza corectia pentru
oxigenul consumat prin nitrificare (anexa V).

DATE SI RAPORT
Interpretarea rezultatelor

Se imparte consumul de oxigen (mg) al substantei de testat dupd un timp dat (corectat cu acela al
probei martor cu inocul dupd acelasi timp) la cantitatea de substanti folositd. Rezultd CBO exprimat
ca mg oxigen/mg substantd testatd, dupd cum urmeaza:

(mg) consum de O,al substantei de testat - (mg) consum de O, al probei martor
CBO =

(mg) substanta testatd in vas
=mg O, pe mg de substantd chimici de testat
Procentul de biodegradare se calculeazd din:

CBO ((mg) O,/(mg) substana) )

% biodegrad =% CTO =
»plodegradae =4 CTO ((mg) O, substantd)

100

sau din:

CBO 0 sibstants
% CCO = ((mg) O,/(mg) substants) 100
CCO ((mg) O,/(mg) substanta)
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V.4,

Trebuie remarcat cd aceste doud metode nu dau in mod necesar aceeasi valoare; este preferabil sa fie
folositd prima metoda.

Pentru substantele de testat ce contin azot, se foloseste CTO adecvat (NH, sau NO,), in conformitate
cu datele cunoscute sau anticipate cu privire la incidenta nitrificarii (anexa I1.2). Dacd nitrificarea are
loc, dar nu este completd, se calculeazd corectia pentru oxigenul consumat prin nitrificare din
schimbarea concentratiilor de nitrit si nitrat (anexa V).

In cazul in care se fac determiniri optionale ale carbonului organic sifsau ale unei substante specifice,
se calculeazd degradarea procentuald, conform descrierii de la punctul L.7.

Se inregistreaza toate rezultatele pe fisele de date anexate.

Validarea rezultatelor

Consumul de oxigen al martorului cu inocul este in mod normal de 20 — 30 mg O, /litru si nu este
mai mare de 60 mg/litru in 28 de zile. Valorile mai mari de 60 mg|litru necesitd un examen critic al
datelor si tehnicilor experimentale. Dacd valoarea pH-ului este in afara intervalului 6 — 8,5 iar
consumul de oxigen de citre substanta chimicd de testat este mai mic de 60 %, testul se repetd cu o
concentratie mai micd a substantei de testat.

A se vedea, de asemenea, punctul 1.5.2.

Raport

A se vedea punctul 1.8.

FISE DE DATE

Un exemplu de fisd de date este prezentat mai jos.

TEST DE RESPIROMETRIE MANOMETRICA
1. LABORATORUL
2. DATE LA INCEPUTUL TESTULUI

3. SUBSTANTA DE TESTAT
Denumire:
Concentratia solutiei mama: mg/litru
Concentratia initiald in mediu, C: mg/litru
Volumul vasului de testare (V): ml

CTO sau CCO: mg O,/mg substantd testatd (NH,, NO;)

4. INOCUL
Sursa:
Tratament aplicat:
Preconditionare, dacd existi:

Concentratia de solide in suspensie in amestecul de reactie: mg|l.
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5. CONSUM DE OXIGEN: BIODEGRADABILITATE

Ziua
0 7 14 21 28

Consumul de O, 1
(mg) al substantei
de testat 2

a, medie
Consumul de O, 3
(mg) al probei
martor 4

b, medie
CBO corectat (mg) (a;-b,)

(a2'bm)
CBO(mg) (al - b)
substantd de testat v

(2,- b)

CcV
o
% degradare D; (a;)
BHT

—— x 100 D, (a,)
ThOD

Media (1)

V = volumul mediului mineral din vasul de testare

() D, si D, nu se exprimi ca medie daci existd o diferentd considerabild.

N.B.: Formate similare pot fi folosite pentru substanta de referintd si pentru martorii de toxicitate.

6. CORECTIA PENTRU NITRIFICARE (a se vedea anexa V)

Ziua 0 28 Diferenta
(i)Concentratia de nitrat (mg N/litru) (N)
(ii)Echivalentul de oxigen (4,57 x N x V) (mg) - -
(i) Concentratia de nitrat (mg N/litru) (N)
(iv)Echivalentul de oxigen (3,43 x N x V)(mg) - -
(ii + iv)Echivalentul oxigenului total - -

7. ANALIZA CARBONULUI (optional)

Analizorul de carbon:

Timpul (zile) Proba martor mg|litru Substanta de testat mg|litru
0 (Chi0) (Co)
28 (1) (Coy) (€

(") sau la sfarsitul incubdrii
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% COD eliminat = {1 - ———| x 100
o~ “blo

SUBSTANTA SPECIFICA (optional)
S, = concentratia in controlul fizico-chimic (steril) dupa 28 de zile

S, = concentratia in vasul inoculat dupa 28 de zile.

a

S
% biodegradare = bS x 100

DEGRADARE ABIOTICA (optional)

a = consumul de oxigen din vasul steril dupd 28 de zile, (mg)

a
consumul de oxigen pe mg substantd de testat = v

o

(a se vedea sectiunile 1 si 3)

ax100

% degradare abioticd = m
X

PARTEA VL. TESTUL CU VAS INCHIS (Metoda C.4-E)

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Solutia de substantd de testat in mediu mineral, de obicei 2—-5 mg/litru, se inoculeaza cu un numir
relativ mic de microorganisme dintr-o populatie bacteriand mixtd, in vase de testare complet pline,
inchise, tinute la intuneric, la temperaturd constantd. Degradarea este urmatd de analiza oxigenului
dizolvat dupd o perioada de 28 de zile. Cantitatea de oxigen consumata de citre substanta de testat,
corectatd cu consumul din proba martor cu inocul, testat in paralel, se exprimi ca procent de CTO
sau CCO.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturd
(a) vase CBO, cu dopuri de sticld, de exemplu de 250-300 ml;

(b) baie de apd sau incubator, pentru pastrarea vaselor la temperaturd constantd (£ 1 °C sau mai precis)

si la intuneric;

(c) vase mari (25 litri) pentru prepararea mediului si pentru umplerea vaselor CBO;

(d) oxigenometru sau echipament si reactivi pentru titrarea Winkler.

Prepararea mediului mineral
Pentru prepararea solutiilor mamd, a se vedea punctul 1.6.2.

Se amestecd cate 1 ml din solutiile (a) — (d) si se aduce la 1 litru cu apd de dilutie.
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VI.2.4.

VI.2.5.

Prepararea inoculului

Inoculul provine in mod normal din efluentul secundar al instalatiei de epurare sau din sedimentul
provenit predominant de la apa uzatd menajerd. O sursd alternativi de inocul este apa de suprafat.
In mod normal, se foloseste de la o picdturd (0,05 ml) pan la 5 ml de filtrat pe litru de mediu; pot
fi necesare experimentdri pentru a determina volumul optim pentru un efluent dat (A se vedea 1.6.4.2
si 1.6.5).

Pregitirea vaselor

Se aereazd puternic mediul mineral timp de cel putin 20 de minute. Fiecare serie de teste se efectueazd
cu mediu mineral provenit din acelasi lot. In general, mediul este gata pentru folosire dupa pastrarea
sa la temperatura de testare timp de 20 de ore. Se determind concentratia oxigenului dizolvat pentru
control; valoarea va fi de aproximativ 9 mg/litru la 20 °C. Toate operatiile de transfer si umplere se
efectueaza intr-un mediu saturat cu oxigen, fard barbotare, prin folosirea sifoanelor.

Se pregdtesc grupuri paralele de vase CBO cu substanta de testat si de referintd pentru determindri in
serii experimentale simultane. Se monteazd un numdr suficient de vase CBO, inclusiv proba martor
cu inocul, pentru a permite ca masuritorile duplicate ale consumului de oxigen s fie facute la
intervalele de timp dorite, de exemplu, dupi 0, 7, 14, 21 si 28 de zile. Pentru a fi posibild identificarea
ferestrei de 10 zile, se folosesc mai multe vase.

Vasele mari se umplu o treime cu mediu mineral aerat. Apoi se adaugd solutii mama de substantd
testatd si de referintd in vase mari separate, in cantitdti suficiente pentru a obtine o concentratie finald
a substantelor mai micd de 10 mg/litru. Nu se adaugd nici o substantd la mediul probei martor cu
inocul, continut intr-un alt vas mare.

Pentru a nu limita activitatea inoculului, concentratia oxigenului dizolvat nu trebuie sd scadd sub 0,5
mg/litru in vasele CBO. Aceasta limiteazd concentratia substantei de testat la aproximativ 2 mg/litru.
Cu toate acestea, pentru compusii putin degradabili si pentru aceia cu un CTO mic, se pot folosi
5-10 mg/litru. In unele cazuri, se recomandi si se efectueze serii paralele cu substantd de testat la doud
concentratii diferite, de exemplu, 2 si 5 mg/litru. in mod normal, se calculeazi CTO pe baza formarii
sdrurilor de amoniu dar, dacid se presupune sau se stie cd are loc nitrificarea, se calculeazd pe baza
formarii nitratului (CTOyo5: a se vedea anexa I1.2). Cu toate acestea, dacd nitrificarea nu este completd,
dar are loc, se corecteazd cu modificarile in concentratiile de nitrit si de nitrat, determinate prin analizd
(a se vedea anexa V).

Dacd trebuie determinatd toxicitatea substantei de testat (de exemplu, in cazul in care au fost gasite
anterior valori de biodegradabilitate scdzute), este necesard o altd serie de vase.

Se pregiteste un alt vas mare ce contine mediu mineral aerat (aproximativ o treime din volumul siu)
plus substantd de testat si substantd de referintd la aceleasi concentratii finale ca si acelea din celelalte
vase mari.

Se inoculeazd solutiile din vasele mari cu efluent secundar (de la o piciturd sau aproximativ 0,05 ml,
pani la 5 ml/litru) sau cu o altd sursd cum ar fi apd de rau (a se vedea punctul 1.6.4.2). In final, se aduc
solutiile la volum cu mediu mineral aerat folosind un furtun care ajunge la fundul vasului pentru a
realiza o amestecare adecvatd.

Numdrul de vase intr-un test tipic

Intr-un test tipic sunt folosite urmitoarele vase:

cel putin 10 continand substantd de testat si inocul (suspensia de testare);
cel putin 10 continand numai inocul (proba martor cu inocul);

cel putin 10 contindnd substanta de referintd si inocul (martor de metodd)

si, dacd este necesar, 6 vase continand substanta de testat, substanta de referintd i inocul (martor de
toxicitate). In plus, pentru a fi posibild identificarea ferestrei de 10 zile, sunt necesare aproape de doud
ori mai multe vase.
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Desfasurarea testului

Fiecare solutie preparatd se distribuie imediat in vasele CBO din grupul respectiv, prin furtun, din
sfertul inferior (nu la bazd) al vasului mare corespunzitor, astfel incat toate vasele CBO s fie complet
umplute. Se lovesc usor pentru a indepirta bulele de aer. Se analizeazd imediat, la momentul zero,
oxigenul dizolvat din vase, prin metoda Winkler sau prin metoda electrodului. Continutul vaselor
poate fi pastrat pentru a fi analizat mai tarziu, prin metoda Winkler, prin addugarea de sulfat de
magneziu (II) si de hidroxid de sodiu (primul reactiv Winkler). Se depoziteaza vasele inchise cu grija,
ce contin oxigen fixat ca oxid brun de magneziu (Ill) hidratat, la intuneric, la 10 — 20 °C, timp de cel
mult 24 de ore, inainte de efectuarea etapelor rimase ale metodei Winkler. Se astupa cu dop vasele
replicate rimase, urmdrind s nu fie incluse bule de aer, si se incubeazi la 20 °C, la intuneric. Fiecare
serie experimentald este insotitd de o serie paraleld completd, pentru determinarea probei martor
inoculate. Se preleveaza probe din vasele duplicate, din toate seriile, pentru analiza oxigenului dizolvat
la intervale egale de timp (cel putin sdptimanal), de-a lungul celor 28 de zile de incubare.

Probele prelevate siptimanal permit evaluarea procentului de eliminare in fereastra de 14 zile, in timp
ce prelevarea de probe la 3 — 4 zile permite identificarea ferestrei de 10 zile, care necesitd dublarea
numdrului celor mai multe vase.

Pentru substantele de testat care contin azot, se fac corectii ale consumului de oxigen necesar oricirei
nitrificiri care ar avea loc. In acest scop, se foloseste metoda electrodului de O, pentru determinarea
concentratiei oxigenului dizolvat si apoi se preleveazd o probd din vasul CBO pentru analiza nitritului
si nitratului. Din cresterea concentratiei de nitrit si nitrat se calculeaza oxigenul folosit (a se vedea
anexa V).

DATE SI RAPORT

Interpretarea rezultatelor

Mai intai se calculeazd CBO la fiecare interval, scizand cantitatea de oxigen consumat (mg O, /litru)
de proba martor cu inocul din cantitatea consumati de substanta de testat. Se imparte acest consum
corectat la concentratia substantei de testat (mg/litru), pentru a obtine CBO specific ca mg oxigen pe
mg substantd testatd. Se calculeazd procentul de biodegradabilitate prin impartirea CBO specific la
CTO specific (calculat in conformitate cu anexa 11.2) sau CCO (determinat prin analizd, a se vedea
anexa IL.3), dupé cum urmeaza:

(mg) consum de O,al substantei de testat - (mg) consum de O, al probei martor

(mg)

CBO =
= (mg)O, pe mg de substant chimici de testat

CBO ((mg) O,/(mg) substanta de testat)
% degradare = - x 100
CTO ((mg) O,/(mg) substanta de testat)

sau

CBO ((mg) O,/(mg) substantd de testat)
% degradare = x 100
CCO ((mg) O,/(mg) substantd de testat)

Trebuie remarcat cd aceste doud metode nu conduc in mod necesar la aceeasi valoare; este preferabil
se utilizeze prima metoda.

Pentru substantele de testat ce contin azot, se foloseste CTO (NH, sau NO,) in functie de datele
cunoscute sau anticipate privind incidenta nitrificarii (anexa I1.2). Dacd nitrificarea are loc, dar nu este
completd, se calculeazd corectia pentru oxigenul consumat la nitrificare din modificarea
concentratiilor de nitrit i nitrat (anexa V).

Validarea rezultatelor

Scdderea continutului de oxigen in martorul cu inocul nu trebuie si depdseascd 1,5 mg oxigen
dizolvat/litru, dupd 28 de zile. Valorile mai mari decit aceasta impun investigarea tehnicilor
experimentale. Concentratiile reziduale de oxigen din vasele de testare nu trebuie in nici un moment
sd scadd sub 0,5 mg/litru. Astfel, niveluri de oxigen mai scizute sunt valide numai dacd metoda de
determinare a oxigenului dizolvat folositd este capabild de masurarea cu precizie a unor astfel de
niveluri de concentratie.
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A se vedea, de asemenea, punctul 1.5.2.

Raport

A se vedea punctul L.8.

FISA DE DATE

Un exemplu de fisa de date este prezentat mai jos.

TEST IN VAS INCHIS

1.

LABORATOR

DATE LA INCEPUTUL TESTULUI
SUBSTANTA DE TESTAT

Denumire:

Concentratia solutiei mama: mg/litru
Concentratia initiald in vas: mg/litru

CTO sau CCO: mg O,/mg substan{a testatd
INOCUL

Sursa:

Tratamentul aplicat:

Preconditionare, dacd existd:

Concentratia in amestecul de reactie: mg/litru
DETERMINAREA OD

Metoda: Winkler/electrod

Analizele vaselor

OD (mg/l
Timpul de incubare (zile) (g
n, n,
Proba martor (fard ! G
substantd) ) c,
Media 616G
m, = 5
1 a;
Substanta de testat
2 a,
Media Sty
m, = 5

Notd: Un format similar poate fi folosit pentru substanta de referintd si martorul de toxicitate.
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6. CORECTIA PENTRU NITRIFICARE (a se vedea anexa V)

Timpul de incubare (zile) 0 n, n, n,

(i) Concentratia de nitrat (mg N/litru)
(ii) Modificarea concentratiei de nitrat (mg N/litru) -
(iii) Echivalentul de oxigen (mg|litru) -
(iv) Concentratia de nitrit (mg N/litru)

(v) Modificarea concentratiei de nitrit (mg N/litru) -
(vi) Echivalentul de oxigen (mg/litru) -

(iii + vi) Echivalentul de oxigen total (mg/litru) -

7. CONSUM DE OD: % DEGRADARE

indepirtarea dupa n zile
(mg/litru)

1, n, n;

VAS 1: (m, - my) - (my - my,)

VAS 2: (m,, - my,) - (my - my,)

VAS 1
%D = [(mto B mtx) B (mbo B mbx)] x 100
! conc. test x CTO subst.
VAS 2
9% D2 _ [(mto B mtx) B (mbo B mbx)] x 100

conc. test x CTO subst.

D, +D,

% medieD =

(") Nu se va lua in considerare media daci este o diferentd considerabild intre replici.

m,, = valoarea in vasul de testare la momentul 0

m,, = valoarea in vasul de testare la momentul x

tx

my,, = valoarea medie a probei martor la momentul 0

my, = valoarea medie a probei martor la momentul x

Se aplicd, de asemenea, corectii pentru nitrificare la punctele (iii) si (vi) in sectiunea 6.

8. CONSUM DE OD iN PROBA MARTOR

Consumul de oxigen al probei martor: (m,, - my,g) mg/litru. Consumul este important pentru
validarea testului. El trebuie sd fie mai mic de 1,5 mgllitru.
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PARTEA VII. TESTUL MITI (Metoda C.4-F)

VIL1.

VIL2.

VIL2.1.

VIL2.2.

VIL2.3.

PRINCIPIUL METODEI

Consumul de oxigen al solutiei sau al suspensiei sub agitare de substantd de testat in mediu mineral,
inoculatd cu microorganisme mature, neadaptate, se masoard automat dupi o perioadd de 28 de zile
intr-un respirometru cu circuit inchis, la intuneric, la 25 + 1 °C. Dioxidul de carbon degajat este
absorbit in calce sodicd. Biodegradabilitatea este exprimatd ca procent de oxigen absorbit (corectat cu
absorbtia in proba martor) fatd de absorbtia teoreticd (CTO). Procentul biodegradabilitatii primare se
calculeazd de asemenea din analiza chimici specificd suplimentard realizata la inceputul si la sfarsitul
incubdrii si, optional, prin analiza COD.

DESCRIEREA METODEI

Aparaturad

(a) aparatautomat de mésurare electroliticd a CBO sau respirometru normal echipat cu 6 vase de 300
ml fiecare si cu capsule ce contin absorbant de CO,;

(b) camerd cu temperaturd constantd sifsau baie de apd la 25 + 1 °C sau mai precis;
() dispozitiv de filtrare cu membrand (optional);

(d) analizor de carbon (optional).

Prepararea mediului mineral

Se prepard urmdtoarele solutii mamd, folosind reactivi puri pentru analiza si apd (1.6.1):

(a) Ortofosfat diacid de potasiu, KH,PO, 8,50¢g
Ortofosfat monoacid de potasiu, K,HPO, 21,75 g
Ortofosfat monoacid de sodiu dodecahidrat, Na,HPO,-12 H,0O 44,60 g
Clorurd de amoniu, NH,Cl 1,70 g

Se dizolva in apa si se aduce la 1 litru.
Valoarea pH-ului solutiei va fi de 7,2.

(b) Sulfat de magneziu heptahidrat, MgSO,-7 H,0 22,50¢g
Se dizolva in apd si se aduce la 1 litru.

(©) Cloruri de calciu anhidrd, CaCl, 27,50 g
Se dizolva in apd si se aduce la 1 litru.

(d) Cloruri de fier (Il hexahidrat, FeCl;-6H,0 0,25¢

Se dizolva in apa si se aduce la 1 litru.

Se iau 3 ml din fiecare solutie (a), (b), (c) si (d) si se aduce solutia la 1 litru.

Prepararea inoculului

Se preleveazd probe proaspete din cel putin zece locuri, in principal din ariile unde sunt folosite si
descircate diferite substante chimice. Din locuri cum ar fi instalatii de tratare a ndmolurilor, statii de
epurare ale apelor uzate industriale, rauri, lacuri, miri, se preleveaza probe de 1 1 de nimol, sol de
suprafatd, apd etc. si se amestecd bine. Dupd indepdrtarea materiilor plutitoare si dupd decantare, se
regleazd pH-ul supernatantului la 7 £ 1 cu hidroxid de sodiu sau acid fosforic.
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VIL.2.4.

VIL.2.5.

VIL3.

VIL3.1.

Se foloseste un volum adecvat de supernatant filtrat pentru a umple cu nimol activ un vas de
incdrcare-descarcare si se aereazd lichidul aproximativ 23 1/2 h. Dupd treizeci de minute de la oprirea
aerdrii, se indepdrteazd aproximativ o treime din intregul volum al supernatantului si se adaugi la
materialul sedimentat un volum egal de solutie (pH 7) ce contine 0,1 % glucoza, 0,1 % peptond si 0,1 %
ortofosfat diacid de potasiu si se reincepe aerarea. Se repetd aceastd procedurd o datd pe zi. Operarea
instalatiei cu nimol se face conform bunelor practici de laborator: efluentii sunt limpezi, temperatura
este mentinutd la 25 °C £ 2 °C, pH-ul este 7 * 1, ndmolul sedimenteaza bine, exista suficientd aerare
pentru a pdstra amestecul in conditii acrobe tot timpul, protozoarele sunt prezente si activitatea
ndmolului este testatd fatd de o substantd de referingd cel putin la fiecare trei luni. Nu se foloseste
ndmolul ca inocul decat dupa cel putin o luna de intretinere, dar nu dupd mai mult de patru luni. Prin
urmare, se vor preleva probe din cel putin 10 locuri la intervale egale, o datd la trei luni.

Pentru a mentine ndmolul proaspit si pe cel vechi la aceeasi activitate, se amestecd supernatantul filtrat
de la ndmolul activ in uz cu un volum egal de supernatant filtrat de la un amestec proaspit prelevat
din zece surse si se cultiva lichidul combinat ca mai sus. Se preleveazd nimol pentru folosire ca inocul
dupd 18 — 24 de ore de la alimentarea instalatiei.

Pregitirea vaselor

Se pregitesc urmatoarele sase vase, astfel incat sd contind:

Nr. 1: substanta de testat in apd de dilutie la 100 mg/l

Nr. 2, 3 si 4: substanta de testat in mediu mineral la 100 mg/l

Nr. 5: substanta de referintd (de exemplu anilind) in mediu mineral la 100 mg/l
Nr. 6: numai mediu mineral

Substantele de testat greu solubile se adauga direct, in functie de cantitate sau de volum, sau se trateaza
conform descrierii din anexa III, exceptie ficand faptul cd nu se folosesc solventi si nici agenti de
emulsionare. Se adaugi la toate vasele absorbanti de CO, in capsulele speciale previzute in acest scop.
Se regleazd pH-ul din vasele 2, 3 si 4 la valoarea de 7,0.

Efectuarea testului

Se inoculeazd vasele nr. 2, 3, 4 (cu suspensie de testare), nr. 5 (martor de activitate) si nr. 6 (probd
martor cu inocul) cu un mic volum de inocul pentru a rezulta o concentratie de 30 mg/l de solide in
suspensie. Nu se adaugd inocul vasului nr. 1, care serveste drept martor abiotic. Se monteazd
echipamentul, se verificd etanseitatea, se porneste agitarea si se incep mdsuratorile de consum de
oxigen la intuneric. Zilnic se verificd temperatura, agitatorul si inregistratorul oxigenului consumat si
se noteazd orice schimbare a culorii continutului vaselor. Se citeste direct consumul de oxigen la sase
vase, printr-o metodd adecvatd, de exemplu, prin intermediul unui inregistrator cu diagrama cu sase
puncte, care furnizeaza curba CBO. La sfarsitul incubarii, in mod normal dupa 28 de zile, se masoara
pH-ul continutului vaselor si se determind concentratia substantei de testat rimase si a oricdrui
intermediar i, in cazul substantelor solubile in apd, concentratia de COD (anexa I1.4). Este necesard
o atentie deosebitd in cazul substantelor volatile. Dacd se anticipeazd nitrificarea, se determind
concentratia de nitrat i de nitrit, dacd este posibil.

DATE SI RAPORT

Interpretarea rezultatelor

Se imparte consumul de oxigen (mg) al substantei de testat, corectat cu acela citit la proba martor cu
inocul dupd acelasi timp, la cantitatea substantei de testat folositd. Rezultd CBO, exprimat ca mg
oxigen/mg substantd testatd, dupd cum urmeazd:

(mg) consum de O,al substantei de testat - (mg) consum de O, al probei martor

CBO =
(mg) substantd de testat in vas

=mg O, pe mg de substantd chimica de testat

Procentul de biodegradare se obtine apoi din:
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VIL3.2.

VIL3.3.

VIL4.

CBO ((mg) O,/(mg) substana)

x 100
CTO ((mg) O,/(mg) substanti)

% biodegradare = % CTO =

Pentru amestecuri se calculeazd CTO din analiza elementard, ca si pentru compusii simpli. Se foloseste
CTO adecvat (CTOyyy4 sau CTOyq ;) dacd nitrificarea este absentd sau este completd (anexa I1.2). Dacd
totusi nitrificarea are loc, dar este incompletd, se face o corectie pentru consumul de oxigen la
nitrificare, calculat din modificarea concentratiilor de nitrit si nitrat (anexa V).

Se calculeazd procentul de biodegradare primard cu ajutorul pierderii de substantd chimica initiald (a
se vedea punctul 1.7.2).

Sb a
D = x 100 %
Sb

Daci s-a inregistrat o pierdere de substantd in vasul nr. 1, care médsoard eliminarea fizico-chimici,
aceastd constatare se consemneazd si se foloseste concentratia de substanta (S,) dupd 28 de zile din
acest vas pentru a se calcula biodegradarea procentuala.

Cand se fac determindri de COD (optional), se calculeazd biodegradarea procentuald finald din:

c-C
D =[1-—")x100%
C,-C,

conform descrierii de la punctul 1.7.1. Dacd s-a inregistrat o pierdere de COD in vasul nr. 1, care
mdsoard eliminarea fizico-chimicd, concentratia de COD din acest vas se foloseste pentru a calcula
biodegradarea procentuala.

Se inregistreazd toate rezultatele pe fisele de date atasate.

Validarea rezultatelor

Consumul de oxigen in proba martor cu inocul este in mod normal de 20 — 30 mg O,/ si nu trebuie
sa fie mai mare de 60 mg/l in timpul celor 28 de zile. Valorile mai mari de 60 mg/l necesitd un examen
critic al datelor si al tehnicilor experimentale. Dacd valoarea pH-ului este in afara intervalului 6 — 8,5
si consumul de oxigen al substantei de testat este mai mic de 60 %, testul se repetd cu o concentratie
mai mici a substantei.

A se vedea, de asemenea, punctul 1.5.2.

Daci procentul de degradare al anilinei, calculat din consumul de oxigen, nu depaseste 40 % dupd 7
zile §i 65 % dupd 14 zile, testul este invalidat.

Raport

A se vedea punctul 1.8.

FISA DE DATE

Un exemplu de fisd de date este prezentat mai jos.
TESTUL MITI (1)

1. LABORATORUL

2. DATE LA INCEPUTUL TESTULUI
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3. SUBSTANTA DE TESTAT
Denumire:
Concentratia solutiei mama: mg/l substantd de testat
Concentratia initiald in mediul mineral, C,: mg/l substantd de testat
Volumul amestecului de reactie, V: ml

CTO: mg O,/1

4. INOCULARE

Locurile de prelevare a probelor de ndmol:

1) 6)
2) 7)
3) 8)
4) 9)
5) 10)

Concentratia materiilor solide in suspensie in ndmolul activ dupd aclimatizare cu apd uzatd

sinteticd = ... mg/l
Volumul de nimol activ pe litru de mediu mineral final = ... ml
Concentratia de ndmol in mediul mineral final = ... mg/l

5. CONSUMUL DE OXIGEN: BIODEGRADABILITATEA

Tipul de respirometru folosit:

Ziua
0 7 14 21 28
a
Consumul de O,
(mg) la substanta a,
de testat
a3
Consumul de O,
(mg) la proba b
martor
(@;-b)
Consumul de O,
(mg) corectat a2 -b)
(@;-b)
Vas 1
CBO/mg
substantd de tes- (a-b) Vas 2
tat CV
° Vas 3
1
% degradare 2
CBO
x 100 3
CTO
media (1)

(") Nu se face o medie dacd sunt diferente considerabile intre replici.

Nota: Formate similare pot fi folosite pentru substanta de referint.
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6. ANALIZA DE CARBON (optional)

Analizorul de carbon:

COD % COD
Vas indepdr- | Media
Masurat Corectat tat
Apd + substantd de testat a - -
Nimol + substantd de testat b, b, -c¢
Niamol + substantd de testat b, b,-c¢
Niamol + substantd de testat b, b;-c¢
Probd martor cu inocul c - - -

a—-(b-¢)
% COD indepartat = ———— x 100

7. DATE ANALITICE SPECIFICE SUBSTANTEI

Cantitatea rimasa de substantd de

. . % degradare
testat la sfarsitul testului 0deg

probd martor cu apd Sh

Sal

mediu inoculat S.o

533

Sb Sa
% degradare = x 100
S
Se calculeazd % degradare pentru vasele a,, a, si as.

8. OBSERVATII

Se ataseazd curba CBO in functie de timp, dacd este disponibild.
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ANEXA 1

ABREVIERI SI DEFINITII

OD: Oxigenul dizolvat (mg/l) este concentratia de oxigen dizolvat intr-o probd de apa.

CBO: Consumul biochimic de oxigen (g) este cantitatea de oxigen consumatd de
microorganisme cind se metabolizeazd un compus de testat; de asemenea, se exprima in
g de oxigen consumat pe g substanta testatd. (A se vedea metoda C.5).

CCO: Consumul chimic de oxigen (g) este cantitatea de oxigen consumati in timpul oxidarii
unui compus de testat cu dicromat acid fierbinte; el furnizeazd o masurd a cantitatii pre-
zente de materie oxidabild; se exprima si ca g oxigen consumat pe g compus de testat. (A
se vedea metoda C.6).

COD: Carbonul organic dizolvat este carbonul organic prezent in solutie sau acela care trece
printr-un filtru de 0,45 microni sau rimane in supernatant dupa centrifugare la 40 000 m
s (+ 4 000 g) timp de 15 min.

CTO: Consumul teoretic de oxigen (mg) este cantitatea totald de oxigen necesard pentru a oxida
complet substanta; este calculat din formula moleculari (a se vedea anexa 11.2) si este de
asemenea exprimat ca mg oxigen necesar pe mg compus de testat.

CO,T: Cantitatea teoreticd de dioxid de carbon (mg) este cantitatea de dioxid de carbon calculatd
din continutul de carbon cunoscut sau mdsurat al compusului de testat cand acesta este
complet mineralizat; se exprimd si ca mg dioxid de carbon degajat pe mg substantd.

COT: Carbonul organic total al probei este suma carbonului organic in solutie si in suspensie.
CL Carbonul anorganic
CT: Carbonul total este suma carbonului organic si anorganic prezent in esantion.

Biodegradarea primard:

este modificarea structurii chimice a substantei, produsa prin actiune biologica, care are ca rezultat
pierderea proprietatilor specifice ale substantei.

Biodegradarea finald (aerobicd):

este nivelul de degradare realizat cand substanta de testat este complet folositd de microorganisme
avand ca rezultat producerea de dioxid de carbon, apd, sdruri minerale si noi constituenti celulari
microbieni (biomasd).

Usor biodegradabil:

o clasificare arbitrard a substantelor care au trecut anumite teste de screening specificate pentru
biodegradabilitatea finald; aceste teste sunt atat de riguroase incat se admite cd asemenea compusi se
vor degrada biologic rapid si complet in medii acvatice in conditii aerobe.

Intrinsec biodegradabil:

o clasificare a substantelor pentru care existd probe neechivoce de biodegradare (primard sau finald)
in orice test de biodegradabilitate recunoscut.

Tratabilitate:

este capacitatea substantelor de a fi eliminate in timpul tratamentului biologic al apelor reziduale fard
a afecta negativ functionarea normald a procesului de tratare. In general, compusii usor biodegradabili
sunt tratabili, dar nu este cazul tuturor compusilor intrinsec biodegradabili. Se pot produce, de
asemenea, $i procese abiotice.
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Timpul de latentd:

este timpul de la inoculare, in testul de epuizare, pand cand procentul de degradare creste cel putin
pand la 10 %. Timpul de latentd este adesea foarte variabil si slab reproductibil.

Timpul de degradare:

este timpul de la sfarsitul perioadei de latentd pand in momentul in care se atinge 90 % din nivelul
maxim de degradare.

Fereastra de 10 zile:

este intervalul de 10 zile care urmeaza imediat dup atingerea nivelului de 10 % degradare.

ANEXA II

CALCULAREA $I DETERMINAREA UNOR PARAMETRI SINTETICI ADECVATI

In functie de metoda aleasd, sunt necesari anumiti parametri sintetici. Urmdtoarea sectiune descrie
modul de obtinere a acestor valori. Folosirea acestor parametri este descrisd la fiecare metoda.

Continutul de carbon

Continutul de carbon se calculeaza din compozitia elementard cunoscutd sau determinatd din analiza
elementard a substantei de testat.

Consumul teoretic de oxigen (CTO)

Consumul teoretic de oxigen (CTO) poate fi calculat dacd este cunoscutd compozitia elementard sau
este determinatd prin analizd elementard. Acesta este, pentru compusul

C.H,Cl,N,Na,O.P. S

na>~o" ps

fird nitrificare,

16[2c +1/2(h ~ ¢l =3n)+3s +5/2p +1/2na - 0]
CTO,, = v mg/mg

sau cu nitrificare,

16[2c +1/2(h ~cl)+5/2n +3s +5/2 p +1[2na - o]
CTO,, = o mg[mg

Consumul chimic de oxigen (CCO)

Consumul chimic de oxigen (CCO) se determind in conformitate cu metoda C.6.

Carbonul organic dizolvat (COD)

Carbonul organic dizolvat (COD) este prin definitie carbonul organic al unei substante sau al unui
amestec in apd care trece prin filtrul de 0,45 microni.
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Se iau probe din vasele de testare si se filtreazd imediat in aparatul de filtrare, folosind un filtru cu
membrand adecvatd. Primii 20 ml (cantitatea poate fi redusi cand se folosesc filtre mici) de filtrat sunt
eliminati. Volume de 10-20 ml sau mai mici, dacd sunt injectate (volumul depinde de cantitatea
necesard la analizorul de carbon), sunt retinute pentru analiza carbonului. Concentratia COD se
determind cu ajutorul unui analizor de carbon organic care poate mdsura exact o concentragie de
carbon echivalentd sau mai micd de 10 % din concentratia initiald de COD folosit3 la test.

Probele filtrate care nu pot fi analizate in aceeasi zi de lucru pot fi pastrate la frigider, la 2—4 °C, timp
de 48 de ore sau sub — 18 °C pentru perioade mai lungi.

Observatii:

Filtrele cu membrand sunt adesea impregnate cu agenti tensioactivi pentru hidrofilizare. Astfel, filtrul
poate contine mai mult de cateva mg de carbon organic solubil care interferereazd cu determindrile
de biodegradabilitate. Agentii tensioactivi si alti compusi organici solubili sunt indepdrtati din filtre
prin fierbere in apd deionizata timp de trei perioade a cate o ord fiecare. Filtrele pot fi apoi depozitate
in apd timp de o sdptimand. Daci se folosesc cartuse de filtrare, fiecare lot trebuie verificat pentru a
confirma ci nu elibereazd carbon organic solubil.

In functie de tipul membranei de filtrare, substanta de testat poate fi retinutd prin adsorbtie. Prin
urmare, este recomandabil sd se ia masuri pentru ca substanta si nu fie retinutd pe filtru.

Centrifugarea la 40 000 m-sec (4 000 g) timp de 15 min se poate folosi in locul filtrdrii pentru a face
diferenta intre COT si COD. Metoda nu este viabild la concentratia initiald de < 10 mg COD/1, deoarece
fie cd nu sunt indepartate toate bacteriile, fie ci este redizolvat carbonul, ca parte a plasmei bacteriene.

BIBLIOGRAFIE

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed., Am. Pub. Hlth. Ass.,
Am. Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, P 65.

— Wagner R., Von Wasser, 1976, vol 46, 139.

— DIN-Entwurf 38 409, Teil 41 — Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung, Summarische Wirkungs-und Stoffkenngréfen (Gruppe H). Bestimmung
des Chemischen Sauerstoftbedarfs (CBS) (H 41), Normenausschuff Wasserwesen (NAW) in DIN
Deutsches Institut fir Normung e.V.

— Gerike, P., The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984,
vol 13 (1), 169.

ANEXA III

EVALUAREA BIODEGRADABILIT;\TII SUBSTANTELOR PUTIN SOLUBILE

In testele de biodegradabilitate aplicate la substante putin solubile, se acordd o deosebitd atentie
urmitoarelor aspecte.

Lichidele omogene prezintd rareori probleme de esantionare, dar in cazul materialelor solide se
recomandd omogenizarea cu mijloace adecvate, pentru a evita erorile datorate neomogenitatii. Se
impun precautii speciale in cazul in care sunt necesare esantioane reprezentative de cateva miligrame
din amestecuri sau substante cu cantitdti mari de impuritdti.

Pot fi folosite diferite forme de agitare in timpul testelor. Se foloseste cu atentie numai agitarea
suficientd pentru a tine substanta dispersatd, evitandu-se supraincilzirea, spumarea excesiva si fortele
mari de forfecare.

Poate fi folosit un agent de emulsionare care da o dispersie stabild a substantei. Acesta nu trebuie si
fie toxic pentru bacterii, biodegradat sau si spumeze in conditiile de testare.
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Solventilor li se aplici aceleasi criterii ca si agentilor de emulsionare.

Nu se recomanda sd se foloseascd purtitori solizi pentru substantele de testat solide, dar pot fi potriviti
pentru substantele uleioase.

Daci se folosesc substante auxiliare cum ar fi agenti de emulsionare, solventi si purtitori, se testeazd
o0 probd martor ce contine substanta auxiliara.

Unul dintre testele de respirometrie CO,, CBO, MITI poate fi folosit pentru a studia biodegradabilitatea
substantelor greu solubile.

BIBLIOGRAFIE

— de Morsier, A. et al., Biodegradation tests for poorly soluble compounds, Chemosphere, 1987,
vol 16, 833.

— Gerike, P., The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds, Chemosphere, 1984,
vol 13, 169.

ANEXA IV

EVALUAREA BIODEGRADABILITATII SUBSTANTELOR SUSCEPTIBILE DE A FI
TOXICE PENTRU INOCUL

Cand o substantd este supusd testdrii pentru biodegradabilitate usoara si pare a nu fi biodegradabild,
se recomandd urmatoarea procedurd dacd se urmdreste distinctia intre inhibitie si inertie (Reynolds et
al., 1987).

Se folosesc inoculi similari sau identici pentru testele de toxicitate si biodegradare.

Pentru a evalua toxicitatea substantelor studiate in testele de biodegradabilitate usoard, se aplicd una
dintre metodele urmatoare: metoda de inhibitie a vitezei de respiratie a ndimolului (testul de inhibitie
a respiratiei namolului activ - Directiva 88/302/CEE), CBO si/sau metodele de inhibitie a cresterii sau
o combinatie intre acestea.

Daci trebuie evitatd inhibitia datoratd toxicititii, se propune ca valoarea concentratiei substantei de
testat folositd in testul de biodegradabilitate usoara si fie mai micd decat 1/10 din valoarea CEs, (sau
mai micd decat valoarea CE,,) obtinuta in testul de toxicitate. Compusii cu un CE5, mai mare de 300
mg/l nu au, probabil, efecte toxice in testul de biodegradabilitate usoara.

Valorile CE5, mai mici de 20 mg/l probabil pun serioase probleme pentru testdrile urmatoare. Se vor
folosi concentratii de testare mici, ce necesitd folosirea testului vasului inchis, riguros si sensibil, sau
folosirea materialului marcat cu "*C. Ca alternativd, un inocul aclimatizat permite sd fie folosite
concentratii mai mari ale substantei de testat. In ultimul caz totusi criteriul specific al testului de
biodegradabilitate usoard este pierdut.

BIBLIOGRAFIE

Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegrability,
Chemosphere, 1987, vol. 16, 225.

ANEXA 'V

CORECTIA CONSUMULUI DE OXIGEN iN cAzUL INTERFERENTEI CU NITRIFICAREA

Erorile datorate omiterii nitrificdrii la evaluarea consumului de oxigen necesar pentru biodegradarea
substantei de testat care nu contine azot sunt minime (nu mai mari de 5 %), chiar dacd oxidarea
azotului amoniacal in mediul de testare se produce ocazional, atat in vasele cu substanta de testat, cat
si in cele cu probd martor. Cu toate acestea, in cazul substantelor care contin azot, pot aparea erori
grave.
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Daci nitrificarea are loc, dar nu este completd, consumul de oxigen observat al amestecului de reactie
poate fi corectat prin cantitatea de oxigen folositd la oxidarea amoniului la nitrit sau la nitrat, dacd
modificdrile concentratiei in timpul incubdrii nitritului si nitratului sunt determinate luand in
considerare urmitoarele ecuatii:

2NH,(Cl + 30, = 2HNO, + 2HCI + 2H,0 (1)
2HNO, + O, = 2HNO, )
Reactia globali este:

2NH,(Cl + 40, = 2HNO, + 2HCI + 2H,0 (3)

Din ecuatia (1), consumul de oxigen pentru ca 28 g azot continut in clorura de amoniu (NH,Cl) sd
fie oxidat la nitrit este de 96 g, adicd un factor de 3,43 (96/28). In acelasi mod, din ecuatia (3) rezultd
un consum de oxigen de 128 g pentru ca 28 g de azot si fie oxidat la nitrat, adicd un factor de 4,57
(128/28).

Deoarece reactiile sunt succesive, fiind realizate in prezenta unor specii distincte si diferite de bacterii,
concentratia de nitrit creste sau descreste; in ultimul caz se formeazd o concentratie echivalentd de
nitrat. Astfel, cantitatea de oxigen consumatd pentru formarea nitratului este de 4,57 inmultit cu
cresterea concentratiei de nitrat, in timp ce cantitatea de oxigen asociatd cu formarea nitritului este de
3,43 inmultit cu cresterea concentratiei de nitrit sau pierderea de oxigen este de —3,43 inmultit cu
descresterea concentratiei.

Aceasta este:

O, consumat la formarea nitratului = 4,57 x cresterea concentratiei de nitrat 4)
si
O, consumat la formarea nitritului = 3,43 x cresterea concentratiei de nitrit (5)
si
O, consumat la disparitia nitritului = —3,43 x descresterea concentratiei de nitrat (6)

astfel incat:

consumul de O, datorat nitrificdrii = + 3,43 x modificarea concentratiei de nitrit + 4,57 (7)
X cresterea concentratiei de nitrat

si astfel

consumul de O, datorat oxiddrii carbonului = consumul total observat — consumul (8)

datoritd nitrificarii

Ca alternativd, dacd se determind numai azotul total oxidat, consumul de oxigen datorat nitrificarii
poate fi considerat, ca primd aproximatie, ca fiind de 4,57 x cresterea azotului oxidat.

Valoarea corectatd a consumului de oxigen datorat oxidarii carbonului este apoi comparatd cu
CTOpps3, conform calculelor din anexa IL
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

C.5. DEGRADAREA - CONSUMUL BIOCHIMIC DE OXIGEN

METODA

INTRODUCERE

Scopul acestei metode este determinarea consumului biochimic de oxigen (CBO) al substantelor organice
solide sau lichide.

Prin aceastd metoda se pot testa compusi solubili in apd; se pot testa totusi, cel putin in principiu, si compusii
volatili si cei putin solubili in apa.

Metoda este aplicabild numai acelor compusi organici care nu sunt inhibitori pentru bacterii la concentratia
folositd in test. In cazul in care compusul testat nu este solubil la concentratia testatd, se pot folosi masuri
speciale, precum utilizarea dispersiei ultrasonice, pentru a obtine o dispersie bund a compusului de testat.

Informatiile despre toxicitatea substantei chimice pot fi utile pentru interpretarea rezultatelor cu valori
scdzute $i pentru selectarea unor concentratii adecvate la test.
DEFINITIE SI UNITATI

CBO este cantitatea de oxigen dizolvat necesard pentru un volum specificat de solutie a substantei supuse
procesului de oxidare biochimicd in conditii definite.

Rezultatele se exprimd in grame de CBO pe gram de substantd.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Se recomanda folosirea unei substante de referintd adecvate pentru a verifica activitatea inoculului.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

O cantitate predeterminatd de substantd, dizolvatd sau dispersatd intr-un mediu adecvat bine aerat, este
inoculatd cu microorganisme si incubatd la o temperaturd constantd, definitd, la intuneric.

CBO se determind prin diferenta dintre concentratiile de oxigen dizolvat la inceputul si la sfarsitul testului.
Durata testului este de minimum 5 zile i maximum 28 de zile.

Intr-o testare paraleld se determind CBO pe o probd martor, care nu contine substantd de testat.

CRITERII DE CALITATE

Determinarea CBO nu poate fi consideratd ca o determinare valabild a biodegradabilitatii unei substante.
Acest test este considerat doar test de triere.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Se prepard o solutie sau dispersie preliminard de substantd pentru a obtine concentratia CBO compatibild
cu metoda folositd. Apoi, se determind CBO conform oricdrei metode nationale sau internationale
standardizate.
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1.1.

1.2.

DATE $I EVALUARE

CBO continut in solutia preliminard se calculeaza conform metodei standardizate alese si se transformd in
grame de CBO pe gram de substantd testatd.

RAPORT
Trebuie consemnatd metoda folosita.
Consumul biochimic de oxigen trebuie si fie o medie a cel putin trei masuritori valabile.

Toate informatiile si observatiile importante pentru interpretarea rezultatelor trebuie consemnate, in special
cu privire la impuritdti, starea fizica, efectele toxice si compozitia intrinsecd a substantei care ar afecta
rezultatele.

Folosirea unui aditiv pentru inhibitia nitrificarii biologice trebuie consemnata.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

Listd de metode standardizate, de exemplu:

NF T 90-103: Determination of the biochemical oxygen demand.
NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination of water and associated
materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.

C.6. DEGRADAREA - CONSUMUL CHIMIC DE OXIGEN

METODA

INTRODUCERE

Scopul acestei metode este determinarea consumului chimic de oxigen (CCO) al substantelor organice solide
sau lichide prin aplicarea oricdrei metode standardizate, in conditii de laborator stabilite.

Informatiile privind formula substantei sunt utile in realizarea acestui test si pentru interpretarea rezultatului
obtinut (de exemplu, halogenuri, sdruri feroase ale compusilor organici, compusi organici clorurati).

DEFINITII SI UNITATI

Consumul chimic de oxigen este o mdsurd a oxidabilitatii unei substante, exprimat prin cantitatea
echivalentd de oxigen a unui reactiv oxidant consumat de substantd in conditii de laborator stabilite.

Rezultatul se exprima in grame de CCO pe gram de substantd.
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1.3. SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar sa se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o substantd noud.
Aceste substante se folosesc in primul rand pentru a calibra periodic metoda si pentru compararea
rezultatelor atunci cind se aplicd altd metoda.

1.4. PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

O cantitate predeterminatd de substantd, dizolvati sau dispersatd in apd, se oxideaza cu dicromat de potasiu,
in prezenta unui catalizator de argint (sulfat de argint) in mediu de acid sulfuric concentrat, cu reflux, timp
de doud ore. Dicromatul rezidual se determind prin titrare cu sulfat de amoniu si fier.

fn cazul substantelor care contin clor se adaug sulfat de mercur () pentru a reduce interferenta acestuia.

1.5. CRITERII DE CALITATE

Datoritd modului arbitrar de determinare, CCO este un ,indicator de oxidabilitate” si se foloseste ca atare
ca metodd practicd pentru determinarea continutul de substantd organica.

Clorurile pot interfera in acest test; agentii anorganici reducitori sau oxidanti pot de asemenea sd interfereze
la determinarea CCO.

Unii compusi ciclici si multe substante volatile (de exemplu, acizi grasi inferiori) nu sunt oxidati complet
in acest test.

1.6. DESCRIEREA METODEI DE TESTARE
Se prepard o solutie sau dispersie preliminard de substantd pentru a obtine CCO intre 250 si 600 mg/l.
Observatii:

In cazul substantelor putin solubile si nedispersabile se poate cantiri o cantitate de substant fin pulverizata
sau lichidd, corespunzand la aproximativ 5 mg CCO, care se introduce in aparatul experimental cu apa.

CCO se determind mai usor, deseori si in special in cazul substantelor putin solubile, printr-o varianta a
metodei, in sistem inchis cu egalizator de presiune (H. Kelkenberg, 1975). Prin aceastd variantd a metodei,
compusii care sunt determinati cu dificultate prin metoda conventionald — de exemplu acid acetic — pot fi
adesea determinati cu succes. Metoda nu di rezultate bune, insd, in cazul piridinei. Dacd, in conformitate
cu referinta bibliograficd (1), concentratia de dicromat de potasiu creste la 0,25 N (0,0416 M), devine mai
usoard cantdrirea directd a 5-10 mg de substantd, ceea ce este esential pentru determinarea CCO la
substantele putin solubile in apa. [Referinta (2)].

fn alte cazuri, CCO se determini apoi dupd orice metodd adecvati nationald sau internationala
standardizatd.

2. DATE SI EVALUARE

CCO continut in vasul experimental se calculeazd dupd metoda standardizatd aleasd si se converteste in
grame de CCO pe gram de substanta.

() Dupd folosire, solutiile continand sdruri de mercur trebuie tratate pentru a evita patrunderea mercurului in mediul inconjuritor.
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1.1.

RAPORT
Se consemneazi metoda de referintd folositd.

Consumul chimic de oxigen trebuie si fie media a cel putin 3 masuritori. Trebuie prezentate toate
informatiile si observatiile relevante pentru interpretarea rezultatelor, in special cu privire la impuritagi,
starea fizicd, proprietdtile intrinseci ale substantei (dacd se cunosc) care ar putea afecta rezultatele.

Trebuie consemnatd utilizarea sulfatului de mercur pentru a reduce la minimum interferenta clorurilor.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) Kelkenberg, H., Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

(2) Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984,
vol. 13, 169.

Lista metodelor standardizate, de exemplu:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN 0 11 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted and waste waters.
NF T 90-101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 = water analysis Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand (COD) within the range above 15 mg per
litre.

NEN 3235 5.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate methods.

C.7. DEGRADAREA - DEGRADAREA ABIOTICA PRIN HIDROLIZA iN FUNCTIE DE pH

METODA

Aceastd metodd se bazeazd pe orientdrile OCDE (1).

INTRODUCERE

Hidroliza este una dintre reactiile importante care controleazd degradarea abioticd. Aceastd reactie este
semnificativd in special pentru substantele cu biodegradabilitate scdzutd si poate influenta persistenta
substantei in mediul ambiant.

Cele mai multe reactii de hidroliza sunt reactii de pseudo-ordinul intai §i de aceea timpii de injumatatire nu
depind de concentratie. Aceasta permite de obicei extrapolarea rezultatelor obtinute la concentratia de
laborator la conditiile de mediu.

De asemenea, au fost consemnate citeva exemple (2) care au ardtat o concordantd satisficitoare intre
rezultatele gisite in apele pure si naturale pentru cateva tipuri de substante chimice.
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1.2

Este util sd se colecteze informatii preliminare despre presiunea de vapori a unei substante pentru a realiza
acest test.

Aceastd metoda este aplicabild numai in cazul substantelor solubile in api. Impurititile pot afecta
rezultatele.

Comportamentul hidrolitic al substantelor chimice ar trebui examinat la valori ale pH-ului intdlnite de
obicei in mediul inconjurdtor (pH 4 - 9).

DEFINITII SI UNITATI

Hidroliza se referd la reactia unui compus chimic RX cu apa. Aceastd reactie poate fi reprezentatd prin
schimbul net al grupului X cu OH:

RX + HOH — ROH + HX 1]
Viteza cu care scade concentratia lui RX este datd de:
viteza = k[H,0] . [RX] (2]

Deoarece apa este prezentd in exces in comparatie cu substanta chimici, acest tip de reactie este descris de
obicei ca o reactie de pseudo-ordinul intéi in care constanta de vitezd observatd este datd de relatia:

kobs =kx [HZO] [3]

Aceastd constantd se poate determina pentru o valoare a pH-ului si a temperaturii, T, cu ajutorul formulei:

2303 | C, (4]
v
obs g C.
unde:
t= timp
Co = concentratia substantei la timpul 0;
C,=  concentratia substantei la timpul t si

2,303 = factorul de conversie intre logaritmul natural si logaritmul in baza 10.
Concentratiile sunt exprimate in g/l sau mol/l.

Dimensiunea acestei constante k., este (timp)™.

,Perioada de injumatdtire” t, |, este definitd ca timpul necesar pentru a reduce concentratia substantei de
testat cu 50 %, adica:

C =1/2C, [5]
Din formulele (4) si (5) se poate demonstra ci:

), = 0,693k, [6]
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

SUBSTANTE DE REFERINTA

Nu este necesar sd se foloseascd substante de referintd in toate cazurile in care se studiazd o substantd noud.
Aceste substante se folosesc in primul rand pentru a calibra periodic metoda si pentru compararea
rezultatelor atunci cand se aplicd altd metoda.

S-au folosit urmatoarele substante de referinta (1):
acid acetilsalicilic (aspirina);

0,0-dietil 0-(6-metil-2-(1- metiletil)4-pirimidinil) tiofosfat. (Dimpilat, Diazinon)

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE
Substanta se dizolvd in api la o concentratie scazutd; se controleazd pH-ul si temperatura.
Scaderea concentratiei substantei in timp este urmdritd prin orice metoda analiticd adecvatd.

Se reprezintd logaritmul concentratiei in functie de timp si dacd diagrama este o linie dreapta se poate obtine
constanta de vitezd de ordinul intdi din panta dreptei (a se vedea punctul 2).

Atunci cand nu este posibil sd se determine direct constanta de vitezd pentru o temperaturd datd, de obicei
aceasta se poate estima prin folosirea ecuatiei lui Arrhenius, care exprima constanta de viteza ca functie de
temperaturd. Se extrapoleazd valoarea constantei de viteza care nu a putut fi determinata direct din dreapta
care reprezint logaritmul constantei de vitezd determinate la temperatura corespunzitoare ca functie de
inversul acestei temperaturi exprimatd ca temperaturd absoluta (K).

CRITERII DE CALITATE

In referinta bibliografici (2) se consemneaza ci msuritorile constantelor de vitezd de hidrolizd pe 13 clase
de structuri organice pot fi de mare precizie.

Repetabilitatea depinde in special de posibilitatea de a tine sub control pH-ul si temperatura si poate fi
afectatd de prezenta microorganismelor si, in cazuri speciale, de concentratia de oxigen dizolvat.

DESCRIEREA METODEI DE TESTARE

Reactivi
Solutii tampon
Testul se face la 3 valori ale pH-ului: 4,0; 7,0 si 9,0.

Se prepard solutii tampon folosind substante de puritate analiticd si apa distilatd sau deionizatd, sterila.
Cateva exemple de sisteme tampon sunt prezentate in apendice.

Sistemul tampon folosit poate influenta viteza hidrolizei; daci existd o dovada in acest sens, este folosit un
sistem tampon alternativ. In referinta bibliografica (2) se recomanda folosirea de solutii tampon cu borati
sau acetati in loc de fosfati.

Dacd nu se cunoaste valoarea pH-ului solutiilor tampon la temperatura folositd in timpul testului, aceasta
se poate determina cu un pH-metru calibrat la temperatura respectiva cu o precizie de + 0,1 unitati pH.

Solutii de testat

Substanta de testat se dizolvd in solutia tampon aleasd, astfel incat concentratia si nu s depdseascd 0,01
M sau jumdtate din concentratia de saturatie, oricare este mai mica.
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1.6.5.1.

1.6.5.2.

Folosirea solventilor organici miscibili cu apa se recomandd numai pentru substantele cu solubilitate scizutd
in apa.

Cantitatea de solvent trebuie sd fie mai micd de 1 % si nu trebuie sd interfereze cu procesul de hidroliza.

Aparaturad
Se folosesc recipiente de sticld cu dop, dar se evitd grasimea pe imbinarea slefuitd.

Dacd substanta sau sistemul tampon este volatil sau daci testul se face la temperaturi ridicate, se preferd vase
etansate sau inchise cu sicane; se evitd spatiul la partea de sus.

Metoda analiticd

Metoda trebuie si fie specificd pentru a permite determinarea substantei la concentratiile solutiei de testare
si poate consta dintr-o combinatie a unor tehnici analitice adecvate.

Metoda analiticd folositd depinde de natura substantei si trebuie si fie suficient de exactd si sensibild pentru
a detecta o reducere de 10 % a concentratiei initiale.

Conditii experimentale

Testele se efectueazd folosind o incintd cu control termostatic sau o baie cu temperaturd constantd avand
o abatere de + 0,5 °C fatd de temperatura aleasd. Temperatura se mentine si se misoard cu o tolerantd de
pand la £ 0,1 °C. Se evitd prin mijloace adecvate interferenta fotolitica.

Pentru substantele care se oxideaza usor este necesar si se elimine oxigenul dizolvat (de exemplu, prin
barbotare cu azot sau argon timp de 5 minute inainte de pregitirea solutiei).

Mod de operare

Test preliminar

Pentru toate substantele se efectueaza un test preliminar la 50 °C 0,5 °C la trei valori ale pH-ului: 4,0; 7,0
si 9,0. Se realizeazd un numdr suficient de masurdtori pentru a putea estima dacd pentru fiecare valoare a
pH-ului la 50 °C timpul de injumatdire (t, ,) este mai mic de 2,4 ore, sau mai putin de 10 % din hidroliza
este observatd dupd 5 zile. Se poate estima cd aceste valori corespund respectiv timpilor de injumdtdtire mai
mici de 1 zi sau mai mari de 1 an, in conditiile mai reprezentative pentru mediul ambiant (25 °C).

Dacd testul preliminar aratd cd 50 % sau mai mult din substanta de testat a fost hidrolizatd in 2,4 orela 50 °C
sau mai putin de 10 % a fost hidrolizatd dupd 5 zile, la fiecare dintre cele 3 valori ale pH-ului (4, 7 si 9),
nu mai este necesar un test suplimentar.

In alte cazuri si pentru valori individuale ale pH-ului pentru care aceastd conditie nu este respectatd, se
realizeazd testul 1.

Testul 1

Testul 1 se realizeazd la o singurd temperaturd, preferabil la 50 °C £ 0,5 °C, si, dacd este posibil, in conditii
sterile, la acele valori ale pH-ului pentru care testul preliminar a aritat necesitatea unei testdri ulterioare.

Se lucreazd cu un numdr suficient de probe (cel putin 4), acoperind domeniul de 20 %-70 % de hidroliza,
pentru a testa dacd hidroliza se comportd ca o reactie de pseudo-ordinul intai la valorile pH-ului specificate.

Pentru fiecare valoare a pH-ului la care se realizeazd testul 1 se determina ordinul reactiei.
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1.6.5.3.

1.6.5.4.

Estimarea constantei de vitezd la 25 °C:

Modul de operare depinde de concluzia rezultatd din testul 1, si anume dacd reactia este sau nu de
pseudo-ordinul intai.

Daci nu se poate concluziona cu certitudine din testul 1 ca reactia este de pseudo-ordinul inti, se fac alte
experimente, conform descrierii de la testul 2.

Daci se poate concluziona cu certitudine din testul 1 ¢i reactia este de pseudo-ordinul intéi, se efectueazd
alte experimente conform descrierii din testul 3. [Alternativ, in circumstante speciale, se pot calcula
constantele de vitezd la 25 °C din constantele la 50 °C calculate folosind rezultatele din testul 1 (a se
vedea 3.2)].

Testul 2

Acest test se efectueazd la fiecare valoare a pH-ului pentru care rezultatele testului 1 au aritat necesitatea
de a reface testul:

— fie la o temperaturd mai mici de 40 °C;

— fie la doud temperaturi de peste 50 °C, diferind intre ele cu cel putin 10 °C.

Pentru fiecare valoare a pH-ului si a temperaturii la care se efectueazi testul 2 se aleg cel putin 6 puncte
distantate adecvat astfel incat gradele de hidrolizi si fie in domeniul 20-70 %.

Pentru o valoare a pH-ului si o valoare a temperaturii, determinarea se face de doud ori. Atunci cand testul
2 se efectueazd la 2 temperaturi peste 50 °C, de preferintd a doua proba se testeazd la cea mai scizutd dintre
aceste doud temperaturi.

Pentru fiecare valoare a pH-ului si a temperaturii la care se efectueazi testul 2 se va face, daci este posibil,
o estimare graficd a timpului de injumdtatire (t; ).

Testul 3

Acest test se efectueazd la fiecare valoare a pH-ului pentru care rezultatele testului 1 au ardtat necesitatea
de a reface testul:

— fie la o temperaturd mai scizutd de 40 °C;
— fie la doud temperaturi peste 50 °C, diferind intre ele cu cel putin 10 °C.

Pentru fiecare valoare a pH-ului si a temperaturii la care se efectueazd testul 3, se aleg trei puncte, primul
la timpul 0, iar al doilea si al treilea cand gradul de hidrolizd este mai mare de 30 %; se calculeazd constantele
Kops $i ty2-

DATE

Valorile k, ale reactiilor de pseudo-ordinul intai pentru fiecare valoare de pH si de temperaturd din teste
se obtin din graficele logaritmului concentratiei in functie de timp, folosind expresia:

kObs = —panta x 2,303 [7]
Mai mult, t,, se poate calcula conform ecuatiei [6].
K, 5 -c se evalueazd prin aplicarea ecuatiei Arrhenius, dupd caz.

Pentru reactiile de non-pseudo-ordinul intéi, a se vedea 3.1.
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3.1.

3.2.

RAPORT

RAPORTUL DE TESTARE

Raportul de testare cuprinde, daci este posibil, urmitoarele informatii:
— specificatiile substantei;

— toate rezultatele obtinute cu substantele de referint3;

— principiul si detaliile metodei analitice folosite;

— pentru fiecare test: temperatura, valoarea pH-ului, compozitia solutiei tampon si un tabel cu toate datele
concentratie — timp;

— pentru reactiile de pseudo-ordinul intai, valorile k , si t, ,, precum si modul lor de calcul;

— pentru reactiile de non-pseudo-ordinul intéi, rezultatele se reprezintd ca logaritmul concentratiei in
functie de timp;

— toate informatiile si observatiile necesare pentru interpretarea rezultatelor.

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Se pot calcula valori acceptabile ale constantei de vitezd (la 25 °C) ale substantelor de testat, cu conditia sd
existe deja valori experimentale ale energiei de activare pentru omologi ai substantei de testat si sd se poatd
presupune cu probabilitate rezonabild cd energia de activare a substantei de testat este de acelasi ordin de
mdrime.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) W. Mabey and T. Mill, ,Critical Review of Hydrolisis of Organic Compounds in Water Under
Environmental Conditions”, J. Phys. Chem. Ref. Data, 1978, vol. 7 (2), 383-415.

Apendice

AMESTECURI PENTRU SOLUTII TAMPON

CLARK $I LUBS

Valorile pH consemnate in aceste tabele s-au calculat din mdsurdtorile de potential, folosind ecuatiile
standard Sorensen. Valoarea pH-ului reald este cu 0,04 unitdti mai mare decat valorile din tabel.

Compozitie pH

ftalat acid de potasiu 0,1 M + HC1 0,1 N la 20 °C

2,63 ml HC1 0,1 N + 50 ml ftalat adus la 100 ml 3,8
ftalat acid de potasiu 0,1 M + NaOH 0,1 N la 20 °C

0,40 ml NaOH 0,1 N + 50 ml ftalat adus la 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH 0,1 N + 50 ml ftalat adus la 100 ml 42
fosfat monopotasic 0,1 M + NaOH 0,1 N la 20 °C

23,45 ml NaOH 0,1 N + 50 ml fosfat adus la 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH 0,1 N + 50 ml fosfat adus la 100 ml 7,0
35,00 ml NaOH 0,1 N + 50 ml fosfat adus la 100 ml 7,2
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H,BO; 0,1 M in KCI 0,1 M + NaOH 0,1 N la 20 °C

16,30 ml NaOH 0,1 N + 50 ml acid boric adus la 100 ml
21,30 ml NaOH 0,1 N + 50 ml acid boric adus la 100 ml
26,70 ml NaOH 0,1 N + 50 ml acid boric adus la 100 ml

KOLTHOFF SI VLEESHOUWER

Compozitie

citrat monopotasic 0,1 M si NaOH 0,1 N la 18 °C (se adauga mici cristale de timol pentru a
preveni formarea mucegaiurilor)

2,0 ml NaOH 0,1 N + 50 ml citrat adus la 100 ml
9,0 ml NaOH 0,1 N + 50 ml citrat adus la 100 ml
16,3 ml NaOH 0,1 N + 50 ml citrat adus la 100 ml

SORENSEN

borax 0,05 M + HCl1 0,1 N

8,8
9,0
9,2

pH

3,8
4,0
4,2

Compozitie pH
Walbum
ml Borax ml HCl Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
borax 0,05 M + NaOH 0,1 N
Compozitie pH
Walbum
ml Borax ml NaOH Sorensen 18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
10,0 0,0 9,26 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12




