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sejo relativa a la aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y admi-
nistrativas en materia de clasificación, embalaje y etiquetado de las sustancias
peligrosas (1) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

L 225
44o an� o

21 de agosto de 2001

Sumario

Precio: 59,50 EUR

Los actos cuyos títulos van impresos en caracteres finos son actos de gestión corriente, adoptados en el marco de la política
agraria, y que tienen generalmente un período de validez limitado.

Los actos cuyos títulos van impresos en caracteres gruesos y precedidos de un asterisco son todos los demµs actos.
ES

Diario Oficial
de las Comunidades Europeas

ISSN 1012-9200

Edición
en lengua espaæola Legislación

(1) Texto pertinente a efectos del EEE



I

(Actos cuya publicación es una condición para su aplicabilidad)

DIRECTIVA 2001/59/CE DE LA COMISIÓN

de 6 de agosto de 2001

por la que se adapta, por vigésima octava vez, al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE del
Consejo relativa a la aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en

materia de clasificación, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISIÓN DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 67/548/CEE del Consejo, de 27 de junio de
1967, relativa a la aproximación de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas en materia de clasificación,
embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas (1), cuya
última modificación la constituye la Directiva 2000/33/CE (2)
y, en particular, su artículo 28,

Considerando lo siguiente:

(1) El anexo I de la Directiva 67/548/CEE contiene una lista
de sustancias peligrosas, junto con detalles sobre los
procedimientos de clasificación y etiquetado de cada sus-
tancia. Los conocimientos científicos y técnicos actuales
indican que debe adaptarse al progreso técnico la lista
de sustancias peligrosas de dicho anexo. Los cuadros A
y B del prólogo al anexo I requieren explícitamente la
inclusión de la nomenclatura finlandesa y sueca. Ciertas
versiones lingüísticas de la Directiva requieren correccio-
nes técnicas en secciones concretas del prólogo al anexo
I. Conviene publicar una versión actualizada y refundida
del prólogo al anexo I. Por otra parte, la lista debe
actualizarse incluyendo las nuevas sustancias notificadas
y otras sustancias existentes; la identidad, nomenclatura,
clasificación, etiquetado y/o límites de concentración de
ciertas sustancias deberá modificarse incluyendo los nue-
vos conocimientos técnicos; las entradas correspondien-
tes a tres sustancias deben eliminarse de la lista, ya que
están cubiertas por otras entradas.

(2) El anexo II de la Directiva 67/548/CEE contiene una
lista de símbolos e indicaciones de peligro para sustan-
cias y preparados peligrosos. El anexo III de la Directiva
67/548/CEE incluye una lista de frases que señalan el
tipo de riesgo especial que suponen las sustancias y pre-

parados peligrosos. El anexo IV de la Directiva
67/548/CEE incluye una relación de frases que contie-
nen consejos de prudencia sobre las sustancias y prepa-
rados peligrosos. Los anexos II, III y IV requieren la
inclusión de las redacciones en finés y en sueco. Ciertas
versiones lingüísticas de la Directiva requieren correccio-
nes técnicas en secciones concretas de los anexos II, III y
IV. Es conveniente publicar una versión actualizada y
refundida de los anexos II, III y IV.

(3) El artículo 1 de la Directiva 1999/33/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo (3) permitió a Suecia, a partir del
1 de enero de 1999 hasta el 31 de diciembre de 2000,
requerir el uso de la frase adicional R340, no incluida
en el anexo III, para las sustancias clasificadas como car-
cinógenas, categoría 3, en vez de la frase R40. Los
expertos de los Estados miembros han acordado revisar
el texto de la frase R40 para remitir a los productos car-
cinógenos, sustancias de la categoría 3. Deberá añadirse
una nueva frase R-68 al anexo III, con el texto original
de la frase R40 para la clasificación y el etiquetado de
las sustancias mutagénicas de la categoría 3 y nocivas
que figuran en el anexo I. Por consiguiente, la clasifica-
ción y etiquetado y los límites de concentración del
anexo I que incluyen la frase R40 deberán revisarse en
cuanto a los mutagénicos de la categoría 3 y las sustan-
cias nocivas.

(4) El anexo V de la Directiva 67/548/CEE establece los
métodos de determinación de las propiedades fisicoquí-
micas, la toxicidad y la ecotoxicidad de las sustancias y
preparados. Es necesario adaptar dicho anexo al pro-
greso técnico. Conviene reducir al mínimo el número de
animales utilizados en los experimentos de acuerdo con
la Directiva 86/609/CEE del Consejo (4). Por lo tanto,
deberá eliminarse el capítulo B.1, dado que existen
métodos alternativos en los que se utilizan menos ani-
males. Deben considerarse los métodos reconocidos y
recomendados por las organizaciones internacionales
competentes en la materia. Por consiguiente, deberán
revisarse los métodos de los capítulos B.26 y B.27 apli-
cados para la toxicidad oral subcrónica y deberán aña-
dirse al anexo V los capítulos C.14 a C.20, sobre toxici-

(1) DO L 196 de 16.8.1967, p. 1.
(2) DO L 136 de 8.6.2000, p. 90.

(3) DO L 199 de 30.7.1999, p. 57.
(4) DO L 358 de 18.12.1986, p. 1.
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dad medioambiental. Determinadas versiones lingüísticas
requieren correcciones en secciones específicas del
anexo V.

(5) El anexo VI de la Directiva 67/548/CEE contiene una
guía para la clasificación y etiquetado de las sustancias y
preparados peligrosos. Es necesario adaptar dicho anexo
al progreso técnico. Determinadas versiones lingüísticas
de la Directiva requieren correcciones técnicas en seccio-
nes concretas del anexo VI. Secciones concretas requie-
ren la publicación en finés y sueco. Es conveniente
publicar una versión actualizada y refundida del anexo
VI, incluyendo concretamente referencias a la Directiva
1999/45/CE del Parlamento Europeo y el Consejo, de
31 de mayo de 1999, relativa a la aproximación de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificación, embalaje y etiquetado de los
preparados peligrosos (1).

(6) De conformidad con las disposiciones de la Directiva
67/548/CEE, toda nueva sustancia comercializada deberá
notificarse a las autoridades competentes de los Estados
miembros mediante una notificación que contenga
determinados datos y un expediente técnico. En el caso
de las sustancias suministradas y posteriormente consu-
midas en una reacción química que están estrictamente
controladas (sustancias intermedias de exposición limita-
da), está justificado y resulta adecuado desde el punto de
vista técnico definir un conjunto de ensayos simplifica-
do. Los progresos técnicos actuales pueden garantizar la
exposición mínima de las personas y el medio ambiente
mediante la contención rigurosa del proceso.

(7) El expediente técnico deberá contener un conjunto de
ensayos para las sustancias intermedias de exposición
limitada que suministraría la información necesaria para
evaluar el riesgo previsible que comportan para el hom-
bre y el medio ambiente. El anexo VII deberá especificar
el contenido del expediente técnico y el anexo VIII
deberá detallar las pruebas y los estudios adicionales que
pueden requerirse en el caso de las sustancias interme-
dias de exposición limitada comercializadas en mayores
volúmenes.

(8) Puede resultar necesario revisar los criterios para la noti-
ficación de sustancias intermedias de exposición limitada
a la luz de los progresos técnicos registrados y de la
experiencia adquirida a fin de que dichas notificaciones
se hagan de conformidad con los nuevos requisitos espe-
cíficos fijados en la presente Directiva.

(9) Las medidas adoptadas en la presente Directiva se ajus-
tan al dictamen del Comité de adaptación al progreso
técnico de las Directivas destinadas a eliminar las barre-
ras técnicas al comercio de sustancias y preparados peli-
grosos.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Artículo 1

La Directiva 67/548/CEE quedará modificada de la manera
siguiente:

1. El anexo I quedará modificado como sigue:

a) los cuadros A y B del prólogo al anexo I deberán
incluir las nomenclaturas en finés y sueco. Determina-
das versiones lingüísticas de la Directiva deberán incluir
correcciones técnicas en secciones concretas del pró-
logo y los cuadros A y B. El prólogo que incluye los
cuadros A y B quedará sustituido por el anexo 1A de
la presente Directiva;

b) las entradas correspondientes serán sustituidas por las
entradas del anexo 1B de la presente Directiva;

c) se añadirán las entradas que figuran en el anexo 1C de
la presente Directiva;

d) se suprimirán las entradas que figuran en el anexo 1D
de la presente Directiva;

e) las entradas incluidas en el anexo 1E a la presente
Directiva se modificarán reemplazando las referencias
de clasificación a «Muta. Cat. 3; R40» por «Muta. Cat.
3; R68» y las referencias de etiquetado a R40 por R68;

f) las entradas incluidas en el anexo 1F a la presente
Directiva se modificarán reemplazando las referencias
de clasificación a «Xn; R40» por «Xn; R68» y las refe-
rencias de etiquetado a R40 por R68;

g) la entrada incluida en el anexo 1G a esta Directiva se
modificará reemplazando las referencias de límite de
concentración a «Xn; R40/20/21/22» por «Xn;
R68/20/21/22»;

h) la entrada incluida en el anexo 1H a esta Directiva se
modificará reemplazando las referencias de límite de
concentración a «Xn; R20/21/22-40/20/21/22» por
«Xn; R20/21/22-68/20/21/22»;

i) las entradas incluidas en el anexo 1I a la presente
Directiva se modificarán reemplazando las referencias
de clasificación a «Muta. Cat. 3; R40» por «Muta. Cat.
3; R68»;

j) las entradas incluidas en el anexo 1J a la presente
Directiva se modificarán reemplazando las referencias
de clasificación a «Muta. Cat. 3; R40» por «Muta. Cat.
3; R68» y añadiendo R68 en la etiqueta.

2. El anexo II deberá incluir las versiones en sueco y en finés
y las correcciones técnicas de determinadas versiones lin-
güísticas. Por consiguiente, el anexo II se sustituirá por el
anexo 2 de la presente Directiva.

3. El anexo III deberá incluir las versiones en sueco y en finés
y las correcciones técnicas de determinadas versiones lin-
güísticas. Consiguientemente, el anexo III se sustituirá por
el anexo 3 de la presente Directiva.

4. El anexo IV deberá incluir las versiones en sueco y en finés
y las correcciones técnicas de determinadas versiones lin-
güísticas. Consiguientemente, el anexo IV se sustituirá por
el anexo 4 de la presente Directiva.(1) DO L 200 de 30.7.1999, p. 1.
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5. El anexo V se modificará como sigue:

a) se suprimirá el capítulo B.1;

b) el título del capítulo B13/14 de la versión inglesa se
sustituirá por el texto del anexo 5A;

c) la última frase del apartado 1.4.2.2 del capítulo B.39
de la versión francesa se sustituirá por el texto del
anexo 5B;

d) la ecuación de la última frase del apartado 1.7.1.6 del
capítulo B.41 de la versión inglesa se sustituirá por el
texto del anexo 5C;

e) el método de ensayo para la toxicidad oral subcrónica
en roedores se modificará de acuerdo con el anexo 5D
de la presente Directiva, que sustituye el capítulo B.26;

f) el método de ensayo para la toxicidad oral subcrónica
en no roedores se modificará de acuerdo con el anexo
5E de la presente Directiva, que sustituye el capítulo
B.27;

g) los siete nuevos métodos de ensayo sobre toxicidad
medioambiental del anexo 5F se incluirán en la parte C
de la presente Directiva.

6. El anexo VI deberá incluir las versiones en sueco y en finés,
correcciones técnicas de determinadas versiones lingüísticas
y actualizaciones técnicas detalladas. Consiguientemente, el
anexo VI se sustituirá por el anexo 6 de la presente Directi-
va.

7. El anexo VII.A deberá incluir un expediente técnico con un
conjunto de ensayos para sustancias intermedias de exposi-
ción limitada con la información necesaria para evaluar su
riesgo previsible para el hombre y el medio ambiente. Con-
siguientemente, el anexo VII.A quedará modificado como
sigue:

a) el texto del anexo 7A de la presente Directiva se inser-
tará antes de la sección 0 del anexo VII.A;

b) el texto del anexo 7B de la presente Directiva se inser-
tará al final del anexo VII.A;

8. El anexo VIII deberá incluir ensayos y estudios adicionales
que pueden ser necesarios para las sustancias intermedias
de exposición limitada comercializadas en volúmenes
mayores. Consiguientemente, el anexo VIII quedará modifi-
cado como sigue:

a) el texto correspondiente al anexo 8A de esta Directiva
se inserta entre «Nivel 1» y «Estudios fisicoquímicos»
del anexo VIII;

b) El texto correspondiente al anexo 8B de esta Directiva
se inserta entre «Nivel 2» y «Estudios toxicológicos» del
anexo VIII.

Artículo 2

1. Los Estados miembros adoptarán y publicarán las disposi-
ciones legales, reglamentarias y administrativas necesarias para
cumplir la presente Directiva a más tardar el 30 de julio de
2002. Informarán inmediatamente de ello a la Comisión.

2. Los Estados miembros aplicarán las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas mencionadas en el apartado 1:

a) a partir del 30 de julio de 2002 o una fecha anterior en lo
que se refiere a las sustancias peligrosas;

b) a partir del 30 de julio de 2002 en lo que se refiere a los
preparados no incluidos en el ámbito de aplicación de la
Directiva 91/414/CEE del Consejo (1) o la Directiva
98/8/CE del Parlamento Europeo y el Consejo (2);

c) a partir del 30 de julio de 2004 en lo que se refiere a los
preparados incluidos en el ámbito de aplicación de la
Directiva 91/414/CEE o la Directiva 98/8/CE.

Informarán inmediatamente de ello a la Comisión.

Cuando los Estados miembros adopten las disposiciones con-
templadas en el apartado 1, éstas harán referencia a la presente
Directiva o irán acompañadas de dicha referencia en su publi-
cación oficial. Los Estados miembros establecerán las modalida-
des de la mencionada referencia.

3. Los Estados miembros comunicarán a la Comisión el
texto de las disposiciones básicas de Derecho interno que
adopten en el ámbito regulado por la presente Directiva y un
cuadro de correspondencias de las disposiciones de Derecho
interno adoptadas con la presente Directiva.

Artículo 3

La presente Directiva entrará en vigor el tercer día siguiente al
de su publicación en el Diario Oficial de las Comunidades Euro-
peas.

Artículo 4

Los destinatarios de la presente Directiva serán los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 6 de agosto de 2001.

Por la Comisión
Margot WALLSTRÖM

Miembro de la Comisión

(1) DO L 230 de 19.8.1991, p. 1.
(2) DO L 123 de 24.4.1998, p. 1.
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ANEXO 1A

PRÓLOGO AL ANEXO I

Introducción

El anexo I constituye un índice de sustancias peligrosas para las que existe un sistema armonizado de clasificación y eti-
quetado, acordado a nivel de la Comunidad de conformidad con el procedimiento establecido en el apartado 3 del artí-
culo 4 de la Directiva.

Numeración de las sustancias

En el anexo I, las sustancias están clasificadas por el número atómico del elemento más característico de sus propieda-
des. En la tabla A figura una lista de elementos químicos clasificados por su número atómico. Dada su variedad, las sus-
tancias orgánicas se han clasificado de la forma habitual, como aparece en la tabla B.

El número de clasificación de cada sustancia consiste en una secuencia de cifras del tipo ABC-RST-VW-Y, donde:

� ABC representa, bien el número atómico del elemento químico más característico (precedido de uno o dos ceros,
para completar la secuencia), bien el número convencional de la clasificación de sustancias orgánicas,

� RST representa el número consecutivo de la sustancia en las series ABC,

� VW representa la forma en que la sustancia se produce o se comercializa,

� Y representa la cifra de control calculada de acuerdo con el método ISBN (International Standard Book Number).

Por ejemplo, el número de clasificación del cloruro sódico es 017-005-00-9.

Las sustancias peligrosas incluidas en el Catálogo europeo de sustancias químicas comercializadas existentes (Einecs)
(DO C 146 A de 15.6.1990) llevan también su número Einecs. Se trata de un número de siete dígitos del tipo XXX-
XXX-X que comienza por el 200-001-8.

En el caso de sustancias peligrosas notificadas conforme a lo dispuesto en la presente Directiva, se incluye el número de
la sustancia en la Lista europea de sustancias notificadas (Elincs). Este es un número de siete dígitos del tipo XXX-XXX-X
que comienza por el 400-010-9.

En el caso de las sustancias peligrosas de la lista de «ex polímeros» (documento, Oficina de Publicaciones Oficiales de las
Comunidades Europeas, 1997, ISBN 92-827-8995-0), se incluye el número del «ex polímero». Este es un número de
siete dígitos del tipo XXX-XXX-X que comienza por el 500-001-0.

Se incluye también el número CAS (Chemical Abstracts Service) para facilitar la identificación de la sustancia. Nótese
que el número Einecs incluye la forma anhidra y la forma hidratada de una sustancia y que el número CAS de ambas
formas suele ser distinto. Se incluye solamente el número CAS de la forma anhidra, de modo que el número CAS que
aparece no describe la sustancia con la misma precisión que el número Einecs.

Por lo general, los números Einecs, Elincs, «ex polímeros» y CAS no se incluyen en el caso de grupos que comprenden
más de cuatro sustancias distintas.

Nomenclatura

Siempre que ello es posible, las sustancias peligrosas se designan por sus nombres Einecs, Elincs o «ex polímero». Las
demás sustancias que no aparecen en las listas Einecs, Elincs o de «ex polímeros» se designan empleando una denomina-
ción química reconocida internacionalmente (por ejemplo, ISO o IUPAC). En algunos casos se incluye además su deno-
minación común.

Normalmente, no se mencionan las impurezas, los aditivos ni los componentes presentes en menor cuantía, salvo que
sean significativos para la clasificación de la sustancia.

Algunas sustancias se describen como mezcla de A y B. Estas entradas se refieren a una mezcla específica. En determi-
nados casos, cuando es necesario caracterizar la sustancia comercializada, se especifican las proporciones de las princi-
pales sustancias de la mezcla.
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Algunas sustancias se describen con un porcentaje específico de pureza. Las sustancias cuyo contenido de material
activo es mayor (por ejemplo, un peróxido orgánico) no se incluyen en la entrada del anexo I, y pueden presentar otras
propiedades peligrosas (por ejemplo, ser explosivas). Allí donde figuran límites específicos de la concentración, éstos se
aplican a la sustancia o las sustancias que aparecen en la entrada. En particular, en el caso de entradas que son mezclas
de sustancias o bien sustancias descritas con un porcentaje específico de pureza, los límites se aplican a la sustancia tal
y como se describe en el anexo I y no a la sustancia pura.

La letra a) del apartado 2 del artículo 23 establece que, en el caso de las sustancias del anexo I, el nombre de la sustan-
cia que figure en la etiqueta debe corresponder a una de las denominaciones que figuran en el anexo. En el caso de
algunas sustancias, se ha incluido información adicional entre corchetes para facilitar la identificación de las sustancias.
No es obligatorio incluir esa información adicional en el etiquetado.

Algunas entradas contienen una referencia a impurezas. Un ejemplo es el número del índice 607-190-00-X: metil acrila-
midometoxiacetato (contiene Å 0,1 % acrilamida). En estos casos la referencia entre corchetes forma parte del nombre, y
debe incluirse en la etiqueta.

Algunas entradas hacen referencia a grupos de sustancias. Un ejemplo es el número del índice 006-007-00-5: «cianuro
de hidrógeno (sales de �) con la excepción de cianuros complejos tales como los ferrocianuros, ferricianuros y el oxi-
cianuro mercúrico». En estos casos, debe utilizarse la denominación Einecs u otro nombre reconocido internacionalmen-
te.

Formato de las entradas

En relación con cada una de las sustancias del anexo I, aparece la información siguiente:

a) Clasificación

i) El procedimiento de clasificación consiste en incluir una sustancia en una o varias categorías de peligro [según
las definiciones del apartado 2 del artículo 2 de la Directiva 92/32/CEE del Consejo (DO L 154 de 5.6.1992,
p. 1)] y en asignarle la frase o frases de riesgo. La clasificación tiene consecuencias no sólo para el etiquetado,
sino también para otras medidas legislativas y reglamentarias relacionadas con sustancias peligrosas.

ii) La clasificación en cada categoría de peligro se expresa normalmente mediante una abreviatura de la categoría
de peligro y la frase o frases de riesgo apropiadas. Sin embargo, en algunos casos (cuando se trata de sustancias
clasificadas como inflamables o sensibilizantes, o en el caso de sustancias clasificadas como peligrosas para el
medio ambiente) solamente aparece la frase de riesgo.

iii) Se indica a continuación la abreviatura de cada una de las categorías de peligro:

� explosivo: E

� comburente: O

� extremadamente inflamable: F+

� fácilmente inflamable: F

� inflamable: R10

� muy tóxico: T+

� tóxico: T

� nocivo: Xn

� corrosivo: C

� irritante: Xi

� sensibilizante: R42 y/o R43

� carcinogénico: Carc. Cat. (1)

� mutagénico: Muta. Cat. (1)

� tóxico para la reproducción: Repr. Cat. (1)

� peligroso para el medio ambiente: N y/o R52, R53, R59.

iv) Aunque no son parte oficial de la clasificación, aparecen frases adicionales referentes al riesgo, asignadas para
describir otras propiedades (véanse los puntos 2.2.6 y 3.2.8 de la guía del etiquetado).

(1) Se indica, según proceda, la categoria de carcinógeno, mutágeno o tóxico para la reproducción (es decir 1, 2 o 3).
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b) La etiqueta, que incluye:

i) la letra asignada a la sustancia de conformidad con el anexo II [véase la letra c) del apartado 2 del artículo 23],
la cual sirve de abreviatura del símbolo y de la indicación de peligro (si han sido asignados);

ii) las frases de riesgo, denotadas por una serie de números precedidos de la letra R, que indican la naturaleza de
los riesgos especiales, de conformidad con el anexo III [véase la letra d) del apartado 2 del artículo 23]. Los
números se separan:

� bien mediante un guión (-), que indica afirmaciones independientes referidas a riesgos especiales (R),

� o bien mediante una barra inclinada (/), que indica una afirmación combinada, en una única frase, de los
riesgos especiales, tal y como se expone en el anexo III;

iii) las frases de prudencia, denotadas por una serie de números precedidos de la letra S, que indican las precaucio-
nes de seguridad recomendadas, conforme al anexo IV [véase la letra e) del apartado 2 del artículo 23]. Una
vez más, los números van separados, bien por un guión, bien por una barra inclinada; el significado de las pre-
cauciones de seguridad recomendadas se expone en el anexo IV. Las frases de prudencia que se indican sólo se
refieren a las sustancias; para los preparados, las frases se eligen de acuerdo con las normas habituales.

Nótese que, en el caso de determinadas sustancias y preparados peligrosos vendidos al público en general, hay
frases S obligatorias.

Las frases S1, S2 y S45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosi-
vos vendidos al público en general.

Las frases S2 y S46 son obligatorias para todas las demás sustancias y preparados peligrosos vendidos al
público en general o que se han clasificado únicamente como peligrosas para el medio ambiente.

Las frases de prudencia S1 y S2 figuran entre paréntesis en el anexo I y solamente pueden omitirse en la eti-
queta si la sustancia o el preparado se venden exclusivamente para uso industrial.

c) Los límites de concentración y las clasificaciones toxicológicas asociadas necesarias para clasificar los preparados peli-
grosos que contienen la sustancia de conformidad con la Directiva 1999/45/CE.

A menos que se indique lo contrario, los límites de concentración están expresados como el porcentaje en peso de
la sustancia respecto al peso total del preparado.

Cuando no se den límites de concentración, los límites de concentración que deberán emplearse al aplicar el
método convencional para evaluar los riesgos para la salud son los que figuran en al anexo II de la Directiva
1999/45/CE del Parlamento Europeo y del Consejo (DO L 200 de 30.7.1999, p. 1), mientras que al aplicar el
método convencional para evaluar los riesgos para el medio ambiente deberán emplearse los límites que figuran en
el anexo III de esa misma Directiva.

Notas explicativas generales

Grupos de sustancias

En el anexo I se incluyen una serie de entradas colectivas. En estos casos, los requisitos de clasificación y etiquetado se
aplicarán a todas las sustancias comercializadas cubiertas por la descripción en la medida en que aparezcan en la lista
Einecs o Elincs. Cuando una sustancia incluida en una entrada colectiva constituya una impureza de otra sustancia, los
requisitos de clasificación y etiquetado descritos en la entrada colectiva se tendrán en cuenta al etiquetar la sustancia.

En algunos casos, hay requisitos de clasificación y etiquetado para sustancias específicas cubiertas por una entrada colec-
tiva. En tales casos, en el anexo I se incluirá una entrada específica para la sustancia excepcional, y la entrada colectiva
llevará la anotación «salvo las excepciones indicadas en otro lugar de este anexo».

En algunos casos, sustancias individuales pueden estar cubiertas por más de una entrada colectiva. Así, por ejemplo, el
oxalato de plomo (número Einecs 212-413-5) está cubierto por la entrada de compuestos de plomo (número del índice
082-001-00-6), así como por la de sales de ácido oxálico (607-007-00-3). En esos casos, el etiquetado de la sustancia
refleja el etiquetado de las dos entradas colectivas. Si hay diferentes clasificaciones para un mismo riesgo, se utilizará en
la etiqueta de esa sustancia concreta (véase el apartado sobre la nota A que figura a continuación) la clasificación que
sea más severa.

Las entradas del anexo I referentes a sales (bajo cualquier denominación) cubren las formas anhidras y las hidratadas, a
menos que se diga expresamente lo contrario.
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Sustancias con número Elincs

En el anexo I, las sustancias con número Elincs han sido notificadas de conformidad con las disposiciones de la presente
Directiva. El productor o importador que no haya notificado previamente estas sustancias debe referirse a las disposicio-
nes de la presente Directiva si tiene la intención de comercializar dichas sustancias.

Explicación de las notas relacionadas con la identificación, clasificación y etiquetado de las sustancias

Nota A

El nombre de la sustancia debe figurar en la etiqueta bajo una de las denominaciones que figuren en el anexo I [letra a)
del apartado 2 del artículo 23].

En el anexo I se emplea, a veces, una denominación general del tipo: «compuestos de . . .» o «sales de . . .». En este caso,
el fabricante o cualquier otra persona que comercialice dicha sustancia estará obligado a precisar en la etiqueta el nom-
bre correcto, habida cuenta del capítulo «Nomenclatura» del prólogo.

Ejemplo: para BeCl2 (número Einecs 232-116-4): cloruro de berilio.

La Directiva exige también que los símbolos, las indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustan-
cia sean los incluidos en el anexo I [letras c), d) y e) del apartado 2 del artículo 23].

En el caso de las sustancias pertenecientes a un grupo particular de sustancias incluidas en el anexo I, los símbolos, las
indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustancia serán los incluidos en la entrada apropiada del
anexo I.

En el caso de las sustancias pertenecientes a más de un grupo de sustancias incluidas en el anexo I, los símbolos, las
indicaciones de peligro y las frases R y S que se usen para cada sustancia serán los incluidos en las entradas apropiadas
del anexo I. En caso de que haya dos clasificaciones diferentes en las dos entradas para el mismo peligro, se usará la cla-
sificación de peligro más severa.

Ejemplo:

sustancia AB, sin entrada propia en el anexo I:

entrada colectiva para compuestos de A que figura en el anexo I:

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

entrada colectiva para compuestos de B que figura en el anexo I:

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

clasificación de la sustancia AB:

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

Nota B

Ciertas sustancias (ácidos, bases, etc.) se comercializan en soluciones acuosas de concentraciones diversas que necesitan
por ello un etiquetado diferente, pues los riesgos que presentan dependen de la concentración.

En las entradas del anexo I a las que se refiere la nota B se emplea una denominación general del tipo: «ácido nítrico
� %».

En tal caso, el fabricante o cualquier otra persona que comercialice la sustancia en solución acuosa deberá indicar en la
etiqueta la concentración de la solución en tanto por ciento.

Ejemplo: ácido nítrico 45 %.

La expresión en tanto por ciento se entenderá siempre como peso/peso, excepto si explícitamente se especifica otra
cosa.

Se permitirá la utilización de otros datos (por ejemplo, peso específico o grado Baumé) o de frases descriptivas (por
ejemplo, fumante o glacial).
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Nota C

Determinadas sustancias orgánicas pueden ser comercializadas ya sea en una forma isomérica bien definida o en forma
de mezcla de varios isómeros.

En el anexo I se emplea a veces una denominación general del tipo: «xilenol».

En tal caso, el fabricante o cualquier otra persona que comercialice la sustancia deberá especificar en la etiqueta si se
trata: a) de un isómero bien definido, o b) de una mezcla de isómeros.

Ejemplo: a) 2,4-dimetilfenol

b) xilenol (mezcla de isómeros).

Nota D

Ciertas sustancias susceptibles de experimentar una descomposición o polimerización espontánea se suelen comerciali-
zar en forma estabilizada y así figuran en el anexo I de la Directiva.

No obstante, en algunas ocasiones dichas sustancias se comercializan en forma no estabilizada. En tal caso, el fabricante
o cualquier otra persona que comercialice la sustancia deberá especificar en la etiqueta el nombre de la sustancia
seguido de la expresión «no estabilizado/a».

Ejemplo: ácido metacrílico (no estabilizado).

Nota E

A las sustancias con efectos específicos sobre la salud humana (véase el capítulo 4 del anexo VI) que se clasifican como
carcinogénicas, mutagénicas y/o tóxicas para la reproducción en las categorías 1 o 2 se les adscribe la nota E si están
también clasificadas como muy tóxicas (T+), tóxicas (T) o nocivas (Xn). En el caso de estas sustancias, las frases de
riesgo R 20, R 21, R 22, R 23, R 24, R 25, R 26, R 27, R 28, R 39, R 68 (nocivo), R 48 y R 65, así como todas las
combinaciones de estas frases de riesgo, irán precedidas de la palabra «también».

Ejemplos: R45-23 «Puede causar cáncer. También tóxico por inhalación»

R46-27/28 «Puede causar daños genéticos hereditarios. También muy tóxico en contacto con la piel
y por ingestión».

Nota F

Esta sustancia puede contener un estabilizante. Si el estabilizante cambia las propiedades peligrosas de la sustancia según
se indica en la etiqueta del anexo I, la etiqueta deberá redactarse siguiendo las reglas de etiquetado de los preparados
peligrosos.

Nota G

Esta sustancia puede ser comercializada en forma de explosivo, en cuyo caso debe ser evaluada utilizando los métodos
de ensayo apropiados y suministrarse provista de una etiqueta que refleje sus propiedades explosivas.

Nota H

La clasificación y el etiquetado que figura para esta sustancia sólo se aplica a la propiedad o propiedades peligrosas indi-
cadas por la frase de riesgo en combinación con la categoría o categorías enumeradas. Los requisitos del artículo 6 de
la Directiva para los fabricantes, distribuidores e importadores de esta sustancia se aplican a todos los demás aspectos
de la clasificación y del etiquetado. La etiqueta final se ajustará a los requisitos del apartado 7 del anexo VI de la Directi-
va.

La presente nota se aplica a determinadas sustancias derivadas del carbón y del petróleo y a determinadas entradas para
grupos de sustancias incluidas en el anexo I.

Nota J

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,1 % en peso de benceno (número Einecs 200-753-7). Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias complejas
derivadas del carbón y del petróleo incluidas en el anexo I.
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Nota K

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno, si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,1 % en peso de 1,3-butadieno (número Einecs 203-450-8). Si la sustancia no está clasificada como carcinógeno, debe-
rán aplicarse como mínimo las frases S (2-)9-16. Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas
del carbón y del petróleo incluidas en el anexo I.

Nota L

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del 3 %
de extracto DMSO medido de acuerdo con IP 346. Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias complejas deriva-
das del petróleo incluidas en el anexo I.

Nota M

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,005 % en peso de benzo[a]-pireno (número Einecs 200-028-5). Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias
complejas derivadas del carbón incluidas en el anexo I.

Nota N

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si se conoce en su totalidad el proceso de refinado y puede
demostrarse que la sustancia a partir de la cual se ha producido no es un carcinógeno. Esta nota sólo se aplica a deter-
minadas sustancias complejas derivadas del petróleo incluidas en el anexo I.

Nota P

No es necesario aplicar la clasificación como carcinógeno si puede demostrarse que la sustancia contiene menos del
0,1 % en peso de benceno (número Einecs 200-753-7).

Cuando la sustancia esté clasificada como carcinógeno, se aplicará asimismo la nota E.

Cuando la sustancia no esté clasificada como carcinógeno, se aplicarán como mínimo las frases S (2-)23-24-62.

Esta nota sólo se aplica a determinadas sustancias complejas derivadas del petróleo incluidas en el anexo I.

Nota Q

La clasificación como carcinógeno no será necesaria, si puede demostrarse que la sustancia cumple una de las condicio-
nes siguientes:

� en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante inhalación, se demuestra que las fibras cuya longitud es
superior a 20 µm tienen una vida media ponderada inferior a diez días, o bien

� en un ensayo de biopersistencia a corto plazo, mediante instilación intratraqueal, se demuestra que las fibras cuya
longitud es superior a 20 µm tienen una vida media ponderada inferior a cuarenta días, o bien

� en un ensayo intraperitoneal adecuado se demuestra que no hay pruebas de carcinogenicidad excesiva, o bien

� ausencia de efectos patógenos relevantes o cambios neoplásticos en un ensayo de inhalación adecuado de larga
duración.

Nota R

La clasificación como carcinógeno no tiene por qué aplicarse a las fibras cuyo diámetro medio geométrico ponderado
por la longitud menos dos errores geométricos estándar sea superior a 6 µm.

Nota S

De conformidad con el artículo 23, puede no exigirse una etiqueta a esta sustancia (véase el punto 8 del anexo VI).
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Explicación de las notas relacionadas con el etiquetado de los preparados

El significado de las notas que aparecen junto a los límites de concentración es el siguiente:

Nota 1

La concentración señalada o, en ausencia de esa concentración, las concentraciones generales de la Directiva
1999/45/CE son el porcentaje en peso del elemento metálico, calculado con respecto al peso total del preparado.

Nota 2

La concentración de isocianato señalada es el porcentaje en peso del monómero libre, calculado con respecto al peso
total del preparado.

Nota 3

La concentración señalada es el porcentaje en peso de los iones de cromato disueltos en agua, calculado con respecto al
peso total del preparado.

Nota 4

Los preparados que contengan esas sustancias serán clasificados como nocivos con R 65 si cumplen los criterios del
punto 3.2.3 del anexo VI.

Nota 5

Los límites de concentración para los preparados gaseosos se expresarán como porcentaje de volumen/volumen.

Nota 6

A los preparados que contengan esas sustancias se les asignará R 67 si cumplen los criterios del punto 3.2.8 del anexo
VI.

Esta nota no será de aplicación a partir de la fecha en la cual entren en vigor los criterios de utilización de la frase R67
de acuerdo con lo establecido en la Directiva 1999/45/CE.
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TABLA A � TABEL A � TABELLE A � PIMAJAR A � TABLE A � TABLEAU A � TABELLA A � TABEL A �
TABELA A � TABELL A � TAULUKKO A

Lista de los elementos químicos clasificados por su número atómico (Z)
Liste over grundstoffer, ordnet efter deres atomvægt (Z)

Liste der chemischen Elemente, geordnet nach der Ordnungszahl (Z)
JasÜkocoy vglijþm rsoiveßxm sanimolglÝmxm rýluxma le som asolijü soty aqihlü (F)

List of chemical elements listed according to their atomic number (Z)
Liste des éléments chimiques classés selon leur numéro atomique (Z)

Elenco degli elementi chimici ordinati secondo il loro numero atomico (Z)
Lijst van chemische elementen, gerangschikt naar atoomgewicht (Z)

Lista dos elementos químicos ordenados segundo o seu número atómico (Z)
Lista över grundämnen, ordnade efter deras atomnummer (Z)

Alkuaineiden luettelo järjestysluvun mukaan (Z)
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TABLA B � TABEL B � TABELLE B � PIMAJAR B � TABLE B � TABLEAU B � TABELLA B � TABEL B � TABELA B � TABELL B �
TAULUKKO B

Clasificación especial para las sustancias orgánicas
Særlig inddeling af organiske stoffer

Spezielle Anordnung für die organischen Stoffe
EidijÞ sanimülgrg sxm oqcamijþm otriþm

Special classification for organic substances
Classification particulière aux substances organiques

Classificazione speciale per le sostanze organiche
Speciale indeling voor de organische stoffen

Classificação especial para as substâncias orgânicas
Särskild indelning av organiska ämnen

Erityisryhmät orgaanisille aineille

601 Hidrocarburos
Carbonhydrider (kulbrinter)
Kohlenwasserstoffe
TdqocomÜmhqajey
Hydrocarbons
Hydrocarbures
Idrocarburi
Koolwaterstoffen
Hidrocarbonetos
Kolväten
Hiilivedyt

602 Hidrocarburos halogenados
Halogensubstituerede carbonhydrider
Halogen-Kohlenwasserstoffe
AkocomopaqÜcxca tdqocomamhqÜjxm
Halogenated hydrocarbons
Dérivés halogénés des hydrocarbures
Derivati idrocarburi alogenati
Gehalogeneerde koolwaterstoffen
Hidrocarbonetos halogenados
Halogenerade kolväten
Halogenoidut hiilivedyt

603 Alcoholes y derivados
Alkoholer og deres derivater
Alkohole und ihre Derivate
Akjoükey jai paqÜcxcÜ soty
Alcohols and their derivatives
Alcools et dérivés
Alcoli e derivati
Alcoholen en derivaten
Álcoois e derivados
Alkoholer och deras derivat
Alkoholit ja niiden johdannaiset

604 Fenoles y derivados
Phenoler og deres derivater
Phenole und ihre Derivate
Uaimükey jai paqÜcxcÜ soty
Phenols and their derivatives
Phénols et dérivés
Fenoli e derivati
Fenolen en derivaten
Fenóis e derivados
Fenoler och deras derivat
Fenolit ja niiden johdannaiset

605 Aldehídos y derivados
Aldehyder og deres derivater
Aldehyde und ihre Derivate
Akdeàdey jai paqÜcxcÜ soty
Aldehydes and their derivatives
Aldéhydes et dérivés
Aldeidi e derivati
Aldehyden en derivaten
Aldeídos e derivados
Aldehyder och deras derivat
Aldehydit ja niiden johdannaiset

606 Cetonas y derivados
Ketoner og deres derivater
Ketone und ihre Derivate
Jesümey jai paqÜcxcÜ soty
Ketones and their derivatives
Cétones et dérivés
Chetoni e derivati
Ketonen en derivaten
Cetonas e derivados
Ketoner och deras derivat
Ketonit ja niiden johdannaiset

607 Ácidos orgánicos y derivados
Organiske syrer og deres derivater
Organische Säuren und ihre Derivate
OqcamijÜ onÝa jai paqÜcxcÜ soty
Organic acids and their derivatives
Acides organiques et dérivés
Acidi organici e derivati
Organische zuren en derivaten
Ácidos orgânicos e derivados
Organiska syror och deras derivat
Orgaaniset hapot ja niiden johdannaiset

608 Nitrilos
Nitriler
Nitrile
Misqßkia
Nitriles
Nitriles
Nitrili
Nitrillen
Nitrilos
Nitriler
Nitriilit
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609 Derivados nitrados
Nitroforbindelser
Nitroverbindungen
Misqoemþreiy
Nitro compounds
Dérivés nitrés
Nitroderivati
Nitroverbindingen
Derivados nitrados
Kväveföreningar
Nitroyhdisteet

610 Derivados cloronitrados
Chlornitroforbindelser
Chlornitroverbindungen
Vkxqomisqoemþreiy
Chloronitro compounds
Dérivés chloronitrés
Cloronitro derivati
Chloornitroverbindingen
Derivados cloronitrados
Klornitroföreningar
Kloorinitroyhdisteet

611 Derivados azoicos y azoxi
Azoxy- og azoforbindelser
Azoxy- und Azoverbindungen
Afxnt- jai afx-emþreiy
Azoxy- and azo compounds
Dérivés azoxy et azoïques
Azossi- e azoderivati
Azoxy- en azoverbindingen
Derivados azoxi e azóicos
Azoxi- och azoföreningar
Atsoksi- ja atsoyhdisteet

612 Derivados aminados
Aminer
Aminoverbindungen
Alimoemþreiy
Amine compounds
Dérivés aminés
Aminoderivati
Aminoverbindingen
Derivados aminados
Aminer
Amiiniyhdisteet

613 Bases heterocíclicas y derivados
Heterocykliske baser og deres derivater
Heterocyclische Basen und ihre Derivate
EseqojtjkijÝy bÜreiy jai paqÜcxcÜ soty
Heterocyclic bases and their derivatives
Bases hétérocycliques et dérivés
Basi eterocicliche e derivati
Heterocyclische basen en hun derivaten
Bases heterocíclicas e derivados
Heterocykliska baser och deras derivat
Heterosykliset emäkset ja niiden johdannaiset

614 Glucósidos y alcaloides
Glycosider og alkaloider
Glycoside und Alkaloide
Cktjofßsey jai akjakoeidÞ
Glycosides and alkaloids
Glucosides et alcaloïdes
Glucosidi e alcaloidi
Glycosiden en alkaloïden
Glicósidos e alcalóides
Glykosider och alkaloider
Glykosidit ja alkaloidit

615 Cianatos e isocianatos
Cyanater og isocyanater
Cyanate und Isocyanate
JtamijÝy jai irojtamijÝy emþreiy
Cyanates and isocyanates
Cyanates et isocyanates
Cianati e isocianati
Cyanaten en isocyanaten
Cianatos e isocianatos
Cyanater och isocyanater
Syanaatit ja isosyanaatit

616 Amidas y derivados
Amider og deres derivater
Amide und ihre Derivate
Alßdia jai paqÜcxcÜ soty
Amides and their derivatives
Amides et dérivés
Ammidi e derivati
Amiden en derivaten
Amidas e derivados
Amider och deras derivat
Amidit ja niiden johdannaiset

617 Peróxidos orgánicos
Organiske peroxider
Organische Peroxide
OqcamijÜ tpeqoneßdia
Organic peroxides
Peroxydes organiques
Perossidi organici
Organische peroxiden
Peróxidos orgânicos
Organiska peroxider
Orgaaniset peroksidit

647 Enzimas
Enzymer
Enzyme
¸mftla
Enzymes
Enzymes
Enzimi
Enzymen
Enzimas
Enzymer
Entsyymit

648 Sustancias complejas derivadas del carbón
Komplekse kulderivater
Aus Kohle abgeleitete komplexe Stoffe
Rýlpkojey otrßey paqacülemey apü Ümhqaja
Complex substances derived from coal
Substances complexes dérivées du charbon
Sostanze complesse derivate dal carbone
Complexe steenkoolderivaten
Substâncias complexas derivadas do carvão
Komplexa kolderivat
Monimutkaiset hiilijohdannaiset

649 Sustancias complejas derivadas del petróleo
Komplekse oliederivater
Aus Erdöl abgeleitete komplexe Stoffe
Rýlpkojey otrßey paqacülemey apü pesqÝkaio
Complex substances derived from petroleum
Substances complexes dérivées du pétrole
Sostanze complesse derivate dal petrolio
Complexe aardoliederivaten
Substâncias complexas derivadas do petróleo
Komplexa oljederivat
Monimutkaiset öljyjohdannaisetgo 1
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650 Sustancias diversas
Diverse stoffer
Verschiedene Stoffe
DiÜuoqey otrßey
Miscellaneous substances
Substances diverses
Sostanze diverse
Diversen
Substâncias diversas
Diverse ämnen
Muut aineet
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ANEXO 1D

No índice

601-050-00-1 609-017-00-3 613-006-00-9

ANEXO 1E

No índice

006-005-00-4

006-012-00-2

015-022-00-6

015-048-00-8

015-072-00-9

023-001-00-8

024-012-00-0

602-002-00-2

602-079-00-2

603-056-00-X

604-009-00-6

604-042-00-6

604-055-00-7

605-016-00-7

609-020-00-X

612-033-00-3

612-111-00-7

612-128-00-X

612-147-00-3

612-148-00-9

613-048-00-8

613-049-00-3

613-140-00-8

615-023-00-7

ANEXO 1F

No índice

048-003-00-6

048-004-00-1

048-005-00-7

048-007-00-8

602-025-00-8

603-029-00-2

603-066-00-4

ANEXO 1G

No índice

015-015-00-8
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ANEXO 1H

No índice

603-001-00-X

ANEXO 1I

No índice

016-023-00-4

601-048-00-0

603-063-00-8

605-020-00-9

609-007-00-9

609-049-00-8

611-001-00-6

612-035-00-4

612-051-00-1

ANEXO 1J

No índice

604-005-00-4 612-145-00-2 612-146-00-8
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ANEXO 2

ANEXO II � BILAG II � ANHANG II � PAQAQSGLA II � ANNEX II � ANNEXE II � ALLEGATO II � BIJLAGE II
� ANEXO II � LIITE II � BILAGA II

ANEXO II

Símbolos e indicaciones de peligro de las sustancias y preparados peligrosos

BILAG II

Faresymboler og farebetegnelser for farlige stoffer og præparater

ANHANG II

Gefahrensymbole und -bezeichnungen für gefährliche Stoffe und Zubereitungen

PAQAQSGLA II

Rýlboka jai emdeßneiy jimdýmot cia epijßmdtmey otrßey jai paqarjetÜrlasa

ANNEX II

Symbols and indications of danger for dangerous substances and preparations

ANNEXE II

Symboles et indications de danger des substances et préparations dangereuses

ALLEGATO II

Simboli e indicazioni di pericolo delle sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE II

Gevaarsymbolen en -aanduidingen van gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO II

Símbolos e indicações de perigo das substâncias e preparações perigosas

LIITE II

Varoitusmerkit ja niiden nimet vaarallisille aineille ja valmisteille

BILAGA II

Farosymboler och farobeteckningar för farliga ämnen och beredningar

L 225/80 21.8.2001Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



Nota: Las letras E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi y N no forman parte del símbolo.

Bemærkning: Bogstaverne E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi og N udgør ikke en del af symbolet.

Anmerkung: Die Buchstaben E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi und N sind nicht Bestandteil des Gefahrensymbols.

Rgleßxrg: Sa cqÜllasa E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi jai N dem aposekoým lÝqoy sot rtlbükot.

Note: The letters E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi and N do not form part of the symbol.

Remarque: Les lettres E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi et N ne font pas partie du symbole.

Nota: Le lettere E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi e N non fanno parte del simbolo.

Opmerking: De letters E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi en N maken geen deel uit van het gevaarsymbool.

Nota: As letras E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi e N não fazem parte do símbolo.

Huomautus: Varoitusmerkkien kirjaintunnukset E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi ja N eivät ole osa varoitusmerkkiä.

Anmärkning: Bokstäverna E, O, F, F+, T, T+, C, Xn, Xi och N utgör inte en del av symbolen.

E

ES: Explosivo
DA: Eksplosiv
DE: Explosionsgefährlich
EL: Ejqgjsijü
EN: Explosive
FR: Explosif
IT: Esplosivo
NL: Ontplofbaar
PT: Explosivo
FI: Räjähtävä
SV: Explosivt

O

ES: Comburente
DA: Brandnærende
DE: Brandfördernd
EL: Oneidxsijü
EN: Oxidising
FR: Comburant
IT: Comburente
NL: Oxiderend
PT: Comburente
FI: Hapettava
SV: Oxiderande
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F

ES: Fácilmente inflamable
DA: Meget brandfarlig
DE: Leichtentzündlich
EL: Poký eýukejso
EN: Highly flammable
FR: Facilement inflammable
IT: Facilmente infiammabile
NL: Licht ontvlambaar
PT: Facilmente inflamável
FI: Helposti syttyvä
SV: Mycket brandfarligt

F+

ES: Extremadamente inflamable
DA: Yderst brandfarlig
DE: Hochentzündlich
EL: EnaiqesijÜ eýukejso
EN: Extremely flammable
FR: Extrêmement inflammable
IT: Estremamente infiammabile
NL: Zeer licht ontvlambaar
PT: Extremamente inflamável
FI: Erittäin helposti syttyvä
SV: Extremt brandfarligt

T

ES: Tóxico
DA: Giftig
DE: Giftig
EL: Sonijü
EN: Toxic
FR: Toxique
IT: Tossico
NL: Vergiftig
PT: Tóxico
FI: Myrkyllinen
SV: Giftig
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T+

ES: Muy tóxico
DA: Meget giftig
DE: Sehr giftig
EL: Poký sonijü
EN: Very toxic
FR: Très toxique
IT: Molto tossico
NL: Zeer vergiftig
PT: Muito tóxico
FI: Erittäin myrkyllinen
SV: Mycket giftig

C

ES: Corrosivo
DA: Ætsende
DE: Ätzend
EL: Diabqxsijü
EN: Corrosive
FR: Corrosif
IT: Corrosivo
NL: Bijtend
PT: Corrosivo
FI: Syövyttävä
SV: Frätande

Xn

ES: Nocivo
DA: Sundhedsskadelig
DE: Gesundheitsschädlich
EL: EpibkabÝy
EN: Harmful
FR: Nocif
IT: Nocivo
NL: Schadelijk
PT: Nocivo
FI: Haitallinen
SV: Hälsoskadlig
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Xi

ES: Irritante
DA: Lokalirriterende
DE: Reizend
EL: Eqehirsijü
EN: Irritant
FR: Irritant
IT: Irritante
NL: Irriterend
PT: Irritante
FI: Ärsyttävä
SV: Irriterande

N

ES: Peligroso para el medio ambiente
DA: Miljøfarlig
DE: Umweltgefährlich
EL: Epijßmdtmo cia so peqibÜkkom
EN: Dangerous for the environment
FR: Dangereux pour l'environnement
IT: Pericoloso per l'ambiente
NL: Milieugevaarlijk
PT: Perigoso para o ambiente
FI: Ympäristölle vaarallinen
SV: Miljöfarlig
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ANEXO 3

ANEXO III � BILAG III � ANHANG III � PAQAQSGLA III � ANNEX III � ANNEXE III � ALLEGATO III �
BIJLAGE III � ANEXO III � LIITE III � BILAGA III

ANEXO III

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

BILAG III

Arten af de særlige risici, der er forbundet med de farlige stoffer og præparater

ANHANG III

Bezeichnungen der besonderen Gefahren bei gefährlichen Stoffen und Zubereitungen

PAQAQSGLA III

Uýrg sxm eidijþm jimdýmxm pot auoqoým epijßmdtmey otrßey jai paqarjetÜrlasa

ANNEX III

Nature of special risks attributed to dangerous substances and preparations

ANNEXE III

Nature des risques particuliers attribués aux substances et préparations dangereuses

ALLEGATO III

Natura dei rischi specifici attribuiti alle sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE III

Aard der bijzondere gevaren toegeschreven aan gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO III

Natureza dos riscos específicos atribuídos às substâncias e preparações perigosas

LIITE III

Erityisten vaarojen luonne liittyen vaarallisiin aineisiin ja valmisteisiin

BILAGA III

Riskfraser som tilldelas farliga ämnen och beredningar
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R1

ES: Explosivo en estado seco.

DA: Eksplosiv i tør tilstand.

DE: In trockenem Zustand explosionsgefährlich.

EL: Ejqgjsijü re ngqÞ jasÜrsarg.

EN: Explosive when dry.

FR: Explosif à l'état sec.

IT: Esplosivo allo stato secco.

NL: In droge toestand ontplofbaar.

PT: Explosivo no estado seco.

FI: Räjähtävää kuivana.

SV: Explosivt i torrt tillstånd.

R2

ES: Riesgo de explosión por choque, fricción, fuego u otras fuentes de ignición.

DA: Eksplosionsfarlig ved stød, gnidning, ild eller andre antændelseskilder.

DE: Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Zündquellen explosionsgefährlich.

EL: Jßmdtmoy ejqÞnexy apü jqoýrg, sqibÞ, uxsiÜ Þ Ükkey pgcÝy amaukÝnexy.

EN: Risk of explosion by shock, friction, fire or other sources of ignition.

FR: Risque d'explosion par le choc, la friction, le feu ou d'autres sources d'ignition.

IT: Rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione.

NL: Ontploffingsgevaar door schok, wrijving, vuur of andere ontstekingsoorzaken.

PT: Risco de explosão por choque, fricção, fogo ou outras fontes de ignição.

FI: Räjähtävää iskun, hankauksen, avotulen tai muun sytytyslähteen vaikutuksesta.

SV: Explosivt vid stöt, friktion, eld eller annan antändningsorsak.

R3

ES: Alto riesgo de explosión por choque, fricción, fuego u otras fuentes de ignición.

DA: Meget eksplosionsfarlig ved stød, gnidning, ild eller andre antændelseskilder.

DE: Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Zündquellen besonders explosionsgefährlich.

EL: Poký lecÜkoy jßmdtmoy ejqÞnexy apü jqoýrg, sqibÞ, uxsiÜ Þ Ükkey pgcÝy amaukÝnexy.

EN: Extreme risk of explosion by shock, friction, fire or other sources of ignition.

FR: Grand risque d'explosion par le choc, la friction, le feu ou d'autres sources d'ignition.

IT: Elevato rischio di esplosione per urto, sfregamento, fuoco o altre sorgenti d'ignizione.

NL: Ernstig ontploffingsgevaar door schok, wrijving, vuur of andere ontstekingsoorzaken.

PT: Grande risco de explosão por choque, fricção, fogo ou outras fontes de ignição.

FI: Erittäin helposti räjähtävää iskun, hankauksen, avotulen tai muun sytytyslähteen vaikutuksesta.

SV: Mycket explosivt vid stöt, friktion, eld eller annan antändningsorsak.

R4

ES: Forma compuestos metálicos explosivos muy sensibles.

DA: Danner meget følsomme eksplosive metalforbindelser.

DE: Bildet hochempfindliche explosionsgefährliche Metallverbindungen.

EL: Rvglasßfei poký etaßrhgsey ejqgjsijÝy lesakkijÝy emþreiy.

EN: Forms very sensitive explosive metallic compounds.

FR: Forme des composés métalliques explosifs très sensibles.
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IT: Forma composti metallici esplosivi molto sensibili.

NL: Vormt met metalen zeer gemakkelijk ontplofbare verbindingen.

PT: Forma compostos metálicos explosivos muito sensíveis.

FI: Muodostaa erittäin herkästi räjähtäviä metalliyhdisteitä.

SV: Bildar mycket känsliga explosiva metallföreningar.

R5

ES: Peligro de explosión en caso de calentamiento.

DA: Eksplosionsfarlig ved opvarmning.

DE: Beim Erwärmen explosionsfähig.

EL: G hÝqlamrg lpoqeß ma pqojakÝrei Ýjqgng.

EN: Heating may cause an explosion.

FR: Danger d'explosion sous l'action de la chaleur.

IT: Pericolo di esplosione per riscaldamento.

NL: Ontploffingsgevaar door verwarming.

PT: Perigo de explosão sob a acção do calor.

FI: Räjähdysvaarallinen kuumennettaessa.

SV: Explosivt vid uppvärmning.

R6

ES: Peligro de explosión, en contacto o sin contacto con el aire.

DA: Eksplosiv ved og uden kontakt med luft.

DE: Mit und ohne Luft explosionsfähig.

EL: Ejqgjsijü re epauÞ Þ vxqßy epauÞ le som aÝqa.

EN: Explosive with or without contact with air.

FR: Danger d'explosion en contact ou sans contact avec l'air.

IT: Esplosivo a contatto o senza contatto con l'aria.

NL: Ontplofbaar met en zonder lucht.

PT: Perigo de explosão com ou sem contacto com o ar.

FI: Räjähtävää sellaisenaan tai ilman kanssa.

SV: Explosivt vid kontakt och utan kontakt med luft.

R7

ES: Puede provocar incendios.

DA: Kan forårsage brand.

DE: Kann Brand verursachen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei ptqjaciÜ.

EN: May cause fire.

FR: Peut provoquer un incendie.

IT: Può provocare un incendio.

NL: Kan brand veroorzaken.

PT: Pode provocar incêndio.

FI: Aiheuttaa tulipalon vaaran.

SV: Kan orsaka brand.
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R8

ES: Peligro de fuego en contacto con materias combustibles.

DA: Brandfarlig ved kontakt med brandbare stoffer.

DE: Feuergefahr bei Berührung mit brennbaren Stoffen.

EL: G epauÞ le jaýrilo tkijü lpoqeß ma pqojakÝrei ptqjaciÜ.

EN: Contact with combustible material may cause fire.

FR: Favorise l'inflammation des matières combustibles.

IT: Può provocare l'accensione di materie combustibili.

NL: Bevordert de ontbranding van brandbare stoffen.

PT: Favorece a inflamação de matérias combustíveis.

FI: Aiheuttaa tulipalon vaaran palavien aineiden kanssa.

SV: Kontakt med brännbart material kan orsaka brand.

R9

ES: Peligro de explosión al mezclar con materias combustibles.

DA: Eksplosionsfarlig ved blanding med brandbare stoffer.

DE: Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen.

EL: Ejqgjsijü üsam amaleivheß le jaýrila tkijÜ.

EN: Explosive when mixed with combustible material.

FR: Peut exploser en mélange avec des matières combustibles.

IT: Esplosivo in miscela con materie combustibili.

NL: Ontploffingsgevaar bij menging met brandbare stoffen.

PT: Pode explodir quando misturado com matérias combustíveis.

FI: Räjähtävää sekoitettaessa palavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med brännbart material.

R10

ES: Inflamable.

DA: Brandfarlig.

DE: Entzündlich.

EL: Eýukejso.

EN: Flammable.

FR: Inflammable.

IT: Infiammabile.

NL: Ontvlambaar.

PT: Inflamável.

FI: Syttyvää.

SV: Brandfarligt.

R11

ES: Fácilmente inflamable.

DA: Meget brandfarlig.

DE: Leichtentzündlich.

EL: Poký eýukejso.

EN: Highly flammable.

FR: Facilement inflammable.
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IT: Facilmente infiammabile.

NL: Licht ontvlambaar.

PT: Facilmente inflamável.

FI: Helposti syttyvää.

SV: Mycket brandfarligt.

R12

ES: Extremadamente inflamable.

DA: Yderst brandfarlig.

DE: Hochentzündlich.

EL: EnaiqesijÜ eýukejso.

EN: Extremely flammable.

FR: Extrêmement inflammable.

IT: Estremamente infiammabile.

NL: Zeer licht ontvlambaar.

PT: Extremamente inflamável.

FI: Erittäin helposti syttyvää.

SV: Extremt brandfarligt.

R14

ES: Reacciona violentamente con el agua.

DA: Reagerer voldsomt med vand.

DE: Reagiert heftig mit Wasser.

EL: AmsidqÜ bßaia le meqü.

EN: Reacts violently with water.

FR: Réagit violemment au contact de l'eau.

IT: Reagisce violentemente con l'acqua.

NL: Reageert heftig met water.

PT: Reage violentamente em contacto com a água.

FI: Reagoi voimakkaasti veden kanssa.

SV: Reagerar häftigt med vatten.

R15

ES: Reacciona con el agua liberando gases extremadamente inflamables.

DA: Reagerer med vand under dannelse af yderst brandfarlige gasser.

DE: Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentzündlicher Gase.

EL: Re epauÞ le so meqü ejkýei enaiqesijÜ eýukejsa aÝqia.

EN: Contact with water liberates extremely flammable gases.

FR: Au contact de l'eau, dégage des gaz extrêmement inflammables.

IT: A contatto con l'acqua libera gas estremamente infiammabili.

NL: Vormt zeer licht ontvlambaar gas in contact met water.

PT: Em contacto com a água liberta gases extremamente inflamáveis.

FI: Vapauttaa erittäin helposti syttyviä kaasuja veden kanssa.

SV: Vid kontakt med vatten bildas extremt brandfarliga gaser.
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R16

ES: Puede explosionar en mezcla con substancias comburentes.

DA: Eksplosionsfarlig ved blanding med oxiderende stoffer.

DE: Explosionsgefährlich in Mischung mit brandfördernden Stoffen.

EL: Ejqgjsijü üsam amaleivheß le oneidxsijÝy otrßey.

EN: Explosive when mixed with oxidising substances.

FR: Peut exploser en mélange avec des substances comburantes.

IT: Pericolo di esplosione se mescolato con sostanze comburenti.

NL: Ontploffingsgevaar bij menging met oxiderende stoffen.

PT: Explosivo quando misturado com substâncias comburentes.

FI: Räjähtävää hapettavien aineiden kanssa.

SV: Explosivt vid blandning med oxiderande ämnen.

R17

ES: Se inflama espontáneamente en contacto con el aire.

DA: Selvantændelig i luft.

DE: Selbstentzündlich an der Luft.

EL: AtsoamaukÝcesai rsom aÝqa.

EN: Spontaneously flammable in air.

FR: Spontanément inflammable à l'air.

IT: Spontaneamente infiammabile all'aria.

NL: Spontaan ontvlambaar in lucht.

PT: Espontaneamente inflamável ao ar.

FI: Itsestään syttyvää ilmassa.

SV: Självantänder i luft.

R18

ES: Al usarlo pueden formarse mezclas aire-vapor explosivas/inflamables.

DA: Ved brug kan brandbare dampe/eksplosive damp-luftblandinger dannes.

DE: Bei Gebrauch Bildung explosionsfähiger/leichtentzündlicher Dampf/Luft-Gemische möglich.

EL: JasÜ sg vqÞrg lpoqeß ma rvglasßrei eýukejsa/ejqgjsijÜ leßclasa asloý-aÝqoy.

EN: In use, may form flammable/explosive vapour-air mixture.

FR: Lors de l'utilisation, formation possible de mélange vapeur-air inflammable/explosif.

IT: Durante l'uso può formare con aria miscele esplosive/infiammabili.

NL: Kan bij gebruik een ontvlambaar/ontplofbaar damp-luchtmengsel vormen.

PT: Pode formar mistura vapor-ar explosiva/inflamável durante a utilização.

FI: Käytössä voi muodostua syttyvä/räjähtävä höyry-ilmaseos.

SV: Vid användning kan brännbara/explosiva ång-luftblandningar bildas.

R19

ES: Puede formar peróxidos explosivos.

DA: Kan danne eksplosive peroxider.

DE: Kann explosionsfähige Peroxide bilden.

EL: Lpoqeß ma rvglasßrei ejqgjsijÜ tpeqoneßdia.

EN: May form explosive peroxides.

FR: Peut former des peroxydes explosifs.
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IT: Può formare perossidi esplosivi.

NL: Kan ontplofbare peroxiden vormen.

PT: Pode formar peróxidos explosivos.

FI: Saattaa muodostaa räjähtäviä peroksideja.

SV: Kan bilda explosiva peroxider.

R20

ES: Nocivo por inhalación.

DA: Farlig ved indånding.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai.

EN: Harmful by inhalation.

FR: Nocif par inhalation.

IT: Nocivo per inalazione.

NL: Schadelijk bij inademing.

PT: Nocivo por inalação.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä.

SV: Farligt vid inandning.

R21

ES: Nocivo en contacto con la piel.

DA: Farlig ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich bei Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful in contact with skin.

FR: Nocif par contact avec la peau.

IT: Nocivo a contatto con la pelle.

NL: Schadelijk bij aanraking met de huid.

PT: Nocivo em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista joutuessaan iholle.

SV: Farligt vid hudkontakt.

R22

ES: Nocivo por ingestión.

DA: Farlig ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich beim Verschlucken.

EL: EpibkabÝy re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful if swallowed.

FR: Nocif en cas d'ingestion.

IT: Nocivo per ingestione.

NL: Schadelijk bij opname door de mond.

PT: Nocivo por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista nieltynä.

SV: Farligt vid förtäring.
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R23

ES: Tóxico por inhalación.

DA: Giftig ved indånding.

DE: Giftig beim Einatmen.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai.

EN: Toxic by inhalation.

FR: Toxique par inhalation.

IT: Tossico per inalazione.

NL: Vergiftig bij inademing.

PT: Tóxico por inalação.

FI: Myrkyllistä hengitettynä.

SV: Giftigt vid inandning.

R24

ES: Tóxico en contacto con la piel.

DA: Giftig ved hudkontakt.

DE: Giftig bei Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic in contact with skin.

FR: Toxique par contact avec la peau.

IT: Tossico a contatto con la pelle.

NL: Vergiftig bij aanraking met de huid.

PT: Tóxico em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä joutuessaan iholle.

SV: Giftigt vid hudkontakt.

R25

ES: Tóxico por ingestión.

DA: Giftig ved indtagelse.

DE: Giftig beim Verschlucken.

EL: Sonijü re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic if swallowed.

FR: Toxique en cas d'ingestion.

IT: Tossico per ingestione.

NL: Vergiftig bij opname door de mond.

PT: Tóxico por ingestão.

FI: Myrkyllistä nieltynä.

SV: Giftigt vid förtäring.

R26

ES: Muy tóxico por inhalación.

DA: Meget giftig ved indånding.

DE: Sehr giftig beim Einatmen.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai.

EN: Very toxic by inhalation.

FR: Très toxique par inhalation.
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IT: Molto tossico per inalazione.

NL: Zeer vergiftig bij inademing.

PT: Muito tóxico por inalação.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning.

R27

ES: Muy tóxico en contacto con la piel.

DA: Meget giftig ved hudkontakt.

DE: Sehr giftig bei Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü re epauÞ le so dÝqla.

EN: Very toxic in contact with skin.

FR: Très toxique par contact avec la peau.

IT: Molto tossico a contatto con la pelle.

NL: Zeer vergiftig bij aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico em contacto com a pele.

FI: Erittäin myrkyllistä joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid hudkontakt.

R28

ES: Muy tóxico por ingestión.

DA: Meget giftig ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Verschlucken.

EL: Poký sonijü re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic if swallowed.

FR: Très toxique en cas d'ingestion.

IT: Molto tossico per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij opname door de mond.

PT: Muito tóxico por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid förtäring.

R29

ES: En contacto con agua libera gases tóxicos.

DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med vand.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Wasser giftige Gase.

EL: Re epauÞ le so meqü eketheqþmomsai sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with water liberates toxic gas.

FR: Au contact de l'eau, dégage des gaz toxiques.

IT: A contatto con l'acqua libera gas tossici.

NL: Vormt vergiftig gas in contact met water.

PT: Em contacto com a água liberta gases tóxicos.

FI: Kehittää myrkyllistä kaasua veden kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med vatten.
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R30

ES: Puede inflamarse fácilmente al usarlo.

DA: Kan blive meget brandfarlig under brug.

DE: Kann bei Gebrauch leicht entzündlich werden.

EL: JasÜ sg vqÞrg cßmesai poký eýukejso.

EN: Can become highly flammable in use.

FR: Peut devenir facilement inflammable pendant l'utilisation.

IT: Può divenire facilmente infiammabile durante l'uso.

NL: Kan bij gebruik licht ontvlambaar worden.

PT: Pode tornar-se facilmente inflamável durante o uso.

FI: Käytettäessä voi muuttua helposti syttyväksi.

SV: Kan bli mycket brandfarligt vid användning.

R31

ES: En contacto con ácidos libera gases tóxicos.

DA: Udvikler giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Säure giftige Gase.

EL: Re epauÞ le onÝa eketheqþmomsai sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with acids liberates toxic gas.

FR: Au contact d'un acide, dégage un gaz toxique.

IT: A contatto con acidi libera gas tossico.

NL: Vormt vergiftige gassen in contact met zuren.

PT: Em contacto com ácidos liberta gases tóxicos.

FI: Kehittää myrkyllistä kaasua hapon kanssa.

SV: Utvecklar giftig gas vid kontakt med syra.

R32

ES: En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos.

DA: Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.

DE: Entwickelt bei Berührung mit Säure sehr giftige Gase.

EL: Re epauÞ le onÝa eketheqþmomsai poký sonijÜ aÝqia.

EN: Contact with acids liberates very toxic gas.

FR: Au contact d'un acide, dégage un gaz très toxique.

IT: A contatto con acidi libera gas molto tossico.

NL: Vormt zeer vergiftige gassen in contact met zuren.

PT: Em contacto com ácidos liberta gases muito tóxicos.

FI: Kehittää erittäin myrkyllistä kaasua hapon kanssa.

SV: Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

R33

ES: Peligro de efectos acumulativos.

DA: Kan ophobes i kroppen efter gentagen brug.

DE: Gefahr kumulativer Wirkungen.

EL: Jßmdtmoy ahqoirsijþm epidqÜrexm.

EN: Danger of cumulative effects.

FR: Danger d'effets cumulatifs.
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IT: Pericolo di effetti cumulativi.

NL: Gevaar voor cumulatieve effecten.

PT: Perigo de efeitos cumulativos.

FI: Terveydellisten haittojen vaara pitkäaikaisessa altistuksessa.

SV: Kan ansamlas i kroppen och ge skador.

R34

ES: Provoca quemaduras.

DA: Ætsningsfare.

DE: Verursacht Verätzungen.

EL: Pqojakeß ecjaýlasa.

EN: Causes burns.

FR: Provoque des brûlures.

IT: Provoca ustioni.

NL: Veroorzaakt brandwonden.

PT: Provoca queimaduras.

FI: Syövyttävää.

SV: Frätande.

R35

ES: Provoca quemaduras graves.

DA: Alvorlig ætsningsfare.

DE: Verursacht schwere Verätzungen.

EL: Pqojakeß robaqÜ ecjaýlasa.

EN: Causes severe burns.

FR: Provoque de graves brûlures.

IT: Provoca gravi ustioni.

NL: Veroorzaakt ernstige brandwonden.

PT: Provoca queimaduras graves.

FI: Voimakkaasti syövyttävää.

SV: Starkt frätande.

R36

ES: Irrita los ojos.

DA: Irriterer øjnene.

DE: Reizt die Augen.

EL: Eqehßfei sa lÜsia.

EN: Irritating to eyes.

FR: Irritant pour les yeux.

IT: Irritante per gli occhi.

NL: Irriterend voor de ogen.

PT: Irritante para os olhos.

FI: Ärsyttää silmiä.

SV: Irriterar ögonen.
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R37

ES: Irrita las vías respiratorias.

DA: Irriterer åndedrætsorganerne.

DE: Reizt die Atmungsorgane.

EL: Eqehßfei so amapmetrsijü rýrsgla.

EN: Irritating to respiratory system.

FR: Irritant pour les voies respiratoires.

IT: Irritante per le vie respiratorie.

NL: Irriterend voor de ademhalingswegen.

PT: Irritante para as vias respiratórias.

FI: Ärsyttää hengityselimiä.

SV: Irriterar andningsorganen.

R38

ES: Irrita la piel.

DA: Irriterer huden.

DE: Reizt die Haut.

EL: Eqehßfei so dÝqla.

EN: Irritating to skin.

FR: Irritant pour la peau.

IT: Irritante per la pelle.

NL: Irriterend voor de huid.

PT: Irritante para a pele.

FI: Ärsyttää ihoa.

SV: Irriterar huden.

R39

ES: Peligro de efectos irreversibles muy graves.

DA: Fare for varig alvorlig skade på helbred.

DE: Ernste Gefahr irreversiblen Schadens.

EL: Jßmdtmoy poký robaqþm lomßlxm epidqÜrexm.

EN: Danger of very serious irreversible effects.

FR: Danger d'effets irréversibles très graves.

IT: Pericolo di effetti irreversibili molto gravi.

NL: Gevaar voor ernstige onherstelbare effecten.

PT: Perigo de efeitos irreversíveis muito graves.

FI: Erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara.

SV: Risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador.

R40

ES: Posibles efectos cancerígenos.

DA: Mulighed for kræftfremkaldende effekt.

DE: Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.

EL: ¾popso jaqjimocÝmergy.

EN: Limited evidence of a carcinogenic effect.

FR: Effet cancérogène suspecté � preuves insuffisantes.
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IT: Possibilità di effetti cancerogeni � prove insufficienti.

NL: Carcinogene effecten zijn niet uitgesloten.

PT: Possibilidade de efeitos cancerígenos.

FI: Epäillään aiheuttavan syöpäsairauden vaaraa.

SV: Misstänks kunna ge cancer.

R41

ES: Riesgo de lesiones oculares graves.

DA: Risiko for alvorlig øjenskade.

DE: Gefahr ernster Augenschäden.

EL: Jßmdtmoy robaqþm ouhaklijþm bkabþm.

EN: Risk of serious damage to eyes.

FR: Risque de lésions oculaires graves.

IT: Rischio di gravi lesioni oculari.

NL: Gevaar voor ernstig oogletsel.

PT: Risco de lesões oculares graves .

FI: Vakavan silmävaurion vaara.

SV: Risk för allvarliga ögonskador.

R42

ES: Posibilidad de sensibilización por inhalación.

DA: Kan give overfølsomhed ved indånding.

DE: Sensibilisierung durch Einatmen möglich.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei etairhgsopoßgrg üsam eirpmÝesai.

EN: May cause sensitisation by inhalation.

FR: Peut entraîner une sensibilisation par inhalation.

IT: Può provocare sensibilizzazione per inalazione.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij inademing.

PT: Pode causar sensibilização por inalação.

FI: Altistuminen hengitysteitse voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid inandning

R43

ES: Posibilidad de sensibilización en contacto con la piel.

DA: Kan give overfølsomhed ved kontakt med huden.

DE: Sensibilisierung durch Hautkontakt möglich.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei etairhgsopoßgrg re epauÞ le so dÝqla.

EN: May cause sensitisation by skin contact.

FR: Peut entraîner une sensibilisation par contact avec la peau.

IT: Può provocare sensibilizzazione per contatto con la pelle.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij contact met de huid.

PT: Pode causar sensibilização em contacto com a pele.

FI: Ihokosketus voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid hudkontakt.
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R44

ES: Riesgo de explosión al calentarlo en ambiente confinado.

DA: Eksplosionsfarlig ved opvarmning under indeslutning.

DE: Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

EL: Jßmdtmoy ejqÞnexy eÜm heqlamheß tpü peqioqirlü.

EN: Risk of explosion if heated under confinement.

FR: Risque d'explosion si chauffé en ambiance confinée.

IT: Rischio di esplosione per riscaldamento in ambiente confinato.

NL: Ontploffingsgevaar bij verwarming in afgesloten toestand.

PT: Risco de explosão se aquecido em ambiente fechado.

FI: Räjähdysvaara kuumennettaessa suljetussa astiassa.

SV: Explosionsrisk vid uppvärmning i sluten behållare.

R45

ES: Puede causar cáncer.

DA: Kan fremkalde kræft.

DE: Kann Krebs erzeugen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jaqjßmo.

EN: May cause cancer.

FR: Peut provoquer le cancer.

IT: Può provocare il cancro.

NL: Kan kanker veroorzaken.

PT: Pode causar cancro.

FI: Aiheuttaa syöpäsairauden vaaraa.

SV: Kan ge cancer.

R46

ES: Puede causar alteraciones genéticas hereditarias.

DA: Kan forårsage arvelige genetiske skader.

DE: Kann vererbbare Schäden verursachen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jkgqomolijÝy cemesijÝy bkÜbey.

EN: May cause heritable genetic damage.

FR: Peut provoquer des altérations génétiques héréditaires.

IT: Può provocare alterazioni genetiche ereditarie.

NL: Kan erfelijke genetische schade veroorzaken.

PT: Pode causar alterações genéticas hereditárias.

FI: Saattaa aiheuttaa periytyviä perimävaurioita.

SV: Kan ge ärftliga genetiska skador.

R48

ES: Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada.

DA: Alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning.

DE: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition.

EL: Jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apo paqasesalÝmg Ýjherg.

EN: Danger of serious damage to health by prolonged exposure.

FR: Risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée.
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IT: Pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata.

NL: Gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling.

PT: Risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada.

FI: Pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle.

SV: Risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering.

R49

ES: Puede causar cáncer por inhalación.

DA: Kan fremkalde kræft ved indånding.

DE: Kann Krebs erzeugen beim Einatmen.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei jaqjßmo üsam eirpmÝesai.

EN: May cause cancer by inhalation.

FR: Peut provoquer le cancer par inhalation.

IT: Può provocare il cancro per inalazione.

NL: Kan kanker veroorzaken bij inademing.

PT: Pode causar cancro por inalação.

FI: Aiheuttaa syöpäsairauden vaaraa hengitettynä.

SV: Kan ge cancer vid inandning.

R50

ES: Muy tóxico para los organismos acuáticos.

DA: Meget giftig for organismer, der lever i vand.

DE: Sehr giftig für Wasserorganismen.

EL: Poký sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Very toxic to aquatic organisms.

FR: Très toxique pour les organismes aquatiques.

IT: Altamente tossico per gli organismi acquatici.

NL: Zeer vergiftig voor in het water levende organismen.

PT: Muito tóxico para os organismos aquáticos.

FI: Erittäin myrkyllistä vesieliöille.

SV: Mycket giftigt för vattenlevande organismer.

R51

ES: Tóxico para los organismos acuáticos.

DA: Giftig for organismer, der lever i vand.

DE: Giftig für Wasserorganismen.

EL: Sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Toxic to aquatic organisms.

FR: Toxique pour les organismes aquatiques.

IT: Tossico per gli organismi acquatici.

NL: Vergiftig voor in het water levende organismen.

PT: Tóxico para os organismos aquáticos.

FI: Myrkyllistä vesieliöille.

SV: Giftigt för vattenlevande organismer.
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R52

ES: Nocivo para los organismos acuáticos.

DA: Skadelig for organismer, der lever i vand.

DE: Schädlich für Wasserorganismen.

EL: EpibkabÝy cia soty tdqübioty oqcamirloýy.

EN: Harmful to aquatic organisms.

FR: Nocif pour les organismes aquatiques.

IT: Nocivo per gli organismi acquatici.

NL: Schadelijk voor in het water levende organismen.

PT: Nocivo para os organismos aquáticos.

FI: Haitallista vesieliöille.

SV: Skadligt för vattenlevande organismer.

R53

ES: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático.

DA: Kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet.

DE: Kann in Gewässern längerfristig schädliche Wirkungen haben.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso tdÜsimo peqibÜkkom.

EN: May cause long-term adverse effects in the aquatic environment.

FR: Peut entraîner des effets néfastes à long terme pour l'environnement aquatique.

IT: Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico.

NL: Kan in het aquatisch milieu op lange termijn schadelijke effecten veroorzaken.

PT: Pode causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquático.

FI: Voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

SV: Kan orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmiljön.

R54

ES: Tóxico para la flora.

DA: Giftig for planter.

DE: Giftig für Pflanzen.

EL: Sonijü cia sg vkxqßda.

EN: Toxic to flora.

FR: Toxique pour la flore.

IT: Tossico per la flora.

NL: Vergiftig voor planten.

PT: Tóxico para a flora.

FI: Myrkyllistä kasveille.

SV: Giftigt för växter.

R55

ES: Tóxico para la fauna.

DA: Giftig for dyr.

DE: Giftig für Tiere.

EL: Sonijü cia sgm pamßda.

EN: Toxic to fauna.

FR: Toxique pour la faune.

L 225/100 21.8.2001Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



IT: Tossico per la fauna.

NL: Vergiftig voor dieren.

PT: Tóxico para a fauna.

FI: Myrkyllistä eläimille.

SV: Giftigt för djur.

R56

ES: Tóxico para los organismos del suelo.

DA: Giftig for organismer i jordbunden.

DE: Giftig für Bodenorganismen.

EL: Sonijü cia soty oqcamirloýy sot edÜuoty.

EN: Toxic to soil organisms.

FR: Toxique pour les organismes du sol.

IT: Tossico per gli organismi del terreno.

NL: Vergiftig voor bodemorganismen.

PT: Tóxico para os organismos do solo.

FI: Myrkyllistä maaperäeliöille.

SV: Giftigt för marklevande organismer.

R57

ES: Tóxico para las abejas.

DA: Giftig for bier.

DE: Giftig für Bienen.

EL: Sonijü cia siy lÝkirrey.

EN: Toxic to bees.

FR: Toxique pour les abeilles.

IT: Tossico per le api.

NL: Vergiftig voor bijen.

PT: Tóxico para as abelhas.

FI: Myrkyllistä mehiläisille.

SV: Giftigt för bin.

R58

ES: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente.

DA: Kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i miljøet.

DE: Kann längerfristig schädliche Wirkungen auf die Umwelt haben.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso peqibÜkkom.

EN: May cause long-term adverse effects in the environment.

FR: Peut entraîner des effets néfastes à long terme pour l'environnement.

IT: Può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente.

NL: Kan in het milieu op lange termijn schadelijke effecten veroorzaken.

PT: Pode causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente.

FI: Voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia ympäristössä.

SV: Kan orsaka skadliga långtidseffekter i miljön.
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R59

ES: Peligroso para la capa de ozono.

DA: Farlig for ozonlaget.

DE: Gefährlich für die Ozonschicht.

EL: Epijßmdtmo cia sg rsibÜda sot üfomsoy.

EN: Dangerous for the ozone layer.

FR: Dangereux pour la couche d'ozone.

IT: Pericoloso per lo strato di ozono.

NL: Gevaarlijk voor de ozonlaag.

PT: Perigoso para a camada de ozono.

FI: Vaarallista otsonikerrokselle.

SV: Farligt för ozonskiktet.

R60

ES: Puede perjudicar la fertilidad.

DA: Kan skade forplantningsevnen.

DE: Kann die Fortpflanzungsfähigkeit beeinträchtigen.

EL: Lpoqeß ma enarhemßrei sg comilüsgsa.

EN: May impair fertility.

FR: Peut altérer la fertilité.

IT: Può ridurre la fertilità.

NL: Kan de vruchtbaarheid schaden.

PT: Pode comprometer a fertilidade.

FI: Voi heikentää hedelmällisyyttä.

SV: Kan ge nedsatt fortplantningsförmåga.

R61

ES: Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto.

DA: Kan skade barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib schädigen.

EL: Lpoqeß ma bkÜwei so Ýlbqto jasÜ sg diÜqjeia sgy jýgrgy.

EN: May cause harm to the unborn child.

FR: Risque pendant la grossesse d'effets néfastes pour l'enfant.

IT: Può danneggiare i bambini non ancora nati.

NL: Kan het ongeboren kind schaden.

PT: Risco durante a gravidez com efeitos adversos na descendência.

FI: Vaarallista sikiölle.

SV: Kan ge fosterskador.

R62

ES: Posible riesgo de perjudicar la fertilidad.

DA: Mulighed for skade på forplantningsevnen.

DE: Kann möglicherweise die Fortpflanzungsfähigkeit beeinträchtigen.

EL: Pihamüy jßmdtmoy cia enarhÝmgrg sgy comilüsgsay.

EN: Possible risk of impaired fertility.

FR: Risque possible d'altération de la fertilité.
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IT: Possibile rischio di ridotta fertilità.

NL: Mogelijk gevaar voor verminderde vruchtbaarheid.

PT: Possíveis riscos de comprometer a fertilidade.

FI: Voi mahdollisesti heikentää hedelmällisyyttä.

SV: Möjlig risk för nedsatt fortplantningsförmåga.

R63

ES: Posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto.

DA: Mulighed for skade på barnet under graviditeten.

DE: Kann das Kind im Mutterleib möglicherweise schädigen.

EL: Pihamüy jßmdtmoy dtrlemþm epidqÜrexm rso Ýlbqto jasÜ sg diÜqjeia sgy jýgrgy.

EN: Possible risk of harm to the unborn child.

FR: Risque possible pendant la grossesse d'effets néfastes pour l'enfant.

IT: Possibile rischio di danni ai bambini non ancora nati.

NL: Mogelijk gevaar voor beschadiging van het ongeboren kind.

PT: Possíveis riscos durante a gravidez com efeitos adversos na descendência.

FI: Voi olla vaarallista sikiölle.

SV: Möjlig risk för fosterskador.

R64

ES: Puede perjudicar a los niños alimentados con leche materna.

DA: Kan skade børn i ammeperioden.

DE: Kann Säuglinge über die Muttermilch schädigen.

EL: Lpoqeß ma bkÜwei sa bqÝug pot sqÝuomsai le lgsqijü cÜka.

EN: May cause harm to breastfed babies.

FR: Risque possible pour les bébés nourris au lait maternel.

IT: Possibile rischio per i bambini allattati al seno.

NL: Kan schadelijk zijn via de borstvoeding.

PT: Pode causar danos às crianças alimentadas com leite materno.

FI: Saattaa aiheuttaa haittaa rintaruokinnassa oleville lapsille.

SV: Kan skada spädbarn under amningsperioden.

R65

ES: Nocivo: si se ingiere puede causar daño pulmonar.

DA: Farlig: kan give lungeskade ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: kann beim Verschlucken Lungenschäden verursachen.

EL: EpibkabÝy: lpoqeß ma pqojakÝrei bkÜbg rsoty pmeýlomey re peqßpsxrg jasÜporgy.

EN: Harmful: may cause lung damage if swallowed.

FR: Nocif: peut provoquer une atteinte des poumons en cas d'ingestion.

IT: Nocivo: può causare danni ai polmoni in caso di ingestione.

NL: Schadelijk: kan longschade veroorzaken na verslikken.

PT: Nocivo: pode causar danos nos pulmões se ingerido.

FI: Haitallista: voi aiheuttaa keuhkovaurion nieltäessä.

SV: Farligt: kan ge lungskador vid förtäring.
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R66

ES: La exposición repetida puede provocar sequedad o formación de grietas en la piel.

DA: Gentagen udsættelse kan give tør eller revnet hud.

DE: Wiederholter Kontakt kann zu spröder oder rissiger Haut führen.

EL: G paqasesalÝmg Ýjherg lpoqeß ma pqojakÝrei ngqüsgsa dÝqlasoy Þ rjÜrilo.

EN: Repeated exposure may cause skin dryness or cracking.

FR: L'exposition répétée peut provoquer dessèchement ou gerçures de la peau.

IT: L'esposizione ripetuta può provocare secchezza e screpolature della pelle.

NL: Herhaalde blootstelling kan een droge of een gebarsten huid veroorzaken.

PT: Pode provocar secura da pele ou fissuras, por exposição repetida.

FI: Toistuva altistus voi aiheuttaa ihon kuivumista tai halkeilua.

SV: Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.

R67

ES: La inhalación de vapores puede provocar somnolencia y vértigo.

DA: Dampe kan give sløvhed og svimmelhed.

DE: Dämpfe können Schläfrigkeit und Benommenheit verursachen.

EL: G eirpmoÞ aslþm lpoqeß ma pqojakÝrei tpmgkßa jai fÜkg.

EN: Vapours may cause drowsiness and dizziness.

FR: L'inhalation de vapeurs peut provoquer somnolence et vertiges.

IT: L'inalazione dei vapori può provocare sonnolenza e vertigini.

NL: Dampen kunnen slaperigheid en duizeligheid veroorzaken.

PT: Pode provocar sonolência e vertigens, por inalação dos vapores.

FI: Höyryt voivat aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

SV: Ångor kan göra att man blir dåsig och omtöcknad.

R68

ES: Posibilidad de efectos irreversibles.

DA: Mulighed for varig skade på helbred.

DE: Irreversibler Schaden möglich.

EL: Pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm.

EN: Possible risk of irreversible effects.

FR: Possibilité d'effets irréversibles.

IT: Possibilità di effetti irreversibili.

NL: Onherstelbare effecten zijn niet uitgesloten.

PT: Possibilidade de efeitos irreversíveis.

FI: Pysyvien vaurioiden vaara.

SV: Möjlig risk för bestående hälsoskador.
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Combinación de frases-R

Kombination af R-sætninger

Kombination der R-Sätze

Rtmdtarlüy sxm Q-uqÜrexm

Combination of R-phrases

Combinaison des phrases R

Combinazioni delle frasi R

Combinatie van R-zinnen

Combinação das frases R

Yhdistetyt R-lausekkeet

Sammansatta R-fraser

R14/15

ES: Reacciona violentamente con el agua, liberando gases extremadamente inflamables.

DA: Reagerer voldsomt med vand under dannelse af yderst brandfarlige gasser.

DE: Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentzündlicher Gase.

EL: AmsidqÜ bßaia re epauÞ le meqü ejkýomsay aÝqia enüvxy eýukejsa.

EN: Reacts violently with water, liberating extremely flammable gases.

FR: Réagit violemment au contact de l'eau en dégageant des gaz extrêmement inflammables.

IT: Reagisce violentemente con l'acqua liberando gas estremamente infiammabili.

NL: Reageert heftig met water en vormt daarbij zeer ontvlambaar gas.

PT: Reage violentamente com a água libertando gases extremamente inflamáveis.

FI: Reagoi voimakkaasti veden kanssa vapauttaen helposti syttyviä kaasuja.

SV: Reagerar häftigt med vatten varvid extremt brandfarliga gaser bildas.

R15/29

ES: En contacto con el agua, libera gases tóxicos y extremadamente inflamables.

DA: Reagerer med vand under dannelse af giftige og yderst brandfarlige gasser.

DE: Reagiert mit Wasser unter Bildung giftiger und hochentzündlicher Gase.

EL: Re epauÞ le meqü eketheqþmomsai sonijÜ, enüvxy eýukejsa aÝqia.

EN: Contact with water liberates toxic, extremely flammable gas.

FR: Au contact de l'eau, dégage des gaz toxiques et extrêmement inflammables.

IT: A contatto con acqua libera gas tossici ed estremamente infiammabili.

NL: Vormt vergiftig en zeer ontvlambaar gas in contact met water.

PT: Em contacto com a água liberta gases tóxicos e extremamente inflamáveis.

FI: Vapauttaa myrkyllisiä, helposti syttyviä kaasuja veden kanssa.

SV: Utvecklar giftig och extremt brandfarlig gas vid kontakt med vatten.
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R20/21

ES: Nocivo por inhalación y en contacto con la piel.

DA: Farlig ved indånding og ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful by inhalation and in contact with skin.

FR: Nocif par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Nocivo per inalazione e contatto con la pelle.

NL: Schadelijk bij inademing en bij aanraking met de huid.

PT: Nocivo por inalação e em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Farligt vid inandning och hudkontakt.

R20/22

ES: Nocivo por inhalación y por ingestión.

DA: Farlig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen und Verschlucken.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful by inhalation and if swallowed.

FR: Nocif par inhalation et par ingestion.

IT: Nocivo per inalazione e ingestione.

NL: Schadelijk bij inademing en opname door de mond.

PT: Nocivo por inalação e ingestão.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä ja nieltynä.

SV: Farligt vid inandning och förtäring.

R20/21/22

ES: Nocivo por inhalación, por ingestión y en contacto con la piel.

DA: Farlig ved indånding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich beim Einatmen, Verschlucken und Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Nocif par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Nocivo per inalazione, contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Schadelijk bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.

PT: Nocivo por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R21/22

ES: Nocivo en contacto con la piel y por ingestión.

DA: Farlig ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich bei Berührung mit der Haut und beim Verschlucken.

EL: EpibkabÝy re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful in contact with skin and if swallowed.

FR: Nocif par contact avec la peau et par ingestion.
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IT: Nocivo a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Schadelijk bij aanraking met de huid en bij opname door de mond.

PT: Nocivo em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt vid hudkontakt och förtäring.

R23/24

ES: Tóxico por inhalación y en contacto con la piel.

DA: Giftig ved indånding og ved hudkontakt.

DE: Giftig beim Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic by inhalation and in contact with skin.

FR: Toxique par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Tossico per inalazione e contatto con la pelle.

NL: Vergiftig bij inademing en bij aanraking met de huid.

PT: Tóxico por inalação e em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Giftigt vid inandning och hudkontakt.

R23/25

ES: Tóxico por inhalación y por ingestión.

DA: Giftig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Giftig beim Einatmen und Verschlucken.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic by inhalation and if swallowed.

FR: Toxique par inhalation et par ingestion.

IT: Tossico per inalazione e ingestione.

NL: Vergiftig bij inademing en opname door de mond.

PT: Tóxico por inalação e ingestão.

FI: Myrkyllistä hengitettynä ja nieltynä.

SV: Giftigt vid inandning och förtäring.

R23/24/25

ES: Tóxico por inhalación, por ingestión y en contacto con la piel.

DA: Giftig ved indånding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Toxique par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Tossico per inalazione, contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Vergiftig bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.

PT: Tóxico por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Myrkyllistä hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt vid inandning, hudkontakt och förtäring.
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R24/25

ES: Tóxico en contacto con la piel y por ingestión.

DA: Giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Giftig bei Berührung mit der Haut und beim Verschlucken.

EL: Sonijü re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic in contact with skin and if swallowed.

FR: Toxique par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Tossico a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Vergiftig bij aanraking met de huid en bij opname door de mond.

PT: Tóxico em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Myrkyllistä joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt vid hudkontakt och förtäring.

R26/27

ES: Muy tóxico por inhalación y en contacto con la piel.

DA: Meget giftig ved indånding og ved hudkontakt.

DE: Sehr giftig beim Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Very toxic by inhalation and in contact with skin.

FR: Très toxique par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Molto tossico per inalazione e contatto con la pelle.

NL: Zeer vergiftig bij inademing en bij aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico por inalação e em contacto com a pele.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt vid inandning och hudkontakt.

R26/28

ES: Muy tóxico por inhalación y por ingestión.

DA: Meget giftig ved indånding og ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic by inhalation and if swallowed.

FR: Très toxique par inhalation et par ingestion.

IT: Molto tossico per inalazione e per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij inademing en opname door de mond.

PT: Muito tóxico por inalação e ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning och förtäring.

R26/27/28

ES: Muy tóxico por inhalación, por ingestión y en contacto con la piel.

DA: Meget giftig ved indånding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Très toxique par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.
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IT: Molto tossico per inalazione, contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij inademing, opname door de mond en aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R27/28

ES: Muy tóxico en contacto con la piel y por ingestión.

DA: Meget giftig ved hudkontakt og ved indtagelse.

DE: Sehr giftig bei Berührung mit der Haut und beim Verschlucken.

EL: Poký sonijü re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic in contact with skin and if swallowed.

FR: Très toxique par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Molto tossico a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Zeer vergiftig bij aanraking met de huid en bij opname door de mond.

PT: Muito tóxico em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt vid hudkontakt och förtäring.

R36/37

ES: Irrita los ojos y las vías respiratorias.

DA: Irriterer øjnene og åndedrætsorganerne.

DE: Reizt die Augen und die Atmungsorgane.

EL: Eqehßfei sa lÜsia jai so amapmetrsijü rýrsgla.

EN: Irritating to eyes and respiratory system.

FR: Irritant pour les yeux et les voies respiratoires.

IT: Irritante per gli occhi e le vie respiratorie.

NL: Irriterend voor de ogen en de ademhalingswegen.

PT: Irritante para os olhos e vias respiratórias.

FI: Ärsyttää silmiä ja hengityselimiä.

SV: Irriterar ögonen och andningsorganen.

R36/38

ES: Irrita los ojos y la piel.

DA: Irriterer øjnene og huden.

DE: Reizt die Augen und die Haut.

EL: Eqehßfei sa lÜsia jai so dÝqla.

EN: Irritating to eyes and skin.

FR: Irritant pour les yeux et la peau.

IT: Irritante per gli occhi e la pelle.

NL: Irriterend voor de ogen en de huid.

PT: Irritante para os olhos e pele.

FI: Ärsyttää silmiä ja ihoa.

SV: Irriterar ögonen och huden.
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R36/37/38

ES: Irrita los ojos, la piel y las vías respiratorias.

DA: Irriterer øjnene, åndedrætsorganerne og huden.

DE: Reizt die Augen, die Atmungsorgane und die Haut.

EL: Eqehßfei sa lÜsia, so amapmetrsijü rýrsgla jai so dÝqla.

EN: Irritating to eyes, respiratory system and skin.

FR: Irritant pour les yeux, les voies respiratoires et la peau.

IT: Irritante per gli occhi, le vie respiratorie e la pelle.

NL: Irriterend voor de ogen, de ademhalingswegen en de huid.

PT: Irritante para os olhos, vias respiratórias e pele.

FI: Ärsyttää silmiä, hengityselimiä ja ihoa.

SV: Irriterar ögonen, andningsorganen och huden.

R37/38

ES: Irrita las vías respiratorias y la piel.

DA: Irriterer åndedrætsorganerne og huden.

DE: Reizt die Atmungsorgane und die Haut.

EL: Eqehßfei so amapmetrsijü rýrsgla jai so dÝqla.

EN: Irritating to respiratory system and skin.

FR: Irritant pour les voies respiratoires et la peau.

IT: Irritante per le vie respiratorie e la pelle.

NL: Irriterend voor de ademhalingswegen en de huid.

PT: Irritante para as vias respiratórias e pele.

FI: Ärsyttää hengityselimiä ja ihoa.

SV: Irriterar andningsorganen och huden.

R39/23

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning.

R39/24

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved hudkontakt.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par contact avec la peau.
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IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid hudkontakt.

R39/25

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por ingestión.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indtagelse.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects if swallowed.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij opname door de mond.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por ingestão.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara nieltynä.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid förtäring.

R39/23/24

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación y contacto con la piel.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding og hudkontakt.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and in contact with skin.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e a contatto con la pelle.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en aanraking met de huid.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação e em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning och hudkontakt.

R39/23/25

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación e ingestión.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding og indtagelse.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and if swallowed.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation et par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en opname door de mond.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação e ingestão.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja nieltynä.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning och förtäring.
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R39/24/25

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel e ingestión.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut und durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin and if swallowed.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid en opname door de mond.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid hudkontakt och förtäring.

R39/23/24/25

ES: Tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación, contacto con la piel e ingestión.

DA: Giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berührung mit der Haut und durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg
jasapürexy.

EN: Toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione, a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing, aanraking met de huid en opname door de
mond.

PT: Tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R39/26

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning.

R39/27

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved hudkontakt.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin.
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FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par contact avec la peau.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves em contacto com a pele.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid hudkontakt.

R39/28

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por ingestión.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indtagelse.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects if swallowed.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par ingestion.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per ingestione.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij opname door de mond.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara nieltynä.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid förtäring.

R39/26/27

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación y contacto con la piel.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding og hudkontakt.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and in contact with skin.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e a contatto con la pelle.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en aanraking met de huid.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação e em contacto com a pele.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning och hudkontakt.

R39/26/28

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación e ingestión.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding og indtagelse.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation and if swallowed.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation et par ingestion.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione e ingestione.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing en opname door de mond.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação e ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning och förtäring.
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R39/27/28

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por contacto con la piel e ingestión.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut und durch Verschlucken.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects in contact with skin and if swallowed.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij aanraking met de huid en opname door de mond.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid hudkontakt och förtäring.

R39/26/27/28

ES: Muy tóxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por inhalación, contacto con la piel e ingestión.

DA: Meget giftig: fare for varig alvorlig skade på helbred ved indånding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berührung mit der Haut und durch
Verschlucken.

EL: Poký sonijü: jßmdtmoy poký robaqþm lümilxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg
jasapürexy.

EN: Very toxic: danger of very serious irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Très toxique: danger d'effets irréversibles très graves par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Molto tossico: pericolo di effetti irreversibili molto gravi per inalazione, a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Zeer vergiftig: gevaar voor ernstige onherstelbare effecten bij inademing, aanraking met de huid en opname door
de mond.

PT: Muito tóxico: perigo de efeitos irreversíveis muito graves por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Erittäin myrkyllistä: erittäin vakavien pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Mycket giftigt: risk för mycket allvarliga bestående hälsoskador vid inandning, hudkontakt och förtäring.

R42/43

ES: Posibilidad de sensibilización por inhalación y por contacto con la piel.

DA: Kan give overfølsomhed ved indånding og ved kontakt med huden.

DE: Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt möglich.

EL: Lpoqeß ma pqojakÝrei etairhgsopoßgrg üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: May cause sensitisation by inhalation and skin contact.

FR: Peut entraîner une sensibilisation par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Può provocare sensibilizzazione per inalazione e contatto con la pelle.

NL: Kan overgevoeligheid veroorzaken bij inademing of contact met de huid.

PT: Pode causar sensibilização por inalação e em contacto com a pele.

FI: Altistuminen hengitysteitse ja ihokosketus voi aiheuttaa herkistymistä.

SV: Kan ge allergi vid inandning och hudkontakt.

R48/20

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai.
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EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni per la salute in caso di esposizione prolungata per inalazione.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning.

R48/21

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por contacto con la piel.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure in contact with skin.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par contact avec la peau.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata a contatto con la pelle.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom hudkontakt.

R48/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por ingestión.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure if swallowed.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par ingestion.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per ingestione.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij opname door de mond.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle nieltynä.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom förtäring.

R48/20/21

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación y contacto con la
piel.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding og hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen und durch
Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so
dÝqla.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation and in contact with skin.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione e a contatto con la
pelle.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing en aanraking
met de huid.
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PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação e em contacto com a
pele.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä ja joutuessaan
iholle.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning och hudkontakt.

R48/20/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación e ingestión.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen und durch
Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg
jasapürexy.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation and if swallowed.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation et par ingestion.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione e ingestione.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing en opname
door de mond.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação e ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä ja nieltynä.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning och förtäring.

R48/21/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por contacto con la piel e
ingestión.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Berührung mit der Haut
und durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re epauÞ le so dÝqla jai re peqß-
psxrg jasapürexy.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure in contact with skin and if swallowed.

FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata a contatto con la pelle e per
ingestione.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid
en opname door de mond.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada em contacto com a pele e por
ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom hudkontakt och förtäring.

R48/20/21/22

ES: Nocivo: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación, contacto con la
piel e ingestión.

DA: Farlig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen, Berührung mit
der Haut und durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla
jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation, in contact with skin and
if swallowed.
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FR: Nocif: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation, par contact avec la peau et
par ingestion.

IT: Nocivo: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione, a contatto con la pelle
e per ingestione.

NL: Schadelijk: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing, aanraking
met de huid en opname door de mond.

PT: Nocivo: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação, em contacto com a
pele e por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä, joutuessaan
iholle ja nieltynä.

SV: Farligt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning, hudkontakt och förtäring.

R48/23

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning.

R48/24

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por contacto con la piel.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved hudkontakt.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Berührung mit der Haut.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re epauÞ le so dÝqla.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure in contact with skin.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par contact avec la peau.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata a contatto con la pelle.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada em contacto com a pele.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom hudkontakt.

R48/25

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por ingestión.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure if swallowed.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij opname door de mond.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por ingestão.
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FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle nieltynä.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom förtäring.

R48/23/24

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación y contacto con la
piel.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding og hudkontakt.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen und durch Berührung mit der
Haut.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so
dÝqla.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation and in contact with skin.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation et par contact avec la
peau.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione e a contatto con la
pelle.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing en aanraking
met de huid.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação e em contacto com a
pele.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning och hudkontakt.

R48/23/25

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación e ingestión.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg
jasapürexy.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation and if swallowed.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation et par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione ed ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing en opname
door de mond.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação e ingestão.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä ja nieltynä.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning och förtäring.

R48/24/25

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por contacto con la piel e
ingestión.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Berührung mit der Haut und durch
Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg
jasapürexy.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure in contact with skin and if swallowed.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par contact avec la peau et par
ingestion.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata a contatto con la pelle e per
ingestione.
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NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij aanraking met de huid en
opname door de mond.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada em contacto com a pele e por
ingestão.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom hudkontakt och förtäring.

R48/23/24/25

ES: Tóxico: riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada por inhalación, contacto con la
piel e ingestión.

DA: Giftig: alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning ved indånding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen, Berührung mit der Haut und
durch Verschlucken.

EL: Sonijü: jßmdtmoy robaqÞy bkÜbgy sgy tceßay ýrseqa apü paqasesalÝmg Ýjherg üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla
jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Toxic: danger of serious damage to health by prolonged exposure through inhalation, in contact with skin and if
swallowed.

FR: Toxique: risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par inhalation, par contact avec la peau
et par ingestion.

IT: Tossico: pericolo di gravi danni alla salute in caso di esposizione prolungata per inalazione, a contatto con la pelle
e per ingestione.

NL: Vergiftig: gevaar voor ernstige schade aan de gezondheid bij langdurige blootstelling bij inademing, aanraking met
de huid en opname door de mond.

PT: Tóxico: risco de efeitos graves para a saúde em caso de exposição prolongada por inalação, em contacto com a
pele e por ingestão.

FI: Myrkyllistä: pitkäaikainen altistus voi aiheuttaa vakavaa haittaa terveydelle hengitettynä, joutuessaan iholle ja
nieltynä.

SV: Giftigt: risk för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering genom inandning, hudkontakt och förtäring.

R50/53

ES: Muy tóxico para los organismos acuáticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuático.

DA: Meget giftig for organismer, der lever i vand; kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet.

DE: Sehr giftig für Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig schädliche Wirkungen haben.

EL: Poký sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy, lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso tdÜsimo
peqibÜkkom.

EN: Very toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the aquatic environment.

FR: Très toxique pour les organismes aquatiques, peut entraîner des effets néfastes à long terme pour l'environnement
aquatique.

IT: Altamente tossico per gli organismi acquatici, può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente
acquatico.

NL: Zeer vergiftig voor in het water levende organismen; kan in het aquatisch milieu op lange termijn schadelijke effec-
ten veroorzaken.

PT: Muito tóxico para os organismos aquáticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquático.

FI: Erittäin myrkyllistä vesieliöille, voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

SV: Mycket giftigt för vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmiljön.

R51/53

ES: Tóxico para los organismos acuáticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuático.

DA: Giftig for organismer, der lever i vand; kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet.

DE: Giftig für Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig schädliche Wirkungen haben.
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EL: Sonijü cia soty tdqübioty oqcamirloýy, lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso tdÜsimo
peqibÜkkom.

EN: Toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the aquatic environment.

FR: Toxique pour les organismes aquatiques, peut entraîner des effets néfastes à long terme pour l'environnement
aquatique.

IT: Tossico per gli organismi acquatici, può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico.

NL: Vergiftig voor in het water levende organismen; kan in het aquatisch milieu op lange termijn schadelijke effecten
veroorzaken.

PT: Tóxico para os organismos aquáticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquático.

FI: Myrkyllistä vesieliöille, voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

SV: Giftigt för vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmiljön.

R52/53

ES: Nocivo para los organismos acuáticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuático.

DA: Skadelig for organismer, der lever i vand; kan forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet.

DE: Schädlich für Wasserorganismen, kann in Gewässern längerfristig schädliche Wirkungen haben.

EL: EpibkabÝy cia soty tdqübioty oqcamirloýy, lpoqeß ma pqojakÝrei lajqovqümiey dtrlemeßy epipsþreiy rso tdÜsimo
peqibÜkkom.

EN: Harmful to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the aquatic environment.

FR: Nocif pour les organismes aquatiques, peut entraîner des effets néfastes à long terme pour l'environnement
aquatique.

IT: Nocivo per gli organismi acquatici, può provocare a lungo termine effetti negativi per l'ambiente acquatico.

NL: Schadelijk voor in het water levende organismen; kan in het aquatisch milieu op lange termijn schadelijke effecten
veroorzaken.

PT: Nocivo para os organismos aquáticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquático.

FI: Haitallista vesieliöille, voi aiheuttaa pitkäaikaisia haittavaikutuksia vesiympäristössä.

SV: Skadligt för vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga långtidseffekter i vattenmiljön.

R68/20

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalación.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved indånding.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par inhalation.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per inalazione.

NL: Schadelijk: bij inademing zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por inalação.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning.

R68/21

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por contacto con la piel

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects in contact with skin.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par contact avec la peau.
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IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili a contatto con la pelle.

NL: Schadelijk: bij aanraking met de huid zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid hudkontakt.

R68/22

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por ingestión.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects if swallowed.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par ingestion.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per ingestione.

NL: Schadelijk: bij opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara nieltynä.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid förtäring.

R68/20/21

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalación y contacto con la piel.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved indånding og hudkontakt.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berührung mit der Haut.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re epauÞ le so dÝqla.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation and in contact with skin.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par inhalation et par contact avec la peau.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per inalazione e a contatto con la pelle.

NL: Schadelijk: bij inademing en aanraking met de huid zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por inalação e em contacto com a pele.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja joutuessaan iholle.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning och hudkontakt.

R68/20/22

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalación e ingestión.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved indånding og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation and if swallowed.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par inhalation et par ingestion.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per inalazione e ingestione.

NL: Schadelijk: bij inademing en opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por inalação e ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä ja nieltynä.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning och förtäring.

21.8.2001 L 225/121Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



R68/21/22

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por contacto con la piel e ingestión.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens bei Berührung mit der Haut und durch Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects in contact with skin and if swallowed.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Schadelijk: bij aanraking met de huid en opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid hudkontakt och förtäring.

R68/20/21/22

ES: Nocivo: posibilidad de efectos irreversibles por inhalación, contacto con la piel e ingestión.

DA: Farlig: mulighed for varig skade på helbred ved indånding, hudkontakt og indtagelse.

DE: Gesundheitsschädlich: Möglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berührung mit der Haut und durch
Verschlucken.

EL: EpibkabÝy: pihamoß jßmdtmoi lomßlxm epidqÜrexm üsam eirpmÝesai, re epauÞ le so dÝqla jai re peqßpsxrg jasapürexy.

EN: Harmful: possible risk of irreversible effects through inhalation, in contact with skin and if swallowed.

FR: Nocif: possibilité d'effets irréversibles par inhalation, par contact avec la peau et par ingestion.

IT: Nocivo: possibilità di effetti irreversibili per inalazione, a contatto con la pelle e per ingestione.

NL: Schadelijk: bij inademing, aanraking met de huid en opname door de mond zijn onherstelbare effecten niet
uitgesloten.

PT: Nocivo: possibilidade de efeitos irreversíveis por inalação, em contacto com a pele e por ingestão.

FI: Terveydelle haitallista: pysyvien vaurioiden vaara hengitettynä, joutuessaan iholle ja nieltynä.

SV: Farligt: möjlig risk för bestående hälsoskador vid inandning, hudkontakt och förtäring.
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ANEXO IV

Consejos de prudencia relativos a las sustancias y preparados peligrosos

BILAG IV

Forsigtighedsregler for farlige stoffer og præparater

ANHANG IV

Sicherheitsratschläge für gefährliche Stoffe und Zubereitungen

PAQAQSGLA IV

Odgcßey aruakoýy vqÞrgy pot auoqoým epijßmdtmey vglijÝy otrßey jai paqarjetÜrlasa

ANNEX IV

Safety advice concerning dangerous substances and preparations

ANNEXE IV

Conseils de prudence concernant les substances et préparations dangereuses

ALLEGATO IV

Consigli di prudenza riguardanti le sostanze e preparati pericolosi

BIJLAGE IV

Veiligheidsaanbevelingen met betrekking tot gevaarlijke stoffen en preparaten

ANEXO IV

Conselhos de prudência relativos a substâncias e preparações perigosas

LIITE IV

Vaarallisten aineiden ja valmisteiden turvallisuusohjeet

BILAGA IV

Skyddsfraser för farliga ämnen och beredningar
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S1

ES: Consérvese bajo llave.

DA: Opbevares under lås.

DE: Unter Verschluss aufbewahren.

EL: Ma utkÜrresai jkeidxlÝmo.

EN: Keep locked up.

FR: Conserver sous clé.

IT: Conservare sotto chiave.

NL: Achter slot bewaren.

PT: Guardar fechado à chave.

FI: Säilytettävä lukitussa tilassa.

SV: Förvaras i låst utrymme.

S2

ES: Manténgase fuera del alcance de los niños.

DA: Opbevares utilgængeligt for børn.

DE: Darf nicht in die Hände von Kindern gelangen.

EL: LajqtÜ apü paidiÜ.

EN: Keep out of the reach of children.

FR: Conserver hors de portée des enfants.

IT: Conservare fuori della portata dei bambini.

NL: Buiten bereik van kinderen bewaren.

PT: Manter fora do alcance das crianças.

FI: Säilytettävä lasten ulottumattomissa.

SV: Förvaras oåtkomligt för barn.

S3

ES: Consérvese en lugar fresco.

DA: Opbevares køligt.

DE: Kühl aufbewahren.

EL: Ma utkÜrresai re dqoreqü lÝqoy.

EN: Keep in a cool place.

FR: Conserver dans un endroit frais.

IT: Conservare in luogo fresco.

NL: Op een koele plaats bewaren.

PT: Guardar em lugar fresco.

FI: Säilytettävä viileässä.

SV: Förvaras svalt.

S4

ES: Manténgase lejos de locales habitados.

DA: Må ikke opbevares i nærheden af beboelse.

DE: Von Wohnplätzen fernhalten.

EL: LajqtÜ apü jasoijglÝmoty vþqoty.

EN: Keep away from living quarters.

FR: Conserver à l'écart de tout local d'habitation.
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IT: Conservare lontano da locali di abitazione.

NL: Verwijderd van woonruimten opbergen.

PT: Manter fora de qualquer zona de habitação.

FI: Ei saa säilyttää asuintiloissa.

SV: Förvaras avskilt från bostadsutrymmen.

S5

ES: Consérvese en � (líquido apropiado a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares under � (en egnet væske, som angives af fabrikanten).

DE: Unter � aufbewahren (geeignete Flüssigkeit vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai so peqievülemo lÝra re � (so eßdoy sot jasÜkkgkot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep contents under � (appropriate liquid to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver sous � (liquide approprié à spécifier par le fabricant).

IT: Conservare sotto � (liquido appropriato da indicarsi da parte del fabbricante).

NL: Onder � houden (geschikte vloeistof aan te geven door fabrikant).

PT: Manter sob � (líquido apropriado a especificar pelo produtor).

FI: Sisältö säilytettävä � (tarkoitukseen soveltuvan nesteen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvara innehållet i � (lämplig vätska anges av tillverkaren).

S6

ES: Consérvese en � (gas inerte a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares under � (en inaktiv gas, som angives af fabrikanten).

DE: Unter � aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai re aslüruaiqa � (so eßdoy sot adqamoýy aeqßot jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep under � (inert gas to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver sous � (gaz inerte à spécifier par le fabricant).

IT: Conservare sotto � (gas inerte da indicarsi da parte del fabbricante).

NL: Onder � houden (inert gas aan te geven door fabrikant).

PT: Manter sob � (gás inerte a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä � (inertin kaasun ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras i � (inert gas anges av tillverkaren).

S7

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket.

DE: Behälter dicht geschlossen halten.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo.

EN: Keep container tightly closed.

FR: Conserver le récipient bien fermé.

IT: Conservare il recipiente ben chiuso.

NL: In goed gesloten verpakking bewaren.

PT: Manter o recipiente bem fechado.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten.
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S8

ES: Manténgase el recipiente en lugar seco.

DA: Emballagen skal opbevares tørt.

DE: Behälter trocken halten.

EL: So doveßo ma pqorsaseýesai apü sgm tcqarßa.

EN: Keep container dry.

FR: Conserver le récipient à l'abri de l'humidité.

IT: Conservare al riparo dall'umidità.

NL: Verpakking droog houden.

PT: Manter o recipiente ao abrigo da humidade.

FI: Säilytettävä kuivana.

SV: Förpackningen förvaras torrt.

S9

ES: Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.

DA: Emballagen skal opbevares på et godt ventileret sted.

DE: Behälter an einem gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai re jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep container in a well-ventilated place.

FR: Conserver le récipient dans un endroit bien ventilé.

IT: Conservare il recipiente in luogo ben ventilato.

NL: Op een goed geventileerde plaats bewaren.

PT: Manter o recipiente num local bem ventilado.

FI: Säilytettävä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förpackningen förvaras på väl ventilerad plats.

S12

ES: No cerrar el recipiente herméticamente.

DA: Emballagen må ikke lukkes tæt.

DE: Behälter nicht gasdicht verschließen.

EL: Lg diasgqeßse so doveßo eqlgsijÜ jkeirlÝmo.

EN: Do not keep the container sealed.

FR: Ne pas fermer hermétiquement le récipient.

IT: Non chiudere ermeticamente il recipiente.

NL: De verpakking niet hermetisch sluiten.

PT: Não fechar o recipiente hermeticamente.

FI: Pakkausta ei saa sulkea ilmatiiviisti.

SV: Förpackningen får inte tillslutas lufttätt.

S13

ES: Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos.

DA: Må ikke opbevares sammen med fødevarer, drikkevarer og foderstoffer.

DE: Von Nahrungsmitteln, Getränken und Futtermitteln fernhalten.

EL: LajqtÜ apü sqüuila, posÜ jai fxosqouÝy.

EN: Keep away from food, drink and animal feedingstuffs.

FR: Conserver à l'écart des aliments et boissons, y compris ceux pour animaux.
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IT: Conservare lontano da alimenti o mangimi e da bevande.

NL: Verwijderd houden van eet- en drinkwaren en van diervoeder.

PT: Manter afastado de alimentos e bebidas, incluindo os dos animais.

FI: Ei saa säilyttää yhdessä elintarvikkeiden eikä eläinravinnon kanssa.

SV: Förvaras åtskilt från livsmedel och djurfoder.

S14

ES: Consérvese lejos de � (materiales incompatibles a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares adskilt fra � (uforligelige stoffer, som angives af fabrikanten).

DE: Von � fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben).

EL: LajqtÜ apü � (arýlbasey otrßey jahoqßfomsai apü som paqacxcü).

EN: Keep away from � (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).

FR: Conserver à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).

IT: Conservare lontano da � (sostanze incompatibili da precisare da parte del produttore).

NL: Verwijderd houden van � (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden aan te geven door de fabrikant).

PT: Manter afastado de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S15

ES: Conservar alejado del calor.

DA: Må ikke udsættes for varme.

DE: Vor Hitze schützen.

EL: LajqtÜ apü heqlüsgsa.

EN: Keep away from heat.

FR: Conserver à l'écart de la chaleur.

IT: Conservare lontano dal calore.

NL: Verwijderd houden van warmte.

PT: Manter afastado do calor.

FI: Suojattava lämmöltä.

SV: Får inte utsättas för värme.

S16

ES: Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas � No fumar.

DA: Holdes væk fra antændelseskilder � Rygning forbudt.

DE: Von Zündquellen fernhalten � Nicht rauchen.

EL: LajqtÜ apü pgcÝy amÜukengy � Apacoqeýesai so jÜpmirla.

EN: Keep away from sources of ignition � No smoking.

FR: Conserver à l'écart de toute flamme ou source d'étincelles � Ne pas fumer.

IT: Conservare lontano da fiamme e scintille � Non fumare.

NL: Verwijderd houden van ontstekingsbronnen � Niet roken.

PT: Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignição � Não fumar.

FI: Eristettävä sytytyslähteistä � Tupakointi kielletty.

SV: Förvaras åtskilt från antändningskällor � Rökning förbjuden.
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S17

ES: Manténgase lejos de materias combustibles.

DA: Holdes væk fra brandbare stoffer.

DE: Von brennbaren Stoffen fernhalten.

EL: LajqtÜ apü jaýrila tkijÜ.

EN: Keep away from combustible material.

FR: Tenir à l'écart des matières combustibles.

IT: Tenere lontano da sostanze combustibili.

NL: Verwijderd houden van brandbare stoffen.

PT: Manter afastado de matérias combustíveis.

FI: Säilytettävä erillään syttyvistä kemikaaleista.

SV: Förvaras åtskilt från brandfarliga ämnen.

S18

ES: Manipúlese y ábrase el recipiente con prudencia.

DA: Emballagen skal behandles og åbnes med forsigtighed.

DE: Behälter mit Vorsicht öffnen und handhaben.

EL: Veiqirseßse jai amoßnse so doveßo pqorejsijÜ.

EN: Handle and open container with care.

FR: Manipuler et ouvrir le récipient avec prudence.

IT: Manipolare ed aprire il recipiente con cautela.

NL: Verpakking voorzichtig behandelen en openen.

PT: Manipular e abrir o recipiente com prudência.

FI: Pakkauksen käsittelyssä ja avaamisessa on noudatettava varovaisuutta.

SV: Förpackningen hanteras och öppnas försiktigt.

S20

ES: No comer ni beber durante su utilización.

DA: Der må ikke spises eller drikkes under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht essen und trinken.

EL: Lgm sqþse Þ pßmese üsam so vqgrilopoießse.

EN: When using do not eat or drink.

FR: Ne pas manger et ne pas boire pendant l'utilisation.

IT: Non mangiare né bere durante l'impiego.

NL: Niet eten of drinken tijdens gebruik.

PT: Não comer nem beber durante a utilização.

FI: Syöminen ja juominen kielletty kemikaalia käsiteltäessä.

SV: Ät inte eller drick inte under hanteringen

S21

ES: No fumar durante su utilización.

DA: Der må ikke ryges under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht rauchen.

EL: Lgm japmßfese üsam so vqgrilopoießse.

EN: When using do not smoke.

FR: Ne pas fumer pendant l'utilisation.
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IT: Non fumare durante l'impiego.

NL: Niet roken tijdens gebruik.

PT: Não fumar durante a utilização.

FI: Tupakointi kielletty kemikaalia käytettäessä.

SV: Rök inte under hanteringen.

S22

ES: No respirar el polvo.

DA: Undgå indånding af støv.

DE: Staub nicht einatmen.

EL: Lgm amapmÝese sgm rjümg.

EN: Do not breathe dust.

FR: Ne pas respirer les poussières.

IT: Non respirare le polveri.

NL: Stof niet inademen.

PT: Não respirar as poeiras.

FI: Vältettävä pölyn hengittämistä.

SV: Undvik inandning av damm.

S23

ES: No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles [denominación(es) adecuada(s) a especificar por el fabricante].

DA: Undgå indånding af gas/røg/dampe/aerosol-tåger (den eller de pågældende betegnelser angives af fabrikanten).

DE: Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

EL: Lgm amapmÝese aÝqia/amahtliÜreiy/asloýy/ejmeuþlasa (g jasÜkkgkg diasýpxrg jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Do not breathe gas/fumes/vapour/spray (appropriate wording to be specified by the manufacturer).

FR: Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeurs/aérosols [terme(s) approprié(s) à indiquer par le fabricant].

IT: Non respirare i gas/fumi/vapori/aerosoli [termine(i) appropriato(i) da precisare da parte del produttore].

NL: Gas/rook/damp/spuitnevel niet inademen (toepasselijke term(en) aan te geven door de fabrikant).

PT: Não respirar os gases/vapores/fumos/aerossóis [termo(s) apropriado(s) a indicar pelo produtor].

FI: Vältettävä kaasun/huurun/höyryn/sumun hengittämistä (oikean sanamuodon valitsee valmistaja/maahantuoja).

SV: Undvik inandning av gas/rök/ånga/dimma (lämplig formulering anges av tillverkaren).

S24

ES: Evítese el contacto con la piel.

DA: Undgå kontakt med huden.

DE: Berührung mit der Haut vermeiden.

EL: Apoueýcese sgm epauÞ le so dÝqla.

EN: Avoid contact with skin.

FR: Éviter le contact avec la peau.

IT: Evitare il contatto con la pelle.

NL: Aanraking met de huid vermijden.

PT: Evitar o contacto com a pele.

FI: Varottava kemikaalin joutumista iholle.

SV: Undvik kontakt med huden.
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S25

ES: Evítese el contacto con los ojos.

DA: Undgå kontakt med øjnene.

DE: Berührung mit den Augen vermeiden.

EL: Apoueýcese sgm epauÞ le sa lÜsia.

EN: Avoid contact with eyes.

FR: Éviter le contact avec les yeux.

IT: Evitare il contatto con gli occhi.

NL: Aanraking met de ogen vermijden.

PT: Evitar o contacto com os olhos.

FI: Varottava kemikaalin joutumista silmiin.

SV: Undvik kontakt med ögonen.

S26

ES: En caso de contacto con los ojos, lávense inmediata y abundantemente con agua y acúdase a un médico.

DA: Kommer stoffet i øjnene, skylles straks grundigt med vand og læge kontaktes.

DE: Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren.

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le sa lÜsia pkýmesÝ sa alÝrxy le Üuhomo meqü jai fgsÞrse iasqijÞ rtlbotkÞ.

EN: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice.

FR: En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement et abondamment avec de l'eau et consulter un spécialiste.

IT: In caso di contatto con gli occhi, lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare un medico.

NL: Bij aanraking met de ogen onmiddellijk met overvloedig water afspoelen en deskundig medisch advies inwinnen.

PT: Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com água e consultar um especialista.

FI: Roiskeet silmistä huuhdeltava välittömästi runsaalla vedellä ja mentävä lääkäriin.

SV: Vid kontakt med ögonen, spola genast med mycket vatten och kontakta läkare.

S27

ES: Quítese inmediatamente la ropa manchada o salpicada.

DA: Tilsmudset tøj tages straks af.

DE: Beschmutzte, getränkte Kleidung sofort ausziehen.

EL: AuaiqÝrse alÝrxy üka sa emdýlasa pot Ývotm loktmheß.

EN: Take off immediately all contaminated clothing.

FR: Enlever immédiatement tout vêtement souillé ou éclaboussé.

IT: Togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati.

NL: Verontreinigde kleding onmiddellijk uittrekken.

PT: Retirar imediatamente todo o vestuário contaminado.

FI: Riisuttava välittömästi saastunut vaatetus.

SV: Tag genast av alla nedstänkta kläder.

S28

ES: En caso de contacto con la piel, lávese inmediata y abundantemente con � (productos a especificar por el fabricante).

DA: Kommer stof på huden vaskes straks med store mængder � (angives af fabrikanten).

DE: Bei Berührung mit der Haut sofort abwaschen mit viel � (vom Hersteller anzugeben).

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le so dÝqla, pktheßse alÝrxy le Üuhomo � (so eßdoy sot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: After contact with skin, wash immediately with plenty of � (to be specified by the manufacturer).
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FR: Après contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec � (produits appropriés à indiquer par le
fabricant).

IT: In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con � (prodotti idonei da indicarsi da
parte del fabbricante).

NL: Na aanraking met de huid onmiddellijk wassen met veel � (aan te geven door de fabrikant).

PT: Após contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com � (produtos adequados a indicar pelo produtor).

FI: Roiskeet iholta huuhdeltava välittömästi runsaalla määrällä � (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Vid kontakt med huden tvätta genast med mycket � (anges av tillverkaren).

S29

ES: No tirar los residuos por el desagüe.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sot peqievolÝmot rsgm apovÝsetrg.

EN: Do not empty into drains.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout.

IT: Non gettare i residui nelle fognature.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin.

SV: Töm ej i avloppet.

S30

ES: No echar jamás agua a este producto.

DA: Hæld aldrig vand på eller i produktet.

DE: Niemals Wasser hinzugießen.

EL: PosÝ lgm pqorhÝsese meqü rso pqoúüm atsü.

EN: Never add water to this product.

FR: Ne jamais verser de l'eau dans ce produit.

IT: Non versare acqua sul prodotto.

NL: Nooit water op deze stof gieten.

PT: Nunca adicionar água a este produto.

FI: Tuotteeseen ei saa lisätä vettä.

SV: Häll aldrig vatten på eller i produkten.

S33

ES: Evítese la acumulación de cargas electroestáticas.

DA: Træf foranstaltninger mod statisk elektricitet.

DE: Maßnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.

EL: KÜbese pqorsasetsijÜ lÝsqa Ýmamsi gkejsqorsasijþm ejjemþrexm.

EN: Take precautionary measures against static discharges.

FR: Éviter l'accumulation de charges électrostatiques.

IT: Evitare l'accumulo di cariche elettrostatiche.

NL: Maatregelen treffen tegen ontladingen van statische elektriciteit.

PT: Evitar acumulação de cargas electrostáticas.

FI: Estettävä staattisen sähkön aiheuttama kipinöinti.

SV: Vidtag åtgärder mot statisk elektricitet.
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S35

ES: Elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles.

DA: Materialet og dets beholder skal bortskaffes på en sikker måde.

DE: Abfälle und Behälter müssen in gesicherter Weise beseitigt werden.

EL: So tkijü jai o peqiÝjsgy sot pqÝpei ma diaseheß le aruakÞ sqüpo.

EN: This material and its container must be disposed of in a safe way.

FR: Ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en prenant toutes les précautions d'usage.

IT: Non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni.

NL: Deze stof en de verpakking op veilige wijze afvoeren.

PT: Não se desfazer deste produto e do seu recipiente sem tomar as precauções de segurança devidas.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on hävitettävä turvallisesti.

SV: Produkt och förpackning skall oskadliggöras på säkert sätt.

S36

ES: Úsese indumentaria protectora adecuada.

DA: Brug særligt arbejdstøj.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

EL: Ma uoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa.

EN: Wear suitable protective clothing.

FR: Porter un vêtement de protection approprié.

IT: Usare indumenti protettivi adatti.

NL: Draag geschikte beschermende kleding.

PT: Usar vestuário de protecção adequado.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder.

S37

ES: Úsense guantes adecuados.

DA: Brug egnede beskyttelseshandsker under arbejdet.

DE: Geeignete Schutzhandschuhe tragen.

EL: Ma uoqÜse jasÜkkgka cÜmsia.

EN: Wear suitable gloves.

FR: Porter des gants appropriés.

IT: Usare guanti adatti.

NL: Draag geschikte handschoenen.

PT: Usar luvas adequadas.

FI: Käytettävä sopivia suojakäsineitä.

SV: Använd lämpliga skyddshandskar.

S38

ES: En caso de ventilación insuficiente, úsese equipo respiratorio adecuado.

DA: Brug egnet åndedrætsværn, hvis effektiv ventilation ikke er mulig.

DE: Bei unzureichender Belüftung Atemschutzgerät anlegen.

EL: Re peqßpsxrg amepaqjoýy aeqirloý, vqgrilopoießse jasÜkkgkg amapmetrsijÞ rtrjetÞ.

EN: In case of insufficient ventilation, wear suitable respiratory equipment.

FR: En cas de ventilation insuffisante, porter un appareil respiratoire approprié.
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IT: In caso di ventilazione insufficiente, usare un apparecchio respiratorio adatto.

NL: Bij ontoereikende ventilatie een geschikte adembescherming dragen.

PT: Em caso de ventilação insuficiente, usar equipamento respiratório adequado.

FI: Kemikaalin käyttö edellyttää tehokasta ilmanvaihtoa tai sopivaa hengityksensuojainta.

SV: Använd lämpligt andningsskydd vid otillräcklig ventilation.

S39

ES: Úsese protección para los ojos/la cara.

DA: Brug beskyttelsesbriller/ansigtsskærm under arbejdet.

DE: Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: Vqgrilopoießse rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear eye/face protection.

FR: Porter un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Een bescherming voor de ogen/voor het gezicht dragen.

PT: Usar um equipamento protector para os olhos/face.

FI: Käytettävä silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S40

ES: Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, úsese � (a especificar por el fabricante).

DA: Gulvet og tilsmudsede genstande renses med � (midlerne angives af fabrikanten).

DE: Fußboden und verunreinigte Gegenstände mit � reinigen (Material vom Hersteller anzugeben).

EL: Cia som jahaqirlü sot dapÝdot jai ükxm sxm amsijeilÝmxm pot Ývotm loktmheß apü so tkijü atsü vqgrilopoießse � (so
eßdoy jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: To clean the floor and all objects contaminated by this material, use � (to be specified by the manufacturer).

FR: Pour nettoyer le sol ou les objets souillés par ce produit, utiliser � (à préciser par le fabricant).

IT: Per pulire il pavimento e gli oggetti contaminati da questo prodotto, usare � (da precisare da parte del produttore).

NL: Voor de reiniging van de vloer en alle voorwerpen verontreinigd met dit materiaal, � gebruiken (aan te geven door
de fabrikant).

PT: Para limpeza do chão e objectos contaminados por este produto, utilizar � (a especificar pelo produtor).

FI: Kemikaali puhdistettava pinnoilta käyttäen � (kemikaalin ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Golv och förorenade föremål tvättas med � (anges av tillverkaren).

S41

ES: En caso de incendio y/o de explosión no respire los humos.

DA: Undgå at indånde røgen ved brand eller eksplosion.

DE: Explosions- und Brandgase nicht einatmen.

EL: Re peqßpsxrg ptqjaciÜy Þ/jai ejqÞnexy lgm amapmÝese soty japmoýy.

EN: In case of fire and/or explosion do not breathe fumes.

FR: En cas d'incendie et/ou d'explosion, ne pas respirer les fumées.

IT: In caso di incendio e/o esplosione non respirare i fumi.

NL: In geval van brand en/of explosie inademen van rook vermijden.

PT: Em caso de incêndio e/ou explosão não respirar os fumos.

FI: Vältettävä palamisessa tai räjähdyksessä muodostuvan savun hengittämistä.

SV: Undvik inandning av rök vid brand eller explosion.
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S42

ES: Durante las fumigaciones/pulverizaciones, úsese equipo respiratorio adecuado [denominación(es) adecuada(s) a especifi-
car por el fabricante].

DA: Brug egnet åndedrætsværn ved rygning/sprøjtning (den eller de pågældende betegnelser angives af fabrikanten).

DE: Beim Räuchern/Versprühen geeignetes Atemschutzgerät anlegen (geeignete Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben).

EL: JasÜ sg diÜqjeia tpojapmirloý/wejÜrlasoy vqgrilopoießse jasÜkkgkg amapmetrsijÞ rtrjetÞ (g jasÜkkgkg diasýpxrg
jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: During fumigation/spraying wear suitable respiratory equipment (appropriate wording to be specified by the
manufacturer).

FR: Pendant les fumigations/pulvérisations, porter un appareil respiratoire approprié [terme(s) approprié(s) à indiquer par
le fabricant].

IT: Durante le fumigazioni/polimerizzazioni usare un apparecchio respiratorio adatto [termine(i) appropriato(i) da preci-
sare da parte del produttore].

NL: Tijdens de ontsmetting/bespuiting een geschikte adembescherming dragen (geschikte term(en) door de fabrikant aan te
geven).

PT: Durante as fumigações/pulverizações usar equipamento respiratório adequado [termo(s) adequado(s) a indicar pelo
produtor].

FI: Kaasutuksen/ruiskutuksen aikana käytettävä sopivaa hengityksensuojainta (oikean sanamuodon valitsee
valmistaja/maahantuoja).

SV: Använd lämpligt andningsskydd vid gasning/sprutning (specificeras av tillverkaren).

S43

ES: En caso de incendio, utilizar � (los medios de extinción los debe especificar el fabricante). (Si el agua aumenta el riesgo, se
deberá añadir: «No usar nunca agua»).

DA: Brug � ved brandslukning (den nøjagtige type brandslukningsudstyr angives af fabrikanten. Såfremt vand ikke må bruges
tilføjes: »Brug ikke vand«).

DE: Zum Löschen � (vom Hersteller anzugeben) verwenden. (Wenn Wasser die Gefahr erhöht, anfügen: �Kein Wasser
verwenden�.).

EL: Re peqßpsxrg ptqjaciÜy vqgrilopoießse � (AmauÝqesai so ajqibÝy eßdoy lÝrxm ptqürbergy. EÜm so meqü atnÜmei som
jßmdtmo, pqorsßhesai: «Lg vqgrilopoießse posÝ meqü»).

EN: In case of fire, use � (indicate in the space the precise type of fire-fighting equipment. If water increases risk, add �Never use
water�).

FR: En cas d'incendie, utiliser � (moyens d'extinction à préciser par le fabricant. Si l'eau augmente les risques, ajouter: «Ne
jamais utiliser d'eau»).

IT: In caso di incendio usare � (mezzi estinguenti idonei da indicarsi da parte del fabbricante. Se l'acqua aumenta il rischio
precisare «Non usare acqua»).

NL: In geval van brand � gebruiken (blusmiddelen aan te duiden door de fabrikant. Indien water het risico vergroot toevoegen:
�Nooit water gebruiken.�).

PT: Em caso de incêndio, utilizar � (meios de extinção a especificar pelo produtor. Se a água aumentar os riscos, acrescentar
«Nunca utilizar água»).

FI: Sammutukseen käytettävä � (ilmoitettava sopiva sammutusmenetelmä. Jos vesi lisää vaaraa, lisättävä sanat: Sammutuk-
seen ei saa käyttää vettä).

SV: Vid brandsläckning använd � (ange lämplig metod. Om vatten ökar riskerna, lägg till: �Använd aldrig vatten�).

S45

ES: En caso de accidente o malestar, acúdase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).

DA: Ved ulykkestilfælde eller ved ildebefindende er omgående lægebehandling nødvendig; vis etiketten, hvis det er
muligt.

DE: Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn möglich, dieses Etikett vorzeigen).

EL: Re peqßpsxrg astvÞlasoy Þ am airhamheßse adiaherßa fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ (deßnse sgm esijÝssa am eßmai
dtmasü).

EN: In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).

FR: En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer l'étiquette).

IT: In caso di incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli l'etichetta).
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NL: Bij een ongeval of indien men zich onwel voelt, onmiddellijk een arts raadplegen (indien mogelijk hem dit etiket
tonen).

PT: Em caso de acidente ou de indisposição, consultar imediatamente o médico (se possível mostrar-lhe o rótulo).

FI: Onnettomuuden sattuessa tai tunnettaessa pahoinvointia hakeuduttava heti lääkärin hoitoon (näytettävä tätä etiket-
tiä, mikäli mahdollista).

SV: Vid olycksfall, illamående eller annan påverkan, kontakta omedelbart läkare. Visa om möjligt etiketten.

S46

ES: En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el envase.

DA: Ved indtagelse, kontakt omgående læge og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken sofort ärztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vorzeigen.

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ jai deßnse atsü so doveßo Þ sgm esijÝssa.

EN: If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label.

FR: En cas d'ingestion, consulter immédiatement un médecin et lui montrer l'emballage ou l'étiquette.

IT: In caso d'ingestione consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o l'etichetta.

NL: In geval van inslikken onmiddellijk een arts raadplegen en verpakking of etiket tonen.

PT: Em caso de ingestão, consultar imediatamente o médico e mostrar-lhe a embalagem ou o rótulo.

FI: Jos ainetta on nielty, hakeuduttava heti lääkärin hoitoon ja näytettävä tämä pakkaus tai etiketti.

SV: Vid förtäring kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller etiketten.

S47

ES: Consérvese a una temperatura no superior a � °C (a especificar por el fabricante).

DA: Må ikke opbevares ved temperaturer på over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Nicht bei Temperaturen über � °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai re heqlojqarßa pot dem tpeqbaßmei soty � °C (jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep at temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le fabricant).

IT: Conservare a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar a uma temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förvaras vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).

S48

ES: Consérvese húmedo con � (medio apropiado a especificar por el fabricante).

DA: Holdes befugtet med � (passende middel angives af fabrikanten).

DE: Feucht halten mit � (geeignetes Mittel vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma diasgqeßsai tcqü le � (so jasÜkkgko tkijü jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Keep wet with � (appropriate material to be specified by the manufacturer).

FR: Maintenir humide avec � (moyen approprié à préciser par le fabricant).

IT: Mantenere umido con � (mezzo appropriato da precisare da parte del fabbricante).

NL: Inhoud vochtig houden met � (middel aan te geven door de fabrikant).

PT: Manter húmido com � (material adequado a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä kosteana � (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa sopivan aineen).

SV: Innehållet skall hållas fuktigt med � (lämpligt material anges av tillverkaren).
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S49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen.

DA: Må kun opbevares i den originale emballage.

DE: Nur im Originalbehälter aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo.

EN: Keep only in the original container.

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine.

IT: Conservare soltanto nel recipiente originale.

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem.

FI: Säilytettävä vain alkuperäispakkauksessa.

SV: Förvaras endast i originalförpackningen.

S50

ES: No mezclar con � (a especificar por el fabricante).

DA: Må ikke blandes med � (angives af fabrikanten).

DE: Nicht mischen mit � (vom Hersteller anzugeben).

EL: Ma lgm amaleivheß le � (jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: Do not mix with � (to be specified by the manufacturer).

FR: Ne pas mélanger avec � (à spécifier par le fabricant).

IT: Non mescolare con � (da specificare da parte del fabbricante).

NL: Niet vermengen met � (aan te geven door de fabrikant).

PT: Não misturar com � (a especificar pelo produtor).

FI: Ei saa sekoittaa � (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa aineen) kanssa.

SV: Blanda inte med � (anges av tillverkaren).

S51

ES: Úsese únicamente en lugares bien ventilados.

DA: Må kun bruges på steder med god ventilation.

DE: Nur in gut gelüfteten Bereichen verwenden.

EL: Ma vqgrilopoießsai lümo re jakÜ aeqifülemo vþqo.

EN: Use only in well-ventilated areas.

FR: Utiliser seulement dans des zones bien ventilées.

IT: Usare soltanto in luogo ben ventilato.

NL: Uitsluitend op goed geventileerde plaatsen gebruiken.

PT: Utilizar somente em locais bem ventilados.

FI: Huolehdittava hyvästä ilmanvaihdosta.

SV: Sörj för god ventilation.

S52

ES: No usar sobre grandes superficies en locales habitados.

DA: Bør ikke anvendes til større flader i beboelses- eller opholdsrum.

DE: Nicht großflächig für Wohn- und Aufenthaltsräume zu verwenden.

EL: Dem rtmirsÜsai g vqÞrg re etqeßey epiuÜmeiey re erxseqijoýy vþqoty.

EN: Not recommended for interior use on large surface areas.

FR: Ne pas utiliser sur de grandes surfaces dans les locaux habités.
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IT: Non utilizzare su grandi superfici in locali abitati.

NL: Niet voor gebruik op grote oppervlakken in woon- en verblijfruimten.

PT: Não utilizar em grandes superfícies nos locais habitados.

FI: Ei suositella sisäkäyttöön laajoilla pinnoilla.

SV: Olämpligt för användning inomhus vid behandling av stora ytor.

S53

ES: Evítese la exposición � recábense instrucciones especiales antes del uso.

DA: Undgå enhver kontakt � indhent særlige anvisninger før brug.

DE: Exposition vermeiden � vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

EL: Apoueýcese sgm Ýjherg � euodiarseßse le siy eidijÝy odgcßey pqim apü sg vqÞrg.

EN: Avoid exposure � obtain special instructions before use.

FR: Éviter l'exposition � se procurer des instructions spéciales avant l'utilisation.

IT: Evitare l'esposizione � procurarsi speciali istruzioni prima dell'uso.

NL: Blootstelling vermijden � vóór gebruik speciale aanwijzingen raadplegen.

PT: Evitar a exposição � obter instruções específicas antes da utilização.

FI: Vältettävä altistumista � ohjeet luettava ennen käyttöä.

SV: Undvik exponering � Begär specialinstruktioner före användning.

S56

ES: Elimínense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de residuos especiales o peligrosos.

DA: Aflever dette materiale og dets beholder til et indsamlingssted for farligt affald og problemaffald.

DE: Dieses Produkt und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung zuführen.

EL: So tkijü atsü jai o peqiÝjsgy sot ma emaposehoým re vþqo rtkkocÞy epijimdýmxm Þ eidijþm apobkÞsxm.

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.

FR: Éliminer ce produit et son récipient dans un centre de collecte des déchets dangereux ou spéciaux.

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta rifiuti pericolosi o speciali.

NL: Deze stof en de verpakking naar inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder afval brengen.

PT: Eliminar este produto e o seu recipiente, enviando-os para local autorizado para a recolha de resíduos perigosos
ou especiais.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajätteen vastaanottopaikkaan.

SV: Lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

S57

ES: Utilícese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminación del medio ambiente.

DA: Skal indesluttes forsvarligt for at undgå miljøforurening.

DE: Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behälter verwenden.

EL: Ma vqgrilopoigheß o jasÜkkgkoy peqiÝjsgy cia ma apouetvheß lüktmrg sot peqibÜkkomsoy.

EN: Use appropriate container to avoid environmental contamination.

FR: Utiliser un récipient approprié pour éviter toute contamination du milieu ambiant.

IT: Usare contenitori adeguati per evitare l'inquinamento ambientale.

NL: Neem passende maatregelen om verspreiding in het milieu te voorkomen.

PT: Utilizar um recipiente adequado para evitar a contaminação do ambiente.

FI: Käytettävä sopivaa säilytystapaa ympäristön likaantumisen ehkäisemiseksi.

SV: Förvaras på lämpligt sätt för att undvika miljöförorening.
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S59

ES: Remitirse al fabricante o proveedor para obtener información sobre su recuperación/reciclado.

DA: Indhent oplysninger om genvinding/genanvendelse hos producenten/leverandøren.

DE: Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim Hersteller/Lieferanten erfragen.

EL: FgsÞrse pkgqouoqßey apü som paqacxcü/pqolghetsÞ cia amÜjsgrg/amajýjkxrg.

EN: Refer to manufacturer/supplier for information on recovery/recycling.

FR: Consulter le fabricant/fournisseur pour des informations relatives à la récupération/au recyclage.

IT: Richiedere informazioni al produttore/fornitore per il recupero/riciclaggio.

NL: Raadpleeg fabrikant/leverancier voor informatie over terugwinning/recycling.

PT: Solicitar ao produtor/fornecedor informações relativas à sua recuperação/reciclagem.

FI: Hanki valmistajalta/luovuttajalta tietoja uudelleenkäytöstä/kierrätyksestä.

SV: Rådfråga tillverkare/leverantör om återvinning/återanvändning.

S60

ES: Elimínense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

DA: Dette materiale og dets beholder skal bortskaffes som farligt affald.

DE: Dieses Produkt und sein Behälter sind als gefährlicher Abfall zu entsorgen.

EL: So tkijü jai o peqiÝjsgy sot ma hexqghoým jasÜ sg diÜherg soty epijßmdtma apübkgsa.

EN: This material and its container must be disposed of as hazardous waste.

FR: Éliminer le produit et son récipient comme un déchet dangereux.

IT: Questo materiale e il suo contenitore devono essere smaltiti come rifiuti pericolosi.

NL: Deze stof en de verpakking als gevaarlijk afval afvoeren.

PT: Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados como resíduos perigosos.

FI: Tämä aine ja sen pakkaus on käsiteltävä ongelmajätteenä.

SV: Detta material och dess behållare skall tas om hand som farligt avfall.

S61

ES: Evítese su liberación al medio ambiente. Recábense instrucciones específicas de la ficha de datos de seguridad.

DA: Undgå udledning til miljøet. Se særlig vejledning/leverandørbrugsanvisning.

DE: Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

EL: Apouýcese sgm ekethÝqxrÞ sot rso peqibÜkkom. Amaueqheßse re eidijÝy odgcßey/deksßo dedolÝmxm aruakeßay.

EN: Avoid release to the environment. Refer to special instructions/safety data sheets.

FR: Éviter le rejet dans l'environnement. Consulter les instructions spéciales/la fiche de données de sécurité.

IT: Non disperdere nell'ambiente. Riferirsi alle istruzioni speciali/ schede informative in materia di sicurezza.

NL: Voorkom lozing in het milieu. Vraag om speciale instructies/veiligheidskaart.

PT: Evitar a libertação para o ambiente. Obter instruções específicas/fichas de segurança.

FI: Vältettävä päästämistä ympäristöön. Lue erityisohjeet/käyttöturvallisuustiedote.

SV: Undvik utsläpp till miljön. Läs särskilda instruktioner/varuinformationsblad.

S62

ES: En caso de ingestión no provocar el vómito: acúdase inmediatamente al médico y muéstresele la etiqueta o el
envase.

DA: Ved indtagelse, undgå at fremprovokere opkastning: kontakt omgående læge og vis denne beholder eller etiket.

DE: Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeiführen. Sofort ärztlichen Rat einholen und Verpackung oder dieses Etikett
vorzeigen.

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy ma lgm pqojkgheß elesüy: fgsÞrse alÝrxy iasqijÞ rtlbotkÞ jai deßnse atsü so doveßo Þ sgm
esijÝssa sot.
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EN: If swallowed, do not induce vomiting: seek medical advice immediately and show this container or label.

FR: En cas d'ingestion, ne pas faire vomir. Consulter immédiatement un médecin et lui montrer l'emballage ou
l'étiquette.

IT: In caso di ingestione non provocare il vomito: consultare immediatamente il medico e mostrargli il contenitore o
l'etichetta.

NL: Bij inslikken niet het braken opwekken; direct een arts raadplegen en de verpakking of het etiket tonen.

PT: Em caso de ingestão, não provocar o vómito. Consultar imediatamente um médico e mostrar-lhe a embalagem ou
o rótulo.

FI: Jos kemikaalia on nielty, ei saa oksennuttaa: hakeuduttava välittömästi lääkärin hoitoon ja näytettävä tämä pakkaus
tai etiketti.

SV: Vid förtäring, framkalla ej kräkning. Kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller etiketten.

S63

ES: En caso de accidente por inhalación, alejar a la víctima de la zona contaminada y mantenerla en reposo.

DA: Ved ulykkestilfælde ved indånding bringes tilskadekomne ud i frisk luft og holdes i ro.

DE: Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhigstellen.

EL: Re peqßpsxrg astvÞlasoy kücx eirpomÞy: apolajqýmese so hýla apü so loktrlÝmo vþqo jai auÞrse so ma gqelÞrei.

EN: In case of accident by inhalation: remove casualty to fresh air and keep at rest.

FR: En cas d'accident par inhalation, transporter la victime hors de la zone contaminée et la garder au repos.

IT: In caso di incidente per inalazione, allontanare l'infortunato dalla zona contaminata e mantenerlo a riposo.

NL: Bij een ongeval door inademing: slachtoffer in de frisse lucht brengen en laten rusten.

PT: Em caso de inalação acidental, remover a vítima da zona contaminada e mantê-la em repouso.

FI: Jos ainetta on onnettomuuden sattuessa hengitetty: siirrä henkilö raittiiseen ilmaan ja pidä hänet levossa.

SV: Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade till frisk luft och låt vila.

S64

ES: En caso de ingestión, enjuáguese la boca con agua (solamente si la persona está consciente).

DA: Ved indtagelse, skyl munden med vand (kun hvis personen er ved bevidsthed).

DE: Bei Verschlucken Mund mit Wasser ausspülen (nur wenn Verunfallter bei Bewusstsein ist).

EL: Re peqßpsxrg jasÜporgy, nepkýmese so rsüla le meqü (lümo euürom so hýla diasgqeß siy airhÞreiy sot).

EN: If swallowed, rinse mouth with water (only if the person is conscious).

FR: En cas d'ingestion, rincer la bouche avec de l'eau (seulement si la personne est consciente).

IT: In caso di ingestione, sciacquare la bocca con acqua (solamente se l'infortunato è cosciente).

NL: Bij inslikken, mond met water spoelen (alleen als de persoon bij bewustzijn is).

PT: Em caso de ingestão, lavar repetidamente a boca com água (apenas se a vítima estiver consciente).

FI: Jos ainetta on nielty, huuhtele suu vedellä (vain jos henkilö on tajuissaan).

SV: Vid förtäring, skölj munnen med vatten (endast om personen är vid medvetande)
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Combinación de frases-S

Kombination af S-sætninger

Kombination der S-Sätze

Rtmdtarlüy sxm S-uqÜrexm

Combination of S-phrases

Combinaison des phrases S

Combinazioni delle frasi S

Combinatie van S-zinnen

Combinação das frases S

Yhdistetyt S-lausekkeet

Sammansatta S-fraser

S1/2

ES: Consérvese bajo llave y manténgase fuera del alcance de los niños.

DA: Opbevares under lås og utilgængeligt for børn.

DE: Unter Verschluss und für Kinder unzugänglich aufbewahren.

EL: UtkÜnse so jkeidxlÝmo jai lajqtÜ apü paidiÜ.

EN: Keep locked up and out of the reach of children.

FR: Conserver sous clef et hors de portée des enfants.

IT: Conservare sotto chiave e fuori della portata dei bambini.

NL: Achter slot en buiten bereik van kinderen bewaren.

PT: Guardar fechado à chave e fora do alcance das crianças.

FI: Säilytettävä lukitussa tilassa ja lasten ulottumattomissa.

SV: Förvaras i låst utrymme och oåtkomligt för barn.

S3/7

ES: Consérvese el recipiente bien cerrado y en lugar fresco.

DA: Emballagen opbevares tæt lukket på et køligt sted.

DE: Behälter dicht geschlossen halten und an einem kühlen Ort aufbewahren.

EL: Diasgqeßrse so doveßo eqlgsijÜ jkeirlÝmo re dqoreqü lÝqoy.

EN: Keep container tightly closed in a cool place.

FR: Conserver le récipient bien fermé dans un endroit frais.

IT: Tenere il recipiente ben chiuso in luogo fresco.

NL: Gesloten verpakking op een koele plaats bewaren.

PT: Conservar em recipiente bem fechado em lugar fresco.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna viileässä paikassa.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten och svalt.

S3/9/14

ES: Consérvese en lugar fresco y bien ventilado y lejos de � (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares køligt, godt ventileret og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

DE: An einem kühlen, gut gelüfteten Ort, entfernt von � aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden
muss, sind vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot tpodeijmýomsai apü som
paqacxcü).

EN: Keep in a cool, well-ventilated place away from � (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).

FR: Conserver dans un endroit frais et bien ventilé à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).
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IT: Conservare in luogo fresco e ben ventilato lontano da � (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren op een koele, goed geventileerde plaats verwijderd van � (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden,
aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja) viileässä paikassa, jossa on hyvä
ilmanvaihto.

SV: Förvaras svalt, på väl ventilerad plats åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S3/9/14/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado y lejos de � (materiales incompa-
tibles, a especificar por el fabricante).

DA: Må kun opbevares i originalemballagen på et køligt, godt ventileret sted og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives
af fabrikanten).

DE: Nur im Originalbehälter an einem kühlen, gut gelüfteten Ort, entfernt von � aufbewahren (die Stoffe, mit denen
Kontakt vermieden werden muss, sind vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot
tpodeijmýomsai apü som paqacxcü).

EN: Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place away from � (incompatible materials to be
indicated by the manufacturer).

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé à l'écart de � (matières
incompatibles à indiquer par le fabricant).

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato lontano da � (materiali incompatibili
da precisare da parte del fabbricante).

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren op een koele, goed geventileerde plaats verwijderd van �
(stoffen waarmee contact vermeden dient te worden, aan te geven door de fabrikant).

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado ao abrigo de � (matérias incompa-
tíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa viileässä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto erillään � (yhteensopimattomat
aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras endast i originalförpackningen på sval, väl ventilerad plats åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av
tillverkaren).

S3/9/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen, en lugar fresco y bien ventilado.

DA: Må kun opbevares i originalemballagen på et køligt, godt ventileret sted.

DE: Nur im Originalbehälter an einem kühlen, gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re dqoreqü jai jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep only in the original container in a cool, well-ventilated place.

FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine dans un endroit frais et bien ventilé.

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale in luogo fresco e ben ventilato.

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren op een koele, goed geventileerde plaats.

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem, em lugar fresco e bem ventilado.

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa viileässä paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förvaras endast i originalförpackningen på sval, väl ventilerad plats.

S3/14

ES: Consérvese en lugar fresco y lejos de � (materiales incompatibles, a especificar por el fabricante).

DA: Opbevares køligt og adskilt fra � (uforligelige stoffer angives af fabrikanten).

DE: An einem kühlen, von � entfernten Ort aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden muss, sind vom
Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßsai re dqoreqü lÝqoy lajqtÜ apü � (arýlbasa tkijÜ pot tpodeijmýomsai apü som paqacxcü).

EN: Keep in a cool place away from � (incompatible materials to be indicated by the manufacturer).

21.8.2001 L 225/141Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



FR: Conserver dans un endroit frais à l'écart des � (matières incompatibles à indiquer par le fabricant).

IT: Conservare in luogo fresco lontano da � (materiali incompatibili da precisare da parte del fabbricante).

NL: Bewaren op een koele plaats verwijderd van � (stoffen waarmee contact vermeden dient te worden, aan te geven door de
fabrikant).

PT: Conservar em lugar fresco ao abrigo de � (matérias incompatíveis a indicar pelo produtor).

FI: Säilytettävä viileässä erillään � (yhteensopimattomat aineet ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Förvaras svalt och åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren).

S7/8

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar seco.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares tørt.

DE: Behälter trocken und dicht geschlossen halten.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo jai ma pqorsaseýesai apü sgm tcqarßa.

EN: Keep container tightly closed and dry.

FR: Conserver le récipient bien fermé et à l'abri de l'humidité.

IT: Conservare il recipiente ben chiuso e al riparo dall'umidità.

NL: Droog houden en in een goed gesloten verpakking bewaren.

PT: Conservar o recipiente bem fechado e ao abrigo da humidade.

FI: Säilytettävä kuivana ja tiiviisti suljettuna.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten och torrt.

S7/9

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y en lugar bien ventilado.

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares på et godt ventileret sted.

DE: Behälter dicht geschlossen an einem gut gelüfteten Ort aufbewahren.

EL: So doveßo ma diasgqeßsai eqlgsijÜ jkeirlÝmo jai re jakÜ aeqifülemo lÝqoy.

EN: Keep container tightly closed and in a well-ventilated place.

FR: Conserver le récipient bien fermé et dans un endroit bien ventilé.

IT: Tenere il recipiente ben chiuso e in luogo ben ventilato.

NL: Gesloten verpakking op een goed geventileerde plaats bewaren.

PT: Manter o recipiente bem fechado em local bem ventilado.

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna paikassa, jossa on hyvä ilmanvaihto.

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten på väl ventilerad plats.

S7/47

ES: Manténgase el recipiente bien cerrado y consérvese a una temperatura no superior a � °C (a especificar por el
fabricante).

DA: Emballagen skal holdes tæt lukket og opbevares ved temperaturer på ikke over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Behälter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen über � °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben).

EL: Diasgqeßrse so doveßo jakÜ jkeirlÝmo re heqlojqarßa pot dem tpeqbaßmei soty � °C (ma jahoqirseß apü som paqacxcü).

EN: Keep container tightly closed and at a temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).

FR: Conserver le récipient bien fermé et à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le fabricant).

IT: Tenere il recipiente ben chiuso e a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del fabbricante).

NL: Gesloten verpakking bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de fabrikant).

PT: Manter o recipiente bem fechado e conservar a uma temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä tiiviisti suljettuna ja alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förpackningen förvaras väl tillsluten vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).
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S20/21

ES: No comer, ni beber, ni fumar durante su utilización.

DA: Der må ikke spises, drikkes eller ryges under brugen.

DE: Bei der Arbeit nicht essen, trinken oder rauchen.

EL: ¼sam so vqgrilopoießse lgm sqþse, lgm pßmese, lgm japmßfese.

EN: When using do not eat, drink or smoke.

FR: Ne pas manger, ne pas boire et ne pas fumer pendant l'utilisation.

IT: Non mangiare, né bere, né fumare durante l'impiego.

NL: Niet eten, drinken of roken tijdens gebruik.

PT: Não comer, beber ou fumar durante a utilização.

FI: Syöminen, juominen ja tupakointi kielletty kemikaalia käytettäessä.

SV: Ät inte, drick inte eller rök inte under hanteringen.

S24/25

ES: Evítese el contacto con los ojos y la piel.

DA: Undgå kontakt med huden og øjnene.

DE: Berührung mit den Augen und der Haut vermeiden.

EL: Apoueýcese epauÞ le so dÝqla jai sa lÜsia.

EN: Avoid contact with skin and eyes.

FR: Éviter le contact avec la peau et les yeux.

IT: Evitare il contatto con gli occhi e con la pelle.

NL: Aanraking met de ogen en de huid vermijden.

PT: Evitar o contacto com a pele e os olhos.

FI: Varottava kemikaalin joutumista iholle ja silmiin.

SV: Undvik kontakt med huden och ögonen.

S27/28

ES: Después del contacto con la piel, quítese inmediatamente toda la ropa manchada o salpicada y lávese inmediata y
abundantemente con � (productos a especificar por el fabricante).

DA: Kommer stof på huden, tages tilsmudset tøj straks af og der vaskes med store mængder � (angives af fabrikanten).

DE: Bei Berührung mit der Haut beschmutzte, getränkte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort abwaschen mit viel
� (vom Hersteller anzugeben).

EL: Re peqßpsxrg epauÞy le so dÝqla, auaiqÝrse alÝrxy üka sa loktrlÝma qoýva jai pkýmese alÝrxy le Üuhomo � (so
eßdoy sot tcqoý jahoqßfesai apü som paqacxcü).

EN: After contact with skin, take off immediately all contaminated clothing, and wash immediately with plenty of �
(to be specified by the manufacturer).

FR: Après contact avec la peau, enlever immédiatement tout vêtement souillé ou éclaboussé et se laver immédiatement
et abondamment avec � (produits appropriés à indiquer par le fabricant).

IT: In caso di contatto con la pelle, togliersi di dosso immediatamente gli indumenti contaminati e lavarsi immediata-
mente e abbondantemente con � (prodotti idonei da indicarsi da parte del fabbricante).

NL: Na contact met de huid, alle besmette kleding onmiddellijk uittrekken en de huid onmiddellijk wassen met veel �
(aan te geven door de fabrikant).

PT: Em caso de contacto com a pele, retirar imediatamente toda a roupa contaminada e lavar imediata e abundante-
mente com � (produto adequado a indicar pelo produtor).

FI: Ihokosketuksen jälkeen, saastunut vaatetus on riisuttava välittömästi ja roiskeet huuhdeltava välittömästi runsaalla
määrällä � (aineen ilmoittaa valmistaja/maahantuoja).

SV: Vid kontakt med huden, tag genast av alla nedstänkta kläder och tvätta genast med mycket � (anges av
tillverkaren).
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S29/35

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precaucio-
nes posibles.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb; materialet og dets beholder skal bortskaffes på en sikker måde.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; Abfälle und Behälter müssen in gesicherter Weise beseitigt werden.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sotpeqievolÝmot rsgm apovÝsetrg, diahÝrse atsü so tkijü jai som peqiÝjsg sot jasÜ
aruakÞ sqüpo.

EN: Do not empty into drains; dispose of this material and its container in a safe way.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout; ne se débarrasser de ce produit et de son récipient qu'en prenant toutes les pré-
cautions d'usage.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; non disfarsi del prodotto e del recipiente se non con le dovute precauzioni.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; stof en verpakking op veilige wijze afvoeren.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto; não eliminar o produto e o seu recipiente sem tomar as precauções de segurança
devidas.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin; tämä aine ja sen pakkaus on hävitettävä turvallisesti.

SV: Töm ej i avloppet, oskadliggör produkt och förpackning på säkert sätt.

S29/56

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de
residuos especiales o peligrosos.

DA: Må ikke tømmes i kloakafløb, aflever dette materiale og dets beholder til et indsamlingssted for farligt affald og
problemaffald.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; dieses Produkt und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung
zuführen.

EL: Lgm adeiÜfese so tpükoipo sot peqievolÝmot rsgm apovÝsetrg. So tkijü atsü jai o peqiÝjsgy sot ma emaposehoým re
dglürio vþqo rtkkocÞy epijimdýmxm Þ eidijþm apobkÞsxm.

EN: Do not empty into drains, dispose of this material and its container at hazardous or special waste collection point.

FR: Ne pas jeter les résidus à l'égout, éliminer ce produit et son récipient dans un centre de collecte des déchets dange-
reux ou spéciaux.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta rifiuti
pericolosi o speciali.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder
afval brengen.

PT: Não deitar os resíduos no esgoto; eliminar este produto e o seu recipiente enviando-os para local autorizado para
a recolha de resíduos perigosos ou especiais.

FI: Ei saa tyhjentää viemäriin; tämä aine ja sen pakkaus on toimitettava ongelmajätteen vastaanottopaikkaan.

SV: Töm ej i avloppet, lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

S36/37

ES: Úsense indumentaria y guantes de protección adecuados.

DA: Brug særligt arbejdstøj og egnede beskyttelseshandsker.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa jai cÜmsia.

EN: Wear suitable protective clothing and gloves.

FR: Porter un vêtement de protection et des gants appropriés.

IT: Usare indumenti protettivi e guanti adatti.

NL: Draag geschikte handschoenen en beschermende kleding.

PT: Usar vestuário de protecção e luvas adequadas.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta ja suojakäsineitä.

SV: Använd lämpliga skyddskläder och skyddshandskar.
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S36/37/39

ES: Úsense indumentaria y guantes adecuados y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug særligt arbejdstøj, egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskærm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa, cÜmsia jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection.

FR: Porter un vêtement de protection approprié, des gants et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare indumenti protettivi e guanti adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte beschermende kleding, handschoenen en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar vestuário de protecção, luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta, suojakäsineitä ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder, skyddshandskar samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S36/39

ES: Úsense indumentaria adecuada y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug særligt arbejdstøj og egnede beskyttelsesbriller/ansigtsskærm.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgkg pqorsasetsijÞ emdtlarßa jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable protective clothing and eye/face protection.

FR: Porter un vêtement de protection approprié et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare indumenti protettivi adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte beschermende kleding en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar vestuário de protecção e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivaa suojavaatetusta ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddskläder samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S37/39

ES: Úsense guantes adecuados y protección para los ojos/la cara.

DA: Brug egnede beskyttelseshandsker og -briller/ansigtsskærm under arbejdet.

DE: Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

EL: UoqÜse jasÜkkgka cÜmsia jai rtrjetÞ pqorsarßay lasiþm/pqorþpot.

EN: Wear suitable gloves and eye/face protection.

FR: Porter des gants appropriés et un appareil de protection des yeux/du visage.

IT: Usare guanti adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

NL: Draag geschikte handschoenen en een beschermingsmiddel voor de ogen/het gezicht.

PT: Usar luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados.

FI: Käytettävä sopivia suojakäsineitä ja silmien- tai kasvonsuojainta.

SV: Använd lämpliga skyddshandskar samt skyddsglasögon eller ansiktsskydd.

S47/49

ES: Consérvese únicamente en el recipiente de origen y a temperatura no superior a � °C (a especificar por el
fabricante).

DA: Må kun opbevares i originalemballagen ved en temperatur på ikke over � °C (angives af fabrikanten).

DE: Nur im Originalbehälter bei einer Temperatur von nicht über � °C (vom Hersteller anzugeben) aufbewahren.

EL: Diasgqeßsai lümo lÝra rso aqvijü doveßo re heqlojqarßa pot dÝm tpeqbaßmei soty � °C (jahoqßfesai apü som
paqacxcü).

EN: Keep only in the original container at a temperature not exceeding � °C (to be specified by the manufacturer).
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FR: Conserver uniquement dans le récipient d'origine à une température ne dépassant pas � °C (à préciser par le
fabricant).

IT: Conservare soltanto nel contenitore originale a temperatura non superiore a � °C (da precisare da parte del
fabbricante).

NL: Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren bij een temperatuur beneden � °C (aan te geven door de
fabrikant).

PT: Conservar unicamente no recipiente de origem a temperatura que não exceda � °C (a especificar pelo produtor).

FI: Säilytettävä alkuperäispakkauksessa alle � °C:n lämpötilassa (valmistaja/maahantuoja ilmoittaa lämpötilan).

SV: Förvaras endast i originalförpackningen vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren).
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ANEXO 5A

EN: B.13/14. Mutagenicity � reverse mutation test using bacteria.

(No afecta a la versión ES)

(No afecta a la versión DA)

(No afecta a la versión DE)

(No afecta a la versión EL)

(No afecta a la versión FR)

(No afecta a la versión IT)

(No afecta a la versión NL)

(No afecta a la versión PT)

(No afecta a la versión FI)

(No afecta a la versión SV)
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ANEXO 5B

FR: L'administration du témoin positif par une voie différente de celle utilisée pour la substance d'essai est acceptable.

(No afecta a la versión ES)

(No afecta a la versión DA)

(No afecta a la versión DE)

(No afecta a la versión EL)

(No afecta a la versión EN)

(No afecta a la versión IT)

(No afecta a la versión NL)

(No afecta a la versión PT)

(No afecta a la versión FI)

(No afecta a la versión SV)
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ANEXO 5C

EN: t(min) =
Irradiation dose (J/cm2 × 1 000)

Irradiance (mW/cm2 × 60)
(1 J = 1 W sec)

(No afecta a la versión ES)

(No afecta a la versión DA)

(No afecta a la versión DE)

(No afecta a la versión EL)

(No afecta a la versión FR)

(No afecta a la versión IT)

(No afecta a la versión NL)

(No afecta a la versión PT)

(No afecta a la versión FI)

(No afecta a la versión SV)
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ANEXO 5D

B.26. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL SUBCRÓNICA

TOXICIDAD ORAL POR ADMINISTRACIÓN CONTINUADA (90 DÍAS) EN ROEDORES

1. MÉTODO

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrónica reproduce las directrices del documento OCDE TG
408 (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

Al determinar y evaluar las características tóxicas de una sustancia química, el estudio de la toxicidad oral sub-
crónica por administración continuada puede estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o por
administración continuada durante 28 días hayan proporcionado información relativa a la toxicidad. El estudio
de 90 días aporta información sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposición continuada
durante un período prolongado, que abarque la maduración posterior al destete y el crecimiento hasta la edad
adulta. La información obtenida se refiere a los efectos tóxicos principales, los órganos diana y la posibilidad
de acumulación, y puede proporcionar una estimación de la dosis de exposición sin efectos adversos observa-
dos, que puede emplearse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crónica y establecer los crite-
rios de inocuidad de la exposición humana.

El presente método hace especial hincapié en los parámetros neurológicos y proporciona una indicación de
los efectos sobre el sistema inmunitario y la reproducción. Cabe destacar la necesidad de realizar observaciones
clínicas detenidas de los animales, a fin de obtener la máxima información posible. El método sirve para detec-
tar sustancias químicas que pueden tener efectos tóxicos sobre el sistema nervioso, inmunitario o los órganos
reproductores, lo cual puede justificar la realización de estudios más exhaustivos.

Véase también la introducción general de la Parte B.

1.2. DEFINICIONES

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo administrada. Se expresa en peso (g, mg), en peso de sustancia de
ensayo por unidad de peso del animal (por ejemplo, mg/kg) o en concentración constante en la dieta (ppm).

Posología: término general, que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duración.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposición sin efectos adversos observados, es decir, la dosis más
alta a la que no se observa ningún efecto adverso debido al tratamiento.

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Se administra diariamente la sustancia de ensayo por vía oral en dosis graduadas a distintos lotes de animales
de experimentación, a razón de una dosis por lote durante 90 días. A lo largo del período de administración,
se observa atentamente a los animales por si aparecen signos de toxicidad. Se practica la autopsia a los anima-
les que mueran o sean sacrificados durante el ensayo, así como a los que sobrevivan al final del mismo.

1.4. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.4.1. Preparación de los animales

Deben emplearse animales sanos, que se hayan mantenido al menos 5 días en las condiciones de laboratorio
para su aclimatación y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. Se caracteriza la especie, cepa,
procedencia, sexo, peso y/o edad de los animales de experimentación. Éstos se reparten al azar entre los lotes
tratados y los de control. Las jaulas se disponen de forma que se reduzcan al mínimo los posibles efectos debi-
dos al enjaulamiento. Se asigna a cada animal un número de identificación distinto.
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1.4.2. Preparación de las dosis

La sustancia de ensayo se administra por sonda o con el alimento o el agua de bebida. El método de adminis-
tración oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquímicas de la sustancia.

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehículo adecuado. Se recomienda con-
siderar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solución o suspensión acuosa, después el uso
de una solución o emulsión oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz) y, por último, la posible disolución en
otros vehículos. Si se emplean vehículos distintos del agua, deben conocerse sus características toxicológicas.
Debe determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de administración.

1.4.3. Condiciones del ensayo

1.4.3.1. Animales de experimentación

La especie idónea es la rata, si bien pueden emplearse otras especies de roedores como el ratón. Hay que utili-
zar animales adultos jóvenes y sanos de una cepa de laboratorio habitual. Las hembras han de ser nulíparas y
no grávidas. La administración ha de empezar lo antes posible tras el destete y, en cualquier caso, antes de
que los animales tengan nueve semanas de edad. Al principio del experimento, la diferencia de peso entre los
animales empleados ha de ser mínima y no superar el ± 20 % del peso medio de cada sexo. Cuando el ensayo
se realice, como fase previa de un estudio de toxicidad crónica a largo plazo, deben utilizarse en ambos estu-
dios, animales de la misma cepa y procedencia.

1.4.3.2. Número y sexo

Deben utilizarse por lo menos 20 animales (10 hembras y 10 machos) para cada dosis. Si se van a sacrificar
animales durante el experimento, habrá que añadir el número de animales que se haya previsto sacrificar antes
de acabar el estudio. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia química u otra sustan-
cia muy próxima, puede tratarse un lote satélite de 10 animales (5 de cada sexo) en el control y con la dosis
más elevada para observar la reversibilidad o persistencia de efectos tóxicos una vez finalizado el tratamiento.
La duración del período de observación posterior al tratamiento ha de establecerse adecuadamente en función
de los efectos observados.

1.4.3.3. Posología

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control, salvo si se lleva a cabo un ensayo límite (véase
el punto 1.4.3.4). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de administración
continuada o de determinación de dosis y debe tomarse en consideración toda la información toxicológica y
toxicocinética disponible sobre la sustancia de ensayo o productos afines. A menos que las características fisi-
coquímicas o los efectos biológicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis superior debe
seleccionarse con el propósito de inducir efectos tóxicos, pero sin llegar a provocar la muerte ni un sufri-
miento intenso. Se selecciona una serie de dosis decrecientes para poner de manifiesto las respuestas en fun-
ción de la dosis. La dosis mínima será la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los intervalos del
doble al cuádruple suelen ser óptimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es preferible añadir
un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a
6-10) entre dosis.

El lote de control no recibe la sustancia de ensayo, pero sí recibe el vehículo en caso de que éste se utilice para
la sustancia. A excepción de la administración de la sustancia de ensayo, los animales del lote de control deben
tratarse de la misma manera que los de los lotes de ensayo. Si se emplea un vehículo, el lote de control ha de
recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos y provoca una
disminución de la ingesta, puede ser útil utilizar un lote de control alimentado en paralelo para saber si la dis-
minución se debe a las características organolépticas o a alteraciones toxicológicas del modelo de ensayo.

Debe prestarse atención a las siguientes características del vehículo u otros aditivos, según proceda: efectos
sobre la absorción, distribución, metabolismo o retención de la sustancia de ensayo; efectos sobre las propieda-
des químicas de la sustancia de ensayo que puedan modificar su toxicidad y efectos sobre el consumo de ali-
mentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales.

1.4.3.4. Ensayo límite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/día y siguiendo el pro-
cedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningún efecto adverso observable y si, a la luz de
los datos de sustancias estructuralmente afines, no cabe esperar efectos tóxicos, puede considerarse innecesario
realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo límite es válido excepto cuando la exposición humana
indique la necesidad de utilizar una dosis superior.
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1.5. PROCEDIMIENTO

1.5.1. Administración de las dosis

Las dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 días. Cualquier otra posología, por
ejemplo, de cinco días por semana, debe justificarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda, debe
hacerse en una sola dosis y con una sonda gástrica o una cánula de intubación adecuada. El volumen máximo
de líquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamaño del animal y no debe superar 1
ml/100 g de peso corporal, salvo en el caso de las soluciones acuosas, en que puede llegarse a 2 ml/100 g de
peso corporal. Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente efectos
exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al mínimo
ajustando la concentración para que el volumen sea constante en todas las dosis.

En el caso de sustancias administradas con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de que
las cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren con la nutrición normal ni el equilibrio
hídrico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentración
constante en la dieta (ppm) o bien una dosis constante en términos de peso corporal de los animales, pero
debe indicarse qué método se ha elegido. Si la sustancia se administra por sonda, la dosis debe darse todos los
días a la misma hora y ajustarse según sea necesario para mantener una dosis constante en términos de peso
corporal del animal. Si se realiza un estudio de 90 días como fase previa de un estudio de toxicidad crónica a
largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos.

1.5.2. Observaciones

El período de observación debe durar al menos 90 días. Deben mantenerse animales en un lote satélite para
las observaciones de seguimiento durante un período adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persisten-
cia o la desaparición de los efectos tóxicos.

Debe hacerse una observación clínica general al menos una vez al día, preferentemente a la misma hora y
teniendo en cuenta el período más agudo de los efectos previstos tras la administración. Se registra el estado
clínico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al día, por lo general a primera y
a última hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad.

Todos los animales deben someterse al menos a una observación clínica exhaustiva antes de la primera exposi-
ción (para poder realizar comparaciones en un mismo sujeto) y, después, a una por semana. Dichas observa-
ciones han de efectuarse fuera de la jaula de alojamiento, de preferencia en un ambiente normal y siempre a la
misma hora. Las observaciones se registran cuidadosamente, preferentemente mediante sistemas de puntuación
definidos de forma explícita por el laboratorio de ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las condicio-
nes de observación sean mínimas. Los signos anotados deben incluir, sin ánimo de exhaustividad, los cambios
de la piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo,
piloerección, tamaño de la pupila, respiración anómala, etc.). Deben registrarse también los cambios en la mar-
cha, postura y respuesta a la manipulación, así como la presencia de movimientos clónicos o tónicos, o este-
reotipados (por ejemplo, realización excesiva de movimientos de limpieza o recorridos circulares repetitivos) o
comportamientos anómalos (automutilación, marcha hacia atrás, etc.) (1).

Debe realizarse una exploración oftalmológica con un oftalmoscopio o equipo similar adecuado antes de
administrar la sustancia de ensayo y al término del estudio, a ser posible en todos los animales, pero al menos
en el lote con la dosis más alta y en el lote de control. Si se observan cambios oculares en esos animales,
deben examinarse todos los demás.

Hacia el final del período de exposición, pero en ningún caso antes de la undécima semana, debe evaluarse la
reactividad sensorial frente a estímulos de distintos tipos (1) (por ejemplo, auditivos, visuales y propioceptivos)
(2) (3) (4), la fuerza de prensión (5) y la actividad motriz (6). La bibliografía respectiva recoge más información
sobre los métodos que pueden seguirse, si bien es posible emplear procedimientos distintos de los ahí descri-
tos.

Las observaciones funcionales hacia el final del estudio pueden omitirse si se dispone de datos sobre dichas
observaciones realizadas en otros estudios y las observaciones clínicas diarias no ponen de manifiesto altera-
ciones funcionales.

De forma excepcional, también pueden omitirse las observaciones funcionales en los lotes que muestren signos
de toxicidad de otro tipo tales que interfieran significativamente con los resultados de las pruebas funcionales.
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1.5.2.1. Peso corporal y consumo de alimentos y agua

Al menos una vez por semana deben pesarse todos los animales, medirse el consumo de alimentos y, si la sus-
tancia de ensayo se administra con el agua de bebida, también el consumo de agua. Éste último puede vigi-
larse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra con los alimentos o mediante
sonda y la ingestión de agua pueda verse alterada.

1.5.2.2. Hematología y bioquímica clínica

Las muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede, en condiciones adecua-
das. Al final del período de ensayo, las muestras se toman justo antes del sacrificio de los animales o como
parte del método de sacrificio.

Deben practicarse los siguientes exámenes hematológicos al final del período de ensayo y con las muestras
tomadas a lo largo del mismo: hematocrito, concentración de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento
de leucocitos y fórmula leucocitaria, recuento de plaquetas y medida del tiempo o capacidad de coagulación
sanguínea.

Deben hacerse determinaciones bioquímicas para investigar efectos tóxicos importantes en los tejidos, y espe-
cialmente en el riñón y el hígado, con muestras sanguíneas obtenidas de todos los animales justo antes de su
sacrificio o como parte del método de sacrificio (aparte de los moribundos o sacrificados a lo largo del
ensayo). Al igual que los exámenes hematológicos, los análisis de bioquímica clínica pueden realizarse en
muestras tomadas en el transcurso del ensayo. Se recomienda que los animales estén en ayunas desde el día
anterior a la toma de muestras (1). Los parámetros medidos en el plasma y el suero deben incluir las concen-
traciones de sodio, potasio, glucosa, colesterol total, urea, nitrógeno residual en sangre, creatinina, proteínas
totales y albúmina, y al menos dos enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares (alanina aminotrans-
ferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina, gamma-glutamil transpeptidasa o sorbitol deshidroge-
nasa). La determinación de otras enzimas (de origen hepático o no) y de ácidos biliares puede proporcionar
información útil en ciertas circunstancias.

Pueden realizarse, con carácter facultativo, las siguientes determinaciones en la última semana del estudio utili-
zando la recogida programada de orina: aspecto, volumen, osmolalidad o densidad, pH, proteínas, glucosa,
sangre y células sanguíneas.

Además de ello, debe plantearse el estudio de los marcadores séricos de lesiones tisulares generales. Otras
determinaciones que deben realizarse si se sabe o sospecha que las propiedades conocidas de la sustancia de
ensayo pueden afectar a las funciones metabólicas correspondientes incluyen la concentración de calcio, fós-
foro, triglicéridos en ayunas, hormonas específicas, metahemoglobina y colinesterasa. Debe valorarse la necesi-
dad de hacer éstos análisis con las sustancias de determinadas clases o bien según cada caso.

Por lo general, debe aplicarse un enfoque flexible, en función de las especies y los efectos observados o espera-
dos con una sustancia determinada.

Si los datos disponibles sobre antecedentes no son adecuados, debe plantearse la determinación de variables
hematológicas y bioquímicas clínicas antes de iniciar la administración de la sustancia; por lo general, se desa-
conseja obtener dichos datos antes del tratamiento (7).

1.5.2.3. Autopsia macroscópica

Debe practicarse una autopsia macroscópica completa y detallada a todos los animales empleados en el estu-
dio, que incluya un examen detenido de la superficie corporal externa, todos los orificios y las cavidades cra-
neana, torácica y abdominal con su contenido. El hígado, los riñones, cápsulas suprarrenales, testículos, epidí-
dimos, útero, ovarios, timo, bazo, cerebro y corazón de todos los animales (aparte de los moribundos y/o
sacrificados a lo largo del ensayo) han de limpiarse de los tejidos adherentes, según convenga, y pesarse lo
antes posible tras la disección para evitar su desecación.

(1) El ayuno desde la víspera es preferible para ciertas medidas en el suero y el plasma, sobre todo para la determinación de glucosa. La
razón principal es que el aumento de la variabilidad que provocaría necesariamente la toma de alimentos podría enmascarar efectos
más sutiles y dificultar la interpretación. Por otra parte, no obstante, el ayuno desde la víspera puede inferir con el metabolismo gene-
ral de los animales y, especialmente en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra enn los alimentos, puede alterar la
exposición diaria a dicha sustancia. Si se opta por el ayuno desde la víspera, las determinaciones de bioquímica clínica deben reali-
zarse después de las observaciones funcionales del estudio.
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Los tejidos que se enumeran a continuación deben conservarse en el medio de fijación más adecuado teniendo
en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatológico a que vayan a someterse: todas las lesiones
macroscópicas, encéfalo (zonas representativas, con inclusión del cerebro, cerebelo y protuberancia), médula
espinal (cervical, torácica media y lumbar), hipófisis, tiroides, paratiroides, timo, esófago, glándulas salivares,
estómago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), hígado, páncreas, riñones, cápsulas supra-
rrenales, bazo, corazón, tráquea y pulmones (conservados mediante inflado con fijador, seguido de inmersión),
aorta, gónadas, útero, órganos sexuales secundarios, glándula mamaria de las hembras, próstata, vejiga urina-
ria, vesícula biliar (ratón), ganglios linfáticos (preferentemente un ganglio relacionado con la vía de administra-
ción y otro distante de la misma para tener en cuenta los efectos sistémicos), nervios periféricos (ciático o
tibial), preferentemente muy próximos al músculo, una sección de la médula ósea (y/o médula ósea aspirada y
recién montada), piel y ojos (si se han observado cambios durante los exámenes oftalmológicos). Las observa-
ciones clínicas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser-
varse todos los posibles órganos diana, según las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo.

1.5.2.4. Examen histopatológico

Es preciso practicar un examen histopatológico completo de los órganos y tejidos conservados de todos los
animales del lote expuesto a la dosis más elevada y del lote de control. En caso de que se hayan observado
cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis más elevada, estos exámenes se ampliarán a
animales de todos los demás lotes tratados.

Deben examinarse todas las lesiones macroscópicas.

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatológico de los órganos y tejidos que presenten
efectos en los grupos tratados.

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal. Además, deben resumirse todos los datos en un cuadro que
recoja, para cada lote de ensayo, el número de animales al inicio del ensayo, el número de animales hallados
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio, el
número de animales que presenten signos de toxicidad, una descripción de dichos signos (con inclusión del
momento de su aparición, duración y gravedad), el número de animales que presenten lesiones, el tipo de
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de lesión.

Siempre que sea posible, deben evaluarse los resultados numéricos mediante un método estadístico adecuado y
comúnmente aceptado. La elección de los métodos estadísticos y de los datos que vayan a analizarse debe efec-
tuarse en la fase de diseño del estudio.

2.2. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.2.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física, pureza y propiedades fisicoquímicas,

� identificación química,

� vehículo (si procede): justificación de la elección del vehículo, si es distinto del agua.

2.2.2. Especie sometida a ensayo:

� especie y cepa empleada,

� número, edad y sexo de los animales,
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� procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.,

� peso de cada animal al inicio del ensayo.

2.2.3. Condiciones de ensayo:

� justificación de la elección de las dosis,

� datos sobre la formulación de la sustancia de ensayo o su preparación con los alimentos, concentración
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado,

� datos de la administración de la sustancia de ensayo,

� dosis reales (mg/kg peso corporal/día) y factor de conversión de la concentración (ppm) de la sustancia de
ensayo en los alimentos o en el agua de bebida a dosis reales, en su caso,

� datos de la calidad de los alimentos y el agua.

2.2.4. Resultados:

� peso corporal y cambios en el mismo,

� consumo de alimentos y de agua, en su caso,

� datos de reacciones tóxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad,

� naturaleza, gravedad y duración de las observaciones clínicas (reversibles o no),

� resultados del examen oftalmológico,

� evaluación de la actividad sensorial, fuerza de prensión y actividad motriz (si procede),

� pruebas hematológicas con los correspondientes valores de referencia,

� pruebas de bioquímica clínica con los correspondientes valores de referencia,

� peso corporal y peso de los órganos en el momento del sacrificio, y relación peso órgano/peso corporal,

� hallazgos de la autopsia,

� descripción pormenorizada de todas las observaciones histopatológicas,

� datos sobre la absorción, si los hay,

� tratamiento estadístico de los resultados, si procede.

Discusión de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 5E

B.27. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL SUBCRÓNICA

TOXICIDAD ORAL POR ADMINISTRACIÓN CONTINUADA (90 DÍAS) EN NO ROEDORES

1. MÉTODO

El presente método de ensayo de toxicidad oral subcrónica reproduce las directrices del documento OCDE
TG 409 (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

Al determinar y evaluar las características tóxicas de una sustancia química, el estudio de la toxicidad oral
subcrónica por administración continuada puede estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o
por administración continuada durante 28 días hayan proporcionado información relativa a la toxicidad. El
estudio de 90 días aporta información sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposición
continuada durante un período de crecimiento rápido hasta el principio de la edad adulta. La información
obtenida se refiere a los efectos tóxicos principales, los órganos diana y la posibilidad de acumulación, y
puede proporcionar una estimación de la dosis de exposición sin efectos adversos observados, que puede
emplearse para seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crónica y establecer los criterios de inocui-
dad de la exposición humana.

El presente ensayo pone de manifiesto los efectos adversos, en animales no roedores, de la exposición a sus-
tancias químicas y está indicado sólo en los casos siguientes:

� cuando los efectos observados en otros estudios indiquen la necesidad de aclarar y precisar algunos
aspectos en una especie no roedora, o

� cuando los estudios toxicocinéticos indiquen que los animales de experimentación idóneos han de per-
tenecer a una especie determinada no roedora, o

� cuando haya otros motivos concretos para emplear una especie no roedora.

Véase también la introducción general de la Parte B.

1.2. DEFINICIONES

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo administrada. Se expresa en peso (g, mg), en peso de sustancia de
ensayo por unidad de peso del animal (por ejemplo, mg/kg) o en concentración constante en la dieta (ppm).

Posología: término general, que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duración.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposición sin efectos adversos observados, es decir, la dosis
más alta a la que no se observa ningún efecto adverso debido al tratamiento.

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Se administra diariamente la sustancia de ensayo por vía oral en dosis graduadas a distintos lotes de anima-
les de experimentación, a razón de una dosis por lote durante 90 días. A lo largo del período de administra-
ción, se observa atentamente a los animales por si aparecen signos de toxicidad. Se practica la autopsia a
los animales que mueran o sean sacrificados durante el ensayo, así como a los que sobrevivan al final del
mismo.

1.4. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.4.1. Selección de la especie animal

Suele emplearse el perro, preferiblemente de una raza definida. Con frecuencia se utiliza el sabueso. Tam-
bién pueden emplearse otras especies como el cerdo o el cerdo enano. No se recomiendan los primates; su
uso ha de justificarse. Deben emplearse animales jóvenes y sanos y, en el caso del perro, la administración
de sustancia de ensayo debe comenzar preferiblemente a la edad de 4-6 meses, pero nunca después de los 9
meses. Si el ensayo se realiza como fase previa de un estudio de toxicidad crónica a largo plazo, deben utili-
zarse en ambos estudios animales de la misma especie y raza.
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1.4.2. Preparación de los animales

Deben emplearse animales jóvenes y sanos, que se hayan mantenido en las condiciones de laboratorio para
su aclimatación y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. La duración de la aclimatación
dependerá de la especie de ensayo seleccionada y de su procedencia: se recomienda un mínimo de 5 días
para los perros y los cerdos criados con ese propósito en un animalario del laboratorio, y de dos semanas si
proceden de una fuente exterior. Se caracteriza la especie, cepa, procedencia, sexo, peso y/o edad de los ani-
males de experimentación. Éstos se reparten al azar entre los lotes tratados y los de control. Las jaulas se
ponen de forma que se reduzcan al mínimo los posibles efectos debidos al enjaulamiento. Se asigna a cada
animal un número de identificación distinto.

1.4.3. Preparación de las dosis

La sustancia de ensayo se administra con el alimento o el agua de bebida, por sonda o en cápsulas. El
método de administración oral depende del objetivo del estudio y de las propiedades fisicoquímicas de la
sustancia.

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehículo adecuado. Se recomienda
considerar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solución o suspensión acuosa, después el
uso de una solución o emulsión oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz) y, por último, la posible disolución
en otros vehículos. Si se emplean vehículos distintos del agua, deben conocerse sus características toxicoló-
gicas. Debe determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en las condiciones de administración.

1.5. PROCEDIMIENTO

1.5.1. Número y sexo de los animales

Deben utilizarse por lo menos 8 animales (4 hembras y 4 machos) para cada dosis. Si se van a sacrificar
animales durante el experimento, habrá que añadir el número de animales que se haya previsto sacrificar
antes de acabar el estudio. El número de animales vivos al término del estudio debe permitir una evaluación
significativa de los efectos tóxicos. Sobre la base de los conocimientos previos relativos a la sustancia quí-
mica u otra sustancia muy próxima, puede tratarse un lote satélite de 8 animales (4 de cada sexo) en el con-
trol y con la dosis más elevada para observar la reversibilidad o persistencia de efectos tóxicos una vez fina-
lizado el tratamiento. La duración del período de observación posterior al tratamiento ha de establecerse
adecuadamente en función de los efectos observados.

1.5.2. Posología

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control, salvo si se lleva a cabo un ensayo límite
(véase el punto 1.5.3). Para establecer las dosis pueden emplearse los resultados de los estudios de adminis-
tración continuada o de determinación de dosis y debe tomarse en consideración toda la información toxi-
cológica y toxicocinética disponible sobre la sustancia de ensayo o productos afines. A menos que las carac-
terísticas fisicoquímicas o los efectos biológicos de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis
superior debe seleccionarse con el propósito de inducir efectos tóxicos, pero sin llegar a provocar la muerte
ni un sufrimiento intenso. Se selecciona una serie de dosis decrecientes para poner de manifiesto las res-
puestas en función de la dosis. La dosis mínima será la dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los
intervalos del doble al cuádruple suelen ser óptimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es
preferible añadir un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un
factor superior a 6-10) entre dosis.

El lote de control no recibe la sustancia de ensayo, pero sí recibe el vehículo en caso de que éste se utilice
para la sustancia. A excepción de la administración de la sustancia de ensayo, los animales del lote de con-
trol deben tratarse de la misma manera que los de los lotes de ensayo. Si se emplea un vehículo, el lote de
control ha de recibir el mayor volumen utilizado. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos
y provoca una disminución de la ingesta, puede ser útil utilizar un lote de control alimentado en paralelo
para saber si la disminución se debe a las características organolépticas o a alteraciones toxicológicas del
modelo de ensayo.
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Debe prestarse atención a las siguientes características del vehículo u otros aditivos, según proceda: efectos
sobre la absorción, distribución, metabolismo o retención de la sustancia de ensayo, efectos sobre las pro-
piedades químicas de la sustancia de ensayo que puedan modificar su toxicidad y efectos sobre el consumo
de alimentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales.

1.5.3. Ensayo límite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1 000 mg/kg peso corporal/día y siguiendo el
procedimiento descrito en el presente estudio, no se produce ningún efecto adverso observable y si, a la luz
de los datos de sustancias estructuralmente afines, no cabe esperar efectos tóxicos, puede considerarse inne-
cesario realizar un estudio completo con tres dosis. El ensayo límite es válido excepto cuando la exposición
humana indique la necesidad de utilizar una dosis superior.

1.5.4. Administración de las dosis

Las dosis de ensayo se administran diariamente a los animales durante 90 días. Cualquier otra posología,
por ejemplo, de cinco días por semana, debe justificarse. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda,
debe hacerse en una sola dosis y con una sonda gástrica o una cánula de intubación adecuada. El volumen
máximo de líquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamaño del animal. Por lo general,
el volumen ha de ser el mínimo posible. Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provo-
quen normalmente efectos exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo
debe reducirse al mínimo ajustando la concentración para que el volumen sea constante en todas las dosis.

En el caso de sustancias administradas con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de
que las cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren con la nutrición normal ni el equili-
brio hídrico. Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentra-
ción constante en la dieta (ppm) o bien una dosis constante en términos de peso corporal de los animales,
pero debe indicarse qué método se ha elegido. Si la sustancia se administra por sonda o en cápsulas, la dosis
debe darse todos los días a la misma hora y ajustarse según sea necesario para mantener una dosis cons-
tante en términos de peso corporal del animal. Si se realiza un estudio de 90 días como fase previa de un
estudio de toxicidad crónica a largo plazo, debe emplearse la misma dieta en ambos.

1.5.5. Observaciones

El período de observación debe durar al menos 90 días. Deben mantenerse animales en un lote satélite para
las observaciones de seguimiento durante un período adecuado y sin tratamiento, a fin de detectar la persis-
tencia o la desaparición de los efectos tóxicos.

Debe hacerse una observación clínica general al menos una vez al día, preferentemente a la misma hora y
teniendo en cuenta el período más agudo de los efectos previstos tras la administración. Se registra el estado
clínico de los animales. Se examinan todos los animales al menos dos veces al día, por lo general a primera
y a última hora, para detectar signos de morbilidad y mortalidad.

Todos los animales deben someterse al menos a una observación clínica exhaustiva antes de la primera
exposición (para poder realizar comparaciones en un mismo sujeto) y, después, a una por semana. Dichas
observaciones han de efectuarse, si es posible, fuera de la jaula de alojamiento en un ambiente normal y de
preferencia siempre a la misma hora. Debe procurarse que las variaciones en las condiciones de observación
sean mínimas. Los signos de toxicidad han de anotarse cuidadosamente, así como el momento de aparición,
la gravedad y la duración. Las observaciones deben incluir, sin ánimo de exhaustividad, los cambios de la
piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo,
piloerección, tamaño de la pupila, respiración anómala, etc.). Deben registrarse también los cambios en la
marcha, postura y respuesta a la manipulación, así como la presencia de movimientos clónicos o tónicos, o
estereotipados (por ejemplo, realización excesiva de movimientos de limpieza o recorridos circulares repeti-
tivos) o comportamientos anómalos.

Debe realizarse una exploración oftalmológica con un oftalmoscopio o equipo similar adecuado antes de
administrar la sustancia de ensayo y al término del estudio, a ser posible, de todos los animales, pero al
menos en el lote con la dosis más alta y en el lote de control. Si se observan en esos animales cambios ocu-
lares relacionados con el tratamiento, deben examinarse todos los demás.
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1.5.5.1. Peso corporal y consumo de alimentos y agua

Al menos una vez por semana deben pesarse todos los animales, medirse el consumo de alimentos y, si la
sustancia de ensayo se administra con el agua de bebida, también el consumo de agua. Éste último puede
vigilarse, asimismo, en los estudios en que la sustancia de ensayo se administra con los alimentos o
mediante sonda y la ingestión de agua pueda verse alterada.

1.5.5.2. Hematología y bioquímica clínica

Las muestras de sangre deben tomarse de un punto indicado y conservarse, si procede, en condiciones ade-
cuadas. Al final del período de ensayo, las muestras se toman justo antes del sacrificio de los animales o
como parte del método de sacrificio.

Al principio del ensayo y, a continuación, bien una vez al mes bien a la mitad del período de ensayo, así
como al término del mismo, debe practicarse un examen hematológico que incluya hematocrito, concentra-
ción de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento de leucocitos y fórmula leucocitaria, recuento de pla-
quetas y medida de la capacidad de coagulación como el tiempo de coagulación, de protrombina o de trom-
boplastina.

Deben hacerse determinaciones bioquímicas para investigar efectos tóxicos importantes en los tejidos, y
especialmente en el riñón y el hígado, con muestras sanguíneas obtenidas de todos los animales al principio
del ensayo y, a continuación, bien una vez al mes bien a la mitad del período de ensayo, así como al tér-
mino del mismo. Debe estudiarse el equilibrio electrolítico, el metabolismo glucídico y las funciones hepá-
tica y renal. La elección de determinados análisis dependerá de las observaciones sobre el modo de actua-
ción de la sustancia de ensayo. Los animales deben estar en ayunas antes de las tomas de sangre, durante
un período adecuado según la especie. Se propone determinar el calcio, fósforo, cloro, sodio, potasio, glu-
cosa en ayunas, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, ornitina descarboxilasa, gamma-gluta-
mil transpeptidasa, nitrógeno residual, albúmina, creatinina en sangre, bilirrubina total y proteínas séricas
totales.

Deben practicarse análisis de orina, como mínimo, al inicio, a la mitad y al final del ensayo, utilizando la
recogida programada, con el fin de estudiar los parámetros siguientes: aspecto, volumen, osmolalidad o den-
sidad, pH, proteínas, glucosa, sangre y células sanguíneas. Si es necesario, pueden analizarse otros paráme-
tros adicionales para profundizar el estudio de los efectos observados.

Además de ello, debe plantearse el estudio de los marcadores de lesiones tisulares generales. Para realizar
una evaluación toxicológica adecuada pueden ser necesarias otras determinaciones como el análisis de los
lípidos, hormonas, equilibrio ácido-básico, metahemoglobina e inhibición de la colinesterasa. Si es preciso,
pueden realizarse análisis de bioquímica clínica adicionales para profundizar el estudio de los efectos obser-
vados. Debe valorarse la necesidad de hacer éstos análisis con las sustancias de determinadas clases o bien
según cada caso.

Por lo general, debe aplicarse un enfoque flexible, en función de las especies y los efectos observados o
esperados con una sustancia determinada.

1.5.5.3. Autopsia macroscópica

Debe practicarse una autopsia macroscópica completa y detallada a todos los animales empleados en el
estudio, que incluya un examen detenido de la superficie corporal externa, todos los orificios y las cavidades
craneana, torácica y abdominal con su contenido. El hígado y la vesícula biliar, los riñones, cápsulas supra-
rrenales, testículos, epidídimos, ovarios, útero, glándulas tiroides y paratiroides, timo, bazo, cerebro y cora-
zón de todos los animales (aparte de los moribundos y/o sacrificados a lo largo del ensayo) han de limpiarse
de los tejidos adherentes, según convenga, y pesarse lo antes posible tras la disección para evitar su deseca-
ción.

Los tejidos que se enumeran a continuación deben conservarse en el medio de fijación más adecuado
teniendo en cuenta tanto el tipo de tejido como el examen histopatológico a que vayan a someterse: todas
las lesiones macroscópicas, encéfalo (zonas representativas, con inclusión del cerebro, cerebelo y protube-
rancia), médula espinal (cervical, torácica media y lumbar), hipófisis, ojos, tiroides, paratiroides, timo, esó-
fago, glándulas salivares, estómago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), hígado, vesí-
cula biliar, páncreas, riñones, cápsulas suprarrenales, bazo, corazón, tráquea y pulmones, aorta, gónadas,
útero, órganos sexuales secundarios, glándula mamaria de las hembras, próstata, vejiga urinaria, ganglios lin-
fáticos (de preferencia un ganglio relacionado con la vía de administración y otro distante de la misma para
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tener en cuenta los efectos sistémicos), nervios periféricos (ciático o tibial), preferentemente muy próximos
al músculo, una sección de la médula ósea (y/o médula ósea aspirada y recién montada) y piel. Las observa-
ciones clínicas y de otro tipo pueden indicar la necesidad de examinar otros tejidos. También deben conser-
varse todos los posibles órganos diana, según las propiedades conocidas de la sustancia de ensayo.

1.5.5.4. Examen histopatológico

Es preciso practicar un examen histopatológico completo de los órganos y tejidos conservados, al menos,
de todos los animales del lote expuesto a la dosis más elevada y del lote de control. En caso de que se hayan
observado cambios relacionados con el tratamiento en el lote con la dosis más elevada, este examen se
ampliará a animales de todos los demás lotes tratados.

Deben examinarse todas las lesiones macroscópicas.

Si se utiliza un lote satélite, debe hacerse un examen histopatológico de los órganos y tejidos que presenten
efectos en los grupos tratados.

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal. Además, deben resumirse todos los datos en un cuadro que
recoja, para cada lote de ensayo, el número de animales al inicio del ensayo, el número de animales hallados
muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio, el
número de animales que presenten signos de toxicidad, una descripción de dichos signos (con inclusión del
momento de su aparición, duración y gravedad), el número de animales que presenten lesiones, el tipo de
lesiones y el porcentaje de animales afectado por cada tipo de lesión.

Siempre que sea posible, deben evaluarse los resultados numéricos mediante un método estadístico ade-
cuado y comúnmente aceptado. La elección de los métodos estadísticos y de los datos que vayan a anali-
zarse debe efectuarse en la fase de diseño del estudio.

2.2. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.2.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física, pureza y propiedades fisicoquímicas,

� identificación química,

� vehículo (si procede): justificación de la elección del vehículo, si es distinto del agua.

2.2.2. Especie sometida a ensayo:

� especie y cepa empleada,

� número, edad y sexo de los animales,

� procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.,

� peso de cada animal al inicio del ensayo.

2.2.3. Condiciones de ensayo:

� justificación de la elección de las dosis,

� datos sobre la formulación de la sustancia de ensayo o su preparación con los alimentos, concentración
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado,
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� datos de la administración de la sustancia de ensayo,

� dosis reales (mg/kg peso corporal/día) y factor de conversión de la concentración (ppm) de la sustancia
de ensayo en los alimentos o en el agua de bebida a dosis reales, en su caso,

� datos de la calidad de los alimentos y el agua.

2.2.4. Resultados:

� peso corporal y cambios en el mismo,

� consumo de alimentos y de agua, en su caso,

� datos de reacciones tóxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad,

� naturaleza, gravedad y duración de las observaciones clínicas (reversibles o no),

� examen oftalmológico,

� pruebas hematológicas con los correspondientes valores de referencia,

� pruebas de bioquímica clínica con los correspondientes valores de referencia,

� peso corporal y peso de los órganos en el momento del sacrificio, y relación peso órgano/peso corpo-
ral,

� hallazgos de la autopsia,

� descripción pormenorizada de todas las observaciones histopatológicas,

� datos sobre la absorción, si los hay,

� tratamiento estadístico de los resultados, si procede.

Discusión de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 5F

C.14. ENSAYO DE CRECIMIENTO EN PECES JUVENILES

1. MÉTODO

El presente método de ensayo de toxicidad para el crecimiento reproduce las directrices del documento OCDE
TG 215 (2000).

1.1. INTRODUCCIÓN

El presente ensayo tiene por objeto determinar los efectos de la exposición prolongada a sustancias químicas
sobre el crecimiento de peces juveniles y se funda en un método elaborado y sometido a un estudio interlabo-
ratorios (1) (3) en la Unión Europea para valorar los efectos de las sustancias químicas en el crecimiento de
juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en condiciones dinámicas. Pueden emplearse otras especies
de peces bien estudiadas. Por ejemplo, se dispone de una cierta experiencia en ensayos de crecimiento con el
pez cebra (Danio rerio) (2) (4) (5) y el medaka (Oryzias latipes) (6) (7) (8).

Véase también la parte C de la introducción general.

1.2. DEFINICIONES

Concentración mínima con efecto observado (LOEC): concentración más baja de sustancia de ensayo con
la que se observa un efecto significativo (para p < 0,05) en comparación con el control. Además, todas las
concentraciones de ensayo superiores a la LOEC han de provocar un efecto nocivo superior o igual al que se
observa con dicha concentración.

Concentración (máxima) sin efecto observado (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente inferior
a la LOEC.

ECx: en el presente método de ensayo, concentración de sustancia de ensayo que produce una variación del
x % en la tasa de crecimiento de los peces respecto a los controles.

Tasa de carga: peso húmedo de peces por unidad de volumen de agua.

Densidad de población: número de peces por unidad de volumen de agua.

Tasa de crecimiento específico de cada pez: tasa de crecimiento de un pez respecto a su peso inicial.

Tasa de crecimiento específico medio por recipiente: tasa de crecimiento medio de la población de un
recipiente a una concentración determinada.

Tasa de crecimiento pseudoespecífico: tasa de crecimiento individual respecto al peso inicial medio de la
población del recipiente.

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Después de haberlos pesado, se colocan peces juveniles en fase de crecimiento exponencial en recipientes de
ensayo y se exponen a una gama de concentraciones subletales de la sustancia de ensayo disuelta en agua, pre-
feriblemente en condiciones dinámicas (flujo continuo) o, de no ser posible, en condiciones semiestáticas ade-
cuadas (renovación discontinua). La duración del ensayo es de 28 días. Se proporciona alimento a los peces
todos los días. La ración alimentaria se determina en función del peso inicial de los peces y puede volverse a
calcular transcurridos 14 días. Al final del ensayo, se vuelven a pesar los peces. Se analizan los efectos sobre la
tasa de crecimiento mediante un modelo de regresión con el fin de estimar la concentración que produciría
una variación del x % de dicha tasa, es decir, ECx (EC10, EC20 o EC30, por ejemplo). También pueden compa-
rarse los datos con los valores de los controles para determinar la concentración mínima con efecto observado
(LOEC) y, de ahí, la concentración (máxima) sin efecto observado (NOEC).

1.4. INFORMACIÓN RELATIVA A LA SUSTANCIA DE ENSAYO

Debe disponerse de los resultados de un ensayo de toxicidad aguda (véase el método C.1) efectuado preferible-
mente con la especie objeto del presente ensayo y conocerse la solubilidad en el agua y la presión de vapor de
la sustancia de ensayo. Para calcular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un
método analítico fiable, cuyo límite de detección y precisión sean conocidos y figuren en el informe.
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La información útil para establecer las condiciones de ensayo incluye la fórmula estructural de la sustancia de
ensayo, su pureza, estabilidad en el agua y a la luz, pKa, Pow y los resultados de un ensayo de biodegradabili-
dad fácil (véase el método C.4).

1.5. VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea válido deben darse las condiciones siguientes:

� la mortalidad en los controles no ha de superar el 10 % al final del ensayo,

� el peso medio de los peces de los controles debe haber aumentado lo suficiente para poder detectar la
variación mínima de la tasa de crecimiento que se considere significativa. Un ensayo interlaboratorios (3)
ha puesto de manifiesto que, en el caso de la trucha arco iris, al cabo de 28 días el peso medio de los
peces de los controles ha de haberse incrementado al menos en la mitad (50 %) de su peso medio inicial.
Por ejemplo, si el peso inicial es de 1 g/pez (= 100 %), el peso final tras 28 días ha de ser Å 1,5 g/pez (Å
150 %),

� la concentración de oxígeno disuelto ha de ser, al menos, del 60 % del valor de saturación en el aire a lo
largo de todo el ensayo,

� en ningún momento del ensayo la temperatura del agua debe variar en más de ± 1 °C entre los recipientes
de ensayo y debe mantenerse en un intervalo de 2 °C dentro de las gamas establecidas para la especie
sometida a ensayo (apéndice 1).

1.6. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.6.1. Equipo

Se empleará el equipo común de laboratorio y, en particular:

a) medidores de oxígeno y de pH;

b) equipo para determinar la dureza y alcalinidad del agua;

c) dispositivo adecuado de regulación de la temperatura, preferiblemente continua;

d) recipientes de material químicamente inerte y de capacidad adecuada a la carga y la densidad de población
recomendadas (véase el punto 1.8.5 y el apéndice 1);

e) balanza suficientemente precisa (precisión de ± 0,5 %).

1.6.2. Agua

Puede utilizarse para el ensayo toda agua en la que la especie sometida a ensayo muestre una tasa de creci-
miento y supervivencia a largo plazo adecuadas. La calidad ha de ser constante a todo lo largo del ensayo. El
pH debe hallarse entre 6,5 y 8,5, si bien a lo largo de un mismo ensayo debe permanecer en un intervalo de
± 0,5 pH unidades. Se recomienda una dureza superior a 140 mg/l (CaCO3). Deben tomarse periódicamente
muestras para análisis con el fin de cerciorarse de que el agua de dilución no interfiere en los resultados del
ensayo (por ejemplo, por complejación de la sustancia de ensayo). Cuando se sepa que un agua de dilución es
de calidad relativamente constante, conviene proceder, por ejemplo, cada tres meses, a la determinación de los
metales pesados (por ejemplo, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd y Ni), aniones y cationes principales (por ejemplo, Ca, Mg,
Na, K, Cl y SO4), plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totales y organoclorados totales), carbono orgá-
nico total y sólidos en suspensión. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menos durante un
año, los análisis pueden ser menos frecuentes y espaciarse más (por ejemplo, cada seis meses). En el apéndice
2 se recogen algunas características químicas de un agua de dilución aceptable.

1.6.3. Soluciones de ensayo

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilución de la solución madre.

La solución madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitación mecánica de la sustancia de
ensayo en el agua de dilución (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas
de saturación (columnas de solubilidad) para lograr la concentración adecuada de solución madre.

En algunos casos puede ser necesario usar disolventes o dispersantes (agentes de disolución) para obtener una
solución madre a la concentración deseada. Puede entonces utilizarse como disolvente acetona, etanol, meta-
nol, dimetilsulfóxido, dimetilformamida o trietilenglicol, y como dispersante Cremophor RH40, Tween 80,
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metilcelulosa al 0,01 % o HCO-40. Deben tomarse precauciones si se emplean agentes fácilmente biodegrada-
bles (como la acetona) y/o muy volátiles, pues éstos pueden dar lugar a una proliferación bacteriana en los
ensayos dinámicos. Si se emplea un agente de disolución, no debe actuar de forma significativa sobre el creci-
miento de los peces ni producir efectos nocivos visibles en los juveniles, lo cual ha de demostrarse en un lote
de control que sólo contenga disolvente.

Para los ensayos dinámicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la solución madre de la
sustancia de ensayo (por ejemplo, bomba dosificadora, diluyente proporcional o sistema saturador) para distri-
buir una serie de concentraciones en los recipientes de ensayo. Los regímenes de flujo de las soluciones madre
y del agua de dilución deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los días, y no debería variar
en más del 10 % a lo largo del ensayo. Con arreglo a un ensayo interlaboratorios (3), en el caso de la trucha
arco iris se considera adecuado un régimen de renovación del agua durante el ensayo equivalente a 6 l/g de
pez/día (véase el punto 1.8.2.2).

En el caso de los ensayos semiestáticos, la frecuencia de renovación del medio dependerá de la estabilidad de
la sustancia de ensayo, si bien se recomienda renovarlo todos los días. Si los ensayos preliminares de estabili-
dad (véase el punto 1.4) ponen de manifiesto que la concentración de la sustancia de ensayo no es estable (es
decir, queda fuera del intervalo del 80 al 120 % de la concentración nominal o cae por debajo del 80 % de la
concentración medida al inicio) entre dos renovaciones, debe plantearse la realización de un ensayo dinámico.

1.6.4. Selección de la especie

Se recomienda realizar el ensayo con la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), pues es la especie que más se ha
empleado en el ensayo interlaboratorios (1) (3). También es posible emplear otras especies bien estudiadas,
aunque entonces podría ser necesario adaptar el procedimiento para que las condiciones de ensayo sean ade-
cuadas. Por ejemplo, se dispone asimismo de experiencia con el pez cebra (Danio rerio) (4) (5) y el medaka
(Oryzias latipes) (6) (7) (8). En tal caso, deben justificarse la elección de la especie y el método experimental.

1.6.5. Preparación de los peces

Se seleccionan los peces de ensayo de una misma población, y preferentemente de un mismo desove, que se
haya mantenido al menos dos semanas antes del ensayo en condiciones de calidad del agua e iluminación
similares a las del ensayo. Debe proporcionárseles una ración alimentaria diaria del 2 % de su peso corporal
como mínimo y preferiblemente del 4 % mientras duren la preparación y el ensayo.

Transcurridas 48 horas en esas condiciones, se registra la mortalidad y se aplican los criterios siguientes:

� si la mortalidad es superior al 10 % de la población en siete días, se rechaza todo el lote,

� si la mortalidad se halla entre el 5 y el 10 % de la población, se prolonga otros siete días el período de
aclimatación; si durante este segundo período la mortalidad supera el 5 %, se rechaza todo el lote,

� si la mortalidad es inferior al 5 % de la población en siete días, se acepta el lote.

Los peces no deben recibir tratamiento terapéutico alguno durante el ensayo ni en las dos semanas anteriores
al mismo.

1.7. DISEÑO DEL ENSAYO

Se entenderá por «diseño del ensayo» la selección del número de concentraciones de ensayo y el intervalo entre
las mismas, el número de recipientes por concentración y el número de peces por recipiente. Lo más idóneo
es diseñar el ensayo con arreglo a:

a) el objetivo del estudio;

b) el método de análisis estadístico que vaya a emplearse;

c) la disponibilidad y el coste de los recursos experimentales.

En la medida de lo posible, el enunciado del objetivo debe especificar la potencia estadística necesaria para
detectar una diferencia determinada (por ejemplo, de tasa de crecimiento) o la precisión con la que ha de pro-
porcionarse la ECx (por ejemplo, x = 10, 20 o 30 y preferiblemente no por debajo de 10) para poder hacer
una estimación. Sin ello no puede darse una indicación precisa de la escala del estudio.
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Es importante ser consciente de que un diseño idóneo (que saca mayor partido de los recursos) para un
método de análisis estadístico no lo es necesariamente para otro. Así pues, el diseño recomendado para la esti-
mación de una LOEC/NOEC no será el mismo que se recomiende para un análisis por regresión.

En la mayoría de los casos, es preferible el análisis de regresión al análisis de la varianza, por los motivos que
exponen Stephan y Rogers (9). Sin embargo, si no se encuentra un modelo de regresión adecuado (r2 < 0,9),
debe recurrirse a la NOEC/LOEC.

1.7.1. Diseño para el análisis por regresión

Los aspectos importantes para el diseño de un ensayo que vaya a analizarse por regresión son los siguientes:

a) las concentraciones empleadas deben incluir la concentración con efecto (EC10,20,30, etc.) y la gama de
concentraciones en la ave la substancia de ensayo produzca un efecto interesante. La precisión con la que
puede estimarse la concentración con efecto será mayor si dicha concentración se halla en el medio de la
gama de concentraciones empleada en el ensayo. Para seleccionar las concentraciones de ensayo adecuadas
puede resultar útil un ensayo previo de determinación de gama;

b) para que la modelización estadística sea satisfactoria, el ensayo debe incluir al menos un recipiente de
control y otros cinco recipientes con distintas concentraciones. En su caso, si se emplea un agente de diso-
lución, debe realizarse, además de las series tratadas con la sustancia de ensayo, un control con agente de
disolución a la concentración de ensayo más elevada (véanse los puntos 1.8.3 y 1.8.4);

c) puede emplearse una serie geométrica o logarítmica apropiada (10) (véase el apéndice 3). Es preferible un
espaciamiento logarítmico entre las concentraciones de ensayo;

d) si se dispone de más de seis recipientes, los que sobrepasen dicha cantidad se emplearán como recipientes
en paralelo o se distribuirán en la gama de concentraciones para reducir el espaciamiento entre éstas.
Ambas opciones son igualmente válidas.

1.7.2. Diseño para la estimación de la NOEC/LOEC mediante análisis de la varianza (ANOVA)

Conviene disponer de varios recipientes en paralelo para cada concentración y realizar el análisis estadístico
por recipiente (11). Sin recipientes en paralelo no puede tenerse en cuenta la variabilidad entre recipientes ade-
más de la que existe entre los peces. No obstante, la experiencia ha puesto de manifiesto (12) que en el caso
estudiado la variabilidad entre recipientes era muy escasa en relación con la variabilidad dentro de un mismo
recipiente (es decir, entre los peces). Así pues, una opción relativamente aceptable consiste en efectuar el análi-
sis estadístico a escala individual con cada pez.

Normalmente se emplea una serie geométrica de al menos cinco concentraciones de sustancia de ensayo, espa-
ciadas por un factor que no supere 3,2.

Por lo general, si se realizan ensayos con recipientes en paralelo, el número de recipientes de control en para-
lelo y, por tanto, el número de peces ha de ser el doble del empleado con cada concentración de ensayo, que
debe ser constante (13) (14) (15). De no usarse recipientes en paralelo, el número de peces del grupo de con-
trol ha de ser igual al empleado en cada concentración de ensayo.

Si el análisis de la varianza (ANOVA) se realiza en los recipientes y no a nivel individual [lo cual requeriría
marcar todos los peces o utilizar las tasas de crecimiento pseudoespecífico (véase el punto 2.1.2)], se necesita
una cantidad suficiente de recipientes en paralelo para poder determinar la desviación estándar de los recipien-
tes con la misma concentración, lo cual significa que el error del análisis de la varianza tendrá al menos 5 gra-
dos de libertad (11). Si sólo se emplean recipientes en paralelo para los controles, se corre el riesgo de que la
variabilidad del error esté sesgada, pues podría aumentar con el valor medio de la tasa de crecimiento en cues-
tión. Dado que es probable que la tasa de crecimiento disminuya cuando aumente la concentración, se tende-
ría a sobrestimar la variabilidad.

1.8. PROCEDIMIENTO

1.8.1. Selección y pesaje de los peces

Es importante que el peso de los peces varíe lo menos posible al inicio del ensayo. En el apéndice I figuran las
gamas de peso apropiadas en cada una de las especies recomendadas para el ensayo. Conviene que, al princi-
pio del ensayo, la gama de pesos de todo el lote de peces utilizados se mantenga en un intervalo de ± 10 % de
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la media aritmética y, en cualquier caso, no supere el 25 %. Se recomienda pesar una submuestra de peces
antes del ensayo para calcular el peso medio.

No se proporciona alimento alguno a los peces durante las 24 horas anteriores al inicio del ensayo. A conti-
nuación, se toman los peces al azar. Se emplea un anestésico general [por ejemplo, una solución acuosa de
100 mg/l de metanosulfonato de tricaína (MS 222) neutralizada mediante adición de dos partes de bicarbonato
sódico por parte de MS 222] para pesar cada sujeto en húmedo (secado con material absorbente) con la preci-
sión indicada en el apéndice 1. Se apartan los peces cuyo peso se halla en el intervalo deseado y se reparten al
azar entre los recipientes de ensayo. Se registra el peso húmedo total de los peces de cada recipiente. Tanto el
uso de anestésico como la manipulación (incluido el secado y pesaje) pueden afectar y herir a los peces juveni-
les, sobre todo si se trata de especies de pequeño tamaño. Por ello, deben manipularse los animales objeto del
ensayo con la mayor precaución para evitar cualquier agresión.

Se vuelven a pesar los peces el 28o día de ensayo (véase el punto 1.8.6). No obstante, si se considera necesario
ajustar la ración alimentaria, pueden pesarse los peces el 14o día de ensayo (véase el punto 1.8.2.3). Para valo-
rar las variaciones de tamaño de los peces y, de ahí, ajustar la ración alimentaria, también puede emplearse
otro método como el fotográfico.

1.8.2. Condiciones de exposición

1.8.2.1. Duración

La duración del ensayo es Å 28 días.

1.8.2.2. Tasa de carga y densidad de población

Es importante que la tasa de carga y la densidad sean apropiadas para la especie de ensayo empleada (véase el
apéndice 1). La tensión que genera a los peces una densidad de población demasiado elevada produce una dis-
minución de la tasa de crecimiento y posiblemente la enfermedad. Por el contrario, si la densidad es demasiado
baja, puede dar lugar a un comportamiento territorial, lo cual también puede afectar al crecimiento. En cual-
quier caso, la tasa de carga debe ser suficientemente baja para poder mantener sin aireación una concentración
mínima de oxígeno disuelto del 60 % del valor de saturación en el aire. Un ensayo interlaboratorios (3) ha
puesto de manifiesto que, en el caso de la trucha arco iris, resulta aceptable una tasa de carga de 16 truchas
de 3 a 5 g en un volumen de 40 l. Se recomienda una frecuencia de renovación del agua durante el ensayo de
6 l/g de pez/día.

1.8.2.3. Alimentación

Debe proporcionarse a los peces una dieta suficiente y adecuada (apéndice 1) para permitir una tasa de creci-
miento aceptable, al tiempo que se evita la proliferación bacteriana y la turbidez del agua. En el caso de la tru-
cha arco iris, esas condiciones deberían conseguirse con una ración diaria del 4 % de su peso corporal (3) (16)
(17) (18). La ración diaria puede dividirse en dos partes iguales y administrarse en dos veces, con un mínimo
de 5 horas de intervalo. La ración es función del peso inicial total de los peces de cada recipiente de ensayo.
Si los peces se pesan otra vez el 14o día de ensayo, se vuelve a calcular la ración. La alimentación debe supri-
mirse durante las 24 horas anteriores al pesaje.

Todos los días debe limpiarse cuidadosamente por succión el fondo de los recipientes de ensayo para eliminar
los alimentos que no se hayan consumido y la materia fecal.

1.8.2.4. Iluminación y temperatura

El fotoperíodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (apéndice 1).

1.8.3. Concentraciones de ensayo

Normalmente se necesitan cinco concentraciones de sustancia de ensayo, sea cual sea el diseño del mismo
(véase el punto 1.7.2). Para seleccionar las concentraciones apropiadas es útil conocer previamente la toxicidad
de la sustancia de ensayo (por ejemplo, gracias a un ensayo de toxicidad aguda o un estudio de determinación
de gamas). El empleo de menos de cinco concentraciones debe justificarse. Las sustancias no deben someterse
a ensayo en concentraciones superiores a su límite de solubilidad en el agua.
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Si se emplea un agente de disolución para facilitar la preparación de la solución madre, su concentración final
ha de ser preferiblemente la misma en todos los recipientes de ensayo y no debe superar 0,1 ml/l (véase el
punto 1.6.3). No obstante, debe evitarse en la medida de lo posible el empleo de tales agentes.

1.8.4. Controles

El número de recipientes de control con agua de dilución dependerá del diseño del ensayo (véanse los puntos
1.7 a 1.7.2). Si se emplea un agente de disolución, se realizará la misma cantidad de controles con agua de
dilución que con agente de disolución.

1.8.5. Frecuencia de los análisis y mediciones

Las concentraciones de la sustancia de ensayo deben determinarse periódicamente durante el mismo (véase
más adelante).

En los ensayos dinámicos, debe comprobarse periódicamente, a ser posible todos los días, los flujos de dilu-
yente y de solución madre de sustancia tóxica. Dichos flujos no deberían variar en más del 10 % a lo largo del
ensayo. Cuando la concentración de la sustancia deba permanecer entre el ± 20 % de la concentración nominal
(es decir, en el intervalo del 80 al 120 %; véanse los puntos 1.6.2 y 1.6.3), se recomienda analizar, como
mínimo, la concentración de ensayo más baja y la más alta al principio del ensayo y, a continuación, una vez
por semana. En los ensayos en que no quepa esperar que la concentración de sustancia de ensayo permanezca
en un intervalo de ± 20 % de la concentración nominal (con arreglo a los datos de estabilidad de la sustancia),
es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo, pero según el mismo régimen.

En los ensayos semiestáticos (con renovación) en que la concentración de la sustancia debe permanecer entre
el ± 20 % de la concentración nominal, se recomienda analizar, como mínimo, la concentración de ensayo
más baja y la más alta en cuanto se preparen y justo antes de renovar el medio al principio del estudio y, a
continuación, una vez por semana. En los ensayos en que no quepa esperar que la concentración de sustancia
de ensayo permanezca en un intervalo de ± 20 % de la concentración nominal, es preciso analizar todas las
concentraciones de ensayo según el mismo régimen que el empleado con las sustancias más estables.

Se recomienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si los datos disponibles mues-
tran que la concentración de la sustancia de ensayo en la solución se ha mantenido debidamente a lo largo de
todo el ensayo en un intervalo de ± 20 % de la concentración nominal o de la concentración medida al inicio,
los resultados pueden fundarse en las concentraciones nominales o en las medidas.

En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con un filtro de poros de 0,45lm) o centrifugar las
muestras. Aunque la centrifugación es el método recomendado, si el medio de ensayo no se absorbe en los fil-
tros, también puede emplearse la filtración.

Durante el ensayo debe medirse en todos los recipientes de ensayo el oxígeno disuelto, el pH y la temperatura.
En los controles y en un uno de los recipientes con la concentración más alta se medirán la dureza total, la
alcalinidad y la salinidad, si procede. El oxígeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medirán como
mínimo tres veces: al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiestáticos se recomienda
medir el oxígeno disuelto más a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovación del agua o al
menos una vez por semana. El pH ha de medirse al principio y al final de cada período de renovación del
agua en los ensayos semiestáticos y al menos una vez por semana en los dinámicos. La dureza y la alcalinidad
se medirán una vez en cada ensayo. La temperatura debería someterse a control continuo al menos en un reci-
piente de ensayo.

1.8.6. Observaciones

Peso: al final del ensayo deben pesarse en húmedo (secados con material absorbente) todos los peces vivos, en
grupos por recipiente de ensayo o individualmente. Es preferible pesar los animales por recipiente, pues el
pesaje individual requiere marcar todos los peces. Si se determina la tasa de crecimiento específico de cada pez
(pesaje individual), se optará por una técnica de marcado que no perturbe a los animales (en lugar del criomar-
cado puede emplearse, por ejemplo, hilo fino de pescar de colores).

Deben examinarse los peces todos los días durante el ensayo y registrarse toda anomalía externa (hemorragias,
despigmentación, etc.) y todo comportamiento anómalo. Se tomará nota de todas las muertes y se retirarán
los peces muertos lo antes posible. Éstos no se sustituirán, ya que la tasa de carga y la densidad de población
son suficientemente elevadas para evitar que la variación del número de peces en un recipiente afecte al creci-
miento. Sin embargo, deberá adaptarse la ración alimentaria.
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2. RESULTADOS E INFORME

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Es aconsejable que participe un estadístico tanto en el diseño como en el análisis del ensayo, pues el presente
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental, por ejemplo, en cuanto al
número de recipientes y de concentraciones de ensayo, el número de peces, etc. Debido a las diversas posibili-
dades en el diseño del ensayo, no se proporcionan aquí directrices concretas sobre los métodos estadísticos.

No es preciso calcular la tasa de crecimiento en los recipientes de ensayo en los que la mortalidad es superior
al 10 %, si bien debe indicarse la tasa de mortalidad a todas las concentraciones de ensayo.

Con independencia del método empleado para analizar los datos, el concepto central es la tasa de crecimiento
específico r entre el momento t1 y el momento t2, que puede definirse de varias formas según si los peces se
han marcado individualmente o no o si se necesita una media por recipiente.

r1 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

r2 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

r3 =
logew2 ¯ logew1

t2 ¯ t1
× 100

donde:

r1 = tasa de crecimiento específico de cada pez,

r2 = tasa de crecimiento específico medio por recipiente,

r3 = tasa de crecimiento pseudoespecífico,

w1, w2 = peso de un pez determinado en los momentos t1 y t2, respectivamente,

loge w1 = logaritmo del peso de un pez determinado al inicio del período de estudio,

loge w2 = logaritmo del peso de un pez determinado al final del período de estudio,

loge w1 = media de los logaritmos de los valores w1 de los peces del recipiente al inicio del período de estu-
dio,

loge w2 = media de los logaritmos de los valores w2 de los peces del recipiente al final del período de estu-
dio,

t1, t2 = tiempo (días) inicial y fin del período de estudio.

r1, r2, r3 pueden calcularse para el período comprendido entre el día 0 y el día 28 y, si procede (es decir, si se
han realizado mediciones el día 14), para los períodos entre los días 0 y 14, y 14 y 28.

2.1.1. Análisis de los resultados por regresión (modelización concentración-respuesta)

Este método de análisis establece una relación matemática adecuada entre la tasa de crecimiento específico y la
concentración, lo cual permite calcular la «ECx», es decir, todo valor de EC necesario. Con este método no es
preciso calcular r para cada pez (r1) y el análisis puede basarse entonces en el valor medio de r para el reci-
piente (r2). Es preferible este último método y, además, resulta más adecuado si se utilizan especies más
pequeñas.

Con el fin de estudiar la relación concentración-respuesta, debe hacerse una representación gráfica de las tasas
de crecimiento específico medio por recipiente (r2) en función de la concentración.
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Para expresar la relación entre r2 y la concentración, debe elegirse un modelo adecuado y justificarse la elec-
ción mediante un razonamiento pertinente.

Si el número de peces que sobreviven varía de un recipiente a otro, debe ponderarse el proceso de ajuste del
modelo para tener en cuenta el tamaño desigual de los grupos.

El método de ajuste del modelo debe permitir estimar, por ejemplo, la EC20 y deducir su dispersión (error
típico o intervalo de confianza). El gráfico del modelo ajustado debe figurar junto a los datos para poder valo-
rar la adecuación del ajuste del modelo (9) (19) (20) (21).

2.1.2. Análisis de los resultados para calcular la LOEC

Si en el ensayo se han utilizado series en paralelo para todas las concentraciones, la estimación de la LOEC
podría basarse en el análisis de la varianza (ANOVA) de la tasa de crecimiento específico medio de cada reci-
piente (véase el punto 2.1), seguido de un método adecuado [por ejemplo, el de Dunnett o de Williams (13)
(14) (15) (22)] para comparar la media r a cada concentración con la media r de los controles con el fin de
determinar la concentración mínima a la que dicha diferencia es significativa para p = 0,05. Si las hipótesis
necesarias relativas a los métodos paramétricos no se cumplen �distribución no normal (por ejemplo, prueba
de Shapiro-Wilk) o varianza heterogénea (prueba de Bartlett)�, deberá estudiarse la posibilidad de transformar
los datos para homogeneizar las varianzas antes de efectuar el análisis de la varianza (ANOVA) o el análisis
ponderado de la varianza (ANOVA).

Si en el ensayo no se han utilizado series en paralelo para todas las concentraciones, el análisis de la varianza
(ANOVA) basado en los recipientes resultará insensible o imposible. En ese caso, puede considerarse aceptable
basar el análisis de la varianza (ANOVA) en la tasa de crecimiento pseudoespecífico r3 de cada pez.

A continuación puede compararse la media r3 para cada concentración de ensayo con la media r3 de los con-
troles, tras lo cual puede determinarse la LOEC como anteriormente. Debe admitirse que este método no tiene
cuenta en absoluto la variabilidad entre recipientes, al margen de la imputable a la variabilidad entre los peces.
Sin embargo, la experiencia ha puesto de manifiesto (9) que la variabilidad entre recipientes es muy escasa en
relación con la variabilidad dentro de un mismo recipiente (es decir, entre los peces). Si el análisis no incluye
los datos relativos a cada pez, deberá indicarse el método de identificación de los valores atípicos y justificarse
su utilización.

2.2. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarse con prudencia si las concentraciones medidas de las sustancias tóxicas en
las soluciones de ensayo se aproximan a los límites de detección del método de análisis o, en los ensayos semi-
estáticos, si la concentración de sustancia de ensayo disminuye entre el momento en que se prepara la solu-
ción y el momento previo a la renovación.

2.3. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.3.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes,

� identificación química, incluida la pureza y el método de análisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si
procede.

2.3.2. Especie sometida a ensayo:

� denominación científica,

� cepa, tamaño, proveedor, tratamientos previos, etc.

2.3.3. Condiciones de ensayo:

� método empleado (por ejemplo, semiestático/renovación o dinámico, carga, densidad de población, etc.),

� diseño del ensayo (por ejemplo, número de recipientes de ensayo, de concentraciones de ensayo y de reci-
pientes en paralelo, número de peces por recipiente),
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� método de preparación de las soluciones madre y frecuencia de renovación (en su caso, se especificarán el
agente de disolución empleado y su concentración),

� concentraciones nominales de ensayo, medias de los valores determinados analíticamente en los recipien-
tes de ensayo, desviaciones estándar de éstos, método de obtención y datos que muestren que las medicio-
nes se refieren a las concentraciones de la sustancia de ensayo en disolución verdadera,

� características del agua de dilución: pH, dureza, alcalinidad, temperatura, concentración de oxígeno
disuelto, contenido de cloro residual (si se ha medido), carbono orgánico total, sólidos en suspensión, sali-
nidad del medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medición realizada,

� calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentración de oxígeno
disuelto,

� información detallada de la alimentación (por ejemplo, tipo de alimento o alimentos, procedencia, canti-
dad proporcionada y frecuencia).

2.3.4. Resultados:

� datos que demuestren que los controles cumplen los criterios de validez relativos a la supervivencia y
datos de la mortalidad observada en todas las concentraciones de ensayo,

� técnicas de análisis estadístico aplicadas, estadísticas basadas en las series en paralelo o en los peces, trata-
miento de los datos y justificación de los métodos empleados,

� cuadros que recojan el peso individual y medio de los peces los días 0, 14 (si se han pesado) y 28, valores
de las medias por recipiente o tasas de crecimiento pseudoespecífico (si procede) correspondientes a los
períodos de 0 a 28 días o, en su caso, de 0 a 14 y de 14 a 28,

� resultados del análisis estadístico [análisis de regresión o análisis de la varianza (ANOVA)], preferiblemente
en forma de cuadro y de gráfico, LOEC (p = 0,05) y NOEC o ECx con sus errores típicos, si es posible,

� incidencia de toda reacción anómala de los peces y de todo efecto visible producido por la sustancia de
ensayo.
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APÉNDICE 2

ALGUNAS CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS DE UN AGUA DE DILUCIÓN ACEPTABLE

Sustancia Concentraciones

Materia en suspensión < 20 mg/l

Carbono orgánico total < 2 mg/l

Amoniaco no ionizado < 1 lg/l

Cloro residual < 10 lg/l

Plaguicidas organofosforados totales < 50 ng/l

Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados < 50 ng/l

Cloro orgánico total < 25 ng/l
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APÉNDICE 3

SERIES LOGARÍTMICAS DE CONCENTRACIONES VÁLIDAS PARA UN ENSAYO DE TOXICIDAD (10)

Columna (Número de concentraciones entre 100 y 10, o entre 10 y 1) (1)

1 2 3 4 5 6 7

100 100 100 100 100 100 100

32 46 56 63 68 72 75

10 22 32 40 46 52 56

3,2 10 18 25 32 37 42

1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24

1,0 3,2 6,3 10 14 18

1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

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

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

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

(1) Puede seleccionarse una serie de cinco (o más) concentraciones sucesivas en una columna. Los puntos medios entre las concentracio-
nes de la columna (x) se encuentran en la columna (2x + 1). Los valores recogidos pueden representar concentraciones expresadas
como porcentaje en volumen o en peso (mg/l o lg/l). Los valores pueden multiplicarse o dividirse por la potencia de 10 adecuada.
Puede emplearse la primera columna si el grado de toxicidad es muy incierto.
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C.15. ENSAYO DE TOXICIDAD A CORTO PLAZO EN EMBRIONES DE PEZ Y ALEVINES

1. MÉTODO

El presente método de ensayo de toxicidad a corto plazo reproduce las directrices del documento OCDE TG
212 (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

El presente ensayo de toxicidad a corto plazo en embriones de pez y alevines abarca la exposición del animal
desde la fase de huevo recién fecundado hasta el final de la fase de alevín. No se proporciona alimento alguno
a embriones y alevines durante el ensayo, que debe, por tanto, concluir cuando los alevines sigan nutriéndose
de la vesícula vitelina.

El presente ensayo tiene por objeto determinar los efectos letales y, en menor medida, subletales de sustancias
químicas en fases concretas de la vida de las especies sometidas al mismo. Proporciona información útil, pues
puede: a) constituir un nexo entre los ensayos letales y subletales; b) servir de ensayo de detección de cara a
un ensayo completo en las primeras fases de la vida o a los ensayos de toxicidad crónica, y c) emplearse para
estudiar especies en relación con las cuales las técnicas de cría no estén suficientemente avanzadas para abar-
car el período de transición de la alimentación endógena a la exógena.

Cabe señalar que los ensayos que abarcan todas las fases de la vida de los peces son los únicos que suelen per-
mitir una estimación precisa de la toxicidad crónica de las sustancias químicas en estos animales y que, si se
limita la exposición de manera que no cubra una u otra fase de la vida, puede perderse sensibilidad y, por
tanto, subestimarse la toxicidad crónica. Por consiguiente, el ensayo en embriones y alevines resultará menos
sensible que un ensayo completo en las primeras fases de la vida, sobre todo si se trata de sustancias muy lipó-
filas (log Pow > 4) o sustancias que posean una forma de actuación tóxica particular. Cabe esperar, no obstante,
que la diferencia de sensibilidad entre los dos ensayos sea menor con las sustancias de acción narcótica no
específica (1).

Hasta la publicación del presente ensayo, el ensayo con embriones y alevines se ha llevado a cabo principal-
mente con el pez de agua dulce Danio rerio Hamilton-Buchanan (teleósteos, ciprínidos, nombre común: pez
cebra); de ahí que en el apéndice 1 figuren indicaciones detalladas para la realización del mismo con esa espe-
cie, si bien pueden emplearse otras con las que se disponga de experiencia (cuadros 1A y 1B).

1.2. DEFINICIONES

Concentración mínima con efecto observado (LOEC): concentración más baja de sustancia de ensayo con
la que se observa un efecto significativo (para p< 0,05) en comparación con el control. Además, todas las con-
centraciones de ensayo superiores a la LOEC han de provocar un efecto nocivo superior o igual al que se
observa con dicha concentración.

Concentración (máxima) sin efecto observado (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente inferior
a la LOEC.

1.3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

Se exponen los embriones de pez y los alevines a una gama de concentraciones de la sustancia de ensayo
disuelta en agua. El protocolo permite elegir entre un procedimiento semiestático o dinámico, según la natura-
leza de la sustancia de ensayo. El ensayo comienza cuando se colocan los huevos fecundados en los recipientes
de ensayo y finaliza justo antes de que la vesícula vitelina de cualquiera de las larvas de cualquiera de los reci-
pientes sea reabsorbida por completo o antes de que los animales del lote de control empiecen a morir de ina-
nición. Los efectos letales y subletales se evalúan y comparan con los valores del control con el fin de determi-
nar la concentración mínima con efecto observado y, de ahí, la concentración máxima sin efecto observado.
Los efectos también pueden analizarse mediante un modelo de regresión a fin de calcular la concentración que
provocaría un porcentaje de efecto determinado (CL/ECx, donde x es un porcentaje de efecto definido).

1.4. INFORMACIÓN RELATIVA A LA SUSTANCIA DE ENSAYO

Debe disponerse de los resultados de un ensayo de toxicidad aguda (véase el método C.1) efectuado preferible-
mente con la especie objeto del presente ensayo, ya que pueden resultar útiles para seleccionar una gama
apropiada de concentraciones para el ensayo en las primeras fases de la vida. Debe conocerse la solubilidad en
el agua (incluida la solubilidad en el agua del ensayo) y la presión de vapor de la sustancia de ensayo. Para cal-
cular la cantidad de sustancia en las soluciones de ensayo debe aplicarse un método analítico fiable, cuyo
límite de detección y precisión sean conocidos y figuren en el informe.
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La información útil para establecer las condiciones de ensayo incluye la fórmula estructural de la sustancia de
ensayo, su pureza, estabilidad a la luz, estabilidad en las condiciones de ensayo, pKa, Pow y los resultados de
un ensayo de biodegradabilidad fácil (véase el método C.4).

1.5. VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea válido deben darse las condiciones siguientes:

� la tasa global de supervivencia de los huevos fecundados en los lotes de control y, en su caso, en los reci-
pientes que sólo contengan disolvente ha de ser superior o igual a los límites establecidos en los apéndices
2 y 3,

� la concentración de oxígeno disuelto ha de situarse entre el 60 y el 100 % del valor de saturación en el
aire a lo largo del ensayo,

� en ningún momento del ensayo la temperatura del agua debe variar en más de ± 1,5 °C entre los recipien-
tes de ensayo ni entre dos días sucesivos y debe mantenerse en las gamas establecidas para la especie
sometida a ensayo (apéndices 2 y 3).

1.6. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.6.1. Recipientes de ensayo

Puede emplearse cualquier recipiente de cristal u otro material inerte químicamente, de dimensiones suficientes
para que se cumplan los criterios de carga (véase el punto 1.7.1.2). Se recomienda colocar los recipientes al
azar en la zona donde se lleve a cabo el ensayo. Si en el laboratorio hay efectos sistemáticos que pueden
paliarse mediante el agrupamiento, es preferible colocar los recipientes según un esquema de agrupamiento
aleatorizado (velando por que todos los tratamientos se apliquen en todos los grupos) que según un esquema
completamente aleatorizado. En caso de que se agrupen los recipientes, debe tenerse presente en el análisis
posterior de los datos. Los recipientes de ensayo han de protegerse de toda perturbación indeseada.

1.6.2. Selección de la especie de peces

Las especies de peces recomendadas figuran en el cuadro 1A, aunque es posible emplear otras (cuadro 1B), si
bien entonces puede ser necesario adaptar el procedimiento para que las condiciones de ensayo sean adecua-
das. En tal caso, deben justificarse la elección de la especie y el método experimental.

1.6.3. Manipulación de los peces reproductores

Las directrices de ensayo 210 de la OCDE (1) y las referencias (2) (3) (4) (5) (6) de la bibliografía recogen indi-
caciones detalladas sobre la manipulación de peces reproductores en condiciones satisfactorias.

1.6.4. Manipulación de los embriones y las larvas

Los embriones y las larvas pueden colocarse en receptáculos provistos de paredes o extremos de malla dentro
del recipiente principal para permitir el flujo de la solución de ensayo. Puede provocarse un flujo no turbu-
lento a través de los pequeños receptáculos suspendiéndolos de un brazo que los desplace en sentido vertical,
pero de manera que los organismos permanezcan siempre sumergidos. Puede emplearse, asimismo, un sistema
de sifón. Los huevos fecundados de salmónidos pueden depositarse en rejillas o mallas con aperturas de
dimensiones suficientes para que las larvas pasen a través después de la eclosión. En los ensayos semiestáticos
con renovación diaria y completa del medio, conviene utilizar pipetas Pasteur para la toma de embriones y lar-
vas (véase el punto 1.6.6).

Si se utilizan cubetas, rejillas o mallas para mantener los huevos en el recipiente principal de ensayo, deben
retirarse después de la eclosión de las larvas (1), pero deben conservarse las mallas que impidan que los peces
se escapen. Si es necesario trasladar las larvas, no deben exponerse al aire ni emplearse redes para sacar a los
peces de los recipientes que contengan los huevos (con algunas especies menos frágiles, como la carpa, estas
precauciones pueden resultar superfluas). El momento de dicho traslado varía según la especie y no siempre es
necesario. En los ensayos semiestáticos, pueden emplearse vasos de laboratorio o recipientes poco profundos y
provistos, en su caso, de una rejilla a escasa distancia del fondo. Si el volumen de esos recipientes es suficiente
para que se cumplan los requisitos de carga (véase el punto 1.7.1.2), no es preciso trasladar los embriones o
larvas.

(1) OECD, Paris, 1992, Directrices de ensayo 210, «Ensayo de toxicidad en las primeras fases de la vida en peces».
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1.6.5. Agua

Puede utilizarse para el ensayo toda agua que se ajuste a las características químicas de un agua de dilución
aceptable enumeradas en el apéndice 4 y en la que la especie sometida a ensayo muestre una tasa de supervi-
vencia en el lote de control al menos igual que la recogida en los apéndices 2 y 3. Su calidad ha de ser cons-
tante a todo lo largo del ensayo. La variación del pH debe permanecer en un intervalo de ± 0,5 unidades.
Deben tomarse muestras periódicamente para análisis con el fin de cerciorarse de que el agua de dilución no
interfiere en los resultados del ensayo (por ejemplo, por complejación de la sustancia de ensayo) ni altera el
comportamiento de los peces reproductores. Cuando se sepa que un agua de dilución es de calidad relativa-
mente constante, conviene proceder, por ejemplo, cada tres meses, a la determinación de los metales pesados
(por ejemplo, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd y Ni), aniones y cationes principales (por ejemplo, Ca, Mg, Na, K, Cl y SO4),
plaguicidas (por ejemplo, organofosforados totales y organoclorados totales), carbono orgánico total y sólidos
en suspensión. Si se demuestra que la calidad del agua es constante al menos durante un año, los análisis pue-
den ser menos frecuentes y espaciarse más (por ejemplo, cada seis meses).

1.6.6. Soluciones de ensayo

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilución de la solución madre.

La solución madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o agitación mecánica de la sustancia de
ensayo en el agua de dilución (por ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Pueden emplearse columnas
de saturación (columnas de solubilidad) para lograr la concentración adecuada de solución madre. Debe evi-
tarse, en la medida de lo posible, el uso de disolventes o dispersantes (agentes de disolución); sin embargo, en
algunos casos pueden ser necesarios para obtener una solución madre a la concentración deseada. Puede
entonces utilizarse como disolvente acetona, etanol, metanol, dimetilformamida o trietilenglicol, y como dis-
persante Cremophor RH40, Tween 80, metilcelulosa al 0,01 % o HCO-40. Deben tomarse precauciones si se
emplean agentes fácilmente biodegradables (como la acetona) y/o muy volátiles, pues éstos pueden dar lugar a
una proliferación bacteriana en los ensayos dinámicos. Si se emplea un agente de disolución, no debe actuar
de forma significativa sobre la supervivencia ni producir efectos nocivos visibles en las primeras fases de la
vida, lo cual ha de demostrarse en un lote de control que sólo contenga disolvente. No obstante, debe hacerse
todo lo posible por evitar el uso de dichas sustancias.

En el caso de los ensayos semiestáticos, pueden aplicarse dos métodos distintos de renovación: o bien se pre-
paran sustancias de ensayo nuevas en recipientes limpios y se transfieren cuidadosamente los huevos y larvas
supervivientes en un pequeño volumen de la solución antigua, evitando exponerlos al aire, o bien se dejan los
organismos sometidos a ensayo en su recipiente y se cambian al menos las tres cuartas partes del agua de
ensayo. La frecuencia de renovación del medio dependerá de la estabilidad de la sustancia de ensayo, si bien se
recomienda renovarlo todos los días. Si los ensayos preliminares de estabilidad (véase el punto 1.4) ponen de
manifiesto que la concentración de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, queda fuera del intervalo del
80 al 120 % de la concentración nominal o cae por debajo del 80 % de la concentración medida al inicio)
entre dos renovaciones, debe plantearse la realización de un ensayo dinámico. En cualquier caso, debe velarse
por evitar toda agresión a las larvas durante la renovación del agua.

Para los ensayos dinámicos se requiere un sistema que aporte y diluya continuamente la solución madre de la
sustancia de ensayo (por ejemplo, bomba dosificadora, diluyente proporcional o sistema saturador) para distri-
buir una serie de concentraciones en los recipientes de ensayo. Los regímenes de flujo de las soluciones madre
y del agua de dilución deben supervisarse con regularidad, preferiblemente todos los días, y no debería variar
en más del 10 % a lo largo del ensayo. Se considera adecuado un régimen de flujo equivalente al menos a
cinco veces el volumen del recipiente de ensayo cada 24 horas (2).

1.7. PROCEDIMIENTO

Se ha publicado información útil sobre la realización de los ensayos de toxicidad en embriones de pez y alevi-
nes. La bibliografía del presente texto recoge algunos ejemplos (7) (8) (9) de tales publicaciones.

1.7.1. Condiciones de exposición

1.7.1.1. Duración

Conviene iniciar el ensayo en los 30 minutos siguientes a la fecundación de los huevos. Los embriones se
sumergen en la solución de ensayo antes o después (pero lo antes posible) de que comience la fase de división
del blastodisco y, en cualquier caso, antes de que empiece la fase de gástrula. Si los huevos proceden de un
proveedor comercial, puede resultar imposible iniciar el ensayo inmediatamente después de la fecundación.
Dado que un retraso en el inicio del ensayo puede afectar seriamente a la sensibilidad del mismo, debería ini-
ciarse en las 8 horas siguientes a la fecundación. Puesto que no se proporciona alimento a las larvas durante
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el período de exposición, el ensayo debe finalizar justo antes de que se haya reabsorbido por completo la vesí-
cula vitelina de una cualquiera de las larvas de cualquiera de los recipientes de ensayo o antes de que haya
muertes por inanición en los lotes de control. La duración del ensayo dependerá de la especie utilizada. Los
apéndices 2 y 3 recogen recomendaciones al respecto.

1.7.1.2. Carga

El número de huevos fecundados al principio del ensayo ha de ser suficiente para responder a las necesidades
estadísticas. Se reparten al azar entre los distintos tratamientos y se coloca un mínimo de 30 huevos fecunda-
dos, repartidos equitativamente (o lo más equitativamente posible, ya que con algunas especies es difícil obte-
ner lotes iguales) entre, al menos, tres recipientes de ensayo en paralelo por cada concentración. La tasa de
carga (biomasa por volumen de ensayo de solución) debe ser suficientemente baja para poder mantener sin
aireación una concentración mínima de oxígeno disuelto del 60 % del valor de saturación en el aire. En los
ensayos dinámicos, se recomienda una tasa de carga que no supere 0,5 g/l en 24 horas ni 5 g/l de solución en
cualquier momento (2).

1.7.1.3. Iluminación y temperatura

El fotoperíodo y la temperatura del agua han de ser adecuados para la especie utilizada (apéndices 2 y 3). Para
vigilar la temperatura puede ser conveniente emplear un recipiente de ensayo adicional.

1.7.2. Concentraciones de ensayo

Normalmente se necesitan cinco concentraciones de sustancia de ensayo espaciadas por un factor constante
que no supere 3,2. Para seleccionar la gama de concentraciones de ensayo debe tenerse presente la curva
CL50/período de exposición del estudio de toxicidad aguda. En algunos casos puede estar indicado utilizar
menos de cinco concentraciones, por ejemplo, en los ensayos límite, y un intervalo más pequeño entre con-
centraciones. El empleo de menos de cinco concentraciones debe justificarse. No es preciso someter a ensayo
concentraciones superiores a la CL50 tras 96 horas, o a 100 mg/l, si ésta concentración es inferior a dicha
CL50. Las sustancias no deben someterse a ensayo en concentraciones superiores a su límite de solubilidad en
el agua de ensayo.

Si se emplea un agente de disolución para facilitar la preparación de las soluciones de ensayo (véase el punto
1.6.6), su concentración final ha de ser la misma en todos los recipientes de ensayo y no debe superar
0,1 ml/l.

1.7.3. Controles

Paralelamente a las series tratadas con la sustancia de ensayo, debe hacerse un lote de control con agua de
dilución (en tantos ejemplares como sea necesario) y, si procede, otro control con agente de disolución (en
tantos ejemplares como sea necesario).

1.7.4. Frecuencia de los análisis y medidas

Las concentraciones de la sustancia de ensayo deben determinarse periódicamente durante el mismo.

En los ensayos semiestáticos en que la concentración de la sustancia debe permanecer entre el ± 20 % de la
concentración nominal (es decir, en el intervalo del 80 al 120 %; véanse los puntos 1.4 y 1.6.6), se recomienda
analizar, como mínimo, la concentración de ensayo más baja y la más alta en cuanto se preparen y justo antes
de renovar el medio, al menos en tres ocasiones regularmente espaciadas a lo largo del ensayo (los análisis
deben practicarse en muestras de la misma solución, tomadas justo después de su preparación y en el
momento de la renovación).

En los ensayos en que no quepa esperar que la concentración de sustancia de ensayo permanezca en un inter-
valo de ± 20 % de la concentración nominal (con arreglo a los datos de estabilidad de la sustancia), es preciso
analizar todas las concentraciones de ensayo cuando se acaben de preparar y en el momento de la renovación,
pero según el mismo régimen, es decir, al menos tres veces regularmente espaciadas a lo largo del ensayo. Es
suficiente con determinar las concentraciones de la sustancia de ensayo antes de la renovación del medio en
un solo recipiente por concentración. Las determinaciones no han de espaciarse más de siete días. Se reco-
mienda basar los resultados en las concentraciones medidas. No obstante, si los datos disponibles muestran
que la concentración de la sustancia de ensayo en la solución se ha mantenido debidamente a lo largo de todo
el ensayo en un intervalo de ± 20 % de la concentración nominal o de la concentración medida al inicio, los
resultados pueden fundarse en éstas.

En los ensayos dinámicos, conviene aplicar un régimen de muestreo similar al descrito para los ensayos semi-
estáticos (si bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). No obstante, si
el ensayo dura más de siete días, puede ser oportuno incrementar el número de tomas de muestras durante la
primera semana (por ejemplo, tres series de medidas) para cerciorarse de que las concentraciones de ensayo
permanecen estables.
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En algunos casos puede estar indicado filtrar (por ejemplo, con un filtro de poros de 0,45 lm) o centrifugar
las muestras, pero, como ni la filtración ni la centrifugación permiten siempre separar la fracción no biodispo-
nible de la sustancia de ensayo de su fracción biodisponible, no es indispensable efectuarlas.

Durante el ensayo debe medirse en todos los recipientes de ensayo el oxígeno disuelto, el pH y la temperatura.
En los controles y en un uno de los recipientes con la concentración más alta se medirá la dureza total y la
salinidad, si procede. El oxígeno disuelto y la salinidad, cuando proceda, se medirán como mínimo tres veces:
al principio, a la mitad y al final del ensayo. En los ensayos semiestáticos se recomienda medir el oxígeno
disuelto más a menudo, preferiblemente antes y después de cada renovación del agua o al menos una vez por
semana. El pH ha de medirse al principio y al final de cada período de renovación del agua en los ensayos
semiestáticos y al menos una vez por semana en los dinámicos. La dureza se medirá una vez en cada ensayo.
La temperatura debería medirse todos los días y lo ideal sería un control continuo al menos en un recipiente
de ensayo.

1.7.5. Observaciones

1.7.5.1. Fase de desarrollo embrionario

Al principio de la exposición a la sustancia de ensayo debe comprobarse con tanta precisión como sea posible
la fase embrionaria (gástrula) en una muestra representativa de huevos debidamente conservados y limpiados.
Puede asimismo consultarse la bibliografía, que recoge descripciones e ilustraciones de las fases embrionarias
(2) (5) (10) (11).

1.7.5.2. Eclosión y supervivencia

Al menos una vez al día deben observarse y contarse las eclosiones y los supervivientes. Puede ser conveniente
efectuar observaciones más frecuentes al principio del ensayo (por ejemplo, cada 30 minutos durante las tres
primeras horas), pues en algunos casos el tiempo de supervivencia puede ser más significativo que sólo el
número de muertes (por ejemplo, si se producen efectos tóxicos agudos). Las larvas y embriones muertos
deben retirarse en cuanto se localicen, ya que pueden descomponerse rápidamente. Dicha retirada ha de
hacerse con sumo cuidado para no tocar ni dañar físicamente los huevos y larvas adyacentes, pues son extre-
madamente delicados y sensibles. Los criterios para considerar que un organismo está muerto varían según la
fase del desarrollo:

� huevos: sobre todo en la fase más temprana, disminución acusada de translucidez y cambio de la colora-
ción debido a la coagulación y/o precipitación de proteínas, que les dan un aspecto blanco opaco,

� embriones: ausencia de movimientos corporales y/o ausencia de latido cardíaco y/o decoloración opaca
en las especies cuyos embriones son translúcidos normalmente,

� larvas: inmovilidad y/o ausencia de movimiento respiratorio y/o ausencia de latido cardíaco y/o colora-
ción blanca opaca del sistema nervioso central y/o ausencia de reacción a los estímulos mecánicos.

1.7.5.3. Aspecto anómalo

El número de larvas que presenten anomalías corporales y/o pigmentarias, así como la fase de reabsorción de
la vesícula vitelina deben registrarse a intervalos adecuados con arreglo a la duración del ensayo y la naturaleza
de la anomalía observada. Cabe señalar que la aparición de larvas y embriones anómalos ocurre en condicio-
nes normales y que su proporción puede alcanzar varias unidades por cada cien en los controles de algunas
especies. Los animales que presenten anomalías sólo deben retirarse de los recipientes de ensayo cuando estén
muertos.

1.7.5.4. Comportamiento anómalo

Las anomalías como la hiperventilación, natación descoordinada o inactividad atípica deben registrarse a inter-
valos adecuados según la duración del ensayo. Pese a ser difíciles de cuantificar, estos efectos pueden contri-
buir a interpretar los datos de mortalidad proporcionando información sobre el modo de actuación tóxica de
la sustancia.

1.7.5.5. Longitud

Se recomienda medir la longitud de cada sujeto al final del ensayo utilizando la longitud estándar, la longitud
a la horquilla o la longitud total. Si se observa una descomposición de la aleta caudal o un desgaste de las ale-
tas, debe emplearse la longitud estándar. Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente
de variación de la longitud entre los distintos recipientes de los controles ha de ser Ä 20 %.
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1.7.5.6. Peso

Puede pesarse cada sujeto al final del ensayo; el peso seco (24 horas a 60 °C) es preferible al peso húmedo (se-
cados con material absorbente). Por lo general, en un ensayo realizado correctamente, el coeficiente de varia-
ción del peso entre los distintos recipientes de los controles ha de ser Ä 20 %.

Gracias a las observaciones anteriores, se obtienen algunos o todos los datos siguientes para el análisis estadís-
tico:

� mortalidad acumulativa,

� número de larvas sanas al final del ensayo,

� momento en que empieza y acaba la eclosión (90 % de eclosiones en cada recipiente en paralelo),

� número de larvas que eclosionan cada día,

� longitud (y peso) de los animales supervivientes al final del ensayo,

� número de larvas con deformidades o aspecto anómalo,

� número de larvas que presenten un comportamiento anómalo.

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Es aconsejable que participe un estadístico tanto en el diseño como en el análisis del ensayo, pues el presente
método da cabida a variaciones considerables en el procedimiento experimental, por ejemplo, en cuanto al
número de recipientes y de concentraciones de ensayo, al número inicial de huevos fecundados y a los pará-
metros medidos. Debido a las diversas posibilidades en el diseño del ensayo, no se proporcionan aquí directri-
ces concretas sobre los métodos estadísticos.

Si tienen que calcularse la LOEC y la NOEC, será preciso analizar las variaciones en cada serie en paralelo
mediante el análisis de la varianza (ANOVA) o las tablas de contingencia. El método de Dunnett puede resultar
útil para realizar comparaciones múltiples entre los resultados obtenidos con cada concentración y los de los
controles (12) (13). Las referencias (14) y (15) de la bibliografía recogen otros ejemplos útiles. Debe calcularse
y registrarse la magnitud del efecto detectable mediante el análisis de la varianza (ANOVA) u otros métodos
(es decir, la potencia del ensayo). Cabe señalar que no todas las observaciones relacionadas en el punto 1.7.5.6
se prestan al tratamiento estadístico por análisis de la varianza (ANOVA). Así, por ejemplo, la mortalidad acu-
mulativa y el número de larvas sanas al final del ensayo pueden analizarse por métodos de probita.

Si procede calcular la CL y la ECx, una o varias curvas adecuadas, como puede ser la curva logística, deben
ajustarse a los resultados pertinentes mediante un método estadístico como el de los mínimos cuadrados o los
mínimos cuadrados no lineales. Las curvas deben parametrarse de manera que puedan estimarse directamente
la CL y la ECx que interese y su error estándar. Así se facilitará en gran medida el cálculo de los límites de con-
fianza en torno a la CL y la ECx. Salvo que haya razones de peso para preferir otros niveles de confianza, se
seleccionarán límites del 95 % en ambas direcciones. Es preferible que el método de ajuste permita evaluar la
significación de la falta de ajuste. Pueden emplearse métodos gráficos para ajustar las curvas. Todas las obser-
vaciones enumeradas en el punto 1.7.5.6 se prestan al análisis de regresión.

2.2. INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben interpretarse con prudencia cuando las concentraciones medidas de las sustancias tóxicas
en las soluciones de ensayo se aproximen a los límites de detección del método de análisis. Asimismo, los
resultados relativos a concentraciones superiores a la solubilidad de la sustancia en el agua han de interpretarse
con precaución.

2.3. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:
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2.3.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes,

� identificación química, incluida la pureza y el método de análisis cuantitativo de la sustancia de ensayo, si
procede.

2.3.2. Especie sometida a ensayo:

� denominación científica, variedad, número de peces parentales (es decir, número de hembras empleadas
para obtener la cantidad de huevos necesarios para el ensayo), fuente y método de recogida de los huevos
fecundados y manipulaciones posteriores.

2.3.3. Condiciones de ensayo:

� método empleado (por ejemplo, semiestático o dinámico, tiempo transcurrido entre la fecundación y el
inicio del ensayo, carga, etc.),

� fotoperíodo(s),

� diseño del ensayo (por ejemplo, número de recipientes de ensayo y número de recipientes en paralelo,
número de embriones por recipiente en paralelo),

� método de preparación de las soluciones madre y frecuencia de renovación (en su caso, se especificarán el
agente de disolución empleado y su concentración),

� concentraciones nominales de ensayo, valores medidos en los recipientes de ensayo, medias y desviaciones
estándar de éstos y método de obtención; si la sustancia de ensayo es soluble en el agua a concentraciones
inferiores a las de ensayo, debe demostrarse que las mediciones se refieren a las concentraciones de la sus-
tancia de ensayo en disolución,

� características del agua de dilución: pH, dureza, temperatura, concentración de oxígeno disuelto, conte-
nido de cloro residual (si se ha medido), carbono orgánico total, sólidos en suspensión, salinidad del
medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier otra medición realizada,

� calidad del agua en los recipientes de ensayo: pH, dureza, temperatura y concentración de oxígeno
disuelto.

2.3.4. Resultados:

� resultados de los posibles estudios preliminares relativos a la estabilidad de la sustancia de ensayo,

� datos que demuestren que los controles cumplen la norma general de aceptabilidad en materia de supervi-
vencia de la especie sometida a ensayo (apéndices 2 y 3),

� datos de la mortalidad y la supervivencia en las fases de embrión y de larva y tasas globales de mortalidad
y supervivencia,

� días transcurridos hasta la eclosión y número de eclosiones,

� longitud (y peso),

� incidencia y descripción de las anomalías morfológicas, en su caso,

� incidencia y descripción de los efectos sobre el comportamiento, en su caso,

� análisis estadístico y tratamiento de los datos,

� en el caso de los ensayos sometidos al análisis de la varianza, la concentración mínima con efecto obser-
vado (LOEC) para p = 0,05 y la concentración máxima sin efecto observado (NOEC) para cada respuesta
evaluada, así como una descripción de los métodos estadísticos empleados y una indicación de la magni-
tud del efecto que puede detectarse,

� en el caso de los ensayos analizados mediante técnicas de regresión, la CL/ECx e intervalos de confianza, y
un gráfico del modelo ajustado que se haya utilizado para su cálculo,

� justificación de toda desviación respecto al presente método de ensayo,
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CUADRO 1A: Especies de peces recomendadas para el ensayo

Agua dulce

Oncorhynchus mykiss
Trucha arco iris (9) (16)

Danio rerio
Pez cebra (7) (17) (18)

Cyprinus caprio
Carpa común (8) (19)

Oryzias latipes
Medaka (20) (21)

Pimephales promelas
Piscardo (8) (22)

CUADRO 1B: Ejemplos de otras especies bien documentada que también han sido utilizadas

Agua dulce Agua salada

Carassius auratus
Carpa dorada (8)

Menidia peninsulae
Pejerrey del Atlántico Occidental
(23) (24) (25)

Lepomis macrochirus
Pez sol de agallas azules (8)

Clupea harengus
Arenque (24) (25)

Gadus morhua
Bacalao (24) (25)

Cyprinodon variegatus
Petota (23) (24) (25)
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APÉNDICE 1

DIRECTRICES SOBRE LA REALIZACIÓN DE UN ENSAYO DE TOXICIDAD EN EMBRIONES Y ALEVINES DE
PEZ CEBRA (BRACHYDANIO RERIO)

INTRODUCCIÓN

El pez cebra es originario de la costa de Coromandel en la India, donde vive en ríos de corriente rápida. Es una especie
común de acuario, que pertenece a la familia de las carpas. La información relativa a los métodos de cría y los cuidados
que requieren figuran en los manuales de referencia sobre peces tropicales. Laale ha estudiado su biología y su empleo
en la investigación relacionada con la pesca (1).

Este pez rara vez supera los 45 mm de longitud. Su cuerpo cilíndrico posee entre 7 y 9 rayas horizontales de color azul
oscuro y plateado, que se prolongan hasta las aletas caudal y anal. El dorso es verde aceituna. Los machos son más
estrechos que las hembras, y éstas son más plateadas y presentan un abdomen más distendido, en particular antes del
desove.

Los peces adultos soportan grandes variaciones de temperatura, pH y dureza. Sin embargo, para obtener peces sanos
que produzcan huevos de buena calidad debe mantenérselos en condiciones óptimas.

Durante el desove, el macho persigue a la hembra y le da golpes con la cabeza. Los huevos son fecundados apenas
expulsados. Los huevos, que son transparentes y no adherentes, caen al fondo, donde pueden ser ingeridos por los
padres. La luz influye en el desove. Si la luz de la mañana es suficiente, los peces suelen desovar en las horas siguientes
al amanecer.

Una hembra puede realizar desoves de varios centenares de huevos a intervalos de una semana.

ESTADO DE LOS PECES PARENTALES, REPRODUCCIÓN Y PRIMERAS FASES DE LA VIDA

Se selecciona un número adecuado de peces sanos y se mantienen en un agua apropiada (véase el apéndice 4, por ejem-
plo) al menos durante dos semanas antes de la fecha prevista para el desove. Los peces han de reproducirse al menos
una vez antes de producir los huevos que vayan a emplearse en el ensayo. La densidad en este período no debe superar
1 gramo de peces por litro. La renovación regular del agua y la utilización de sistemas de purificación pueden dar lugar
a densidades mayores. La temperatura en los acuarios debe mantenerse a 25 ± 2 °C y debe proporcionarse a los peces
un régimen alimentario variado, que puede consistir, por ejemplo, en alimentos deshidratados adecuados que se encuen-
tran en el comercio, Artemia vivos recién eclosionados, quironómidos, Dafnia o gusanos blancos (Enquitreidos).

A continuación se recogen dos métodos con los que se han obtenido en la práctica camadas suficientes de huevos
fecundados sanos de cara a la realización de un ensayo:

i) se colocan 8 hembras y 16 machos en un acuario con 50 litros de agua de dilución y protegido de la luz directa.
Debe evitarse en la mayor medida posible perturbarlos al menos durante 48 horas. En la tarde del día anterior al
inicio del ensayo se coloca en el fondo del acuario un soporte para el desove, formado por un bastidor (de plexiglás
u otro material adecuado) de 5 a 7 cm de alto, con una red de malla gruesa (2-5 mm) en la parte superior y una
red de malla fina (10-30 lm) en la parte inferior. Se atan a la malla gruesa del soporte varios «árboles de desove»,
consistentes en una cuerda de nailon sin retorcer. Se deja a los peces 12 horas en la oscuridad y, a continuación, se
enciende una luz tenue para que empiece el desove. Entre 2 y 4 horas después de éste, se retira el soporte y se
recogen los huevos. El soporte impide que los peces ingieran los huevos, al tiempo que facilita la recogida de éstos.
Los peces deben haber desovado al menos una vez antes de recoger los huevos que vayan a emplearse en el
ensayo;

ii) se mantienen de 5 a 10 peces machos y hembras en acuarios individuales durante un mínimo de dos semanas antes
de la fecha prevista para el desove. Entre 5 y 10 días después, el abdomen de las hembras se distiende y sus papilas
genitales se hacen visibles. Los machos no tienen papilas. El desove se lleva a cabo en recipientes provistos de un
falso fondo de malla (véase más arriba). El recipiente se llena con agua de dilución hasta una altura de 5 a 10 cm
por encima de la malla. Se colocan una hembra y dos machos en el recipiente la víspera de la fecha prevista para
el desove. Se aumenta progresivamente la temperatura del agua hasta un grado por encima de la temperatura de
aclimatación. Se apaga la luz y se evita en la mayor medida posible toda perturbación de los peces. Por la mañana,
se enciende una luz tenue para que empiece el desove. Entre 2 y 4 horas más tarde, se retiran los peces y se reco-
gen los huevos. Si se necesitan más huevos de los que puede poner una hembra, pueden disponerse en paralelo los
acuarios que sean necesarios. Si se registra la capacidad de reproducción de cada hembra antes del ensayo (volumen
de la camada y calidad de los huevos), podrán seleccionarse para éste las que tengan mayor capacidad reproduc-
tora.
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Los huevos se trasladan a los recipientes de ensayo en tubos de vidrio, de diámetro interno superior o igual a 4 mm y
provistos de una pera de succión. El trasvase de huevos debe realizarse con la menor cantidad de agua posible. Los hue-
vos pesan más que el agua y caen fuera del tubo. Debe evitarse que los huevos (y las larvas) estén en contacto con el
aire. Se practica un examen microscópico de una o varias muestras del lote o lotes para cerciorarse de que no hay ano-
malías en las primeras fases del desarrollo. No está permitido desinfectar los huevos.

La tasa de mortalidad de los huevos más elevada se da durante las 24 horas siguientes a la fecundación. A menudo se
observa durante ese período una tasa de mortalidad del 5 al 40 %. La degeneración de los huevos se debe a una fertili-
zación fallida o a problemas en el desarrollo. Al parecer, la calidad de los huevos depende de la hembra, ya que algunas
producen siempre huevos de buena calidad, mientras que otras no lo consiguen nunca. Además, el ritmo de desarrollo
y de eclosión varía de una camada a otra. La tasa de supervivencia de los huevos correctamente fecundados y de las lar-
vas suele ser elevada, por lo general superior al 90 %. A 25 oC, los huevos eclosionan entre 3 y 5 días después de la
fecundación y la vesícula vitelina se reabsorbe unos 13 días después de ésta.

Hisaoka y Battle han estudiado a fondo el desarrollo embrionario (2). La transparencia de los huevos y de las larvas
eclosionadas permite seguir el desarrollo de los peces y detectar la presencia de malformaciones. Unas 4 horas después
del desove ya pueden distinguirse los huevos fecundados de los no fecundados (3). Para ello, se colocan los huevos y las
larvas en recipientes de ensayo pequeños y se estudian al microscopio.

Las condiciones de ensayo aplicables a las primeras fases de la vida figuran en el apéndice 2. Los valores óptimos de pH
y dureza del agua de dilución son de 7,8 y de 250 mg CaCO3/l, respectivamente.

CÁLCULOS Y ESTADÍSTICAS

Se propone un procedimiento en dos etapas. En primer lugar, se hace un análisis estadístico de los datos relativos a la
mortalidad, las anomalías en el desarrollo y el momento de la eclosión. A continuación, se hace una evaluación estadís-
tica de la longitud corporal de los peces con las concentraciones a las que no se haya observado ningún efecto adverso
sobre esos tres parámetros. Se recomienda proceder así porque las sustancias tóxicas pueden matar selectivamente a los
peces más pequeños, retrasar el momento de la eclosión e inducir malformaciones macroscópicas, lo cual puede sesgar
las mediciones de longitud. Además de ello, la cantidad de peces por medir con cada tratamiento será más o menos la
misma, lo cual garantiza la validez del análisis estadístico del ensayo.

DETERMINACIÓN DE LA CL50 Y LA EC50

Se calcula el porcentaje de huevos y larvas supervivientes y se corrige en función de la mortalidad en los controles
mediante la fórmula de Abbott (4):

P = 100 ¯
C ¯ P0

C
× 100

� �
donde:

P = porcentaje de supervivientes corregido,

P¡ = porcentaje de supervivientes observado en la concentración de ensayo,

C = porcentaje de supervivientes en los controles.

Si es posible, la CL50 se determina por un método apropiado al final del ensayo.

Si se desea incluir las anomalías morfológicas en el tratamiento estadístico de la EC50, pueden encontrarse indicaciones
al respecto en el artículo de Stephan (5).

ESTIMACIÓN DE LA LOEC Y LA NOEC

Uno de los objetivos del ensayo con huevos y alevines es comparar los lotes sometidos a concentraciones positivas con
los controles para determinar la LOEC, para lo cual habrá que emplear métodos de comparaciones múltiples (6) (7) (8)
(9) (10).
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APÉNDICE 4

ALGUNAS CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS DE UN AGUA DE DILUCIÓN ACEPTABLE

Sustancia Concentraciones

Materia en partículas < 20 mg/l

Carbono orgánico total < 2 mg/l

Amoniaco no ionizado < 1 lg/l

Cloro residual < 10 lg/l

Plaguicidas organofosforados totales < 50 ng/l

Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados < 50 ng/l

Cloro orgánico total < 25 ng/l
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C.16. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL AGUDA EN ABEJAS

1. MÉTODO

El presente ensayo de toxicidad aguda reproduce las directrices del documento OCDE TG 213 (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratorio diseñado para determinar la toxicidad
oral aguda de los productos fitosanitarios y otros productos químicos en abejas obreras adultas.

Para determinar y evaluar las características tóxicas de una sustancia puede ser preciso estudiar la toxicidad
oral aguda en abejas, por ejemplo, cuando es probable que éstas queden expuestas a un producto químico
determinado. El ensayo de toxicidad oral aguda se realiza para determinar la toxicidad inherente de los plagui-
cidas y otras sustancias para las abejas. Sus resultados se emplean para saber si es necesario profundizar en la
evaluación. En particular, el método puede emplearse en programas de evaluación del peligro de los plaguici-
das para las abejas, basados en una progresión secuencial desde los ensayos de toxicidad en laboratorio hasta
los experimentos de semicampo y de campo (1). Los plaguicidas pueden someterse a ensayo en forma de prin-
cipios activos (p.a.) o de productos formulados.

Debe emplearse un tóxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisión del procedi-
miento de ensayo.

1.2. DEFINICIONES

Toxicidad oral aguda: efectos nocivos que se manifiestan durante un período máximo de 96 horas tras la
administración oral de una dosis única de la sustancia de ensayo.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo consumida. Se expresa en peso de la sustancia por animal de ensayo
(lg/abeja). Dado que la alimentación es colectiva, no puede calcularse la dosis real por abeja, pero puede
hacerse una estimación de la dosis media (sustancia de ensayo consumida en su totalidad/número de abejas en
una jaula).

DL50 (dosis letal media) oral: dosis única, obtenida por estadística, de una sustancia que puede provocar la
muerte del 50 % de los animales a los que se haya administrado por vía oral. La DL50 se expresa en lg de sus-
tancia de ensayo por abeja. En el caso de los plaguicidas, la sustancia de ensayo puede ser un principio activo
(p.a.) o un producto formulado que contenga uno o varios principios activos.

Mortalidad: número de animales muertos, es decir, completamente inmóviles.

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Se expone a las abejas obreras adultas (Apis mellifera) a una gama de dosis de la sustancia de ensayo dispersada
en una solución de sacarosa. A continuación, se alimenta a las abejas de la misma forma, pero sin sustancia
de ensayo. Se registra la mortalidad todos los días, al menos durante 48 horas, y se compara con las cifras del
control. Si la tasa de mortalidad aumenta entre las 24 y las 48 horas y la mortalidad del control permanece a
un nivel aceptable, es decir, Ä 10 %, está indicado prolongar el ensayo hasta un máximo de 96 horas. Se anali-
zan los resultados para calcular la DL50 a las 24 y a las 48 horas y, en caso de que se haya prolongado el estu-
dio, a las 72 y a las 96 horas.

1.4. VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea válido han de darse las condiciones siguientes:

� la mortalidad media del total de los controles no ha de superar el 10 % al final del ensayo,

� la DL50 del tóxico de referencia debe ajustarse a la gama especificada.

1.5. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.5.1. Recolección de las abejas

Deben emplearse ejemplares adultos jóvenes de abejas obreras de la misma raza, edad, alimentación, etc. Las
abejas han de proceder de colonias sanas y bien alimentadas, a ser posible sin enfermedades y con reina, y
con antecedentes y estado fisiológico conocidos. Pueden recolectarse la mañana del día en que vaya a reali-
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zarse el ensayo, o la víspera por la tarde y mantenerse en condiciones de ensayo hasta el día siguiente. Pueden
emplearse abejas procedentes de cuadros sin cría, pero debe evitarse la recolección a principios de la prima-
vera o a finales del otoño, pues en esas épocas las abejas modifican su fisiología. Si es preciso realizar el
ensayo en esas épocas, las abejas pueden colocarse en una incubadora y criarse durante una semana con pan
de abejas (polen tomado del panal) y solución de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas con productos quími-
cos como antibióticos, anti-varroa, etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad habrá que esperar cuatro sema-
nas desde el final del último tratamiento.

1.5.2. Alojamiento y alimentación

Se emplean jaulas fáciles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable,
tela metálica, plástico, madera desechable, etc., y de tamaño apropiado, es decir, suficientemente espaciosas
para el número de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula.

Las abejas se mantienen en la oscuridad en un cuarto de experimentación a 25 ± 2 oC. Debe registrarse a lo
largo del ensayo la humedad relativa, que será por lo general del 50-70 %. Tanto el manejo como el trata-
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del día). Se alimenta a las abejas con solución acuosa de
sacarosa con una concentración final de 500 g/l (50 % w/v). Tras las dosis de ensayo, se las alimenta ad libi-
tum. El sistema de alimentación debe permitir registrar la ingesta de cada jaula (véase el punto 1.6.3.1). Puede
emplearse un tubo de vidrio de unos 50 mm de largo por 10 mm de ancho, con un extremo abierto de unos
2 mm de diámetro.

1.5.3. Preparación de las abejas

Se asignan las abejas de forma aleatoria a las jaulas, que se colocan, también de forma aleatoria, en el cuarto
de experimentación.

Conviene suprimir la alimentación de las abejas 2 horas antes de iniciar el ensayo. Se recomienda esta práctica
con el fin de que el contenido intestinal de todos los animales sea el mismo cuando comience el ensayo.
Deben retirarse las abejas moribundas y sustituirse por otras sanas antes de empezar el ensayo.

1.5.4. Preparación de las dosis

Si la sustancia de ensayo puede mezclarse con agua, se añade directamente a una solución de sacarosa al 50 %.
Si se trata de productos de calidad técnica o de sustancias escasamente solubles en agua, pueden emplearse
disolventes orgánicos, emulgentes o dispersantes poco tóxicos para las abejas (por ejemplo, acetona, dimetil-
formamida o dimetilsulfóxido). La concentración del excipiente dependerá de la solubilidad de la sustancia de
ensayo y ha de ser la misma para todas las concentraciones que se empleen en el ensayo. Por lo general,
resulta adecuada una concentración de excipiente del 1 %, que no debe sobrepasarse.

Se preparan soluciones de control adecuadas, lo cual significa que, cuando se utilice un disolvente o disper-
sante para solubilizar la sustancia de ensayo, han de emplearse dos grupos de control distintos: una solución
acuosa y una solución de sacarosa con el disolvente o excipiente a la concentración empleada en las dosis de
ensayo.

1.6. PROCEDIMIENTO

1.6.1. Grupos de ensayo y controles

El número de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadístico para poder
determinar la DL50 con un límite de confianza del 95 %. Suele ser necesaria una serie geométrica de cinco
dosis con un factor que no sobrepase el 2,2 y que incluya la gama de la DL50. No obstante, el factor de dilu-
ción y el número de concentraciones han de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad
(dosis/mortalidad) y al método estadístico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones
apropiadas para el tratamiento pueden establecerse tras un experimento de determinación de gamas.

Con cada concentración de ensayo deben tratarse al menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno.
Además de la serie de ensayo, deben efectuarse al menos tres lotes de control, de 10 abejas cada uno. También
deben efectuarse lotes de control para los disolventes/excipientes que se utilicen (véase el punto 1.5.4).

1.6.2. Tóxico de referencia

Debe incluirse un tóxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizarán al menos tres dosis que abarquen la
DL50 prevista. Para cada dosis de ensayo se emplearán al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada
una. El tóxico de referencia idóneo es el dimetoato, cuya DL50-24 horas tras administración oral es del orden
de 0,10-0,35 lg p.a./abeja (2). También pueden emplearse otros tóxicos si se dispone de datos suficientes para
comprobar que la relación dosis/respuesta es la esperada (por ejemplo, paratión).
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1.6.3. Exposición

1.6.3.1. Administración de las dosis

Debe administrarse a cada grupo de abejas 100-200 ll de solución acuosa de sacarosa al 50 % con la sustancia
de ensayo a la concentración adecuada. Si la sustancia es poco soluble, poco tóxica o su concentración en la
formulación es escasa, ha de administrarse un volumen mayor, pues se necesita una mayor cantidad de sustan-
cia en la solución de sacarosa. Se controla la cantidad de alimento tratado que consume cada grupo. Una vez
consumido el alimento (por lo general tras 3-4 horas), se retira el comedero de la jaula y se sustituye por otro
con solución de sacarosa únicamente, que se proporciona ad libitum. El rechazo de la dosis de ensayo de algu-
nos productos a concentraciones superiores puede dar lugar a un consumo escaso o nulo de alimento. Tras
un máximo de 6 horas, el alimento tratado que no haya sido consumido se sustituye por solución de sacarosa
sola. Se calcula el consumo de alimento tratado (por ejemplo, midiendo el volumen/peso del alimento tratado
que haya sobrado).

1.6.3.2. Duración

Conviene que el ensayo dure hasta 48 horas después de la sustitución de la solución de ensayo por la de saca-
rosa sola. Si la mortalidad sigue aumentando en más del 10 % tras las primeras 24 horas, debe prolongarse el
ensayo hasta un máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del control no supere el 10 %.

1.6.4. Observaciones

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas del inicio del ensayo (es decir, de la administración de
la dosis). Si es necesario prolongar el período de observación, se harán registros cada 24 horas, hasta un
máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del control no supere el 10 %.

Se calcula la cantidad de alimento consumido en cada grupo. Para saber si el alimento tratado es apetecible
puede compararse el consumo de éste y el de alimento sin tratar, durante un período de 6 horas.

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el período de ensayo.

1.6.5. Ensayo límite

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente tóxica), puede
realizarse un ensayo límite con 100 lg p.a./abeja para demostrar que la DL50 es superior a ese valor. Debe
seguirse el mismo procedimiento, incluidos los tres grupos de ensayo en paralelo, con la dosis de ensayo, los
controles pertinentes, el tóxico de referencia y para el cálculo de la cantidad de alimento tratado que se ha
consumido. Si mueren abejas debe realizarse un estudio completo. Deben registrarse los efectos subletales, en
caso de producirse (véase el punto 1.6.4).

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. RESULTADOS

Se resumen los resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el
tóxico de referencia, el número de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el
número de abejas que presenten alteraciones del comportamiento. Se analizan los datos relativos a la mortali-
dad con métodos estadísticos apropiados (por ejemplo, análisis por probitas, media móvil, probabilidad bino-
mial) (3) (4). Se trazan las curvas de dosis-respuesta correspondientes a todas las observaciones recomendadas
y se calculan las pendientes de las mismas y las dosis letales medias (DL50) con un límite de confianza del
95 %. La mortalidad de los controles puede corregirse mediante la corrección de Abbott (4) (5). Si el alimento
tratado no se ha consumido en su totalidad, se calcula la cantidad de sustancia de ensayo consumida en cada
grupo. La DL50 se expresa en lg de sustancia de ensayo por abeja.

2.2. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.2.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes (estabilidad en el agua, presión de vapor, etc.),

� identificación química: fórmula estructural, pureza, etc. (en el caso de los plaguicidas, identidad y concen-
tración del principio o principios activos).
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2.2.2. Especie sometida a ensayo:

� denominación científica, raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recolección,

� información sobre las colonias de donde proceden las abejas de ensayo: estado de salud, enfermedades de
los sujetos adultos, tratamientos previos, etc.

2.2.3. Condiciones de ensayo:

� temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentación,

� condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamaño y material de las jaulas,

� método de preparación de la solución madre y de ensayo (en su caso, el disolvente y su concentración),

� diseño del ensayo, por ejemplo, número de concentraciones y concentraciones de ensayo, número de con-
troles, etc.,

� para cada concentración de ensayo y control, número de jaulas utilizadas en paralelo y número de abejas
por jaula,

� fecha del ensayo.

2.2.4. Resultados:

� resultados del estudio previo de determinación de gamas, si procede,

� datos en bruto: mortalidad con cada dosis de ensayo en cada período de observación,

� gráfico de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo,

� valores de la DL50 con un límite de confianza del 95 ,% en cada período de observación recomendado,
con la sustancia de ensayo y el tóxico de referencia,

� métodos estadísticos empleados para calcular la DL50,

� mortalidad en los controles,

� otros efectos biológicos observados o medidos en las abejas, como alteraciones del comportamiento (in-
cluido el rechazo de la sustancia de ensayo), tasa de consumo del alimento tratado y sin tratar, etc.,

� toda desviación de los protocolos de ensayo aquí descritos y cualquier otra información de interés.

3. BIBLIOGRAFÍA
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C.17. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA POR CONTACTO EN ABEJAS

1. MÉTODO

El presente ensayo de toxicidad aguda reproduce las directrices del documento OCDE TG 214 (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

El presente ensayo de toxicidad consiste en un método de laboratorio diseñado para determinar la toxicidad
aguda por contacto de los productos fitosanitarios y otros productos químicos en abejas obreras adultas.

Para determinar y evaluar las características tóxicas de una sustancia puede ser preciso estudiar la toxicidad
aguda por contacto en abejas, por ejemplo, cuando es probable que éstas queden expuestas a un producto quí-
mico determinado. El ensayo de toxicidad aguda por contacto se realiza para determinar la toxicidad inherente
de los plaguicidas y otras sustancias para las abejas. Sus resultados se emplean para saber si es necesario pro-
fundizar en la evaluación. En particular, el método puede emplearse en programas de evaluación del peligro
de los plaguicidas para las abejas, basados en una progresión secuencial desde los ensayos de toxicidad en
laboratorio hasta los experimentos de semicampo y de campo (1). Los plaguicidas pueden someterse a ensayo
en forma de principios activos (p.a.) o de productos formulados.

Debe emplearse un tóxico de referencia para comprobar la sensibilidad de las abejas y la precisión del procedi-
miento de ensayo.

1.2. DEFINICIONES

Toxicidad aguda por contacto: efectos nocivos que se manifiestan durante un período máximo de 96 horas
tras la aplicación tópica de una dosis única de una sustancia.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo aplicada. Se expresa en peso de la sustancia por animal de ensayo (lg/
abeja).

DL50 (dosis letal media) por contacto: dosis única, obtenida por estadística, de una sustancia que puede pro-
vocar la muerte del 50 % de los animales a los que se haya aplicado. La DL50 se expresa en lg de sustancia de
ensayo por abeja. En el caso de los plaguicidas, la sustancia de ensayo puede ser un principio activo (p.a.) o
un producto formulado que contenga uno o varios principios activos.

Mortalidad: número de animales muertos, es decir, completamente inmóviles.

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Se expone a las abejas obreras adultas (Apis mellifera), por aplicación directa en el tórax (gotitas), a una gama
de dosis de la sustancia de ensayo disuelta en un excipiente adecuado. El ensayo dura 48 horas. Si la tasa de
mortalidad aumenta entre las 24 y las 48 horas y la mortalidad del control permanece a un nivel aceptable, es
decir, <10 %, está indicado prolongar el ensayo hasta un máximo de 96 horas. Se registra la mortalidad todos
los días y se compara con las cifras del control. Se analizan los resultados para calcular la DL50 a las 24 y a
las 48 horas y, en caso de que se haya prolongado el estudio, a las 72 y a las 96 horas.

1.4. VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea válido han de darse las condiciones siguientes:

� la mortalidad media del total de los controles no ha de superar el 10 % al final del ensayo,

� la DL50 del tóxico de referencia debe ajustarse a la gama especificada.

1.5. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.5.1. Recolección de las abejas

Deben emplearse ejemplares adultos jóvenes de abejas obreras de la misma raza, edad, alimentación, etc. Las
abejas han de proceder de colonias sanas y bien alimentadas, a ser posible sin enfermedades y con reina, y
con antecedentes y estado fisiológico conocidos. Pueden recolectarse la mañana del día en que vaya a reali-
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zarse el ensayo, o la víspera por la tarde y mantenerse en condiciones de ensayo hasta el día siguiente. Pueden
emplearse abejas procedentes de cuadros sin cría, pero debe evitarse la recolección a principios de la prima-
vera o finales del otoño, pues en esas épocas las abejas modifican su fisiología. Si es preciso realizar el ensayo
en esas épocas, las abejas pueden colocarse en una incubadora y criarse durante una semana con pan de abejas
(polen tomado del panal) y solución de sacarosa. Si se utilizan abejas tratadas con productos químicos como
antibióticos, anti-varroa, etc., antes de iniciar el ensayo de toxicidad habrá que esperar cuatro semanas desde
el final del último tratamiento.

1.5.2. Alojamiento y alimentación

Se emplean jaulas fáciles de limpiar, bien ventiladas, de cualquier material apropiado, como acero inoxidable,
tela metálica, plástico, madera desechable, etc., y de tamaño apropiado, es decir, suficientemente espaciosas
para el número de abejas. Es preferible colocar grupos de 10 abejas en cada jaula.

Las abejas se mantienen en la oscuridad en un cuarto de experimentación a 25 ± 2 oC. Debe registrarse a lo
largo del ensayo la humedad relativa, que será por lo general del 50-70 %. Tanto el manejo como el trata-
miento y las observaciones pueden realizarse con luz (del día). Se alimenta a las abejas con solución acuosa de
sacarosa con una concentración final de 500 g/l (50 % w/v). Ésta se proporciona ad libitum mientras dure el
ensayo en un comedero de abejas, que puede ser un tubo de vidrio de unos 50 mm de largo por 10 mm de
ancho, con un extremo abierto de unos 2 mm de diámetro.

1.5.3. Preparación de las abejas

Antes de aplicar la sustancia de ensayo, pueden anestesiarse las abejas con anhídrido carbónico o nitrógeno.
Debe reducirse al mínimo la cantidad de anestésico aplicado y el tiempo de exposición. Se retiran las abejas
moribundas y se sustituyen por otras sanas antes de empezar el ensayo.

1.5.4. Preparación de las dosis

La sustancia de ensayo se diluye en un excipiente, que puede ser un disolvente orgánico o una solución acuosa
con un humectante. La acetona es el disolvente orgánico más conveniente, si bien pueden emplearse otros
escasamente tóxicos para las abejas (por ejemplo, dimetilformamida o dimetilsulfóxido). Si se trata de formula-
dos dispersados en agua o de sustancias orgánicas de gran polaridad insolubles en disolventes orgánicos, puede
resultar más fácil aplicarlos en una solución débil de un humectante de una marca comercial (Agral, Cittowett,
Lubrol, Triton, Tween, etc.).

Se preparan soluciones de control adecuadas, lo cual significa que, cuando se utilice un disolvente o disper-
sante para solubilizar la sustancia de ensayo, han de emplearse dos grupos de control distintos: uno con agua
y otro con disolvente/dispersante.

1.6. PROCEDIMIENTO

1.6.1. Grupos de ensayo y controles

El número de dosis y pruebas en paralelo ha de ser suficiente desde el punto de vista estadístico para poder
determinar la DL50 con un límite de confianza del 95 %. Suele ser necesaria una serie geométrica de cinco
dosis con un factor que no sobrepase el 2,2 y que incluya la gama de la DL50. No obstante, el número de con-
centraciones ha de determinarse con arreglo a la pendiente de la curva de toxicidad (dosis/mortalidad) y al
método estadístico que se haya elegido para analizar los resultados. Las concentraciones apropiadas para el tra-
tamiento pueden establecerse tras un experimento de determinación de gamas.

Con cada concentración de ensayo deben tratarse al menos tres grupos en paralelo, de 10 abejas cada uno.

Además de la serie de ensayo, deben efectuarse al menos tres lotes de control, de 10 abejas cada uno. En su
caso, deben hacerse tres lotes de control adicionales, de 10 abejas cada uno, con el disolvente orgánico o
humectante.

1.6.2. Tóxico de referencia

Debe incluirse un tóxico de referencia en la serie de ensayo. Se utilizarán al menos tres dosis que abarquen la
DL50 prevista. Para cada dosis de ensayo se emplearán al menos tres jaulas en paralelo, con 10 abejas cada
una. El tóxico de referencia idóneo es el dimetoato, cuya DL50-24 horas por contacto es del orden de
0,10-0,35 lg p.a./abeja (2). También pueden emplearse otros tóxicos si se dispone de datos suficientes para
comprobar que la relación dosis/respuesta es la esperada (por ejemplo, paratión).
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1.6.3. Exposición

1.6.3.1. Administración de las dosis

Se hace una aplicación local a cada una de las abejas anestesiadas. Las abejas se asignan de forma aleatoria
para las distintas dosis de ensayo y los controles. Con un microaplicador, se aplica a cada abeja en la cara dor-
sal del tórax 1 ll de solución con sustancia de ensayo a la concentración adecuada. Si procede, pueden apli-
carse otros volúmenes. Después de la aplicación, se colocan las abejas en las jaulas de ensayo y se les propor-
ciona solución de sacarosa.

1.6.3.2. Duración

Conviene que el ensayo dure 48 horas. Si la mortalidad sigue aumentando en más del 10 % entre las 24 y las
48 horas, debe prolongarse el ensayo hasta un máximo de 96 horas, siempre y cuando la mortalidad del con-
trol no supere el 10 %.

1.6.4. Observaciones

Se registra la mortalidad a las 4, las 24 y las 48 horas de la administración de la dosis. Si es necesario prolon-
gar el período de observación, se harán registros cada 24 horas, hasta un máximo de 96 horas, siempre y
cuando la mortalidad del control no supere el 10 %.

Debe registrarse todo comportamiento anormal observado durante el período de ensayo.

1.6.5. Ensayo límite

En algunos casos (por ejemplo, cuando se piense someter a ensayo una sustancia escasamente tóxica), puede
realizarse un ensayo límite con 100 lg p.a./abeja para demostrar que la DL50 es superior a ese valor. Debe
seguirse el mismo procedimiento, incluidos los tres grupos de ensayo en paralelo, con la dosis de ensayo, los
controles pertinentes y el tóxico de referencia. Si mueren abejas debe realizarse un estudio completo. Deben
registrarse los efectos subletales, en caso de producirse (véase el punto 1.6.4).

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. RESULTADOS

Se resumen los resultados en un cuadro que recoja, para cada grupo tratado, grupo de control y grupo con el
tóxico de referencia, el número de abejas empleadas, la mortalidad en cada una de las observaciones y el
número de abejas que presenten alteraciones del comportamiento. Se analizan los datos relativos a la mortali-
dad con métodos estadísticos apropiados (por ejemplo, análisis por probitas, media móvil, probabilidad bino-
mial) (3) (4). Se trazan las curvas de dosis-respuesta correspondientes a todas las observaciones recomendadas
(a las 24, 48 y, en su caso, 72 horas y 96 horas) y se calculan las pendientes de las mismas y las dosis letales
medias (DL50) con un límite de confianza del 95 %. La mortalidad de los controles puede corregirse mediante
la corrección de Abbott (4) (5). La DL50 se expresa en lg de sustancia de ensayo por abeja.

2.2. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.2.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física y propiedades fisicoquímicas (estabilidad en el agua, presión de vapor, etc.),

� identificación química: fórmula estructural, pureza, etc. (en el caso de los plaguicidas, identidad y concen-
tración del principio o principios activos).

2.2.2. Especie sometida a ensayo:

� denominación científica, raza, edad aproximada (en semanas), método y fecha de recolección,

� información sobre las colonias de donde proceden las abejas de ensayo: estado de salud, enfermedades de
los sujetos adultos, tratamientos previos, etc.
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2.2.3. Condiciones de ensayo:

� temperatura y humedad relativa en el cuarto de experimentación,

� condiciones de alojamiento, incluido el tipo, tamaño y material de las jaulas,

� método de administración de la sustancia de ensayo: disolvente, volumen de solución de ensayo, anestési-
cos empleados, etc.,

� diseño del ensayo, por ejemplo, número de concentraciones y concentraciones de ensayo, número de con-
troles, etc.; para cada concentración de ensayo y control, número de jaulas utilizadas en paralelo y
número de abejas por jaula,

� fecha del ensayo.

2.2.4. Resultados:

� resultados del estudio previo de determinación de gamas, si procede,

� datos en bruto: mortalidad con cada concentración de ensayo en cada período de observación,

� gráfico de las curvas de dosis-respuesta al final del ensayo,

� valores de la DL50 con un límite de confianza del 95 % en cada período de observación recomendado,
con la sustancia de ensayo y el tóxico de referencia,

� métodos estadísticos empleados para calcular la DL50,

� mortalidad en los controles,

� otros efectos biológicos observados o medidos en las abejas, así como cualquier reacción anormal,

� toda desviación de los protocolos de ensayo aquí descritos y cualquier otra información de interés.
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C.18. ADSORCIÓN/DESORCIÓN SEGÚN UN MÉTODO DE EQUILIBRIO POR LOTES

1. MÉTODO

Este método reproduce las directrices de la OCDE TG 106 para la determinación de la adsorción/desorción en
el suelo, según un método de equilibrio por lotes (2000).

1.1. INTRODUCCIÓN

El método tiene en cuenta una prueba de anillo y un taller para la selección de suelo con vistas al desarrollo
de una prueba de adsorción (1) (2) (3) (4), así como distintas directrices nacionales vigentes (5) (6) (7) (8) (9)
(10) (11).

Los estudios de adsorción/desorción son útiles para proporcionar información esencial sobre la movilidad de
las sustancias químicas y su distribución en los compartimentos edáfico, acuático y aéreo de la biosfera (12)
(13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21). Esta información puede ser utilizada en la predicción o estimación,
por ejemplo, de la capacidad de una sustancia química para su degradación (22) (23), transformación y absor-
ción por organismos (24), lixiviación a través del perfil edáfico (16) (18) (19) (21) (25) (26) (27) (28), volatili-
dad desde el suelo (21) (29) (30) o arrastre desde la tierra hasta las aguas naturales (18) (31) (32). Los datos de
adsorción pueden utilizarse para establecer comparaciones y modelos (19) (33) (34) (35).

La distribución de una sustancia química entre las fases edáfica y acuosa es un proceso complejo que depende
de diversos factores: la naturaleza química de la sustancia (12) (36) (37) (38) (39) (40), las características del
suelo (4) (12) (13) (14) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) (49) y factores climáticos tales como las precipi-
taciones, la temperatura, la luz solar y el viento. Así pues, los numerosos fenómenos y mecanismos implicados
en el proceso de adsorción de una sustancia química por el suelo no pueden definirse completamente con un
modelo simplificado de laboratorio como es el presente método. Sin embargo, esta tentativa, aunque no puede
cubrir todos los casos ambientalmente posibles, proporciona información valiosa sobre la importancia ambien-
tal de la adsorción de una sustancia química.

Véase también la introducción general.

1.2. OBJETO

El objeto del método es estimar el comportamiento de adsorción/desorción de una sustancia en los suelos. Lo
que se pretende es obtener un valor de sorción que pueda utilizarse para predecir el reparto en diversas condi-
ciones ambientales; con este fin, se determinan los coeficientes de adsorción en el equilibrio de una sustancia
química en diversos suelos en función de las características de éstos (por ejemplo, contenido de carbono orgá-
nico, contenido de arcilla y textura del suelo y pH). Hay que utilizar diversos tipos de suelo para cubrir lo más
ampliamente posible las interacciones de una sustancia dada con suelos naturales.

En este método, la adsorción representa el proceso de enlace de una sustancia química a las superficies de los
suelos; no se distingue entre diversos procesos de adsorción (adsorción física y química) y procesos tales como
la degradación catalizada en superficie, la adsorción en la masa o las reacciones químicas. La adsorción que
pueda darse en las partículas coloidales (diámetro < 0,2 lm) generadas por los suelos no se tiene en cuenta
completamente.

Los parámetros del suelo que se consideran más importantes para la adsorción son los siguientes: contenido
de carbono orgánico (3) (4) (12) (13) (14) (41) (43) (44) (45) (46) (47) (48); contenido de arcilla y textura del
suelo (3) (4) (41) (42) (43) (44) (45) (46) (47) (48) y pH para los compuestos ionizables (3) (4) (42). Otros
parámetros del suelo que pueden influir en la adsorción/desorción de determinadas sustancias son la capacidad
efectiva de intercambio catiónico (ECEC), el contenido de óxidos amorfos de hierro y aluminio, particular-
mente en caso de suelos volcánicos y tropicales (4), y la superficie específica (49).

La prueba se diseña para evaluar la adsorción de una sustancia química en distintos tipos de suelo con una
amplia gama de contenido de carbono orgánico, contenido de arcilla y textura del suelo, y pH. Comprende
tres etapas:

Etapa 1: Estudio preliminar para determinar:

� la proporción suelo/solución,

� el tiempo de equilibrio para la adsorción y la cantidad de sustancia problema adsorbida en el
equilibrio,

� la adsorción de la sustancia problema en las superficies de los recipientes del ensayo y la estabi-
lidad de dicha sustancia durante el período de prueba.

Etapa 2: Prueba de barrido: se estudia la adsorción en cinco tipos diversos de suelo mediante cinética de
adsorción con una sola concentración y determinación del coeficiente de distribución Kd y Koc.

L 225/200 21.8.2001Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



Etapa 3: Determinación de las isotermas de adsorción de Freundlich para determinar la influencia de la con-
centración sobre el grado de adsorción en los suelos.

Estudio de la desorción mediante cinética de desorción/isotermas de desorción de Freundlich (apén-
dice 1).

1.3. DEFINICIONES Y UNIDADES

Símbolo Definición Unidad

Ati
Adsorción porcentual al tiempo ti %

Aeq Adsorción porcentual en el equilibrio de adsorción %

ms
ads(ti) Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo ti lg

ms
ads(Dti) Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo durante el inter-

valo de tiempo Dti

lg

ms
ads(eq) Masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio

de adsorción
lg

m0 Masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la
prueba de adsorción

lg

mm
ads(ti) Masa de la sustancia problema medida en una alícuota (va

A) al tiempo
ti

lg

maq
ads(eq) Masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción lg

msoil Cantidad de la fase edáfica, expresada en masa seca de suelo g

Cst Concentración en masa de la solución madre de la sustancia lg cm¯3

C0 Concentración inicial en masa de la solución problema en contacto
con el suelo

lg cm¯3

Caq
ads(ti) Concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa al tiempo ti

en que se realiza el análisis
lg cm¯3

Cs
ads(eq) Contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de

adsorción
lg g¯1

Caq
ads(eq) Concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa en el equili-

brio de adsorción
lg cm¯3

V0 Volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el suelo durante la
prueba de adsorción

cm3

va
A Volumen de la alícuota en que se mide la sustancia problema cm3

Kd Coeficiente de distribución de la adsorción cm3 g¯1

Koc Coeficiente de adsorción normalizado para tener en cuenta el carbono
orgánico

cm3 g¯1

Kom Coeficiente de distribución normalizado para tener en cuenta la mate-
ria orgánica

cm3 g¯1

KF
ads Coeficiente de adsorción de Freundlich lg 1¯1/n (cm3) 1/n g¯1

1/n Exponente de Freundlich

Dti
Desorción porcentual al tiempo ti %

DDti
Desorción porcentual en el intervalo de tiempo Dti %

Kdes Coeficiente de desorción aparente cm3 g¯1

KF
des Coeficiente de desorción de Freundlich lg 1-1/n (cm3) 1/n g¯1

maq
des (ti) Masa de la sustancia problema desorbida del suelo al tiempo ti lg
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Símbolo Definición Unidad

maq
des (Dti) Masa de la sustancia problema desorbida del suelo durante el intervalo

de tiempo Dti

lg

mm
des(eq) Masa de la sustancia determinada analíticamente en la fase acuosa en

el equilibrio de desorción
lg

maq
des(eq) Masa total de la sustancia problema desorbida en el equilibrio de

desorción
lg

ms
des(Dti) Masa de la sustancia que permanece adsorbida en el suelo después del

intervalo de tiempo Dti

lg

maq
A Masa de la sustancia que queda en solución después de alcanzado el

equilibrio de adsorción debido a la sustitución incompleta del volu-
men

lg

Cs
des(eq) Contenido de la sustancia problema que permanece adsorbida en el

suelo en el equilibrio de desorción
lg g¯1

Caq
des(eq) Concentración en masa de la sustancia problema en la fase acuosa en

el equilibrio de desorción
lg cm¯3

VT Volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante el
experimento de cinética de desorción llevado a cabo con el método en
serie

cm3

VR Volumen del sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el
equilibrio de adsorción y sustituido por el mismo volumen de solu-
ción de CaCl2 0,01 M

cm3

va
D Volumen de la alícuota tomada para el análisis a partir del tiempo (i),

durante el experimento de cinética de desorción realizado con el
método en serie

cm3

Vr
i Volumen de la solución tomada del tubo (i) para la medida de la sus-

tancia problema, en el experimento de cinética de desorción (método
paralelo)

cm3

Vr
F Volumen de la solución tomada del tubo para la medida de la sustan-

cia problema, en el equilibrio de desorción
cm3

MB Balance de masa %

mE Masa total de la sustancia problema extraída del suelo y de las paredes
del recipiente del ensayo en dos pasos

lg

Vrec Volumen del sobrenadante recuperado después del equilibrio de adsor-
ción

cm3

Pow Coeficiente de reparto octanol/agua

pKa Constante de disociación

Sw Hidrosolubilidad g l¯1

1.4. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

A las muestras de suelo de peso seco conocido que se han preequilibrado en CaCl2 0,01 M se añaden volúme-
nes conocidos de soluciones de concentración también conocida de la sustancia problema, no marcada ni
radiomarcada, en CaCl2 0,01 M. La mezcla se agita durante un tiempo adecuado. Las suspensiones de suelo se
separan entonces por centrifugación y, si se desea, por filtración, y se analiza la fase acuosa. La cantidad de
sustancia problema adsorbida en la muestra de suelo se calcula como la diferencia entre la cantidad de sustan-
cia problema inicialmente presente en la solución y la cantidad que permanece al final del experimento (mé-
todo indirecto).

Como opción, la cantidad de sustancia problema adsorbida puede determinarse también directamente por aná-
lisis del suelo (método directo). Este procedimiento, que implica someter el suelo a extracción gradual con el
solvente apropiado, se recomienda en caso de que no pueda determinarse exactamente la diferencia de concen-
tración de la sustancia en la solución. Los siguientes son ejemplos de tales casos: adsorción de la sustancia pro-
blema en la superficie de los recipientes del ensayo, inestabilidad de la sustancia problema en la escala de
tiempo del experimento, adsorción débil que dé solamente un pequeño cambio de concentración en la solu-
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ción, y adsorción fuerte que deje una concentración tan baja que no pueda determinarse exactamente. Si se
utiliza una sustancia radiomarcada, la extracción del suelo puede evitarse mediante análisis de la fase edáfica
por combustión y recuento de centelleo líquido. Sin embargo, el recuento de centelleo líquido es una técnica
inespecífica que no puede distinguir entre productos parentales y productos de transformación; por lo tanto,
debe utilizarse solamente si la sustancia problema es estable durante la duración del estudio.

1.5. INFORMACIÓN SOBRE LA SUSTANCIA PROBLEMA

Los reactivos químicos deben ser de grado analítico. Se recomienda el uso de sustancias problema no marca-
das de composición conocida y pureza preferiblemente del 95 %, al menos, o de sustancias problema radio-
marcadas de composición y radiopureza conocidas. En caso de marcadores de semivida breve, deben aplicarse
correcciones para tener en cuenta su desintegración.

Antes de llevar a cabo una prueba de adsorción/desorción, debe disponerse de la siguiente información sobre
la sustancia problema:

a) hidrosolubilidad (A.6);

b) presión de vapor (A.4) o constante de la ley de Henry;

c) degradación abiótica: hidrólisis en función del pH (C.7);

d) coeficiente de reparto (A.8);

e) biodegradabilidad fácil (C.4) o transformación aerobia y anaerobia en el suelo;

f) pKa de las sustancias ionizables;

g) fotólisis directa en agua (es decir, espectro de absorción ultravioleta-visible en el agua, rendimiento cuán-
tico) y fotodegradación en el suelo.

1.6. APLICABILIDAD DE LA PRUEBA

La prueba es aplicable a las sustancias químicas respecto de las cuales se dispone de un método analítico con
la suficiente exactitud. Un parámetro importante que puede influir en la fiabilidad de los resultados, especial-
mente cuando se sigue el método indirecto, es la estabilidad de la sustancia problema en la escala de tiempo
de la prueba. Así pues, es necesario comprobar la estabilidad en un estudio preliminar; si se observa alguna
transformación en la escala de tiempo de la prueba, se recomienda que el estudio principal se realice anali-
zando tanto la fase edáfica como la acuosa.

Pueden surgir dificultades en la realización de esta prueba con sustancias problema cuya hidrosolubilidad sea
baja (Sw < 10¯4 g l¯1), así como con sustancias muy cargadas, debido al hecho de que la concentración en la
fase acuosa no puede medirse analíticamente con la suficiente exactitud. En estos casos hay que tomar medidas
adicionales. En las secciones pertinentes del presente método se dan indicaciones sobre cómo tratar estos pro-
blemas.

Al probar sustancias volátiles, debe tenerse cuidado para evitar pérdidas durante el estudio.

1.7. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.7.1. Instrumentos y reactivos químicos

Equipo normal de laboratorio, especialmente el siguiente:

a) tubos o recipientes para llevar a cabo los experimentos. Es importante que estos tubos o recipientes:

� ajusten directamente en la centrifugadora para minimizar los errores de manipulación y transferencia,

� estén hechos de un material inerte que minimice la adsorción de la sustancia problema en su superfi-
cie;

b) dispositivo de agitación: agitador rotatorio o equipo equivalente; el dispositivo de agitación debe mantener
el suelo en suspensión durante la agitación;
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c) centrifugadora: preferiblemente de alta velocidad con, por ejemplo, fuerzas de centrifugación > 3 000 g,
con temperatura controlada, capaces de retirar de la solución acuosa partículas con un diámetro mayor de
0,2 lm. Los recipientes deben estar cerrados durante la agitación y la centrifugación para evitar fenóme-
nos de volatilidad y pérdidas de agua; para minimizar la adsorción sobre ellos, deben utilizarse tapones
desactivados, tales como tapones de rosca con revestimiento de teflón;

d) opcional: dispositivo de filtración; filtros de 0,2 lm de porosidad, estériles, de un solo uso. Debe tenerse
especial cuidado en la selección del material del filtro, a fin de evitar cualquier pérdida de la sustancia pro-
blema sobre él; para las sustancias problema poco solubles no se recomienda usar material orgánico;

e) instrumentación analítica, adecuada para medir la concentración de la sustancia problema;

f) estufa de laboratorio, capaz de mantener una temperatura de 103 a 110 oC.

1.7.2. Caracterización y selección de los suelos

Los suelos deben caracterizarse por tres parámetros considerados en gran parte responsables de la capacidad
de adsorción: carbono orgánico, contenido de arcilla y textura de suelo, y pH. Como ya se ha mencionado
(véase el punto 1.2) la adsorción/desorción de ciertas sustancias puede verse afectada por otras propiedades
fisicoquímicas del suelo, que deben considerarse en tales casos.

Los métodos utilizados para la caracterización de suelo son muy importantes y pueden tener una influencia
significativa en los resultados. Por lo tanto, se recomienda que se mida el pH del suelo en una solución de
CaCl2 0,01 M (que es la solución utilizada en la prueba de adsorción/desorción) según el método correspon-
diente de la ISO (por ejemplo, ISO-10390-1). También se recomienda que las otras propiedades pertinentes
del suelo se determinen según métodos normalizados [por ejemplo, el Manual de análisis de suelo (Handbook
of Soil Analysis)] de la ISO; esto permite que el análisis de los datos de sorción se base en parámetros del suelo
normalizados en conjunto. En el punto 3, «Bibliografía» (50-52), se da información sobre métodos normaliza-
dos existentes de análisis y caracterización del suelo. Para el calibrado de los métodos de prueba del suelo, se
recomienda el uso de suelos de referencia.

En el cuadro 1 se da información sobre la selección de suelos para los experimentos de adsorción/desorción.
Los siete suelos seleccionados cubren los tipos de suelo de las zonas geográficas templadas. En caso de sustan-
cias problema ionizables, los suelos seleccionados deben cubrir una gama amplia de pH, para poder evaluar la
adsorción de la sustancia en sus formas ionizada y no ionizada. En el punto 1.9, «Realización de la prueba»,
figuran orientaciones sobre cuántos suelos distintos han de utilizarse en las diversas fases de la prueba.

Si se prefieren otros tipos de suelo, deben caracterizarse por los mismos parámetros y ser similares a los des-
critos en el cuadro 1 en cuanto a la variación de sus propiedades, incluso aunque no se ajusten exactamente a
los criterios.

CUADRO 1: Información sobre la selección de muestras de suelo para los estudios de adsorción/
desorción

Tipo de suelo Gama de pH
(en CaCl2 0,01 M)

Contenido de carbono
orgánico (%)

Contenido de arcilla
(%) Textura del suelo (1)

1 4,5-5,5 1,0-2,0 65-80 Arcilla

2 > 7,5 3,5-5,0 20-40 Franco-arcilloso

3 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 Franco-limoso

4 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 Franco

5 < 4,0-6,0 (2) < 0,5-1,5 (2) (3) < 10-15 (2) Franco-arenoso

6 > 7,0 < 0,5-1,0 (2) (3) 40-65 Franco-arcilloso/
arcilla

7 < 4,5 > 10 < 10 Arena/franco-arenoso

(1) Según el sistema de la FAO y los Estados Unidos de América (85).
(2) Las variables respectivas deben mostrar preferentemente valores dentro de la gama considerada. Si, no obstante, hay difi-

cultades para encontrar material de suelo adecuado, se aceptarán valores por debajo del mínimo indicado.
(3) Los suelos con menos del 0,3 % de carbono orgánico pueden perturbar la correlación entre el contenido orgánico y la

adsorción. Así pues, se recomienda el uso de suelos con un contenido mínimo de carbono orgánico del 0,3 %.
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1.7.3. Recogida y conservación de muestras de suelo

1.7.3.1. Recogida

No se recomienda ninguna técnica o herramienta de muestreo específica; la técnica de muestreo depende del
propósito del estudio (53) (54) (55) (56) (57) (58).

Deben considerarse los elementos siguientes:

a) es necesario tener información detallada sobre las circunstancias del yacimiento, incluyendo la situación,
cubierta vegetal, tratamientos con plaguicidas y fertilizantes, adiciones biológicas o contaminación acci-
dental. Deben seguirse las recomendaciones de la norma de la ISO sobre muestreo del suelo (ISO
10381-6) en cuanto a la descripción del sitio de muestreo;

b) hay que definir el sitio de muestreo por sus coordenadas UTM (proyección universal transversal de Merca-
tor/cero geodésico horizontal europeo) o geográficas; así se puede volver a recoger en el futuro un suelo
particular o definir el suelo bajo diversos sistemas de clasificación utilizados en países diferentes. Sola-
mente debe recogerse el horizonte A hasta una profundidad máxima de 20 cm. Especialmente en el caso
del suelo de tipo 7, si hay un horizonte Oh presente como parte del suelo, debe incluirse en el muestreo.

Las muestras de suelo deben transportarse utilizando recipientes y bajo condiciones de temperatura que garan-
ticen que no se alteran perceptiblemente las propiedades iniciales del suelo.

1.7.3.2. Conservación

Se prefiere el uso de suelos tomados recientemente del yacimiento. Solamente si esto no es posible, el suelo
puede conservarse a temperatura ambiente y secado al aire. No se recomienda ningún límite de tiempo de
conservación, pero los suelos almacenados durante más de tres años deben volver a analizarse en cuanto a su
contenido de carbono orgánico, pH y capacidad de intercambio catiónico (CEC), antes de que se utilicen.

1.7.3.3. Manipulación y preparación de las muestras de suelo para la prueba

Los suelos se secan al aire a temperatura ambiente (preferiblemente entre 20 y 25 oC). La desagregación debe
llevarse a cabo con la fuerza mínima, de modo que la textura original del suelo cambie lo menos posible. Los
suelos se tamizan a un tamaño de partícula Ä 2 mm; deben seguirse las recomendaciones de la norma de la
ISO sobre muestreo de suelo (ISO 10381-6) en cuanto al proceso de tamizado. Se recomienda una homoge-
neización cuidadosa, ya que aumenta la reproducibilidad de los resultados. El índice de humedad de cada suelo
se determina en tres alícuotas mediante calentamiento a 105 oC hasta que no haya ningún cambio significativo
en el peso (aproximadamente 12 horas). Para todos los cálculos, la masa del suelo hace referencia a la masa
seca en estufa, es decir, el peso del suelo corregido para descontar el índice de humedad.

1.7.4. Preparación de la sustancia problema para su aplicación al suelo

La sustancia problema se disuelve en una solución de CaCl2 0,01 M en agua destilada o desionizada; la solu-
ción de CaCl2 se utiliza como fase solvente acuosa para mejorar la centrifugación y minimizar el intercambio
catiónico. La concentración de la solución madre debe ser preferiblemente tres órdenes de magnitud más alta
que el límite de detección del método analítico utilizado. Este umbral garantiza la exactitud de las medidas en
cuanto a la metodología seguida en este método; además, la concentración de la solución madre debe estar
por debajo de la hidrosolubilidad de la sustancia problema.

La solución madre debe prepararse de preferencia justo antes de la aplicación a las muestras de suelo y debe
guardarse cerrada en la oscuridad a 4 oC. El tiempo de conservación depende de la estabilidad de la sustancia
problema y de su concentración en la solución.

Solamente en el caso de las sustancias poco solubles (Sw < 10¯4 g l¯1), puede ser necesario añadir un agente de
solubilización apropiado cuando sea difícil disolver la sustancia problema. Este agente de solubilización: a)
debe ser miscible con agua, como el metanol o el acetonitrilo; b) su concentración no debe exceder del 1 %
del volumen total de la solución madre y debe constituir menos de ese límite en la solución de la sustancia
problema que se vaya a poner en contacto con el suelo (preferentemente menos del 0,1 %), y c) no debe ser
un agente tensoactivo ni experimentar reacciones solvolíticas con la sustancia problema. El uso de un agente
de solubilización debe constar y justificarse en el informe sobre los datos.

Otra opción para sustancias poco solubles es añadir al sistema de prueba sustancia problema ya disuelta: esta
sustancia se disuelve en un solvente orgánico, del cual se añade una alícuota al sistema de suelo y solución de
CaCl2 0,01 M en agua destilada o desionizada. El contenido del solvente orgánico en la fase acuosa debe man-
tenerse lo más bajo posible, normalmente sin exceder del 0,1 %. La utilización de un solvente orgánico puede
adolecer de irreproducibilidad del volumen. Así pues, puede introducirse un error adicional ya que la concen-
tración de sustancia problema y de cosolvente no será la misma en todas las pruebas.
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1.8. REQUISITOS PREVIOS PARA LLEVAR A CABO LA PRUEBA DE ADSORCIÓN/DESORCIÓN

1.8.1. Método analítico

Entre los parámetros clave que pueden influir en la exactitud de las medidas de sorción se incluyen la exacti-
tud del método analítico en el análisis de las fases tanto de solución como adsorbida, la estabilidad y la pureza
de la sustancia problema, el logro del equilibrio de sorción, la magnitud del cambio de concentración de la
solución, la proporción suelo/solución y los cambios en la estructura del suelo durante el proceso de equili-
brado (35) (59) (60) (61) (62). En el apéndice 2 figuran algunos ejemplos donde se tratan estos problemas de
exactitud.

Debe comprobarse la fiabilidad del método analítico utilizado en la gama de concentración que pueda darse
durante la prueba. El experimentador debe ser libre para elaborar un método apropiado con la exactitud, la
precisión, la reproducibilidad, los límites de detección y la recuperación apropiados. A continuación se dan
orientaciones sobre cómo llevar a cabo tal prueba.

Un volumen apropiado de CaCl20,01 M (por ejemplo, 100 cm3) se agita durante 4 horas con un peso determi-
nado de suelo (por ejemplo, 20 g) de alta capacidad de adsorción, es decir, con un alto contenido de carbono
orgánico y de arcilla; estos pesos y volúmenes pueden variar dependiendo de las necesidades analíticas, pero
una proporción suelo/solución de 1:5 es un punto de partida conveniente. Se centrifuga la mezcla y puede fil-
trarse la fase acuosa. Se añade a ésta cierto volumen de la solución madre de sustancia problema para alcanzar
una concentración nominal dentro de la gama de concentración que pueda darse durante la prueba. Este volu-
men no debe exceder del 10 % del volumen final de la fase acuosa, para cambiar lo menos posible la natura-
leza de la solución de preequilibrado. Se analiza la solución.

Debe realizarse una prueba en blanco con el sistema suelo + solución de CaCl2 (sin la sustancia problema),
para comprobar la presencia de artefactos en el método analítico y de efectos de matriz causados por el suelo.

Entre los métodos analíticos que pueden utilizarse para las medidas de sorción se incluyen la cromatografía
gas-líquido (GLC), la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), la espectrometría (por ejemplo, cromato-
grafía gaseosa/espectrometría de masas, HPLC/espectrometría de masas) y el recuento de centelleo líquido (para
sustancias radiomarcadas). Sea cual sea el método analítico utilizado, se considera conveniente si la recupera-
ción está entre el 90 y el 110 % del valor nominal. Para permitir la detección y la evaluación después de que
haya tenido lugar el reparto, los límites de detección del método analítico deben estar al menos dos órdenes
de magnitud por debajo de la concentración nominal.

Las características y los límites de detección del método analítico disponible para llevar a cabo los estudios de
adsorción desempeñan un papel importante en la definición de las condiciones de prueba y de la realización
de todo el experimento. Este método sigue una vía experimental general y proporciona recomendaciones y
orientaciones sobre soluciones alternativas cuando el método analítico y las instalaciones de laboratorio
impongan limitaciones.

1.8.2. Selección de las proporciones óptimas suelo/solución

La selección de proporciones apropiadas suelo/solución para los estudios de sorción depende del coeficiente
de distribución Kd y del grado relativo de adsorción deseado. El cambio de concentración de la sustancia en la
solución determina la exactitud estadística de la medida basada en la forma de la ecuación de adsorción y el
límite de la metodología analítica, respecto a la detección de la concentración de la sustancia química en la
solución. Por lo tanto, en la práctica general es útil partir de algunas proporciones fijadas, para las cuales el
porcentaje adsorbido sea de más del 20 %, y preferiblemente > 50 % (62), mientras que debe tenerse cuidado
para mantener bastante alta la concentración de sustancia problema en la fase acuosa a fin de poder medirla
con exactitud. Esto es particularmente importante en caso de altos porcentajes de adsorción.

Un planteamiento conveniente de la selección de las proporciones adecuadas suelo/agua se basa en una esti-
mación del valor de Kd por estudios preliminares o por técnicas aceptadas de estimación (apéndice 3). La selec-
ción de una proporción adecuada puede entonces basarse en la gráfica de la proporción suelo/solución frente
a Kd con porcentajes fijos de adsorción (figura 1). En esta gráfica se asume que la ecuación de adsorción es
lineal (1). La relación aplicable se obtiene reordenando la ecuación (4) de Kd en la forma de la ecuación (1):

V0

msoil
=

m0

mads
s �eq� ¯ 1

� �
Kd �1�

(1) Cs
ads(eq) = Kd · Caq

ads(eq)
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o en su forma logarítmica suponiendo que R = msoil=V0 y Aeq%=100 =
mads
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Figura 1. Relación entre las proporciones suelo/solución y Kd con diversos porcentajes de adsorción de la sus-
tancia problema

La figura 1 muestra las proporciones suelo/solución necesarias en función de Kd para diversos niveles de
adsorción. Por ejemplo, con una proporción suelo/solución de 1:5 y un Kd de 20, habrá aproximadamente un
80 % de adsorción. Para obtener una adsorción del 50 % con el mismo Kd, debe utilizarse una proporción de
1:25. Este planteamiento de la selección de las proporciones suelo/solución adecuadas da al investigador la fle-
xibilidad suficiente para satisfacer sus necesidades experimentales.

Los casos que son más difíciles de tratar son aquellos en que la sustancia química se adsorbe mucho o muy
poco. En los casos en que se dé adsorción baja, se recomienda una proporción suelo/solución de 1:1, aunque
con algunos tipos de suelo muy orgánico pueden ser necesarias proporciones más pequeñas para obtener una
mezcla fluida. Debe tenerse cuidado con la metodología analítica para medir pequeños cambios en la concen-
tración de la solución; si no, la medida de la adsorción será inexacta. Por otra parte, en caso de coeficientes de
distribución Kd muy altos, puede llegarse hasta una proporción suelo/solución de 1:100 para dejar una canti-
dad significativa de sustancia química en la solución. Sin embargo, debe tenerse cuidado para asegurar una
buena mezcla, y dejarse tiempo suficiente para que el sistema se equilibre. Un planteamiento alternativo es
predecir el valor de Kd aplicando técnicas de estimación basadas, por ejemplo, en los valores de Pow (apéndice
3). Esto podría ser útil especialmente para las sustancias químicas poco adsorbidas/polares con Pow < 20 y para
las sustancias lipofílicas/de alta sorción con Pow > 104.

1.9. REALIZACIÓN DE LA PRUEBA

1.9.1. Condiciones de la prueba

Todos los experimentos se hacen a temperatura ambiente y, si es posible, a una temperatura constante situada
entre 20 y 25 oC.

Las condiciones de la centrifugación permitirán eliminar de la solución las partículas de más de 0,2 lm. Este
valor corresponde a la partícula más pequeña que se considera partícula sólida, y es el límite entre partículas
sólidas y coloidales. En el apéndice 4 figuran orientaciones sobre cómo determinar las condiciones de la centri-
fugación.

Si el equipo de centrifugación no puede garantizar la eliminación de las partículas de más de 0,2 lm, puede
utilizarse una combinación de centrifugación y de filtración con filtros de 0,2 lm. Estos filtros deben hacerse
de un material inerte conveniente para evitar cualquier pérdida de la sustancia problema en ellos. En todo
caso, debe demostrarse que no se produce durante la filtración ninguna pérdida de sustancia problema.
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1.9.2. Etapa 1: Estudio preliminar

La finalidad de llevar a cabo un estudio preliminar figura ya en el punto 1.2 «Objeto». Con el experimento
sugerido más adelante se dan orientaciones sobre la realización de tal prueba.

1.9.2.1. Selección de las proporciones óptimas suelo/solución

Se utilizan dos tipos de suelo y tres proporciones suelo/solución (seis experimentos). Un tipo de suelo tendrá
alto contenido de carbono orgánico y bajo contenido de arcilla; el otro, bajo contenido de carbono orgánico y
alto contenido de arcilla. Se sugieren las proporciones siguientes:

� 50 g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporción 1:1),

� 10 g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporción 1:5),

� 2 g de suelo y 50 cm3 de solución acuosa de la sustancia problema (proporción 1:25).

La cantidad mínima de suelo con la cual puede llevarse a cabo el experimento depende de las instalaciones del
laboratorio y de las características de los métodos analíticos utilizados. Sin embargo, se recomienda utilizar
por lo menos 1 g, y preferiblemente 2 g, para obtener resultados fiables en la prueba.

Una muestra de control con solamente la sustancia problema en solución de CaCl2 0,01 M (sin suelo) se
somete precisamente al mismo tratamiento que los sistemas de prueba, para comprobar la estabilidad de la
sustancia problema en solución de CaCl2 y su posible adsorción a las superficies de los recipientes del ensayo.

Una muestra en blanco por suelo con la misma cantidad de suelo y el volumen total de 50 cm3 de solución
de CaCl2 0,01 M (sin sustancia problema) se somete al mismo procedimiento de prueba, con el fin de servir
de contraste durante el análisis para detectar sustancias de interferencia o suelos contaminados.

Todos los experimentos, incluidos los controles y los blancos, deben llevarse a cabo al menos por duplicado.
El número total de muestras que deben prepararse para el estudio puede calcularse en función de la metodolo-
gía seguida.

Los métodos para el estudio preliminar y el estudio principal son generalmente los mismos; se mencionan las
excepciones en su caso.

Las muestras de suelo secadas al aire se equilibran agitándolas con un volumen mínimo de 45 cm3 de CaCl2
0,01 M durante una noche (12 horas) antes del día del experimento. Después se añade cierto volumen de la
solución madre de sustancia problema para ajustar el volumen final a 50 cm3. Este volumen añadido de la
solución madre: a) no debe exceder del 10 % del volumen final de 50 cm3 de la fase acuosa para cambiar lo
menos posible la naturaleza de la solución de preequilibrado, y b) debe suponer preferiblemente una concen-
tración inicial de la sustancia problema en contacto con el suelo (C0)) por lo menos dos órdenes de magnitud
más alta que el límite de detección del método analítico; este umbral garantiza la posibilidad de llevar a cabo
medidas exactas incluso en caso de adsorción fuerte (> 90 %) y de determinar más tarde las isotermas de
adsorción. También se recomienda que, a ser posible, la concentración inicial de sustancia (C0) no supere la
mitad de su límite de solubilidad.

Se da más abajo un ejemplo de cómo calcular la concentración de la solución madre (Cst). Se supone un límite
de detección de 0,01 lg cm¯3 y una adsorción del 90 %; así pues, la concentración inicial de la sustancia pro-
blema en contacto con el suelo debe ser preferiblemente 1 lg cm¯3 (dos órdenes de magnitud más alta que el
límite de detección). Suponiendo que se añade el volumen recomendado máximo de la solución madre (es
decir, 5 cm3 a 45 cm3 de solución de equilibrado de CaCl2 0,01 M (= el 10 % de la solución madre hasta un
volumen total de 50 cm3 de fase acuosa), la concentración de la solución madre debe ser 10 lg cm¯3, que es
tres órdenes de magnitud más alta que el límite de detección del método analítico.

El pH de la fase acuosa debe medirse antes y después del contacto con el suelo, puesto que desempeña un
papel importante en todo el proceso de adsorción, especialmente en caso de sustancias ionizables.

Se agita la mezcla hasta que se alcance el equilibrio de adsorción. El tiempo de equilibrado de los suelos es
muy variable, dependiendo de la sustancia química y del suelo; generalmente es suficiente un período de 24
horas (77). En el estudio preliminar pueden recogerse muestras secuencialmente durante un período de 48
horas desde la mezcla (por ejemplo, a las 4, 8, 24, 48 horas). Sin embargo, los tiempos de análisis deben con-
siderarse con flexibilidad para tener en cuenta el horario de trabajo del laboratorio.
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Hay dos opciones para el análisis de la sustancia problema en la solución acuosa: a) el método paralelo, y b) el
método en serie. Debe insistirse en que, aunque el método paralelo sea experimentalmente más pesado, el tra-
tamiento matemático de los resultados es más simple (apéndice 5). Sin embargo, la elección de la metodología
seguida corresponde al experimentador, que habrá de considerar las instalaciones y los recursos disponibles
del laboratorio.

a) Método paralelo: se preparan tantas muestras con la misma proporción de suelo/solución como intervalos
de tiempo a que se desee estudiar la cinética de adsorción. Después de la centrifugación y, en su caso, fil-
tración, la fase acuosa del primer tubo se recupera lo más completamente posible y se analiza después de,
por ejemplo, 4 horas, la del segundo tubo después de 8 horas, la del tercero después de 24, etc.

b) Método en serie: se prepara solamente una muestra por duplicado de cada proporción suelo/solución. A
los intervalos de tiempo definidos se centrifuga la mezcla para separar las fases. Se determina inmediata-
mente la sustancia problema en una pequeña alícuota de la fase acuosa; el experimento continúa con la
mezcla original. Si se aplica la filtración después de la centrifugación, el laboratorio debe tener instalacio-
nes para realizar la filtración de pequeñas alícuotas acuosas. Se recomienda que el volumen total de las alí-
cuotas tomadas no exceda del 1 % del volumen total de la solución, para no cambiar mucho la propor-
ción suelo/solución ni disminuir la masa de soluto disponible para la adsorción durante la prueba.

La adsorción porcentual Ati
se calcula a cada tiempo (ti) en función de la concentración inicial nominal y de la

concentración medida a ese tiempo de muestreo (ti), corregido para tener en cuenta el valor del blanco. Se
realizan las gráficas de Ati

frente al tiempo (figura 1 del apéndice 5) para estimar la llegada a la meseta de
equilibrio (1). También se calcula el valor de Kd en el equilibrio. Tomando como base este valor de Kd, a partir
de la figura 1 se seleccionan proporciones adecuadas suelo/solución, de modo que la adsorción porcentual
alcance más del 20 % y, preferiblemente, > 50 % (61). Todas las ecuaciones y principios de gráficas aplicables
figuran en el punto 2, de «Datos e informes», y en el apéndice 5.

1.9.2.2. Determinación del tiempo de equilibrado de adsorción y de la cantidad de sustancia problema adsorbida en el equilibrio

Como ya se ha mencionado, las gráficas de Ati
o Caq

ads frente al tiempo permiten la estimación del logro del
equilibrio de adsorción y de la cantidad de sustancia problema adsorbida en el equilibrio. Las figuras 1 y 2 del
apéndice 5 muestran ejemplos de tales gráficas. El tiempo de equilibrado es el que necesita el sistema para
alcanzar una meseta.

Si, con un suelo determinado, no se llega a ninguna meseta sino que hay un aumento constante, puede
deberse a la complicación por factores tales como la biodegradación o la difusión lenta. La biodegradación
puede comprobarse repitiendo el experimento con una muestra esterilizada del suelo. Si no se logra ninguna
meseta incluso en este caso, el experimentador debe realizar estudios específicos para buscar otros fenómenos
que pudieran darse; puede hacerse con modificaciones apropiadas de las condiciones del experimento (tempe-
ratura, tiempos de agitación, proporciones suelo/solución). Corresponde al experimentador decidir si continúa
con el procedimiento de prueba a pesar de que posiblemente no se llegue a lograr el equilibrio.

1.9.2.3. Adsorción en la superficie del recipiente del ensayo y estabilidad de la sustancia problema

Analizando las muestras de control puede obtenerse información sobre la adsorción de la sustancia problema
en la superficie de los recipientes del ensayo, así como sobre su estabilidad. Si se observa una disminución
superior al error típico del método analítico, puede haber fenómenos de degradación abiótica o adsorción en
la superficie del recipiente del ensayo. Puede conseguirse distinguir entre estos dos fenómenos lavando a fondo
las paredes del recipiente con un volumen conocido de un solvente apropiado y determinando la sustancia
problema en la solución de lavado. Si no se observa ninguna adsorción en la superficie de los recipientes del
ensayo, la disminución confirma la inestabilidad abiótica de la sustancia problema. Si se encuentra adsorción,
es necesario cambiar el material de los recipientes del ensayo. Sin embargo, los datos sobre la adsorción en la
superficie de los recipientes del ensayo obtenidos de este experimento no pueden extrapolarse directamente al
experimento con suelo/solución. La presencia de suelo afecta a esta adsorción.

Puede obtenerse información adicional sobre la estabilidad de la sustancia problema mediante la determinación
del balance de masa parental a lo largo del tiempo. Esto significa que se determina la sustancia problema en la
fase acuosa, en los extractos de suelo y en las paredes del recipiente del ensayo. La diferencia entre la masa de
la sustancia problema añadida y la suma de las masas de la sustancia problema en la fase acuosa, extractos de
suelo y paredes de los recipientes del ensayo es igual a la masa degradada, volatilizada o no extraída. Para lle-
var a cabo una determinación del balance de masa, debe haberse alcanzado el equilibrio de adsorción en el
tiempo que dure el experimento.

El balance de masa se lleva a cabo en ambos suelos y con una proporción suelo/solución por suelo que dé
una disminución por encima del 20 % (preferiblemente > 50 %) en el equilibrio. Cuando se termine el experi-
mento de selección de la proporción con el análisis de la última muestra de la fase acuosa después de 48
horas, las fases se separan por centrifugación y, si se desea, filtración. Se recupera lo más posible de la fase
acuosa, y se añade al suelo un solvente de extracción conveniente (coeficiente de extracción de por lo menos
el 95 %) para extraer la sustancia problema. Se recomienda hacer por lo menos dos extracciones sucesivas. Se
determina la cantidad de sustancia problema presente en los extractos de recipientes del ensayo y del suelo, y

(1) También pueden utilizarse gráficas de la concentración de la sustancia problema en la fase acuosa (Caq
ads) frente al tiempo para estimar

la llegada a la meseta de equilibrio (véase la figura 2 del apéndice 5).
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se calcula el balance de masa (ecuación 10 en el punto 2.1.2). Si es inferior al 90 %, se considera que la sus-
tancia problema es inestable en la escala de tiempo de la prueba. Sin embargo, los estudios podían aún conti-
nuar, teniendo en cuenta la inestabilidad de la sustancia problema; en este caso se recomienda analizar ambas
fases en el estudio principal.

1.9.3. Etapa 2: Cinética de adsorción con una concentración de la sustancia problema

Se utilizan cinco suelos, seleccionados a partir del cuadro 1. Es conveniente la inclusión entre estos cinco sue-
los de algunos o de todos los suelos utilizados en el estudio preliminar, si procede. En tal caso, la etapa 2 no
tiene que repetirse con los suelos utilizados en el estudio preliminar.

El tiempo de equilibrado, la proporción suelo/solución, el peso de la muestra de suelo, el volumen de la fase
acuosa en contacto con el suelo y la concentración de la sustancia problema en la solución se seleccionan
basándose en los resultados del estudio preliminar. Es mejor hacer el análisis aproximadamente después de un
tiempo del contacto de 2, 4, 6, 8 (quizás también 10) y 24 horas; el tiempo de agitación puede ampliarse a
un máximo de 48 horas en caso de que una sustancia requiera un tiempo más largo de equilibrado según los
resultados de la selección de la proporción. Sin embargo, los tiempos de análisis pueden considerarse con flexi-
bilidad.

Se hace cada experimento (un suelo y una solución) al menos por duplicado para poder estimar la varianza de
los resultados. En cada experimento se lleva a cabo una prueba en blanco, con suelo y solución de CaCl2 0,01
M, sin sustancia problema, y con un peso y un volumen, respectivamente, idénticos a los del experimento. Se
somete al mismo procedimiento de prueba una muestra de control con solamente la sustancia problema en
solución de CaCl2 0,01 M (sin suelo) como precaución frente a fenómenos inesperados.

La adsorción porcentual se calcula a cada tiempo Ati
o intervalo de tiempo ADti

(según sea necesario) y se
representa gráficamente frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de distribución Kd en el equilibrio,
así como el coeficiente de adsorción normalizado para tener en cuenta el carbono orgánico Koc (con sustan-
cias orgánicas no polares).

Resultados de la prueba de cinética de adsorción

El valor lineal de Kd es generalmente exacto para describir el comportamiento respecto a la sorción en el suelo
(35) (78) y refleja la movilidad inherente de las sustancias químicas en el suelo. Por ejemplo, en general, las
sustancias con Kd Ä 1 cm3 g¯1 se consideran cualitativamente móviles. Del mismo modo, MacCall et al. (16)
han elaborado un sistema de clasificación de la movilidad basado en valores de Koc (16). Además, hay sistemas
de clasificación de la lixiviación basados en la relación entre Koc y DT-50 (1) (32) (79).

También, según estudios de análisis de error (61), los valores de Kd inferiores a 0,3 cm3 g¯1 no pueden esti-
marse exactamente a partir de una disminución de la concentración en la fase acuosa, incluso cuando se aplica
la proporción más favorable suelo/solución (desde el punto de vista de la exactitud), es decir, 1:1. En este caso
se recomienda el análisis de ambas fases, suelo y solución.

En cuanto a las observaciones mencionadas, se recomienda que el estudio del comportamiento de la adsorción
de una sustancia química en el suelo y de su movilidad potencial continúe mediante la determinación de las
isotermas de adsorción de Freundlich para los sistemas de los cuales sea posible una determinación exacta de
Kd con el protocolo experimental seguido en este método de ensayo. La determinación exacta es posible si el
valor que resulta de multiplicar Kd por la proporción suelo/solución es >, cuando las medidas se basan en la
disminución de la concentración de la fase acuosa (método indirecto), o bien >, cuando se analizan ambas
fases (método directo) (61).

1.9.4. Etapa 3: Isotermas de adsorción y cinética de desorción/isotermas de desorción

1.9.4.1. Isotermas de adsorción

Se utilizan cinco concentraciones de sustancia problema que cubran preferiblemente dos órdenes de magnitud;
en la selección de estas concentraciones deben tenerse en cuenta la hidrosolubilidad y las concentraciones
acuosas resultantes en el equilibrio. Debe mantenerse la misma proporción suelo/solución por suelo a lo largo
del estudio. La prueba de adsorción se lleva a cabo según lo descrito anteriormente, con la única diferencia de
que la fase acuosa se analiza solamente una vez, al tiempo necesario para alcanzar el equilibrio según lo deter-

(1) DT-50: tiempo necesario para la degradación del 50 % de la sustancia problema.
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minado antes en la etapa 2. Se determinan las concentraciones de equilibrio en la solución y se calcula la can-
tidad adsorbida a partir de la disminución de la sustancia problema en la solución o con el método directo. La
masa adsorbida por unidad de masa del suelo se representa gráficamente en función de la concentración de la
sustancia problema en el equilibrio (véase el punto 2, «Datos e informes»).

Resultados del experimento de isotermas de adsorción

Entre los modelos matemáticos de adsorción propuestos hasta ahora, el de las isotermas de Freundlich es el
utilizado más frecuentemente para describir procesos de adsorción. En las referencias (41) (45) (80) (81) (82)
se proporciona información más detallada sobre la interpretación e importancia de los modelos de adsorción.

Nota: Debe indicarse que es posible comparar los valores de KF (coeficiente de adsorción de Freundlich) de
diferentes sustancias solamente si estos valores de KF se expresan en las mismas unidades (83).

1.9.4.2. Cinética de desorción

El propósito de este experimento es investigar si una sustancia química se adsorbe reversible o irreversible-
mente a un suelo. Esta información es importante, puesto que el proceso de desorción también desempeña un
papel destacado en el comportamiento de las sustancias en el suelo de campo. Por otra parte, los datos de
desorción son útiles para la modelización por ordenador de la lixiviación y la simulación del arrastre de sus-
tancias disueltas. Si se desea hacer un estudio de desorción, se recomienda que el estudio descrito a continua-
ción se lleve a cabo con cada sistema para el cual haya sido posible una determinación exacta de Kd en el
experimento anterior de cinética de adsorción.

Análogamente al estudio de cinética de adsorción, hay dos opciones para proceder con el experimento de
cinética de desorción: a) el método paralelo, y b) el método en serie. La selección de la metodología seguida
corresponde al experimentador, que tendrá en cuenta las instalaciones y los recursos del laboratorio.

a) Método paralelo: de cada suelo seleccionado para realizar el estudio de desorción se preparan tantas mues-
tras con la misma proporción suelo/solución como intervalos de tiempo a que se desee estudiar la cinética
de desorción. Es preferible utilizar los mismos intervalos de tiempo que en el experimento de cinética de
adsorción; sin embargo, el tiempo total puede ampliarse según sea necesario para que el sistema alcance
el equilibrio de desorción. En cada experimento (un suelo, una solución) se lleva a cabo una prueba en
blanco, con suelo y solución de CaCl2 0,01 M, sin la sustancia problema, y con un peso y un volumen,
respectivamente, idénticos a los del experimento. Como muestra de control, la sustancia problema en
solución de CaCl2 0,01 M (sin suelo) se somete al mismo procedimiento de prueba. Todas las mezclas del
suelo con la solución se agitan hasta que se alcance el equilibrio de adsorción (según lo determinado antes
en la etapa 2). Entonces, las fases se separan por centrifugación y las fases acuosas se retiran en la mayor
proporción posible. El volumen de solución retirado se sustituye con un volumen igual de CaCl2 0,01 M
sin sustancia problema y las nuevas mezclas se agitan otra vez. La fase acuosa del primer tubo se recupera
lo más completamente posible y se analiza después de, por ejemplo, 2 horas, la del segundo tubo después
de 4 horas, la del tercero después de 6 horas, etc., hasta que se alcance el equilibrio de desorción.

b) Método en serie: después del experimento de cinética de adsorción, se centrifuga la mezcla y se retira lo
más posible la fase acuosa. El volumen de solución retirado se sustituye con un volumen igual de CaCl2
0,01 M sin sustancia problema. La nueva mezcla se agita hasta que se alcance el equilibrio de desorción.
Durante este periodo, a intervalos de tiempo definidos, se centrifuga la mezcla para separar las fases. En
una pequeña alícuota de la fase acuosa se determina inmediatamente la sustancia problema; el experi-
mento continúa después con la mezcla original. El volumen de cada alícuota debe ser menos del 1 % del
volumen total. Se añade a la mezcla la misma cantidad de solución de CaCl2 0,01 M para mantener la
proporción suelo/solución, y continúa la agitación hasta el intervalo siguiente.

La desorción porcentual se calcula a cada tiempo (Dti
) o intervalo de tiempo (DDti

) (según las necesidades del
estudio) y se representa frente al tiempo. También se calcula el coeficiente de desorción Kdes en el equilibrio.
Todas las ecuaciones aplicables figuran en el punto 2, «Datos e informes», y en el apéndice 5.

Resultados del experimento de cinética de desorción

Las gráficas comunes de la desorción Dti
y la adsorción Ati

porcentuales frente al tiempo permiten valorar la
reversibilidad del proceso de adsorción. Si el equilibrio de desorción se logra incluso dentro del doble del
tiempo de equilibrio de adsorción, y la desorción total es de más del 75 % de la cantidad adsorbida, se consi-
dera que la adsorción es reversible.
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1.9.4.3. Isotermas de desorción

Las isotermas de desorción de Freundlich se determinan con los suelos utilizados en el experimento de las iso-
termas de adsorción. La prueba de desorción se lleva a cabo según lo descrito en el punto 1.9.2.5.2, «Cinética
de desorción», con la única diferencia de que la fase acuosa se analiza solamente una vez, en el equilibrio de
desorción. Se calcula la cantidad de sustancia problema desorbida. El contenido de sustancia problema que
permanece adsorbida al suelo en el equilibrio de desorción se representa en función de la concentración de
equilibrio de la sustancia problema en la solución (véase a continuación «Datos e informes» y el apéndice 5).

2. DATOS E INFORMES

Los datos analíticos se presentan en forma de cuadro (véase el apéndice 6). Se dan las medidas y las medias
calculadas. Se proporcionan las representaciones gráficas de las isotermas de adsorción. Se hacen los cálculos
según lo descrito más adelante.

Para la prueba, se considera que el peso de 1 cm3 de solución acuosa es 1 g. La proporción suelo/solución
puede expresarse en unidades de peso/peso o de peso/volumen con la misma cifra.

2.1. ADSORCIÓN

La adsorción (Ati
) se define como el porcentaje de sustancia adsorbida en el suelo en relación con la cantidad

presente al principio de la prueba, en las condiciones de prueba. Si la sustancia problema es estable y no se
adsorbe significativamente a la pared del recipiente, Ati

se calcula a cada tiempo ti, según la ecuación:

Ati =
mads

s �ti� · 100
m0

�%� �3�

donde:

Ati
= adsorción porcentual al tiempo ti (%),

ms
ads(ti) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo al tiempo ti (lg),

m0 = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al principio de la prueba (lg).

En el apéndice 5 figura información detallada sobre el cálculo de la adsorción porcentual Ati
con los métodos

paralelo y en serie.

El coeficiente de distribución Kd es la proporción entre el contenido de sustancia en la fase edáfica y la concen-
tración en masa de la sustancia en la solución acuosa, en las condiciones de prueba, cuando se alcanza el equi-
librio de adsorción:

Kd =
Cads

s �eq�
Cads

aq �eq� =
mads

s �eq�
mads

aq �eq�
V0

msoil
�cm3 g¯1� �4�

donde:

Cs
ads(eq) = contenido de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorción (lg g¯1),

Caq
ads(eq) = concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa en el equilibrio de adsorción (lg cm¯3;

esta concentración se determina analíticamente teniendo en cuenta los valores obtenidos en las
pruebas en blanco,

ms
ads(eq) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorción (lg),

maq
ads(eq) = masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción (lg),

msoil = cantidad de la fase edáfica, expresada en masa seca de suelo (g),

V0 = volumen inicial de la fase acuosa en contacto con el suelo (cm3).
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La relación entre Aeq y Kd se da en la ecuación siguiente:

Kd =
Aeq

100 ¯ Aeq

V0

msoil
�cm3 g¯1� �5�

donde:

Aeq = adsorción porcentual en el equilibrio de adsorción (%).

El coeficiente de adsorción normalizado para tener en cuenta el carbono orgánico Koc relaciona el coeficiente
de distribución Kd con el contenido de carbono orgánico de la muestra de suelo:

Koc = Kd ·
100
%oc
�cm3 g¯1� �6�

donde:

% oc = porcentaje de carbono orgánico en la muestra de suelo (g g¯1).

El coeficiente Koc representa un solo valor que caracteriza el reparto principalmente de las sustancias orgánicas
no polares entre el carbono orgánico del suelo o sedimento y el agua. La adsorción de estas sustancias está
correlacionada con el contenido orgánico del sólido de sorción (7); así pues, los valores de Koc dependen de
las características específicas de las fracciones húmicas que difieren considerablemente en su capacidad de sor-
ción, debido a diferencias de origen, génesis, etc.

2.1.1. Isotermas de adsorción

La ecuación de las isotermas de adsorción de Freundlich relaciona la cantidad de sustancia problema adsorbida
con la concentración de sustancia problema en la solución en el equilibrio (ecuación 8).

Los datos se tratan como en el punto 2.1, «Adsorción», y, de cada tubo de ensayo, se calcula el contenido de
sustancia problema adsorbida en el suelo después de la prueba de adsorción [Cs

ads(eq), en otras partes expre-
sado como x/m]. Se acepta que se ha logrado el equilibrio y que Cs

ads(eq) representa el valor de equilibrio:

Cads
s �eq� =

mads
s �eq�
msoil

=

�
C0 ¯ Cads

aq �eq�� · V0

msoil
��g g¯1� �7�

La ecuación de adsorción de Freundlich es la siguiente (8):

Cads
s �eq� = Kads

F · Cads
aq �eq�1=n ��g g¯1� �8�

o, en forma lineal:

logCads
s �eq� = logKads

F + 1=n · logCads
aq �eq� �9�

donde:

KF
ads = coeficiente de adsorción de Freundlich; su dimensión es cm3 g-1 sólo si 1/n = 1; en los demás

casos, se introduce la pendiente 1/n en la dimensión de KF
ads (lg1¯1/n (cm3)1/n g¯1)

n = constante de regresión; 1/n generalmente oscila entre 0,7 y 1,0, indicando que los datos de sor-
ción suelen ser ligeramente no lineales.

Se representan gráficamente las ecuaciones (8) y (9) y se calculan los valores de KF
ads y 1/n por análisis de

regresión utilizando la ecuación 9. También se calcula el coeficiente de correlación r2 de la ecuación logarít-
mica. En la figura 2 se da un ejemplo de tales representaciones:

ASoil ASoil

Figura 2. Representación de la adsorción de Freundlich, normal y linealizada
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2.1.2. Balance de masa

El balance de masa (MB) se define como el porcentaje de sustancia que puede recuperarse analíticamente des-
pués de una prueba de adsorción respecto a la cantidad nominal de sustancia presente al principio de la
prueba.

El tratamiento de los datos será diferente si el solvente es completamente miscible con agua. En caso de un
solvente miscible con agua, el tratamiento de los datos descrito en el punto 2.2, «Desorción» puede aplicarse
para determinar la cantidad de sustancia recuperada por la extracción con el solvente. Si el solvente es menos
miscible con agua, hay que hacer la determinación de la cantidad recuperada.

El balance de masa MB de la adsorción se calcula del siguiente modo; se supone que el término mE corres-
ponde a la suma de las masas de la sustancia problema extraídas del suelo y de la superficie del recipiente del
ensayo con un solvente orgánico:

MB =

ÿ
Vrec · Cads

aq �eq� + mE
�

· 100

V0 · C0
�%� �10�

donde:

MB = balance de masa (%)

mE = asa total de la sustancia problema extraída del suelo y de las paredes del recipiente del ensayo en
dos fases (lg),

C0 = concentración inicial en masa de la solución problema en contacto con el suelo (lg cm¯3),

Vrec = volumen de sobrenadante recuperado después del equilibrio de adsorción (cm¯3).

2.2. DESORCIÓN

La desorción (D) se define como el porcentaje de sustancia problema que se desorbe, en relación con la canti-
dad de sustancia adsorbida previamente, en las condiciones de prueba:

Dt i =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �11�

donde:

Dti
= desorción porcentual a un tiempo ti (%),

maq
des(ti) = masa de la sustancia problema desorbida del suelo a un tiempo ti (lg),

ms
des(eq) = masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorción (lg).

En el apéndice 5 figura información detallada sobre cómo calcular la desorción porcentual Dti
con los métodos

paralelo y en serie.

El coeficiente de desorción aparente (Kdes) es, en las condiciones de prueba, la proporción entre el contenido
de sustancia que permanece en la fase edáfica y la concentración en masa de la sustancia desorbida en la solu-
ción acuosa, cuando se alcanza el equilibrio de desorción:

Kdes =
mads

s �eq� ¯ mdes
aq �eq�

mdes
aq �eq�

VT

msoil
�cm3 g¯1� �12�

donde:

Kdes = coeficiente de desorción (cm3 g¯1),

maq
des(eq) = masa total de la sustancia problema desorbida del suelo en el equilibrio de desorción (lg),

VT = volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante la prueba de cinética de desor-
ción (cm3).

En el apéndice 5, en el sección «Desorción», figuran directrices para calcular maq
des(eq).
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Observación

Si la prueba de adsorción precedente se ha llevado a cabo con el método paralelo, se considera que el volumen
VT de la ecuación 12 es igual a V0.

2.2.1. Isotermas de desorción

La ecuación de isotermas de desorción de Freundlich relaciona el contenido de la sustancia problema que per-
manece adsorbida en el suelo con la concentración de la sustancia problema en la solución en el equilibrio de
desorción (ecuación 16).

Para cada tubo de prueba, el contenido de sustancia que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de
desorción se calcula del modo siguiente:

Cdes
s �eq� =

mads
s �eq� ¯ mdes

aq �eq�
msoil

��g g¯1� �13�

maq
des(eq) se define como:

mdes
aq �eq� = mdes

m �eq� ·
V0

VF
r

¯ mA
aq��g� �14�

donde:

Cs
des(eq) = contenido de la sustancia problema que permanece adsorbida en el suelo en el equilibrio de desor-

ción (lg g¯1),

mm
des(eq) = masa de la sustancia determinada analíticamente en la fase acuosa en el equilibrio de desorción

(lg),

maq
A = masa de la sustancia problema que queda en solución después de alcanzado el equilibrio de adsor-

ción debido a la sustitución incompleta del volumen (lg),

maq
des(eq) = masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción (lg);

mA
aq = mads

aq �eq� ·
V0 ¯ VR

V0

� �
�15�

Vr
F = volumen de solución tomada del tubo para la medida de la sustancia problema, en el equilibrio

de desorción (cm3),

VR = volumen del sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el equilibrio de adsorción y susti-
tuido por el mismo volumen de solución de CaCl2 0,01 M (cm3).

A continuación se muestra la ecuación de desorción de Freundlich:

Cdes
s �eq� = Kdes

F · Cdes
aq �eq�1=n��g g¯1� �16�

o, en forma lineal:

logCdes
s �eq� = logKdes

F + 1=n · logCdes
aq �eq� �17�

donde:

KF
des = coeficiente de desorción de Freundlich,

n = constante de regresión,

Caq
des(eq) = concentración en masa en la sustancia en la fase acuosa en el equilibrio de desorción (lg cm¯3).

Las ecuaciones 16 y 17 pueden representarse gráficamente y el valor de KF
des y el de 1/n se calculan por análi-

sis de regresión utilizando la ecuación 17.

Observación

Si el exponente 1/n de adsorción o desorción de Freundlich es igual a 1, la constante de enlace de adsorción o
desorción de Freundlich (KF

ads y KF
des) será respectivamente igual a la constante de equilibrio de adsorción o

desorción (Kd y Kdes), y las gráficas de Cs frenta a Caq serán lineales. Si los exponentes no son iguales a 1, las
gráficas de Cs frente a Caq no serán lineales y las constantes de adsorción y desorción variarán a lo largo de las
isotermas.
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2.2.2. Informe de la prueba

El informe de la prueba debe incluir la información siguiente:

� identificación completa de las muestras de suelo utilizadas, incluyendo:

� referencia geográfica del sitio (latitud, longitud),

� fecha del muestreo,

� tipo de uso (por ejemplo, suelo agrícola, bosque, etc.),

� profundidad del muestreo,

� contenido de arena/limo/arcilla,

� valores de pH (en CaCl2 0,01 M),

� contenido de carbono orgánico,

� contenido de materia orgánica,

� contenido de nitrógeno,

� proporción C/N,

� capacidad de intercambio catiónico (mmol/kg),

� toda la información relativa a la recogida y conservación de las muestras de suelo,

� en su caso, toda información pertinente para la interpretación de la adsorción/desorción de la sustan-
cia problema,

� referencia de los métodos utilizados para la determinación de cada parámetro;

� información sobre la sustancia problema según el caso;

� temperatura de los experimentos;

� condiciones de centrifugación;

� procedimiento analítico utilizado para analizar la sustancia problema;

� justificación del uso eventual de agentes de solubilización para la preparación de la solución madre de la
sustancia problema;

� explicación de las correcciones hechas en los cálculos, en su caso;

� datos según las fichas (apéndice 6) y representaciones gráficas;

� toda la información y observaciones útiles para la interpretación de los resultados de la prueba.
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APÉNDICE 1

ESQUEMA DE LA PRUEBA

Elaboración de un método analítico adecuado

No sigue la prueba

¿Disponible?

Estudio preliminar

2 suelos

Selección de las proporcio-
nes suelo/solución óptimas

Determinación del
tiempo de equilibrio

Comprobración de la adsor-
ción en la superficie del reci-

piente

Comprobación de la estabilidad
por medio del balance de masa

parental

Si el balance de masa < 90 %, la sustancia
problema es inestable en la escala de tiempo de la
prueba. Ésta puede continuar analizándose ambas

fases (suelo y solución acuosa)

¿Se alcanza una meseta de
equilibrio?

Cinética de adsorción

5 suelos

Si:
Kd* (msoil/V0) > 0,3 (método indirecto: medida de la disminución en la solución)

Kd* (msoil/V0) > 0,1 (método directo: medida en ambas fases)

Isotermas de adsorción Cinética de desorción

según corresponda

Isotermas de desorción
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APÉNDICE 2

INFLUENCIA DE LA EXACTITUD DEL MÉTODO ANALÍTICO Y DEL CAMBIO DE CONCENTRACIÓN
SOBRE LA EXACTITUD DE LOS RESULTADOS DE LA ADSORCIÓN

A partir del cuadro siguiente (84), se ve que, cuando la diferencia entre la masa inicial (m0 = 110 lg) y la masa en el
equilibrio [mads

aq (eq) = 100 lg] de la sustancia problema en la solución es muy pequeña, un error del 5 % en la medida
de la concentración en el equilibrio origina un error del 50 % en el cálculo de la masa de la sustancia adsorbida en el
suelo [mads

s (eq)] y del 52,4 % en el cálculo de Kd.

Cantidad de suelo msoil = 10 g
Volumen de solución V0 = 100 cm3

mads
aq (eq)
(lg)

Cads
aq (eq)

(lg cm¯3)
R (mads

s (eq)*
(lg)

Cads
s (eq)*

(lg g¯1)
R� Kd* R�

PARA A = 9 %

100 1,000 Valor verd. 10 1,00 Valor verd. 1

101 1,010 1 % 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %

105 1,050 5 % 5 0,50 50 % 0,476 52,4 %

109 1,090 9 % 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %

PARA A = 55 %

50,0 0,500 Valor verd. 60,0 6,00 Valor verd. 12,00

50,5 0,505 1 % 59,5 5,95 0,8 % 11,78 1,8 %

52,5 0,525 5 % 57,5 5,75 4,0 % 10,95 8,8 %

55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3 % 10,00 16,7 %

PARA A = 99 %

1,100 0,011 Valor verd. 108,9 10,89 Valor verd. 990

1,111 0,01111 1 % 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0 %

1,155 0,01155 5 % 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8 %

1,21 0,0121 10 % 108,790 10,8790 0,10 % 899 9,2 %

donde:

*mads
s (eq)= m0 ¯ mads

aq �eq�; Cads
s �eq� =

�
C0 ¯ Cads

aq �eq�� V0

msoil
; Kd =

mads
s �eq�

mads
aq �eq�

V0

msoil

mads
s (eq) = masa de la sustancia problema en la fase edáfica en el equilibrio (lg),

mads
aq (eq) = masa de la sustancia problema en la fase acuosa en el equilibrio (lg),

Cads
s (eq) = contenido de la sustancia problema en la fase edáfica en el equilibrio (lg g¯1),

Cads
aq (eq) = concentración en masa de la sustancia problema en la fase acuosa en el equilibrio (lg cm¯3),

R = error analítico en la determinación de mads
aq (eq),

R� = error calculado debido al error analítico R.
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APÉNDICE 3

TÉCNICAS DE ESTIMACIÓN DE Kd

1. Las técnicas de estimación permiten dar un valor de Kd a partir de correlaciones observadas con, por ejemplo, valo-
res de Pow (12) (39) (63) (64) (65) (66) (67) (68), datos de hidrosolubilidad (12) (19) (21) (39) (68) (69) (70) (71)
(72) (73), o datos de polaridad obtenidos por aplicación de HPLC en fase inversa (74) (75) (76). Como se muestra
en los cuadros 1 y 2, a partir de estas ecuaciones se calcula Koc o Kom y después, indirectamente, se obtiene Kd con
las ecuaciones:

Koc = Kd ·
100
%oc
�cm3 g¯1� Kom =

Kd

1; 724
·

100
%oc
�cm3 g¯1�

2. Estas correlaciones se basan en dos suposiciones: 1) la materia orgánica del suelo es el factor que más influye en la
adsorción de una sustancia, y 2) las interacciones implicadas son principalmente no polares. En consecuencia, estas
correlaciones: 1) no son aplicables a las sustancias polares (o sólo lo son de forma limitada), y 2) no son aplicables
a los casos en que el contenido de materia orgánica del suelo es muy pequeño (12). Por otra parte, aunque se han
encontrado correlaciones satisfactorias entre Pow y adsorción (19), no puede decirse lo mismo de la relación entre
hidrosolubilidad y grado de adsorción (19) (21); en este sentido, los estudios son muy contradictorios.

3. En los cuadros 1 y 2 se dan ejemplos de correlaciones del coeficiente de adsorción con el coeficiente de reparto
octanol-agua y con la hidrosolubilidad, respectivamente.

Cuadro 1. Ejemplos de correlaciones entre el coeficiente de distribución de la adsorción y el coeficiente de reparto
octanol-agua; pueden verse más ejemplos en (12) (68)

Sustancias Correlaciones Autores

Ureas sustituidas log Kom = 0,69 + 0,52 log Pow Briggs (1981) (39)

Aromáticas cloradas log Koc = ¯0,779 + 0,904 log Pow Chiou et al. (1983) (65)

Diversos plaguicidas log Kom = 4,4 + 0,72 log Pow Gerstl y Mingelgrin (1984) (66)

Hidrocarburos aromáticos log Koc = ¯2,53 + 1,15 log Pow Vowles y Mantoura (1987) (67)

Cuadro 2. Ejemplos de correlaciones entre el coeficiente de distribución de la adsorción y la hidrosolubilidad; pue-
den verse más ejemplos en (68) (69)

Sustancias Correlaciones Autores

Diversos plaguicidas log Kom = 3,8 - 0,561 log Sw Gerstl y Mingelgrin (1984) (66)

Sustancias cloradas aromáti-
cas, alifáticas

log Kom = (4,040 +/¯ 0,038) �
(0,557 +/¯ 0,012) log Sw

Chiou et al. (1979) (70)

a-naftol log Koc = 4,273 - 0,686 log Sw Hasset et al. (1981) (71)

Sustancias aromáticas alifáti-
cas, cíclicas

log Koc = ¯1,405 � 0,921 log Sw �
0,00953 (mp-25)

Karickhoff (1981) (72)

Diversos compuestos log Kom = 2,75 - 0,45 log Sw Moreale van Blade (1982) (73)
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APÉNDICE 4

CÁLCULOS PARA DEFINIR LAS CONDICIONES DE LA CENTRIFUGACIÓN

1. El tiempo de centrifugación viene dado por la siguiente fórmula, suponiendo partículas esféricas:

t =
9
2

�

!2rp2��s ¯ �aq�
� �

ln�Rb=Rt
� �1�

Con fines de simplificación, todos los parámetros se dan en unidades ajenas al SI (g, cm),

donde:

x = velocidad de giro (=2 p rpm/60) (rad s¯1),

rpm = revoluciones por minuto,

g = viscosidad de la solución (g s¯1 cm¯1),

rp = radio de las partículas (cm),

qs = densidad del suelo (g cm¯3),

qaq = densidad de la solución (g cm¯3),

Rt = distancia desde el centro del rotor de centrifugación hasta el nivel de la solución en el tubo de centrífuga
(cm),

Rb = distancia desde el centro del rotor de centrifugación hasta el fondo del tubo de centrífuga (cm),

Rb-Rt = longitud de la mezcla suelo/solución en el tubo de centrífuga (cm).

En la práctica general, se utiliza un tiempo doble del calculado para conseguir una separación completa.

2. La ecuación (1) puede simplificarse más si consideramos que la viscosidad (g) y la densidad (qaq) de la solución son
iguales a la viscosidad y la densidad del agua a 25 °C; por tanto, g = 8,95 × 10¯3 g s¯1 cm¯1 and qaq = 1,0 g, cm¯3.

Entonces, el tiempo de centrifugación se obtiene con la ecuación 2):

t =
3; 7

�rpm�2 · rp
2��s ¯ 1� ln

Rb
Rt

�2�

3. En la ecuación 2 se ve que hay dos parámetros importantes para definir las condiciones de la centrifugación, es
decir, el tiempo (t) y la velocidad (rpm) necesarios para conseguir la separación de las partículas de un tamaño
determinado (en nuestro caso, de 0,1 lm de radio): 1) la densidad del suelo, y 2) la altura de la mezcla en el tubo
de centrífuga (Rb-Rt), es decir, la distancia que recorre una partícula de suelo desde el nivel superior de la solución
hasta el fondo del tubo; evidentemente, con un volumen determinado, la altura de la mezcla en el tubo dependerá
del cuadrado del radio del tubo.

4. La figura 1 presenta las variaciones del tiempo de centrifugación (t) frente a la velocidad de centrifugación (rpm)
con diferentes densidades de suelo (qs) (figura 1a) y diferentes alturas de la mezcla en los tubos de centrífuga (figura
2a). En la fig.1a queda de manifiesto la influencia de la densidad del suelo; por ejemplo, con una centrifugación clá-
sica de 3 000 rpm el tiempo de centrifugación es de aproximadamente 240 minutos para una densidad de suelo de
1,2 g cm�3, mientras que es de sólo 50 minutos para 2,0 g cm�3. Análogamente, según la figura 1b, con una centri-
fugación clásica de 3 000 rpm el tiempo de centrifugación es de aproximadamente 50 minutos para una altura de
la mezcla de 10 cm y de sólo 7 minutos para una altura de 1 cm. No obstante, es importante encontrar la relación
óptima entre la centrifugación que requiera la menor altura posible y una manipulación fácil para el experimenta-
dor al separar las fases tras la centrifugación.
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5. Por otra parte, al definir las condiciones experimentales para la separación de las fases suelo / solución, es impor-
tante considerar la posible existencia de una tercera «pseudofase», los coloides. Estas partículas, de tamaño inferior a
0,2 lm, pueden afectar considerablemente a todo el mecanismo de la adsorción de una sustancia en una suspensión
de suelo. Cuando se realiza la centrifugación según se describe anteriormente, los coloides se quedan en la fase
acuosa y se someten a análisis junto con la fase acuosa, con lo que se pierde la información sobre su influencia.

Si el laboratorio donde se realiza la prueba tiene equipos de ultracentrifugación o ultrafiltración, es posible estudiar
con mayor profundidad la adsorción/desorción de una sustancia en el suelo, con información sobre la adsorción de
la sustancia en los coloides. En este caso, para separar las tres fases (suelo, coloides, solución) debe realizarse una
ultracentrifugación a 60 000 rpm/minuto o una ultrafiltración con una porosidad de 100 000 Dalton. También hay
que modificar en consonancia el protocolo del ensayo, a fin de determinar la sustancia en las tres fases.
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Figura 1a. Variaciones del tiempo de centrifugación (t) frente a la velocidad de centrifugación (rpm) con diferentes
densidades de suelo (qs).
Rt = 10 cm; Rb-Rt = 10 cm; g = 8,95 × 10¯3 g s¯1 cm¯1 and qaq = 1,0 g·cm¯3 at 25 °C
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1,0 g cm¯3 a 25 °C y qs = 2,0 g cm¯3.
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APÉNDICE 5

CÁLCULO DE LA ADSORCIÓN A (%) Y DE LA DESORCIÓN D (%)

El esquema temporal del procedimiento es el siguiente:

∆t1 ∆t2 ∆tn–1 ∆tn

t0 t1 t2 tn–2 tn–1 tn
Tiempo t

A efectos de los cálculos, se supone que la sustancia problema es estable y no se adsorbe de forma importante a las
paredes del recipiente.

ADSORCIÓN A (A %)

a) Método paralelo

La adsorción porcentual se calcula con cada tubo de ensayo (i) a cada tiempo (ti), según la ecuación:

Ati =
mads

s �ti� · 100
m0

�%� �1� (1)

Los términos de esta ecuación pueden calcularse de la forma siguiente:

m0 = C0 · V0 �lg� �2�

mads
s �ti� = m0 ¯ Cads

aq �ti� · V0 �lg� �3�

donde:

Ati
= adsorción porcentual (%) al tiempo ti,

ms
ads(ti) = masa de la sustancia problema en el suelo al tiempo ti en que se realiza el análisis (lg),

m0 = masa de la sustancia problema en el tubo de ensayo, al inicio de la prueba (lg),

C0 = concentración inicial en masa de la solución problema en contacto con el suelo (lg cm¯3),

Caq
ads(ti) = concentración en masa de la sustancia en la fase acuosa al tiempo ti en que se realiza el análisis (lg

cm¯3); esta concentración se determina analíticamente teniendo en cuenta los valores obtenidos en la
prueba en blanco,

V0 = volumen inicial de la solución problema en contacto con el suelo (cm3).

Los valores de la adsorción porcentual Ati
o Caq

ads(ti) se representan gráficamente frente al tiempo y se determina el
tiempo al que se alcanza el equilibrio de sorción. En las figuras 1 y 2 se recogen ejemplos de tales gráficas.

(1) Ecuación aplicable a los métodos tanto directo como indirecto. Las demás ecuaciones son aplicables sólo al método indirecto.
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Figura 1. Gráfica de equilibrio de adsorción
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Figura. 2. Concentración en masa de la sustancia problema en la fase acuosa (Caq) frente al tiempo

b) Método en serie

Las siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorción se sigue con mediciones de la sustan-
cia problema en pequeñas alícuotas de la fase acuosa a intervalos de tiempo especificados.

� Durante cada intervalo de tiempo, la cantidad de sustancia adsorbida en el suelo se calcula de la manera
siguiente:

� para el primer intervalo de tiempo Dti = ti¯ t0

mads
s �Dt1� = m0 ¯ mads

m �t1� ·
V0

vA
a

� �
�4�

� para el segundo intervalo de tiempo Dt2 = t2 ¯ t1

mads
s �Dt2� = mads

m �t1� ·
V0

vA
a

� �
¯ mads

m �t2� ·
V0 ¯ vA

a

vA
a

� �
�5�
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� para el tercer intervalo de tiempo Dt3 = t3 ¯ t2

mads
s �Dt3� = mads

m �t2� ·
V0 ¯ vA

a

vA
a

� �
¯ mads

m �t3� ·
V0 ¯ 2 · vA

a

vA
a

� �
�6�

� para el enésimo intervalo de tiempo Dtn = tn ¯ tn¯1

mads
s �Dtn� = mads

m �tn ¯ 1� ·
V0 ¯ �n ¯ 2� · vA

a

vA
a

� �
¯ mads

m �tn� ·

ÿ
V0 ¯ �n ¯ 1� · vA

a

�
vA

a

� �
�7�

� El porcentaje de adsorción a cada intervalo de tiempo, ADti
, se calcula con la ecuación siguiente:

ADti =
mads

s �Dti�
m0

· 100 �%� �8� (1)

mientras que el porcentaje de adsorción (Ati
) al tiempo ti viene dado por la ecuación:

Ati =

XDti

j�Dt1

mads
s �j�

m0
· 100 �%� �9� (1)

Los valores de la adsorción Ati
o ADti

(según las necesidades del estudio) se representan gráficamente frente al
tiempo y se determina el tiempo al que se alcanza el equilibrio de sorción.

� Al tiempo de equilibrado teq:

� la masa de la sustancia problema adsorbida en el suelo es:

mads
s �eq� =

Xn

Dti = 1

mads
s �Dti� �10� (1)

� la masa de la sustancia problema en la solución es:

mads
aq �eq� = m0 ¯

Xn

Dti�1

mads
s �Dti� �11� (1)

� y la adsorción porcentual en el equilibrio es:

Aeq =
mads

s �eq�
m0

· 100 �%� �12� (1)

Los parámetros usados en estas ecuaciones se definen de la forma siguiente:

ms
ads(Dt1), ms

ads(Dt2), �, ms
ads(Dtn) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo durante los intervalos de tiempo

Dt1, Dt2, �, Dtn respectivamente (lg),

mm
ads(t1), mm

ads(t2), �, mn
ads(tn) = masa de la sustancia medida en una alícuota va

A alos tiempos t1, t2, �, tn res-
pectivamente (lg),

ms
ads(eq) = masa de la sustancia adsorbida en el suelo en el equilibrio de adsorción (lg),

maq
ads(eq) = masa de la sustancia en la solución en el equilibrio de adsorción (lg),

va
A = volumen de la alícuota donde se mide la sustancia problema (cm3),

ADti
= adsorción porcentual correspondiente al intervalo de tiempo Dti (%),

Aeq = adsorción porcentual en el equilibrio de adsorción (%).

(1) Ecuaciones aplicables a los métodos tanto directo como indirecto. Las demás ecuaciones son aplicables sólo al método indirecto.
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DESORCIÓN D (%)

El tiempo t0 al que se inicia el experimento de cinética de desorción se considera que es el momento en que el volumen
recuperado máximo de la solución de sustancia problema (después de alcanzarse el equilibrio de adsorción) es sustituido
por un volumen igual de solución de CaCl2 0,01 M.

a) Método paralelo

A un tiempo ti , la masa de la sustancia problema se mide en la fase acuosa tomada del tubo i (Vr
i ), y la masa desor-

bida se calcula con arreglo a la ecuación siguiente:

mdes
aq �ti� = mdes

m �ti� ·
V0

vi
r

� �
¯ mA

aq �13�

En el equilibrio de desorción ti = teq, por lo que maq
ads(ti) = maq

ads(eq).

La masa de la sustancia problema desorbida durante un intervalo de tiempo (Dti) se da en la ecuación:

mdes
aq �Dti� = mdes

aq �ti� ¯
Xi ¯ 1

j�1

mdes
aq �j� �14�

La desorción porcentual se calcula:

� a un tiempo ti a partir de la ecuación:

Dti =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �15�

� y durante un intervalo de tiempo (Dti) a partir de la ecuación:

DDti =
mdes

aq �Dti�
mads

s �eq� · 100 �%� �16�

donde:

Dti
= desorción porcentual al tiempo ti (%),

DDti
= desorción porcentual correspondiente al intervalo de tiempo Dti (%),

maq
des(ti) = masa de la sustancia problema desorbida al tiempo ti (lg),

maq
des(Dti) = masa de la sustancia problema desorbida durante el intervalo de tiempo Dti (lg),

mm
des(ti) = masa de la sustancia problema medida analíticamente al tiempo ti en un volumen de solución Vr

i,
que se toma para el análisis (lg),

maq
A = masa de la sustancia problema que queda en solución una vez alcanzado el equilibrio de adsor-

ción debido a la sustitución incompleta del volumen (lg).

mA
aq = mads

aq �eq� ·
V0 ¯ VR

V0

� �
�17�

maq
ads(eq) = masa de la sustancia problema en la solución en el equilibrio de adsorción (lg),

VR = volumen de sobrenadante retirado del tubo después de que se haya alcanzado el equilibrio de
adsorción y sustituido por el mismo volumen de una solución de CaCl2 0,01 M (cm3),

Vr
i = volumen de solución tomado del tubo (i) para la medida de la sustancia problema, en el experi-

mento de cinética de desorción (cm3).
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Los valores de desorción Dti
o DDti

(según las necesidades del estudio) se representan frente al tiempo y se determina
el tiempo al que se alcanza el equilibrio de desorción.

b) Método en serie

Las siguientes ecuaciones tienen en cuenta que el procedimiento de adsorción presentado se ha seguido con medi-
ciones de la sustancia problema en pequeñas alícuotas (va

A) de la fase acuosa (método en serie en el punto 1.9, «Re-
alización de la prueba»). Se supone que: a) el volumen de sobrenadante retirado del tubo tras el experimento de
cinética de adsorción se ha sustituido con el mismo volumen de solución de CaCl2 0,01 M (VR) y b) el volumen
total de fase acuosa en contacto con el suelo (VT) durante el experimento de cinética de desorción se mantiene
constante y viene dado por la ecuación:

VT = V0 ¯
Xn

i�1

vA
a �i� �18�

Al tiempo ti:

� La masa de la sustancia problema se mide en una pequeña alícuota (va
D) y la masa desorbida se calcula con

arreglo a la ecuación siguiente:

mdes
aq �ti� = mdes

m �ti� ·
VT

vD
a

� �
¯ mA

aq ·

ÿ
VT ¯ �i ¯ 1� · vD

a

�
VT

� �
�19�

� Al equilibrio de desorción ti = teq, por lo que maq
des(ti) = maq

des(eq),

� La desorción porcentual Dti
se calcula a partir de la ecuación siguiente:

Dti =
mdes

aq �ti�
mads

s �eq� · 100 �%� �20�

Al intervalo de tiempo (Dti):

Durante cada intervalo de tiempo, la cantidad de sustancia desorbida se calcula de la forma siguiente:

� para el primer intervalo de tiempo Dt1 = t1¯t0

mdes
aq �Dt1� = mdes

m �t1� · VT
vD

a

� �
¯ mA

aq y mdes
s �t1� = maq

s �eq� ¯ mdes
aq �Dt1� (21)

� para el segundo intervalo de tiempo Dt2 = t2¯t1

mdes
aq �Dt2� = mdes

m �t2� ·
VT

vD
a

� �
¯ mdes

aq �Dt1� ·
�VT ¯ vD

a �
VT

� �
¯ mA

aq ·
�VT ¯ vD

a �
VT

� �
y

mdes
s �t2� = mads

s �eq� ¯ mdes
aq �Dt1� + mdes

aq �Dt2�
h i

�22�

� para el enésimo intervalo de tiempo Dtn = tn-tn¯1

mdes
aq �Dtn� = mdes

m �tn� ·
VT

vD
a

� �
¯ mA

aq ·

ÿ
VT ¯ �n ¯ 1� · vD

a

�
VT

� �
¯

Xn ¯ 1

i = 1; nÊ1

ÿ
VT ¯ �n ¯ i� · vD

a

�
VT

· mdes
aq �Dti�

� �" #

y mdes
s �tn� = mads

s �eq� ¯
Xn

i�1; nÊ1

mdes
aq �Dti� �23�
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Finalmente, la desorción porcentual a cada intervalo de tiempo, DDti
, se calcula con la ecuación siguiente:

DDti =
mdes

aq �Dti�
mads

s �eq� · 100 �%� �24�

mientras que la desorción porcentual Dti
al tiempo ti viene dada por la ecuación:

Dti =

XDti

j = Dt1

mdes
aq �j�

mads
s �eq� · 100 =

mdes
aq �ti�

mads
s �eq� · 100 �%� �25�

definiéndose los parámetros utilizados de la forma siguiente::

ms
des(Dt1), ms

des(Dt2), �, ms
des(Dtn) = masa de la sustancia que permanece adsorbida en el suelo tras los intervalos de

tiempo Dt1, Dt2, �, Dtn respectivamente (lg),

maq
des(Dt1), maq

des(Dt2), �, maq
des(Dtn) = masa de la sustancia problema desorbida durante los intervalos de tiempo Dt1,

D t2, �, Dtn respectivamente (lg),

mm
des(t1), mm

des(t2), � mm
des(tn) = masa de la sustancia medida en una alícuota va

D a los tiempos t1, t2, �, tn, res-
pectivamente (lg),

VT = volumen total de la fase acuosa en contacto con el suelo durante el experi-
mento de cinética de desorción realizado con el método en serie (cm3),

maq
A = masa de la sustancia problema que queda en solución una vez alcanzado el

equilibrio de adsorción debido a la sustitución incompleta del volumen (lg):

mA
aq =

�
V0 ¯

Xn

i = 1

vA
a �i�
�

¯ VR�
V0 ¯

Xn

i = 1

vA
a �i�
�

0BBBB@
1CCCCA · mads

aq �eq� �26�

VR = volumen de sobrenadante retirado del tubo después de alcanzar el equilibrio de
adsorción y sustituido por el mismo volumen de solución de CaCl2 0,01 M
(cm3),

va
D = volumen de la alícuota tomada del tubo para el análisis (i), durante el experi-

mento de cinética de desorción realizado con el método en serie (cm3):

vD
a Ä 0,02 · VT �27�
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APÉNDICE 6

ADSORCIÓN-DESORCIÓN EN SUELOS: FICHAS DE COMUNICACIÓN DE DATOS

Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Adecuación del método analítico

Suelo pesado g

Suelo: masa seca g

Volumen de la solución de CaCl2 cm3

Concentración final nominal sol de la solución lg cm¯3

Concentración final analítica sol de la solución lg cm¯3

Principio del método analítico utilizado:

Calibración del método analítico:
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Metodología analítica seguida: Indirecta n Paralela n En serie n

Directa n

Prueba de adsorción: muestras de ensayo

Símbolo Unidades Tiempo
equilibrado

Tiempo de
equilibrado

Tiempo de
equilibrado

Tiempo de
equilibrado

No tubo

Suelo pesado � g

Suelo: masa seca msoil g

Volumen de agua en el suelo
pesado (calculado)

VWS cm3

Volumen de solución CaCl2 0,01
M para equilibrar el suelo

cm3

Volumen de solución madre cm3

Volumen total de fase acuosa en
contacto con el suelo

V0 cm3

Concentración inicial de la solu-
ción problema

C0 lg cm¯3

Masa de la sustancia problema al
inicio de la prueba

m0 lg

Tras agitación y centrifugación

Método indirecto

Método paralelo

Concentración de la sustancia
problema fase acuosa, incluida
corrección por blanco

Cads
aq (ti) lg cm¯3

Método en serie

Masa de la sustancia problema
medida en la alícuota VA

a

mads
aq (ti) lg

Método directo

Masa de la sustancia problema
adsorbida en el suelo

mads
s (ti) lg

Cálculo de la adsorción

Adsorción Ati
%

ADti
%

Medias

Coeficiente Kd cm3 g¯1

Medias

Coeficiente Koc cm3 g¯1

Medias
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Prueba de adsorción: blancos y control

Símbolo Unidad Blanco Blanco Control

No tubo

Suelo pesado � g 0 0

Cantidad de agua en el suelo pesado
(calculada)

cm3 � �

Volumen añadido de solución CaCl2
0,01 M

cm3

Volumen añadido de la solución madre
de le sustancia problema

cm3 0 0

Volumen total de fase acuosa (calcu-
lado)

cm3 � �

Concentración inicial de la sustancia
problema en la fase acuosa

lg cm¯3

Tras agitación y centrifugación

Concentración en la fase acuosa lg cm¯3

Nota: Añádanse columnas en caso necesario.
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Balance de masa

Símbolo Unidad

No tubo

Suelo pesado � g

Suelo: masa seca msoil g

Volumen de agua en suelo pesado (calculado) VWS ml

Volumen sol de la solución de CaCl2 0,01 M
para equilibrar el suelo

ml

Volumen de solución madre cm3

Volumen total de fase acuosa en contacto con
el suelo

V0 cm3

Concentración inicial de la solución problema C0 lg cm¯3

Tiempo de equilibrado � h

Tras agitación y centrifugación

Concentración de la sustancia problema en fase
acuosa en equilibrio adsorción, incluida correc-
ción por blanco

Cads
aq (eq) lg cm¯3

Tiempo de equilibrado teq h

1ª dilución con solvente

Volumen retirado fase acuosa Vrec cm3

Volumen añadido solvente DV cm3

1ª extracción con solvente

Señal analizada en fase solvente SE1 var.

Concentración de la sustancia problema en sol-
vente

CE1 lg cm-3

Masa sustancia extraída del suelo y paredes
recipiente

mE1 lg

2ª dilución con solvente

Volumen retirado solvente DVs cm3

Volumen añadido solvente DV¡ cm3

2ª extracción con solvente

Señal analizada en fase solvente SE2 var.

Concentración de la sustancia problema en sol-
vente

CE2 lg cm-3

Masa sustancia extraída del suelo y paredes
recipiente

mE2 lg

Total masa sustancia problema extraída en dos
pasos

mE lg

Balance de masa MB %
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Isotermas de adsorción

Símbolo Unidad

No tubo

Suelo pesado � g

Suelo: masa seca E g

Volumen de agua en suelo
pesado (calculado)

VWS cm3

Volumen de la solución de
CaCl2 0,01 M para equilibrar
el suelo

cm3

Volumen de solución madre
añadido

cm3

Volumen total de fase acuosa
en contacto con suelo (calcu-
lado)

V0 cm3

Concentración solución C0 lg cm¯3

Tiempo de equilibrado � h

Tras agitación y centrifugación

Concentración de la sustan-
cia en fase acuosa, incluida
corrección por blanco

Cads
aq (eq) lg cm-3

Temperatura °C

Masa adsorbida por unidad
suelo

Cads
s (eq) lg g¯1

Análisis de regresión:

valor de Kads
F :

valor of l/n:

coeficiente de regresión r2:
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Sustancia estudiada:

Suelo estudiado:

Contenido en masa seca del suelo (105 °C, 12 horas): . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . %

Temperatura: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . °C

Metodología analítica seguida: Indirecta n Paralela n En serie n

Prueba de desorción

Símbolo Unidades Intervalo
de tiempo

Intervalo
de tiempo

Intervalo
de tiempo

Intervalo
de tiempo

No tubo de la fase de adsorción

Masa de sustancia adsorbida en el suelo en el equili-
brio de adsorción

mads
s (eq) lg

Volumen retirado de fase acuosa, sustituido por CaCl2
0,01 M

VR cm3

Volumen total de fase acuosa en contacto
con suelo

PM
SM

V0
VT

cm3

cm3

Masa de la sustancia problema que queda en la solu-
ción una vez alcanzado el equilibrio de adsorción
debido a sustitución incompleta del volumen

mA
aq lg

Cinética de desorción

Masa medida de sustancia desorbida del suelo al
tiempo ti

mdes
m (ti) lg

Volumen de solución tomado del tubo (i)
para medir la sustancia problema

PM Vi
r cm3

SM VD
a cm3

Masa de sustancia desorbida del suelo al tiempo ti
(calculada)

mdes
aq (ti) lg

Masa de sustancia desorbida del suelo durante el
intervalo de tiempo Dti (calculada)

mdes
aq (Dti) lg

Desorción porcentual

Desorción al tiempo ti Dti
%

Desorción al intervalo de tiempo Dti DDti
%

Coeficiente de desorción aparente Kdes

PM: Método paralelo.

SM: Método en serie.
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C.19. CÁLCULO DEL COEFICIENTE DE ADSORCIÓN (KOC) EN SUELOS Y EN LODOS DE AGUAS
RESIDUALES MEDIANTE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC)

1. MÉTODO

El presente método de ensayo reproduce las directrices del documento TG121 de la OCDE (2000).

1.1. INTRODUCCIÓN

El comportamiento que presentan los compuestos en cuanto a su adsorción en suelos o en lodos de aguas
residuales puede describirse mediante ciertos parámetros, para cuya determinación experimental se puede apli-
car el método de ensayo C.18. Un parámetro importante es el coeficiente de adsorción, definido como la rela-
ción entre la concentración del compuesto en la muestra de suelo o lodo y la concentración del mismo en la
fase acuosa, cuando la adsorción llega al equilibrio. El coeficiente de adsorción normalizado con respecto al
contenido de carbono orgánico presente en el suelo, Koc, constituye un útil indicador de la capacidad que pre-
senta un producto químico para unirse a la materia orgánica de los suelos o los lodos de aguas residuales; este
valor permite establecer comparaciones entre los diversos productos químicos. Se puede calcular este paráme-
tro a través de correlaciones con la hidrosolubilidad y con el coeficiente de reparto n-octanol/agua (1) (2) (3)
(4) (5) (6) (7).

El método experimental descrito en este ensayo hace uso de una técnica de HPLC para calcular el coeficiente
de adsorción, Koc, en suelos y lodos de aguas residuales (8). La fiabilidad de los valores así obtenidos es supe-
rior a la de los cálculos efectuados por QSAR (9). Como método de cálculo, no puede sustituir completamente
a los experimentos de equilibrio de lotes contemplados en el método de ensayo C.18. A pesar de ello, el Koc
calculado puede ser útil para escoger los parámetros de ensayo adecuados en los estudios de adsorción/desor-
ción que siguen el método de ensayo C.18 calculando los valores Kd (coeficiente de distribución) o Kf (coefi-
ciente de adsorción de Freundlich) según la ecuación 3 (véase el punto 1.2 a continuación).

1.2. DEFINICIONES

Kd: coeficiente de distribución, que se define como la relación existente entre las concentraciones en el equili-
brio (C) de una sustancia problema disuelta en un sistema de dos fases: un adsorbente (suelo o lodo) más una
fase acuosa; es un valor adimensional, cuando las concentrationes en ambas fases se expresan como peso/peso.
Si la concentración del compuesto en la fase acuosa viene expresada como peso/volumen, las unidades de Kd
son ml·g-1. Kd puede variar en función de las propiedades del adsorbente.

Kd =
Csoil

Caq
o

Csludge

Caq
�1�

donde:

Csoil = concentración de la sustancia problema en el suelo (soil), una vez alcanzado el equilibrio (lg · g¯1)

Csludge = concentración de la sustancia problema en el lodo (sludge), una vez alcanzado el equilibrio (lg · g¯1)

Caq = concentración de la sustancia problema en la fase acuosa, una vez alcanzado el equilibrio (lg · g¯1,
lg · ml¯1).

Kf: coeficiente de adsorción de Freundlich, que se define como la concentración de la sustancia problema en el
suelo o en el lodo de aguas residuales (x/m) cuando la concentración en la fase acuosa, llegado el equilibrioaq,
toma el valor 1; unidades: lg · g¯1 de adsorbente. El valor puede variar en función de las propiedades del
adsorbente.

log
x
m

= log Kf +
1
n

· log Caq �2�

donde:

x/m = cantidad de sustancia problema x (lg) adsorbida por masa de adsorbente m (g), en el equilibrio,

1/n = pendiente de la isoterma de adsorción de Freundlich,

Caq = concentración de la sustancia problema en la fase acuosa, en el equilibrio (lg · ml¯1).

Cuando Caq = 1, log Kf = log
x

m
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Koc: coeficiente de distribución (Kd) o coeficiente de adsorción de Freundlich (Kf) normalizado con respecto al
contenido de carbono orgánico (foc) de un adsorbente; en el caso particular de productos químicos no ioniza-
dos, resulta un indicador aproximado para conocer la magnitud de la adsorción de un compuesto y permite
establecer comparaciones entre diversos productos químicos. Según sean las dimensiones de Kd y Kf, Koc puede
ser adimensional o bien venir expresado en las unidades siguientes: ml · g¯1 o lg · g¯1 de materia orgánica.

Koc =
Kd

foc
�adimensional o ml · g¯1� o bien

Kf

foc
��g · g¯1� �3�

La relación entre los coeficientes Koc y Kd no siempre es lineal; así pues, la posible diferencia de los valores de
Koc entre uno y otro suelo es muy reducida, en comparación con la de los valores Kd o Kf.

A partir del coeficiente de distribución másica (k¡), empleando un gráfico de calibración de log k¡ frente a log
Koc (registrado con los compuestos de referencia elegidos), se deduce el coeficiente de adsorción (Koc).

k0 =
tR ¯ t0

t0
�4�

donde:

tR: tiempo de retención (en el cromatograma de HPLC) del compuesto problema o del compuesto de referencia
(minutos),

t0: tiempo de retención de la fase móvil en la columna de HPLC (minutos) (véase el punto 1.8.2).

POW: coeficiente de reparto octanol/agua, que se define como el cociente entre la concentración de la sustancia
disuelta en n-octanol y la concentración de la misma disuelta en la fase acuosa; se trata de un valor adimensio-
nal.

Pow =
Coctanol

Caq
�= Kow� �5�

1.3. COMPUESTOS DE REFERENCIA

Es necesario conocer, antes de aplicar el método, cuál es la fórmula estructural del compuesto, así como su
pureza y su constante de disociación (en caso pertinente). Resulta útil contar con datos adicionales tales como
la solubilidad en agua y, en disolventes orgánicos, el coeficiente de reparto octanol/agua y las características de
hidrólisis.

A fin de establecer una correlación entre los datos de retención obtenidos mediante HPLC, relativos a la sus-
tancia problema, y el coeficiente de adsorción de la misma, Koc, se debe trazar un gráfico de calibración
(log Koc frente a log k¡). Se empleará un mínimo de seis puntos de referencia, al menos uno de ellos por
encima y otro por debajo del valor previsto para la sustancia problema. La exactitud del método mejorará sig-
nificativamente si se emplean compuestos de referencia que guarden una relación estructural con la sustancia
problema. Si el analista no cuenta con este tipo de datos, deberá ser él quien elija los compuestos adecuados
para la calibración. En tal caso, se optará por una serie más general de compuestos heterogéneos desde el
punto de vista estructural. En el apéndice figura una lista de compuestos y de valores de Koc aplicables para
los análisis de lodos de aguas residuales (cuadro 1) o de suelos (cuadro 3). La elección de otros compuestos
para la calibración deberá ser justificada.

1.4. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Se lleva a cabo una HPLC en columnas analíticas rellenas de una fase sólida de tipo cianopropilo, de las dispo-
nibles en el mercado, que contiene tanto grupos lipófilos como grupos polares. Se utiliza una fase estacionaria
moderadamente polar basada en una matriz de sílice:

� O � Si

sílice

� CH2 � CH2 � CH2

grupo apolar separador

� CN

grupo polar

| |

| |

| |

| |

| |

| |

| |

| |
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El principio del método de ensayo es similar al del método de ensayo A.8 (coeficiente de reparto, método de
HPLC). Al ir atravesando la columna, junto con la fase móvil, la sustancia problema interacciona con la fase
estacionaria. Como resultado del reparto entre la fase móvil y la fase estacionaria, la sustancia problema expe-
rimenta una retención. La composición ambifílica de la fase estacionaria (partes polares y partes apolares) per-
mite una interacción de los diversos grupos polares o apolares de cada molécula similar a la que tiene lugar
en el caso de la materia orgánica en matrices tales como lodos de aguas residuales o suelos. Este hecho posibi-
lita establecer una relación entre el tiempo de retención en la columna y el coeficiente de adsorción en la
materia orgánica.

El pH ejerce una significativa influencia sobre la adsorción, particularmente en el caso de los compuestos pola-
res. En el caso de suelos de cultivo o tanques de plantas de tratamiento de aguas residuales, el pH suele estar
comprendido entre 5,5 y 7,5. Cuando se desea analizar compuestos ionizables, se debe llevar a cabo un
ensayo con la forma ionizada y otro con la no ionizada, empleando las soluciones tampón adecuadas, aunque
sólo en aquellos casos en que al menos el 10 % del compuesto analizado se disocie a un pH de entre 5,5 y
7,5.

Para la evaluación se utiliza exclusivamente la relación entre la retención en la columna de HPLC y el coefi-
ciente de adsorción, de modo que no es preciso aplicar un método de análisis cuantitativo: tan sólo es necesa-
rio determinar el tiempo de retención. Si se dispone de una serie adecuada de compuestos de referencia y es
posible aplicar las condiciones experimentales normales, el método constituye un modo rápido y eficaz para
calcular el coeficiente de adsorción, Koc.

1.5. APLICABILIDAD DEL ENSAYO

El método de HPLC esaplicable a aquellos productos químicos (marcados o no) para los cuales se disponga de
un sistema de detección apropiado (por ejemplo, un espectrofotómetro, un detector de radiactividad) y que
sean suficientemente estables durante todo el experimento. Puede resultar especialmente útil para analizar pro-
ductos químicos cuyo estudio sea difícil mediante otros sistemas experimentales (compuestos volátiles, com-
puestos cuya solubilidad en agua no alcance una concentración que pueda determinarse desde el punto de
vista analítico, compuestos con una elevada afinidad por la superficie de los sistemas de incubación). Se puede
utilizar este método para analizar mezclas que originen al eluir bandas sin resolución. En este caso, se debe
definir un margen de límites superior e inferior para los valores de log Koc correspondientes a los compuestos
de la mezcla problema.

La presencia de impurezas puede dificultar a veces la interpretación de los resultados de la HPLC; no obstante,
su importancia será de índole menor en la medida en que se cuente con análisis que permitan identificar con
claridad la sustancia problema y distinguirla de las impurezas.

Se ha validado el uso del método para analizar las sustancias citadas en el cuadro 1 del apéndice; igualmente,
el método ha sido aplicado al análisis de muchos otros productos químicos comprendidos en las familias quí-
micas siguientes:

� aminas aromáticas (por ejemplo, trifluralina, 4-cloroanilina, 3,5-dinitroanilina, 4-metilanilina, N-metilani-
lina, 1-naftilamina),

� ésteres de ácidos carboxílicos aromáticos (por ejemplo, benzoato de metilo, 3,5-dinitrobenzoato de etilo),

� hidrocarburos aromáticos (por ejemplo, tolueno, xileno, etilbenceno, nitrobenceno),

� ésteres de ácidos ariloxifenoxipropiónicos (por ejemplo, metil diclofop, etil fenoxaprop, P-etil fenoxaprop),

� fungicidas con estructura de tipo imidazol o benzimidazol (por ejemplo, carbendazima, fuberidazol, tria-
zóxido),

� amidas de ácidos carboxílicos (por ejemplo, 2-clorobenzamida, N,N-dimetilbenzamida, 3,5-dinitrobenza-
mida, N-metilbenzamida, 2-nitrobenzamida, 3-nitrobenzamida),

� hidrocarburos clorados (por ejemplo, endosulfán, DDT, hexaclorobenceno, quintoceno, 1,2,3-tricloroben-
ceno),

� insecticidas organofosforados (por ejemplo, metil azinfos, disulfotón, fenamifos, isofenfos, pirazofos, sul-
profos, triazofos),

� fenoles (por ejemplo, fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 1-naftol),

� derivados de la fenilurea (por ejemplo, isoproturón, monolinurón, pencicurón),

� colorantes (por ejemplo, Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81),
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� hidrocarburos poliaromáticos (por ejemplo, acenafteno, naftaleno),

� herbicidas con estructura de 1,3,5-triazina (por ejemplo, prometrina, propazina, simazina, terbutrina),

� derivados de tipo triazol (por ejemplo, tebuconazol, triadimefon, tradimenol, triapentenol).

No es aplicable el método a aquellas sustancias que den lugar a una reacción con el eluyente o con la fase
estacionaria. Tampoco a aquellas sustancias que interaccionen con componentes inorgánicos de modo especí-
fico (por ejemplo, las que formen complejos en racimo con los minerales de las arcillas). Puede ocurrir que el
método no sirva en el caso de tensioactivos, compuestos inorgánicos y ácidos y bases orgánicos moderados o
fuertes. Es posible determinar valores de log Koc comprendidos entre 1,5 y 5,0. Para analizar compuestos ioni-
zables, se debe emplear una fase móvil tamponada; no obstante, se tendrá cuidado de evitar que los compo-
nentes del tampón o la sustancia problema precipiten.

1.6. CRITERIOS DE CALIDAD

1.6.1. Exactitud

Normalmente, se puede calcular que el coeficiente de adsorción de una sustancia problema estará compren-
dido en el intervalo de ± 0,5 unidades logarítmicas del valor determinado por el método de equilibrio de lotes
(véase el cuadro 1 del apéndice). Es posible lograr una mayor exactitud si los compuestos de referencia
empleados guardan una relación estructural con la sustancia problema.

1.6.2. Repetibilidad

Se debe efectuar al menos un duplicado de cada determinación. Los valores de log Koc obtenidos a partir de
cada medición deben encontrarse en un intervalo de 0,25 unidades logarítmicas.

1.6.3. Reproducibilidad

La experiencia hasta ahora adquirida en la aplicación del método confirma la validez del mismo. Un estudio
del método de HPLC, en el que se utilizaron 48 sustancias (plaguicidas en su mayoría) para las que se disponía
de datos fiables respecto al Koc en suelos, dio como resultado un coeficiente de correlación R = 0,95 (10) (11).

Con objeto de mejorar y validar el método, se llevó a cabo un ensayo comparativo en el que participaron 11
laboratorios (12). Los resultados están recogidos en el cuadro 2 del apéndice.

1.7. DESCRIPSIÓN DEL MÉTODO DE ENSAYO

1.7.1. Extimación preliminar del coeficiente de adsorción

Tanto el coeficiente de reparto octanol/agua Pow (= Kow) como, en cierta medida, la hidrosolubilidad pueden
servir de indicadores del grado de adsorción, particularmente en el caso de compuestos no ionizados, de modo
que pueden ser utilizados para prever la gama de valores. Existen numerosas correlaciones útiles publicadas,
relativas a varios grupos de productos químicos (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7).

1.7.2. Aparato

Se debe disponer de un cromatógrafo de líquidos equipado con una bomba continua y un detector adecuado.
Es conveniente utilizar una válvula de inyección junto con un bucle al efecto. Se emplearán resinas comercia-
les con grupos cianopropílicos enlazados covalentemente a un sustrato de sílice (por ejemplo, Hypersil y Zor-
bax CN). Se puede intercalar una precolumna del mismo material entre el sistema de inyección y la columna
en la que se realiza el análisis. Puede existir una considerable variabilidad entre las columnas que procedan de
diferentes proveedores, manifestada en su eficacia para lograr la separación. Se deberán lograr los siguientes
coeficientes de distribución másica, k¡, expuestos aquí como valores orientativos: log k¡ > 0,0 cuando log
Koc = 3,0, y log k¡ > � 0,4 for cuando log Koc = 2,0, al emplear como fase móvil una mezcla de metanol/agua
(55 %/45 %).

1.7.3. Fases móviles

Se han estudiado varias fases móviles; se recomienda utilizar las dos siguientes:

� metanol/agua (55 %/45 % v/v),

� metanol/tampón de citrato 0,01M (pH = 6,0), (55 %/45 % v/v).
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Para preparar el disolvente de elución, se emplea una mezcla de metanol para HPLC y agua destilada o tampón
de citrato. La mezcla se desgasifica antes de ser utilizada. Se efectuará una elución isocrática. En el caso de que
las mezclas de metanol/agua no sean apropiadas, es posible investigar mezclas de otros disolventes con agua,
por ejemplo etanol/agua o bien acetonitrilo/agua. En el caso de compuestos ionizables, se recomienda emplear
una solución tampón a fin de estabilizar el pH. Se debe procurar evitar la precipitación de sales y el deterioro
de la columna, situaciones posibles al utilizar algunas mezclas de fase orgánica + tampón.

No es posible incluir aditivos tales como reactivos tipo par iónico, ya que pueden alterar las características de
adsorción de la fase estacionaria. Tales alteraciones de la fase estacionaria pueden ser irreversibles. Así pues,
los experimentos en los que intervengan aditivos deben ser realizados en columnas independientes.

1.7.4. Solutos

Se utilizará la fase móvil para disolver tanto la sustancia problema como los compuestos de referencia.

1.8. REALIZACIÓN DEL ENSAYO

1.8.1. Condiciones de ensayo

Se registrará la temperatura a la que se realizan las mediciones. Es muy conveniente servirse de un comparti-
mento termostatizado para la columna, para garantizar la constancia de las condiciones en que transcurre la
calibración y las cromatografías para los cálculos o las mediciones de la sustancia problema.

1.8.2. Determinación del tiempo de retención de la fase móvil, to

Para determinar el tiempo de retención de la fase móvil, to, se pueden emplear dos métodos distintos (véase
también el punto 1.2).

1.8.2.1. Determinación del tiempo de retención de la fase móvil, to, mediante una serie homóloga

Se ha demostrado que este procedimiento da lugar a valores de to fiables y normalizados. Véase información
detallada en el método de ensayo A.8: coeficiente de reparto (n-octanol/agua), método de HPLC.

1.8.2.2. Determinación del tiempo de retención de la fase móvil, to, utilizando compuestos inertes no retenidos por la columna

Esta técnica consiste en inyectar soluciones de formamida, urea o nitrato de sodio. Se debe efectuar al menos
un duplicado de cada medición.

1.8.3. Determinación de los tiempos de retención, tR

Se elegirán compuestos de referencia conforme a lo descrito en el punto 1.3. Se puede efectuar una inyección
de los mismos a modo de patrón mixto para determinar sus tiempos de retención, siempre que se haya confir-
mado que no existen interferencias recíprocas que alteren estos valores. Periódicamente, al menos dos veces al
día, se llevará a cabo una calibración, para tener en cuenta las potenciales variaciones imprevistas en cuanto a
la eficacia de la columna. Una práctica muy adecuada consiste en efectuar las inyecciones de calibración tanto
antes como después de inyectar la sustancia problema, al objeto de confirmar que no hayan variado los tiem-
pos de retención. Se inyecta por separado cada sustancia problema, en cantidades tan reducidas como sea
posible (para evitar una sobrecarga de la columna) y se procede a determinar sus tiempos de retención.

Para lograr una mayor fiabilidad de las mediciones, se realizará al menos un duplicado de cada determinación.
Los valores de log Koc obtenidos a partir de cada medición deben encontrarse en un intervalo de 0,25 unida-
des logarítmicas.

1.8.4. Evaluació

A partir del tiempo de retención de la fase móvil, to, y de los tiempos de retención de los compuestos de refe-
rencia elegidos, tR, se calculan los coeficientes de distribución másica, k¡ aplicando la ecuación 4 (véase el
punto 1.2). A continuación, se traza un gráfico en el que se representan los datos relativos al valor log k¡ de
los compuestos de referencia frente a los respectivos valores log Koc procedentes de los experimentos de equili-
brio de lotes, mostrados en los cuadros 1 y 3 del apéndice. Interpolando en este gráfico el valor log k¡ corres-
pondiente a cada sustancia problema, se obtiene entonces el respectivo valor log Koc. Si los resultados reales
indican que el log Koc de la sustancia problema se sale del intervalo de calibración, se debe repetir el ensayo,
empleando en este caso otros compuestos de referencia más apropiados.

2. DATOS E INFORME

El informe debe incluir la información siguiente:

� identidad y pureza de la sustancia problema y de los compuestos de referencia, así como valores de pKa
en caso de que sea relevante,
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� descripción del equipo y de las condiciones de trabajo, por ejemplo: tipo y dimensiones de la columna en
la que se efectúa el análisis (y de la precolumna), medios de detección, fase móvil (proporción de los dis-
tintos componentes, pH), intervalo de temperaturas durante las mediciones,

� tiempo de retención de la fase móvil y método empleado para determinarlo,

� cantidades de la sustancia problema y de los compuestos de referencia introducidas en la columna,

� tiempos de retención de los compuestos de referencia utilizados para la calibración,

� representación gráfica y detalles relativos a la recta de regresión ajustada (log k¡ frente a log Koc),

� datos sobre la retención media y valor log Koc calculado para el compuesto problema,

� cromatogramas.
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APÉNDICE

CUADRO 1

Comparación entre los valores de Koc observados en suelos y en lodos de aguas residuales y los datos calcula-
dos aplicando el método de HPLC (1) (2)

Compuesto No CAS log Koc
(lodos)

log Koc
(HPLC) D

log Koc
(suelos)

Log Koc
(HPLC) D

Atrazina 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39

Linurón 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30

Fentión 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09

Monurón 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27

Fenantreno 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57

Benzoato de fenilo 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07

Benzamida 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01

4-Nitrobenzamida 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27

Acetanilida 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08

Anilina 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43

2,5-Dichloroanilina 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

(1) W. Kördel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for the determination of the adsorption
coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2), pp. 121-128.

(2) W. Kördel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of organic substances on sewage sludges.
Chemosphere, 35 (1/2), pp. 107-119.

CUADRO 2

Resultatos de un estudio comparativo, realizado en diferentes laboratorios para mejorar y validar el método de
HPLC (1) (11 laboratorios participantes)

Compuesto No CAS log Koc
(OCDE 106)

Koc log Koc

(método de HPLC)

Atrazina 1912-24-9 1,81 78 ± 16 1,89

Monuron 150-68-5 1,99 100 ± 8 2,00

Triapentenol 77608-88-3 2,37 292 ± 58 2,47

Linuron 330-55-2 2,59 465 ± 62 2,67

Fention 55-38-9 3,31 2062 ± 648 3,31

(1) W. Kördel, G. Kotthoff, J. Müller (1995). HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on soil-results
of a ring test. Chemosphere, 30(7), pp. 1373-1384.
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CUADRO 3

Compuestos de referencia recomendados para aplicar el método de HPLC conforme a los datos de adsorción a
los suelos.

Compuesto de referencia No CAS
log Koc (valores

promedio),
equilibrio de lotes

No de datos (Koc)
log de la

desviación
estándar

Fuente

Acetanilida 103-84-4 1,25 4 0,48 (a)

Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 (a)

2-Nitrobenzamida 610-15-1 1,45 3 0,90 (b)

N,N-dimetilbenzamida 611-74-5 1,52 2 0,45 (a)

4-Metilbenzamida 619-55-6 1,78 3 1,76 (a)

Benzoato de metilo 93-58-3 1,80 4 1,08 (a)

Atrazina 1912-24-9 1,81 3 1,08 (c)

Isoproturón 34123-59-6 1,86 5 1,53 (c)

3-Nitrobenzamida 645-09-0 1,95 3 1,31 (b)

Anilina 62-53-3 2,07 4 1,73 (a)

3,5-Dinitrobenzamida 121-81-3 2,31 3 1,27 (b)

Carbendazima 10605-21-7 2,35 3 1,37 (c)

Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 (c)

Triazóxido 72459-58-6 2,44 3 1,66 (c)

Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 (c)

Linurón 330-55-2 2,59 3 1,97 (c)

Naftaleno 91-20-3 2,75 4 2,20 (a)

Endosulfán-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 (c)

Metiocarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 (c)

Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 (a)

1,2,3-Triclorobenceno 87-61-6 3,16 4 1,40 (a)

c-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 (a)

Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 (c)

Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 (a)

Pirazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 (c)

a-Endosulfán 959-98-8 4,09 5 3,74 (c)

Metil diclofop 51338-27-3 4,20 3 3,77 (c)

Fenantreno 85-01-8 4,09 4 3,83 (a)

Basic Blue 41 (mezcla)
26850-47-5

12270-13-2

4,89 4 4,46 (a)

DDT 50-29-3 5,63 1 � (b)

(a) W. Kördel, J. Müller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC. UBA R & D Report
No 106 01 044 (1994).

(b) B.V. Oepen, W. Kördel, W. Klein (1991). Chemosphere, 22, pp. 285-304.
(c) Datos facilitados por la industria.
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C.20. ENSAYO DE REPRODUCCIÓN EN DAPHNIA MAGNA

1. MÉTODO

El presente ensayo de toxicidad para la reproducción es copia de las directrices TG 211 de la OCDE (1998).

1.1. INTRODUCCIÓN

La principal finalidad de este ensayo es evaluar el efecto de los productos químicos sobre el resultado repro-
ductor de Daphnia magna.

1.2. DEFINICIÓN Y UNIDADES

Parentales: hembras de Dafnia presentes al principio del ensayo y cuyo resultado reproductor constituye el
objeto del presente estudio.

Descendientes: ejemplares de Dafnia jóvenes producidos por los parentales en el curso del ensayo.

Concentración mínima con efecto observado (LOEC): concentración de ensayo mínima a la cual se ha
observado que la sustancia ejerce un efecto significativo sobre la reproducción y la mortalidad de los parenta-
les (para p < 0,05) en comparación con el control y dentro del período de exposición establecido. Además,
todas las concentraciones de ensayo superiores a la LOEC deben ejercer un efecto nocivo igual o mayor que
el observado a dicha concentración. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicación
completa del modo en que se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC).

Concentración sin efecto observado (NOEC): concentración de ensayo inmediatamente inferior a la LOEC
que, en comparación con el control, no ejerce ningún efecto estadísticamente significativo (p < 0,05) dentro
del período de exposición establecido.

ECx: concentración de la sustancia de ensayo disuelta en agua que produce una reducción del x % en la repro-
ducción de Daphnia magna dentro del período de exposición establecido.

Tasa intrínseca de aumento: medida del crecimiento de la población que integra el resultado reproductor y
la mortalidad específica de la edad (20) (21) (22). En poblaciones en equilibrio estacionario es cero. En pobla-
ciones en crecimiento es positiva, y negativa en las que disminuyen. Obviamente, toda tasa negativa es insos-
tenible y conduce a la extinción.

Límite de detección: concentración mínima que puede detectarse, aunque no cuantificarse.

Límite de determinación: concentración mínima que puede medirse cuantitativamente.

Mortalidad: un animal se considera muerto cuando está inmóvil, es decir, cuando es incapaz de nadar o
cuando no mueve los apéndices ni la región posterior del abdomen 15 segundos después de la agitación
suave del recipiente de ensayo (si se usa otra definición, debe documentarse junto con la referencia correspon-
diente).

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO DE ENSAYO

Las hembras jóvenes de Dafnia (los parentales), con una edad inferior a 24 horas al principio del ensayo, se
exponen a la sustancia de ensayo añadida al agua a una gama de concentraciones. La duración del ensayo es
de 21 días. Al final de éste se evalúa el número total de descendientes vivos producidos por cada parental
vivo. Esto significa que se excluyen de los cálculos los organismos inmaduros producidos por adultos que han
muerto durante el ensayo. El resultado reproductor de los parentales se puede expresar de otras formas (por
ejemplo, como número de descendientes vivos producidos por animal y por día a partir del primero en que
se observa descendencia), pero éstas deben documentarse además del número total de inmaduros producidos
por parental vivo al final del ensayo. El resultado reproductor de los animales expuestos a la sustancia de
ensayo se compara con el de los controles para determinar la concentración mínima con efecto observado
(LOEC) y, por tanto, la concentración sin efecto observado (NOEC). Además, y en la medida de lo posible, los
datos se analizan con ayuda de un modelo de regresión para estimar la concentración que provocaría una
reducción del x % en el resultado reproductor (EC50, EC20 o EC10).

También hay que documentar la supervivencia de los parentales y el momento de la producción de la primera
camada. Asimismo, pueden examinarse otros efectos vinculados con la sustancia sobre variables tales como el
crecimiento (la longitud) y, posiblemente, la tasa intrínseca de aumento.
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1.4. INFORMACIÓN SOBRE LA SUSTANCIA DE ENSAYO

Es preciso disponer de resultados de un ensayo de toxicidad aguda (véase la parte I del método C.2) realizado
con Daphnia magna. El resultado puede ser útil para seleccionar un intervalo adecuado de concentraciones en
los ensayos de reproducción. Deben conocerse la solubilidad en agua y la presión de vapor de la sustancia de
ensayo, así como contar con un método analítico fiable para cuantificar la sustancia en las soluciones de
ensayo con la eficiencia de recuperación y el límite de determinación establecidos.

Otros datos de la sustancia de ensayo potencialmente útiles para establecer las condiciones de ensayo son la
fórmula estructural, la pureza de la sustancia, la estabilidad a la luz, la estabilidad en las condiciones del
ensayo, los valores de pKa y Pow y los resultados del ensayo de biodegradabilidad fácil (véase el método C.4).

1.5. VALIDEZ DEL ENSAYO

Para que el ensayo sea válido, los controles deben cumplir los criterios de comportamiento siguientes:

� la mortalidad de los parentales (hembras de Dafnia) no debe ser superior al 20 % al final del ensayo;

� el número medio de descendientes vivos producidos por cada parental superviviente al final del ensayo
ha de ser Å 60.

1.6. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO

1.6.1. Equipo

Los recipientes de ensayo y demás instrumentos que hayan de entrar en contacto con las soluciones de ensayo
serán íntegramente de vidrio o de otro material químicamente inerte. Los recipientes de ensayo serán normal-
mente matraces de vidrio.

Además harán falta algunos de los instrumentos siguientes o todos ellos:

� aparato para medir el oxígeno (con microelectrodo o cualquier otro equipo que sea conveniente para
medir el oxígeno disuelto en muestras de pequeño volumen),

� aparato adecuado para el control de la temperatura,

� medidor de pH,

� aparato para determinar la dureza del agua,

� aparato para determinar la concentración total de carbono orgánico (TOC) del agua o la demanda quí-
mica de oxígeno (COD),

� aparato adecuado para controlar el régimen de iluminación y medir la intensidad luminosa.

1.6.2. Organismo de ensayo

La especie usada en el ensayo es Daphnia magna Straus. También pueden usarse otras especies de Dafnia siem-
pre que reúnan los criterios de validez apropiados (el criterio de validez relativo al resultado reproductor de
los controles debe ser relevante para la especie elegida). Si se usan otras especies de Dafnia, es preciso identifi-
carlas con claridad y justificar su uso.

De preferencia, el clon debe identificarse genotípicamente. Las investigaciones realizadas (1) han demostrado
que el comportamiento reproductor del clon A (procedente del IRCHA en Francia) (3) cumple siempre el cri-
terio de validez de una media de Å 60 60 descendientes por parental que sobrevive cuando se cultiva en las
condiciones descritas en este método. No obstante, son aceptables otros clones siempre que se demuestre que
el cultivo de Dafnia cumple los criterios de validez del ensayo.

Al principio del ensayo, los animales tendrán una edad inferior a 24 horas y no deben ser progenie de pri-
mera camada. Han de proceder de una estirpe saludable (es decir, sin signos de agresión, tales como mortali-
dad elevada, presencia de machos y efipios, retraso de la producción de la primera camada, animales decolora-
dos, etc.). Los animales de la estirpe deben mantenerse en condiciones de cultivo (luz, temperatura, medio,
nutrición y animales por unidad de volumen) similares a las usadas en el ensayo. Cuando el medio de cultivo
que vaya a usarse en el ensayo sea distinto del usado en el cultivo sistemático de Dafnia, es recomendable pre-
ver un período de aclimatación anterior al ensayo, por lo general de 3 semanas de duración (es decir, una
generación), para evitar el estrés en los parentales.
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1.6.3. Medio de ensayo

Es recomendable usar en este ensayo un medio definido completamente. Con ello se evita el uso de aditivos
(tales como algas marinas, extracto de suelo, etc.) difíciles de caracterizar y aumentan en consecuencia las
oportunidades de normalización entre laboratorios. Se ha observado que los medios Elendt M4 (4) y M7
(véase el apéndice 1) son adecuados para este propósito. No obstante, son aceptables medios distintos [por
ejemplo, (5) (6)], siempre que se demuestre que el comportamiento del cultivo de Dafnia cumple los criterios
de validez del ensayo.

Si se usan medios con aditivos sin definir, éstos deben especificarse con claridad, y en el informe del ensayo
hay que aportar información sobre su composición, en particular el contenido en carbono, pues podría con-
tribuir a la dieta suministrada. Es recomendable determinar en la preparación madre del aditivo orgánico el
carbono orgánico total (TOC), la demanda química de oxígeno (TOC) o las dos cosas, así como hacer una
estimación de la contribución resultante al TOC y a la COD en el medio de ensayo. Conviene que la concen-
tración de TOC en el medio (antes de incorporar las algas) sea inferior a 2 mg/l (7).

Si se ensayan sustancias que contengan metales, es importante tener en cuenta que las propiedades del medio
de ensayo (por ejemplo, dureza, capacidad quelante) pueden afectar a la toxicidad de dichas sustancias. Por
ello es deseable usar un medio totalmente definido. Sin embargo, en este momento, los únicos medios com-
pletamente definidos adecuados para el cultivo prolongado de Daphnia magna que se conocen son los Elendt
M4 y M7. Ambos contienen el agente quelante EDTA. La práctica ha demostrado (2) que la «toxicidad apa-
rente» del cadmio es generalmente inferior cuando el ensayo de reproducción se hace en medios M4 o M7
que cuando se hace en medios exentos de EDTA. Por tanto, M4 y M7 no son recomendables para ensayar
sustancias con metales, y deben evitarse asimismo en estos casos otros medios que contengan agentes quelan-
tes conocidos. En el caso de sustancias que contengan metales, puede ser aconsejable usar otros medios como,
por ejemplo, agua dulce dura reconstituida según ASTM (7), que no contiene EDTA, enriquecida con extracto
de algas marinas (8). Esta combinación de agua dulce dura reconstituida según ASTM y extracto de algas
marinas es también apropiada para el cultivo prolongado y los ensayos con Daphnia magna (2), aun cuando
ejerce una ligera acción quelante debida al componente orgánico del extracto de algas marinas.

Al principio del ensayo y durante éste, la concentración de oxígeno disuelto debe ser superior a 3 mg/l. El pH
debe estar comprendido entre 6 y 9, y normalmente no debe oscilar en más de 1,5 unidades en ninguno de
los ensayos. Se recomienda utilizar una dureza superior a 140 mg/l (expresada como CaCO3). Los ensayos
realizados con valores iguales o superiores a éste han demostrado un comportamiento reproductor compatible
con los criterios de validez (9) (10).

1.6.4. Soluciones de ensayo

Las soluciones de ensayo de las concentraciones elegidas se preparan por dilución de una solución de reserva.
A ser posible, estas soluciones madre deben prepararse disolviendo la sustancia en medio de ensayo.

En algunos casos puede ser necesario usar disolventes o dispersantes orgánicos para obtener una solución
madre de concentración adecuada, aunque es preciso evitar en la medida de lo posible el uso de esta clase de
materiales. Son ejemplos de disolventes adecuados la acetona, el etanol, el metanol, la dimetilformamida y el
trietilenglicol. Son dispersantes adecuados el Cremophor RH40, la metilcelulosa al 0,01 % y el HCO-40. En
cualquier caso, la cantidad de sustancia de ensayo contenida en las soluciones de ensayo no debe sobrepasar
el límite de solubilidad en el medio de ensayo.

Los disolventes se usan para obtener una solución madre que pueda dosificarse con exactitud en agua. A la
concentración de disolvente recomendada en el medio de ensayo final (Ä 0,1 ml/l), los disolventes indicados
en el párrafo anterior no son tóxicos y no aumentan la solubilidad en agua de la sustancia.

Los dispersantes pueden facilitar la dosificación exacta y la dispersión. A la concentración recomendada en el
medio de ensayo final (Ä 0,1 ml/l), los dispersantes indicados en el párrafo anterior no son tóxicos y no
aumentan la solubilidad en agua de la sustancia.

1.7. DISEÑO DEL ENSAYO

Hay que asignar los tratamientos a los recipientes de ensayo y realizar todas las manipulaciones posteriores
de dichos recipientes de forma aleatoria. De otro modo podría introducirse un sesgo susceptible de ser inter-
pretado como efecto de una concentración. En particular, si las unidades experimentales se manipulan en
orden de tratamiento o de concentración, determinados efectos vinculados con el tiempo, como la fatiga u
otros errores del operador, podrían ejercer un efecto más acusado a concentraciones más elevadas. Además, si
hay alguna probabilidad de que los resultados se vean afectados por una condición inicial o ambiental del
ensayo, como la posición en el laboratorio, hay que pensar en la conveniencia de practicar agrupamientos.
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1.8. PROCEDIMIENTO

1.8.1. Condiciones de exposición

1.8.1.1. Duración

La duración del ensayo es de 21 días.

1.8.1.2. Carga

Los parentales se mantienen separados, uno por recipiente de ensayo, con un volumen de 50 a 100 ml de
medio en cada recipiente.

En ocasiones hay que emplear un volumen mayor para satisfacer los requisitos del método analítico usado
para determinar la concentración de la sustancia de ensayo, aunque también se permite acumular los recipien-
tes en paralelo para el análisis químico. Si se usan volúmenes superiores a 100 ml, puede ser necesario
aumentar la ración administrada a Dafnia para garantizar una disponibilidad suficiente de nutrientes y para
cumplir con los criterios de validez. En ensayos dinámicos pueden considerarse, por razones técnicas, otros
diseños (por ejemplo, cuatro grupos de 10 animales en un volumen de ensayo mayor); en cualquier caso, es
preciso documentar cualquier modificación del diseño.

1.8.1.3. Número de animales

En ensayos semiestáticos, se mantienen por separado al menos 10 animales a cada concentración de ensayo y
al menos 10 animales en la serie de control.

En ensayos dinámicos, se ha demostrado (1) que es adecuado repartir 40 animales en cuatro grupos de 10 a
cada concentración de ensayo. Puede usarse un número inferior de organismos de ensayo, y se recomienda
un mínimo de 20 animales por concentración repartidos en dos o más recipientes en paralelo de igual
número de animales (por ejemplo, cuatro recipientes en paralelo con cinco dáfnidos cada uno). Obsérvese
que en los ensayos en los cuales se mantengan los animales en grupos, si los parentales mueren, no será posi-
ble expresar el resultado reproductor como número total de descendientes vivos producidos por parental vivo
al final del ensayo. En tal caso, el resultado reproductor debe expresarse como «número total de descendientes
vivos producidos por parental presente al principio del ensayo».

1.8.1.4. Alimentación

En ensayos semiestáticos, la alimentación debe ser preferentemente diaria; en cualquier caso, tendrá una fre-
cuencia mínima de tres veces por semana (es decir, en correspondencia con los cambios de medio). Deben
documentarse las desviaciones con respecto a esta pauta (por ejemplo, ensayos dinámicos).

Durante el ensayo, la dieta de los parentales estará formada preferentemente por algas vivas de una o varias
de las siguientes especies: Chlorella sp, Selenastrum capricornutum (ahora Pseudokirchneriella subcapitata (11)) y Sce-
nedesmus subspicatus. La dieta suministrada se basará en la cantidad de carbono orgánico (C) proporcionado a
cada parental. Las investigaciones realizadas (12) han demostrado que, en el caso de Daphnia magna, son sufi-
cientes raciones comprendidas entre 0,1 y 0,2 mg C/Dafnia/día para alcanzar el número de descendientes
necesarios para cumplir los criterios de validez. La ración puede administrarse a una tasa constante durante
todo el período de ensayo o, si se prefiere, a una tasa inferior al principio que se va incrementando en fun-
ción del crecimiento de los parentales. No obstante, en este caso, las raciones deben permanecer en todo
momento dentro del intervalo recomendado de 0,1 a 0,2 mg C/Dafnia/día.

Si es preciso recurrir a parámetros indirectos, como el número de células de algas o la absorbancia luminosa,
para determinar la ración adecuada (por razones de comodidad, pues medir el contenido de carbono requiere
mucho tiempo), cada laboratorio debe crear su propio nomograma para la medición indirecta del contenido
de carbono del cultivo de algas (véanse algunos consejos sobre construcción de nomogramas en el apéndice
2). Los nomogramas deben revisarse al menos una vez al año, y con mayor frecuencia si cambian las condi-
ciones de los cultivos de algas. Se ha observado que la absorbancia luminosa proporciona una indicación del
contenido de carbono mejor que el número de células (13).

Para reducir al mínimo el volumen de medio de cultivo de algas trasvasado a los recipientes de ensayo, la sus-
pensión de algas administrada a Dafnia como alimento debe ser concentrada. Las algas pueden concentrarse
mediante centrifugación seguida de resuspensión en agua destilada, agua desionizada o medio de cultivo de
Dafnia.

1.8.1.5. Iluminación

16 horas de luz a una intensidad no superior a 15-20 lE · m¯2 · s¯1.
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1.8.1.6. Temperatura

La temperatura del medio de ensayo debe encontrarse en el intervalo 18-22 °C. No obstante, en un mismo
ensayo, la temperatura no debe variar, a ser posible, más de 2 °C dentro de estos límites (por ejemplo, 18-20,
19-21 o 20-22 °C). Puede ser conveniente utilizar un recipiente de ensayo adicional con el fin de vigilar la
temperatura.

1.8.1.7. Aireación

Los recipientes de ensayo no recibirán aireación durante el ensayo.

1.8.2. Concentraciones de ensayo

Normalmente se prepararán al menos cinco concentraciones de ensayo en una serie geométrica con un factor
de separación preferentemente no superior a 3,2; también hay que usar un número apropiado de recipientes
en paralelo con cada concentración de ensayo (véase el punto 1.8.1.3). Si se usan menos de cinco concentra-
ciones, hay que justificarlo. Las sustancias no deben someterse a ensayo en concentraciones superiores a su
límite de solubilidad en el medio de ensayo.

Al determinar la gama de concentraciones, debe tenerse en cuenta lo siguiente:

i) si el objetivo es determinar los valores LOEC y NOEC, la concentración de ensayo mínima ha de ser lo
suficientemente baja para que la fecundidad a esa concentración no sea significativamente inferior a la
del control. En caso contrario, será necesario repetir el ensayo a una concentración mínima menor;

ii) si el objetivo es determinar los valores LOEC y NOEC, la concentración de ensayo máxima ha de ser lo
suficientemente alta para que la fecundidad a esa concentración sea significativamente inferior a la del
control. En caso contrario, será necesario repetir el ensayo a una concentración máxima mayor;

iii) si se estima el valor de ECx para los efectos sobre la reproducción, es aconsejable usar concentraciones
suficientes para definir dicho valor con un nivel de confianza adecuado. Si se estima la EC50 para los efec-
tos sobre la reproducción, es aconsejable que la concentración de ensayo máxima sea superior a dicha
EC50. De otro modo, aunque seguiría siendo posible estimar el EC50, el intervalo de confianza sería muy
grande y no se podría evaluar satisfactoriamente la idoneidad del modelo ajustado;

iv) A ser posible, la gama de concentraciones de ensayo no debe incluir ninguna concentración que ejerza
un efecto estadísticamente significativo sobre la supervivencia de adultos, puesto que esto cambiaría la
naturaleza del ensayo, que de simple ensayo de reproducción se transformaría en un ensayo de reproduc-
ción y mortalidad, que exige un análisis estadístico mucho más complejo.

El conocimiento previo de la toxicidad de la sustancia de ensayo (derivado, por ejemplo, de estudios de toxici-
dad aguda y de determinación de gama) ayudará a elegir las concentraciones de ensayo adecuadas.

si se usa un disolvente o un dispersante para facilitar la preparación de las soluciones de ensayo (véase el
punto 1.6.4), su concentración final en los recipientes de ensayo no sobrepasará el valor de 0,1 ml/l, y será
igual en todos los recipientes.

1.8.3. Controles

Además de la serie de ensayo, debe realizarse una serie de control con el medio de ensayo y, si procede, otra
que contenga el disolvente o el dispersante. En este caso, la concentración de disolvente o dispersante ha de
ser igual a la usada en los recipientes que contienen la sustancia de ensayo. Hay que emplear el número ade-
cuado de recipientes en paralelo (véase el punto 1.8.1.3).

Por lo general, en un ensayo bien ejecutado, el coeficiente de variación con respecto al número medio de
supervivientes vivos producido por cada parental de control debe ser Ä 25 %; este valor debe documentarse
para diseños de ensayo en los que se usen animales mantenidos por separado.

1.8.4. Renovación del medio de ensayo

La frecuencia de renovación del medio depende de la estabilidad de la sustancia de ensayo, pero debe ser al
menos de tres veces por semana. Si de los ensayos de estabilidad preliminares (véase el punto 1.4) se deduce
que la concentración de la sustancia de ensayo no es estable (es decir, si está fuera del intervalo comprendido
entre el 80 y el 120 % del valor nominal o si cae por debajo del 80 % de la concentración inicial medida) a lo
largo del período de renovación máximo (3 días), hay que considerar la renovación más frecuente del medio
o la realización de un ensayo dinámico.
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Al renovar el medio en ensayos semidinámicos, se prepara una segunda serie de recipientes de ensayo y los
parentales se transfieren a éstos con ayuda, por ejemplo, de una pipeta de vidrio de diámetro adecuado. El
volumen de medio transferido con los ejemplares de Dafnia debe reducirse al mínimo.

1.8.5. Observaciones

Los resultados de las observaciones hechas durante el ensayo deben consignarse en fichas de datos (véanse
ejemplos en los apéndices 3 y 4). Si hacen falta otras mediciones (véanse los puntos 1.3 y 1.8.8), puede ser
necesario realizar más observaciones.

1.8.6. Descendientes

Preferiblemente, los descendientes producidos por cada parental se retirarán y contarán a diario desde el naci-
miento de la primera camada para evitar que consuman el alimento destinado al adulto. A los efectos de este
método, sólo es necesario contar el número de descendientes vivos, aunque debe registrarse la presencia de
huevos abortados o de descendientes muertos.

1.8.7. Mortalidad

La mortalidad de los parentales se registrará preferiblemente a diario y al menos en las mismas ocasiones en
que se cuenten los descendientes.

1.8.8. Otras variables

Aunque este método se ha diseñado principalmente para evaluar los efectos sobre la reproducción, quizá sea
posible cuantificar otros efectos en medida suficiente para admitir el análisis estadístico. Las determinaciones
relativas al crecimiento son muy interesantes, pues aportan información sobre posibles efectos subletales que
pueden resultar más útiles que la simple determinación relativa a la reproducción; es recomendable proporcio-
nar la determinación relativa a los parentales (la longitud del cuerpo sin contar la espina anal) al término del
ensayo. Otras variables que podrían medirse o calcularse son el tiempo transcurrido hasta la producción de la
primera camada (y de las siguientes), el número y el tamaño de las camadas por animal, el número de cama-
das abortadas, la presencia de machos o efipios y la tasa intrínseca de aumento de la población.

1.8.9. Frecuencia de los análisis y mediciones

La concentración de oxígeno, la temperatura, la dureza y el pH deben medirse al menos una vez a la semana
en los medios nuevo y antiguo, en los controles y a la concentración máxima de la sustancia de ensayo.

Durante el ensayo, las concentraciones de la sustancia analizada deben determinarse a intervalos regulares.

En ensayos semiestáticos en los que se espere que la concentración de la sustancia de ensayo se mantenga
dentro del ± 20 % de la concentración nominal (es decir, en el intervalo del 80-120 %, véanse los puntos 1.4
y 1.8.4), se recomienda que las concentraciones de ensayo máxima y mínima se analicen recién preparadas y
en el momento de su renovación al menos una vez durante la primera semana del ensayo (es decir, los análi-
sis deben efectuarse en una muestra de la misma solución, recién preparada y en el momento de su renova-
ción). A partir de este momento, las determinaciones han de repetirse a intervalos al menos semanales.

En ensayos en los que no se espere que la concentración de la sustancia de ensayo se mantenga dentro del ±
20 % de la concentración nominal, es preciso analizar todas las concentraciones de ensayo recién preparadas
y en el momento de su renovación. No obstante, en los ensayos en los que la concentración inicial medida de
la sustancia de ensayo no esté dentro del ± 20 % de la concentración nominal, pero en los que puedan apor-
tarse pruebas suficientes de que las concentraciones iniciales son repetibles y estables (es decir, que están den-
tro del intervalo del 80-120 % de la concentración inicial), las determinaciones químicas podrían limitarse en
las semanas 2 y 3 del ensayo a las concentraciones máxima y mínima. En todos los casos, la determinación
de las concentraciones de la sustancia de ensayo antes de la renovación sólo debe realizarse en un recipiente
en paralelo de cada concentración de ensayo.

Para los ensayos dinámicos es apropiado un régimen de muestreo similar al descrito para los semiestáticos (si
bien en este caso no cabe hacer determinaciones antes de renovar las soluciones). Sin embargo, puede ser
aconsejable aumentar el número de ocasiones de muestreo durante la primera semana (tres series de medicio-
nes, por ejemplo) para garantizar que las concentraciones de ensayo permanezcan estables. En esta clase de
ensayos, los regímenes de flujo de diluyente y sustancia de ensayo deben verificarse a diario.
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Si se demuestra que la concentración de la sustancia de ensayo se ha mantenido satisfactoriamente a lo largo
de todo el ensayo dentro de un intervalo de ± 20 % de la concentración nominal o de la medida inicialmente,
los resultados pueden basarse en los valores nominales o medidos inicialmente. Si la desviación con respecto
a la concentración nominal o inicial medida es superior al ± 20 %, los resultados deben expresarse en térmi-
nos de media ponderada en función del tiempo (véase el apéndice 5).

2. RESULTADOS E INFORME

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

El objeto de este ensayo es determinar el efecto de la sustancia de ensayo sobre el número total de descen-
dientes vivos producidos por cada parental vivo al final del mismo. El número total de descendientes por
parental debe calcularse para cada recipiente de ensayo (es decir, para cada recipiente en paralelo). Si en uno
cualquiera de los recipientes en paralelo el parental muere durante el ensayo o resulta ser macho, dicho reci-
piente se excluye del análisis. Por tanto, éste se basará en un número reducido de recipientes en paralelo.

Para estimar la LOEC y, por tanto, la NOEC, correspondiente a los efectos del producto químico sobre el
resultado reproductor, es preciso calcular el resultado reproductor medio de los recipientes en paralelo para
cada concentración y la desviación estándar residual acumulada, lo que puede hacerse mediante un análisis de
la varianza (ANOVA). A continuación se compara la media obtenida a cada concentración con la del control
aplicando un método de comparación múltiple apropiado. Las pruebas de Dunnett o Williams pueden ser úti-
les (14) (15) (16) (17). Hay que comprobar si se sostiene la hipótesis del ANOVA de homogeneidad de la
varianza. Es recomendable realizar esta verificación gráficamente en lugar de mediante una prueba formal de
significación (18); una alternativa adecuada es aplicar una prueba de Bartlett. Si la hipótesis no se sostiene,
hay que considerar la transformación de los datos para homogeneizar las varianzas antes de aplicar el
ANOVA, o bien la realización de un ANOVA ponderado. Hay que calcular y documentar la magnitud del
efecto detectable con el ANOVA (es decir, la mínima diferencia significativa).

Para estimar la concentración que provocaría la reducción en un 50 % del resultado reproductor (es decir, la
EC50), hay que ajustar a los datos una curva adecuada, tal como la curva logística, mediante un método esta-
dístico como el de los mínimos cuadrados. La curva puede parametrarse de manera que la EC50 y su error
estándar puedan estimarse directamente. Esto facilitará considerablemente el cálculo de los límites de con-
fianza en torno a la EC50. Salvo que haya razones de peso para preferir otros, deben darse límites de con-
fianza bilaterales del 95 %. El método de ajuste debe proporcionar preferentemente un medio para evaluar la
significación de la falta de ajuste. Esto puede hacerse gráficamente o dividiendo la suma residual de cuadrados
en «falta de ajuste» y «componentes de error puro» y efectuando una prueba de significación para la falta de
ajuste. Como los tratamientos que inducen fecundidad elevada tienen más probabilidades de inducir una
varianza más elevada del número de inmaduros producidos que aquéllos que inducen fecundidad reducida,
hay que considerar la conveniencia de ponderar los valores observados de manera que reflejen las distintas
varianzas de los diferentes grupos de tratamiento [véase información de tipo general en la referencia 18)].

En el análisis de los datos del estudio final interlaboratorios (2) se ha ajustado una curva logística usando el
modelo siguiente, aunque pueden usarse otros adecuados:

Y =
c

1 +
x

x0

� �b

donde:

Y: número total de inmaduros por parental vivo al final del ensayo (calculado para cada recipiente)

x: concentración de sustancia

c: número esperado de inmaduros cuando x = 0

x0: EC50 en la población

b: parámetro «pendiente».

Este modelo será probablemente adecuado en gran número de situaciones, pero habrá ensayos para los cuales
no sea apropiado. Es preciso comprobar la validez del modelo tal como se ha sugerido en párrafos anteriores.
En algunos casos puede estar indicado un modelo de hormesis, según el cual concentraciones bajas producen
efectos amplificados (19).

También pueden estimarse otras concentraciones que provoquen un porcentaje de efecto determinado, como
la EC10 o EC20, aunque quizá sea preferible parametrar el modelo de una forma distinta a la empleada para
estimar la EC50.
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2.2. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente:

2.2.1. Sustancia de ensayo:

� naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes,

� identificación química, incluida la pureza.

2.2.2. Especie sometida a ensayo:

� clon (si se ha tipificado genéticamente), proveedor u origen (si se conoce) y condiciones de cultivo aplica-
das. Si se ha usado una especie distinta de Daphnia magna, debe consignarse y justificarse.

2.2.3. Condiciones de ensayo:

� método de ensayo utilizado (por ejemplo, semiestático o dinámico, con indicación de volumen y carga
expresada en número de individuos de Dafnia por litro),

� fotoperíodo e intensidad luminosa,

� diseño del ensayo (por ejemplo, número de recipientes en paralelo, número de parentales por recipiente
en paralelo),

� detalles del medio de cultivo usado,

� si se usan, complementos de materia orgánica, con su composición, origen, método de preparación, TOC/
COD de las preparaciones madre, estimación de los valores TOC/COD obtenidos en el medio de ensayo,

� información detallada de la alimentación, con indicación de la cantidad (en mg C/Dafnia/día) y el pro-
grama (tipo de alimento, con indicación en su caso del nombre específico (especie) del alga y, si se cono-
cen, la cepa y las condiciones de cultivo),

� método de preparación de las soluciones madre y frecuencia de renovación (si se usan, hay que indicar el
disolvente o dispersante y su concentración).

2.2.4. Resultados:

� resultados de cualesquiera estudios preliminares de estabilidad de la sustancia de ensayo,

� concentraciones de ensayo nominales y resultados de todos los análisis para determinar la concentración
de la sustancia de ensayo en los recipientes de ensayo (véase un ejemplo de ficha de datos en el apéndice
4); también deben indicarse la eficiencia de recuperación del método y el límite de determinación,

� calidad del agua en los recipientes de ensayo (pH, temperatura y concentración de oxígeno disuelto ade-
más de TOC y COD y dureza cuando proceda) (véase un ejemplo de ficha de datos en el apéndice 3),

� registro completo de los descendientes vivos de cada parental (véase un ejemplo de ficha de datos en el
apéndice 3),

� número de muertes entre los parentales y día en que se hayan producido (véase un ejemplo de ficha de
datos en el apéndice 3),

� coeficiente de variación de la fecundidad de los controles (basada en el número total de descendientes
vivos por parental vivo al final del ensayo),

� representación gráfica del número total de descendientes vivos por parental (para cada recipiente en para-
lelo) vivo al final del ensayo frente a concentración de la sustancia de ensayo,

� concentración mínima con efecto observado (LOEC) para la reproducción, acompañada de una descrip-
ción de los métodos estadísticos aplicados y de una indicación de la magnitud del efecto detectable; con-
centración (máxima) sin efecto observado (NOEC) para la reproducción; si procede, valores de LOEC y
NOEC para la mortalidad de los parentales,

� si procede, ECx para la reproducción e intervalos de confianza, así como una representación gráfica del
modelo ajustado usado para su cálculo, la pendiente de la curva dosis-respuesta y su error estándar,

� otros efectos biológicos observados o medidos; hay que documentar todos los demás efectos biológicos
observados o medidos (crecimiento de los parentales, por ejemplo) y la correspondiente justificación,

� explicación de cualquier desviación respecto al método de ensayo.
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APÉNDICE 1

PREPARACIÓN DE MEDIOS ELENDT M7 Y M4 TOTALMENTE DEFINIDOS

Aclimatación a los medios Elendt M7 y M4

Algunos laboratorios han tenido dificultades para transferir directamente Dafnia a los medios M4 (1) y M7. Se han obte-
nido resultados bastante buenos con una aclimatación gradual, esto es, cambiando del medio propio a Elendt al 30 %,
luego al 60 % y por último al 100 %. El período de aclimatación necesario puede ser bastante largo, incluso de un mes.

PREPARACIÓN

Oligoelementos

Se empieza por preparar soluciones madre distintas (I) de cada oligoelemento en agua de pureza apropiada (desionizada,
destilada o tratada mediante ósmosis inversa). A partir de estas soluciones madre (I) se prepara una única solución
madre (II) que contiene todos los oligoelementos (solución combinada):

Soluciones madre I
(una sola sustancia) Cantidad añadida al

agua
(mg/l)

Concentración (en
relación con el medio

M4)
(veces)

Para preparar la solución madre II combi-
nada, se añade al agua la siguiente cantidad

de solución madre I
(ml/l)

M 4 M 7

H3BO3 57 190 20 000 1,0 0,25

MnCl2 * 4 H2O 7 210 20 000 1,0 0,25

LiCl 6 120 20 000 1,0 0,25

RbCl 1 420 20 000 1,0 0,25

SrCl2 * 6 H2O 3 040 20 000 1,0 0,25

NaBr 320 20 000 1,0 0,25

Na2MoO4 * 2 H2O 1 260 20 000 1,0 0,25

CuCl2 * 2 H2O 335 20 000 1,0 0,25

ZnCl2 260 20 000 1,0 1,0

CoCl2 * 6 H2O 200 20 000 1,0 1,0

KI 65 20 000 1,0 1,0

Na2SeO3 43,8 20 000 1,0 1,0

NH4VO3 11,5 20 000 1,0 1,0

Na2EDTA * 2 H2O 5 000 2 000 � �

FeSO4 * 7 H2O 1 991 2 000 � �

Las soluciones Na2EDTA y FeSO4 se preparan por separado, se vierten juntas y se esterilizan en autoclave inmediata-
mente. Se obtiene así:

Solución 21 Fe-EDTA 1 000 20,0 5,0
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Medios M4 y M7

Los medidos M4 y M7 se preparan a partir de la solución madre II con los macronutrientes y las vitaminas que siguen:

Cantidad añadida al
agua

(mg/l)

Concentración (en
relación con el medio

M4)
(vecces)

Cantidad de solución madre añadida para
preparar el medio

(ml/l)

M 4 M 7

Solución madre II (combinación de oli-
goelementos) II

20 50 50

Soluciones madre de macronutrientes (una sustancia por solución)

CaCl2 * 2 H2O 293 800 1 000 1,0 1,0

MgSO4 * 7 H2O 246 600 2 000 0,5 0,5

KCl 58 000 10 000 0,1 0,1

NaHCO3 64 800 1 000 1,0 1,0

Na2SiO3 * 9 H2O 50 000 5 000 0,2 0,2

NaNO3 2 740 10 000 0,1 0,1

KH2PO4 1 430 10 000 0,1 0,1

K2HPO4 1 840 10 000 0,1 0,1

Solución madre de vitaminas combina-
das

� 10 000 0,1 0,1

La solución madre de vitaminas combinadas se prepara añadiendo las 3 vitaminas a 1 litro de agua como se indica a
continuación:

Clorhidrato de tiamina 750 10 000 � �

Cianocobalamina (B12) 10 10 000 � �

Biotina 7,5 10 000 � �

La solución madre de vitaminas combinadas se conserva congelada en pequeñas partes alícuotas. Las vitaminas se incorporan a los
medios poco antes de usarlos

Notas: Para evitar la precipitación de las sales al preparar los medios completos, se incorporan las partes alícuotas de las soluciones
madre a aproximadamente 500-800 ml de agua desionizada y a continuación se completa hasta obtener 1 litro.

La primera publicación del medio M4 puede encontrarse en Elendt, B.P. (1990). Selenium deficiency in crustacea; an ultrastruc-
tural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus. Protoplasma, 154, pp. 25-33.
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APÉNDICE 2

ANÁLISIS DEL CARBONO ORGÁNICO TOTAL (TOC) Y ELABORACIÓN DE UN NOMOGRAMA DEL
CONTENIDO EN COT DEL ALIMENTO DE ALGAS

Es sabido que el contenido en carbono del alimento de algas no suele medirse directamente, sino por medio de correla-
ciones (es decir, de nomogramas) con medidas indirectas, como el número de células de algas o la absorbancia de luz.

El TOC debe medirse por oxidación a alta temperatura y no con los métodos UV o del persulfato. (Véase: The Instru-
mental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands 1979, HMSO 1980;
49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Para elaborar el nomograma, las algas se separan del medio de crecimiento por centrifugación seguida de resuspensión
en agua destilada. Se mide la variable indirecta y la concentración de TOC en cada una de las muestras por triplicado.
Hay que analizar controles con agua destilada únicamente y deducir la concentración de TOC a partir de la observada
en la muestra de algas.

El nomograma debe ser lineal dentro del intervalo necesario de concentraciones de carbono. A continuación se ilustran
algunos ejemplos.

Nota: o deben usarse para hacer conversiones; es esencial que cada laboratorio prepare sus propios nomogramas.

mg/l de peso
seco de alimen-
to de algas con-
centrado

1700

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000
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700

600

500

400

300

200

100

0

–100

000 500 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg C/l de alimento de algas concentrado

Coeficiente de correlación: 0,980

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12)
Regresión de mg/l de peso seco en función de mg C/l
Datos de suspensiones concentradas de células cultivadas
en lotes semicontinuos y resuspendidas en agua destilada
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N° células/l 
(x 108) de ali-
mento de algas
concentrado

115
110
105
100

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

5
0
000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg C/l de alimento de algas concentrado

Coeficiente de correlación: 0,926

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12)
Regresión del número de células en función de mg C/l
Datos de suspensiones concentradas de células cultivadas
en lotes semicontinuos y resuspendidas en agua destilada

Absorbancia a
440 mm de una
dilución 1/10 de
alimento de
algas concentra-
do

1.10
1.05
1.00
0.95
0.90
0.85
0.80
0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

mg C/l de alimento de algas concentrado

Coeficiente de correlación: 0,998

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 112/12)
Regresión de la absorbancia en función de mg C/l. (1 cm de trayectoria)
Datos de suspensiones concentradas de células cultivadas en lotes se-
micontinuos y resuspendidas en agua destilada
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APÉNDICE 4

EJEMPLO DE FICHA DE DATOS RELATIVA A LOS RESULTADOS DE LOS ANÁLISIS QUÍMICOS

(a) Concentraciones medidas

Concentración
nominal

Muestra semana 1 Muestra semana 2 Muestra semana 3

Después de la
renovación

Antes de la
renovación

Después de la
renovación

Antes de la
renovación

Después de la
renovación

Antes de la
renovación

(b) Concentraciones medidas en porcentaje de la nominal

Concentración
nominal

Muestra semana 1 Muestra semana 2 Muestra semana 3

Después de la
renovación

Antes de la
renovación

Después de la
renovación

Antes de la
renovación

Después de la
renovación

Antes de la
renovación
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APÉNDICE 5

CÁLCULO DE UNA MEDIA PONDERADA EN FUNCIÓN DEL TIEMPO

Media ponderada en función del tiempo

Puesto que la concentración de la sustancia de ensayo puede disminuir a lo largo del tiempo comprendido entre las
sucesivas renovaciones del medio, es preciso considerar cuál es la concentración que debe elegirse como representativa
de la gama de concentraciones aplicadas a los parentales de Dafnia. La elección debe basarse en consideraciones biológi-
cas y estadísticas. Si, por ejemplo, se piensa que la mayor influencia en la reproducción la ejerce la máxima concentra-
ción aplicada, debe usarse este valor máximo. En cambio, si se considera más importante el efecto acumulado o a plazo
más largo, la concentración media es más relevante. En este caso, una media apropiada es la concentración media pon-
derada en función del tiempo, pues tiene en cuenta la variación de la concentración instantánea a lo largo del tiempo.

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 3 4 5 6 7

Días

Figura 1: Ejemplo de media ponderada en función del tiempo

La figura 1 ilustra un ejemplo de ensayo (simplificado) de 7 días de duración en el cual el medio se renueva los días 0,
2 y 4.

� La línea delgada en zigzag representa la concentración a lo largo del tiempo. Se supone que el descenso de la con-
centración es exponencial.

� Los 6 puntos representados corresponden a las concentraciones medidas al principio y al final de cada período de
renovación.

� La línea gruesa indica la posición de la media ponderada en función del tiempo.

La media ponderada en función del tiempo se calcula de manera que el área situada bajo ella sea igual al área situada
bajo la curva de concentración. El cálculo correspondiente al ejemplo anterior se ilustra en el cuadro 1.
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Cuadro 1: Cálculo de la media ponderada en función del tiempo

Renovación no Días Conc0 Conc1 Ln(Conc0) Ln(Conc1) Área

1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767

2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544

3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781

Días totales: 7 Área total 50,091

Media PT 7,156

Días: número de días del período de renovación.

Conc0: concentración medida al principio de cada período de renovación.

Conc1: concentración medida al final de cada período de renovación.

Ln(Conc0): logaritmo natural de Conc0.

Ln(Conc1): logaritmo natural de Conc1.

Área: área comprendida bajo la curva exponencial para cada período de renovación. Se calcula como sigue:

Área � Conc0 ¯ Conc1
Ln�Conc0� ¯ Ln�Conc1� × Días

La media ponderada en función del tiempo (Media PT) es igual al Área total dividida por los Días totales.

Naturalmente, en el caso de un ensayo de reproducción de Dafnia, el cuadro debería cubrir 21 días.

Es obvio que, si se sólo se hacen observaciones al principio y al final de cada período de renovación, es imposible con-
firmar que el proceso de disminución sea, en efecto, exponencial. Una curva distinta daría lugar a un cálculo de Área
distinto. En cualquier caso, la disminución exponencial es una hipótesis plausible, y ésta es probablemente la curva
mejor a falta de más datos.

Es preciso hacer una advertencia para el caso de que el análisis químico no logre detectar ninguna sustancia al final del
período de renovación. Salvo que se pueda estimar la velocidad con que la sustancia desaparece de la solución, será
imposible obtener un área bajo la curva realista y, por tanto, obtener una media ponderada en función del tiempo que
sea razonable.
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ANEXO 6

ANEXO VI

CRITERIOS GENERALES DE CLASIFICACIÓN Y ETIQUETADO DE SUSTANCIAS Y PREPARADOS
PELIGROSOS

ÍNDICE

1. INTRODUCCIÓN GENERAL

2. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS

2.1. Introducción

2.2. Criterios de clasificación, elección de los símbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de
riesgo

2.2.1. Explosivos

2.2.2. Comburentes

2.2.3. Extremadamente inflamables

2.2.4. Fácilmente inflamables

2.2.5. Inflamables

2.2.6. Otras propiedades fisicoquímicas

3. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS PROPIEDADES TOXICOLÓGICAS

3.1. Introducción

3.2. Criterios de clasificación, elección de los símbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de
riesgo

3.2.1. Muy tóxicos

3.2.2. Tóxicos

3.2.3. Nocivos

3.2.4. Comentarios acerca del uso de la frase R48

3.2.5. Corrosivos

3.2.6. Irritantes

3.2.7. Sustancias y preparados sensibilizantes

3.2.8. Otras propiedades toxicológicas

4. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS EFECTOS ESPECÍFICOS SOBRE LA SALUD HUMANA

4.1. Introducción

4.2. Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo

4.2.1. Sustancias carcinógenas

4.2.2. Sustancias mutágenas

4.2.3. Sustancias tóxicas para la reproducción

4.2.4. Procedimiento de clasificación de preparados según sus efectos específicos sobre la salud humana
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5. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

5.1. Introducción

5.2. Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo

5.2.1. Medio acuático

5.2.2. Medio no acuático

6. ELECCIÓN DE LAS FRASES DE CONSEJOS DE PRUDENCIA

6.1. Introducción

6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados

7. ETIQUETADO

8. CASOS ESPECIALES: Sustancias

8.1. Botellas portátiles de gas

8.2. Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP)

8.3. Metales en forma maciza

8.4. Sustancias clasificadas con la frase R65

9. CASOS ESPECIALES: Preparados

9.1. Preparados gaseosos (mezclas de gases)

9.2. Bombonas de gas para preparados que contengan propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP)
fétido

9.3. Aleaciones, preparados que contengan polímeros, preparados que contengan elastómeros

9.4. Preparados clasificados con la frase R65

9.5. Peróxidos orgánicos

9.6. Requisitos de etiquetado adicional para determinados preparados

DECLARACIÓN DE LA COMISIÓN

1. INTRODUCCIÓN GENERAL

1.1. La clasificación tiene por objeto determinar todas las propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológi-
cas de las sustancias y preparados que pueden entrañar un riesgo durante su manipulación o utilización nor-
mal. Una vez identificadas todas las propiedades de peligrosidad, debe etiquetarse la sustancia o el preparado
indicando en qué consiste el riesgo, con el fin de proteger al usuario, al público en general y al medio
ambiente.

1.2. El presente anexo establece los principios generales de clasificación y etiquetado de las sustancias y preparados
a que se refiere el artículo 4 de la presente Directiva, y el artículo 4 de la Directiva 1999/45/CEE, así como
otras Directivas sobre preparados peligrosos.

La información que en él se recoge tiene por objeto dar a conocer a todos los interesados (fabricantes, impor-
tadores y autoridades nacionales) los métodos de clasificación y etiquetado de las sustancias y preparados peli-
grosos.

1.3. Las disposiciones de la presente Directiva y de la Directiva 1999/45/CE tienen como fin ofrecer a los trabaja-
dores y al público en general una información básica sobre las sustancias y preparados peligrosos. La etiqueta
advierte a las personas que utilizan o manipulan tales sustancias o preparados de los riesgos inherentes a ellos.
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Además, la etiqueta también puede hacer referencia, de modo más general, a las medidas de prudencia que
deben tomarse al emplear el producto si éste se suministra con una presentación diferente.

1.4. El contenido de la etiqueta advierte de todos los riesgos potenciales que puede entrañar la manipulación y uti-
lización normal de las sustancias y preparados peligrosos en el estado en que se comercialicen, pero no nece-
sariamente en el estado en que finalmente se utilizan (por ejemplo, diluidos). Los riesgos más graves se señalan
mediante símbolos; estos riesgos, así como los que se derivan de otras propiedades peligrosas, se especifican
mediante frases tipo indicativas del riesgo, mientras que las frases tipo relativas a los consejos de prudencia
contienen recomendaciones de seguridad.

En el caso de las sustancias, la información se completa con el nombre de la sustancia, de acuerdo con una
nomenclatura química reconocida internacionalmente; se usará preferentemente uno de los nombres del Catá-
logo europeo de sustancias químicas existentes comercializadas (Einecs) o de la Lista europea de sustancias quí-
micas notificadas (Elincs), el número CE y el nombre, dirección y teléfono de la persona establecida en la
Comunidad que sea responsable de la comercialización de la sustancia.

En el caso de los preparados, la información, de acuerdo con el apartado 2 del artículo 10 de la Directiva
1999/45/CE, se completará con:

� la denominación comercial o la designación del preparado,

� la denominación química de la sustancia o sustancias presentes en el preparado, y

� el nombre, la dirección y el teléfono de la persona establecida en la Comunidad, responsable de la comer-
cialización del preparado.

1.5. El artículo 6 dispone que los fabricantes, distribuidores e importadores de sustancias peligrosas enumeradas en
el Einecs pero aún no incluidas en el anexo I deberán realizar la investigación necesaria para conocer los datos
pertinentes y accesibles que existan con relación a las propiedades de dichas sustancias. Atendiendo a tal infor-
mación, deberán envasar y etiquetar provisionalmente dichas sustancias con arreglo a las normas de los artícu-
los 22 a 25 y a los criterios establecidos en el presente anexo.

1.6. Datos necesarios para la clasificación y el etiquetado

1.6.1. Los datos necesarios para efectuar la clasificación y etiquetado de las sustancias podrán obtenerse:

a) en cuanto a las sustancias para las que sea imprescindible mencionar las indicaciones especificadas en el
anexo VII, la mayor parte de los datos necesarios para su clasificación y etiquetado figurarán en el «expe-
diente de base». La clasificación y el etiquetado se revisarán, si fuera necesario, cuando se disponga de
información complementaria (anexo VIII);

b) por lo que se refiere a otras sustancias (p. ej.), las referidas en el punto 1.5, los datos necesarios para la
clasificación y el etiquetado pueden obtenerse, en caso necesario, a partir de fuentes como, por ejemplo:

� los resultados de ensayos anteriores,

� información requerida por la normativa internacional en materia de transporte de sustancias peligro-
sas,

� datos tomados de trabajos y bibliografía de referencia, o

� información procedente de la experiencia práctica;

asimismo, cuando proceda, también podrán tomarse en consideración los resultados de relaciones estruc-
tura-actividad validadas y los dictámenes de expertos.

1.6.2. Normalmente los datos necesarios para la clasificación y el etiquetado de preparados podrán obtenerse:

a) si se trata de datos fisicoquímicos, aplicando los métodos indicados en el anexo V. Esto es válido también
para los preparados cubiertos por la Directiva 91/414/CEE salvo que puedan aceptarse, de acuerdo con lo
dispuesto en los anexos II y III de la Directiva 91/414/CEE (apartado 5 del artículo 5 de la Directiva
1999/45/CE), otros métodos homologados internacionalmente. Para los preparados gaseosos se puede uti-
lizar un método de cálculo para determinar las propiedades inflamables y comburentes (véanse los puntos
9.1.1.1 y 9.1.1.2). Para los preparados no gaseosos que contienen peróxidos orgánicos puede utilizarse un
método de cálculo para determinar las propiedades comburentes (véase el punto 2.2.2.1);
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b) en cuanto a los datos relativos a los efectos sobre la salut:

� aplicando los métodos indicados en el anexo V salvo en el caso de los productos fitosanitarios,
cuando puedan aceptarse, de acuerdo con lo dispuesto en los anexos II y III de la Directiva
91/414/CEE [letra b) del apartado 1 del articulo 6 de la Directiva 1999/45/CE], otros métodos homo-
logados internacionalmente,

� y/o aplicando un método convencional establecido en el artículo 6 y en las partes A.1.-A.6 y B.1.-B.5
del anexo II de la Directiva 1999/45/CE, o

� en el caso de la frase R65, aplicando las normas contempladas en el apartado 3.2.3,

� sin embargo, si se refiere a la evaluación de las propiedades carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas
para la reproducción, se aplicará el método convencional que se indica en el artículo 6 y en las partes
A.7.-A.9 y B.6 del anexo II de la Directiva 1999/45/CE;

c) en cuanto a los datos sobre propiedades ecotoxicológicas:

i) en el caso de la toxicidad acuática únicamente:

� aplicando los métodos indicados en el anexo V, sujetos a las condiciones recogidas en la parte C
del anexo III de la Directiva 1999/45/CE, salvo en el caso de los productos fitosanitarios, cuando
puedan aceptarse, de acuerdo con lo dispuesto en los anexos II y III de la Directiva 91/414/CEE y
la letra b) del apartado 1 del artículo 7 de la Directiva 1999/45/CE, otros métodos homologados
internacionalmente, o

� aplicando un método convencional establecido en el artículo 7 y en las partes A y B del anexo III
de la Directiva 1999/45/CE;

ii) en la evaluación de la bioacumulación potencial (o real), determinando el logaritmo del coeficiente de
reparto (o el FBC) o la evaluación de la degradabilidad, aplicado un método convencional establecido
en el artículo 7 y en las partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE;

iii) en cuanto a los peligros de la capa de ozono, aplicando un método convencional establecido en el
artículo 7 y en las partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE.

Nota referente a los resultados de los ensayos con animales:

La realización de ensayos con animales para obtener datos experimentales está sujeta a lo dispuesto en la
Directiva 86/609/CEE relativa a la protección de los animales utilizados para experimentación.

Nota referente a las propiedades fisicoquímicas:

Para los peróxidos orgánicos y sus preparados pueden obtenerse datos a partir del método de cálculo estable-
cido en el punto 9.5. Para los preparados gaseosos puede utilizarse un método de cálculo para determinar las
propiedades comburentes e inflamables (véase el punto 9).

1.7. Aplicación de los criterios de la guía

La clasificación debe cubrir las propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológicas de las sustancias y
los preparados.

La clasificación de las sustancias y los preparados se realiza de acuerdo con el punto 1.6, siguiendo los crite-
rios establecidos en los puntos 2 a 5 (sustancias) y puntos 2, 3, 4.2.4 y 5 del presente anexo. Deberán conside-
rarse todos los tipos de riesgo. Por ejemplo, la clasificación efectuada según el punto 3.2.1 no quiere decir que
se puedan ignorar otros puntos, como 3.2.2 o 3.2.4.

La elección del símbolo o símbolos y frases de riesgo se ajustará a la clasificación para que quede garantizada
la expresión en la etiqueta de la naturaleza específica de los peligros potenciales señalados en la clasificación.

Sin perjuicio de los criterios indicados en los puntos 2.2.3, 2.2.4 y 2.2.5, las sustancias y preparados que se
encuentran en forma de aerosol deberán atenerse a lo dispuesto en la Directiva 75/324/CEE modificada y
adaptada al progreso técnico.
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1.7.1. Definiciones

Por «sustancias» se entenderá los elementos químicos y sus compuestos en estado natural o los obtenidos
mediante cualquier procedimiento de producción, incluidos los aditivos necesarios para conservar la estabilidad
del producto y las impurezas que resulten del procedimiento utilizado, pero excluidos los disolventes que pue-
dan separarse sin afectar la estabilidad de la sustancia ni modificar la composición.

Una sustancia podrá estar bien definida químicamente (por ejemplo, acetona), o bien podrá consistir en una
mezcla compleja de constituyentes de composición variable (por ejemplo, productos aromáticos destilados). En
el caso de ciertas sustancias complejas, se han señalado algunos constituyentes determinados.

Por «preparados» se entenderá las mezclas o soluciones compuestas por dos o más sustancias.

1.7.2. Aplicación de los criterios a las sustancias

Los criterios establecidos en el presente anexo serán directamente aplicables cuando los datos se hayan obte-
nido utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V. En otros casos, los datos dispo-
nibles deberán evaluarse comparando los métodos de ensayo empleados con los métodos contemplados en el
anexo V y con las normas previstas en el presente anexo, a fin de determinar la clasificación y etiquetado más
adecuados.

En algunos casos puede haber dudas sobre la aplicación de los criterios pertinentes, especialmente si se preci-
san conocimientos especializados. En tales casos, el fabricante, distribuidor o importador clasificarán y etique-
tarán provisionalmente la sustancia basándose en una evaluación de los datos realizada por una persona com-
petente.

Sin perjuicio de lo dispuesto en el artículo 6, si se ha aplicado el procedimiento anterior y se temen posibles
incoherencias, podrá proponerse la inclusión de la clasificación provisional en el anexo I. Dicha propuesta se
presentará a uno de los Estados miembros e irá acompañada de los datos científicos apropiados (véase también
el punto 4.1).

Podrá aplicarse un procedimiento similar en caso de que se disponga de información que haga dudar de la
exactitud de una entrada existente en el anexo I.

1.7.2.1. Clasificación de las sustancias que contienen impurezas, aditivos o determinados constituyentes

En los casos en que se compruebe la existencia de impurezas, aditivos o determinados constituyentes en las
sustancias, éstos deberán tenerse en cuenta si su grado de concentración es superior o igual a los límites esta-
blecidos:

� 0,1 % para las sustancias clasificadas como muy tóxicas, tóxicas, carcinogénicas (categoría 1 o 2), mutagé-
nicas (categoría 1 o 2), tóxicas para la reproducción (categoría 1 o 2), o peligrosas para el medio ambiente
(a las que se haya asignado el símbolo «N», para el medio acuático, peligrosas para la capa de ozono),

� 1 % para las sustancias clasificadas como nocivas, corrosivas, irritantes, sensibilizantes, carcinogénicas (ca-
tegoría 3), mutagénicas (categoría 3), tóxicas para la reproducción (categoría 3), o peligrosas para el medio
ambiente (a las que no se haya asignado el símbolo «N», es decir, nocivas para los organismos acuáticos,
pueden causar efectos perjudiciales a largo plazo),

a menos que en el anexo I se hayan fijado valores inferiores.

A excepción de las sustancias enumeradas específicamente en el anexo I, la clasificación debe realizarse de
acuerdo con los requisitos de los artículos 5, 6 y 7 de la Directiva 1999/45/CE del Consejo.

En el caso del amianto (650-013-00-6), no se aplicará esta regla general hasta que se fije un límite de concen-
tración en el anexo I. Las sustancias que contengan amianto se clasificarán y etiquetarán conforme a los princi-
pios del artículo 6 de la presente Directiva.

1.7.3. Aplicación de los criterios a los preparados

Los criterios previstos en el presente anexo serán directamente aplicables cuando los datos se hayan obtenido
utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V, excepto los del capítulo 4, a los que
sólo se puede aplicar el método convencional. También puede aplicarse un método convencional en relación
con los criterios del capítulo 5, con la excepción de la toxicidad acuática, de acuerdo con lo dispuesto en la
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parte C del anexo III de la Directiva 1999/45/CE. En el caso de los preparados cubiertos por la Directiva
91/414/CEE, también pueden aceptarse datos de clasificación y etiquetado obtenidos mediante otros métodos
reconocidos internacionalmente (véanse las disposiciones especiales del punto 1.6 del presente anexo). En
otros casos, los datos disponibles deberán evaluarse comparando los métodos de ensayo de que se trate con
los métodos contemplados en el anexo V y con las normas previstas en el presente anexo, a fin de determinar
la clasificación y etiquetado más adecuados.

Cuando los peligros para la salud y el medio ambiente se evalúen según el método convencional a que se
refiere los artículos 6 y 7 y los anexo II y III de la Directiva 1999/45/CEE, los límites de concentración que
deben utilizarse serán los fijados en:

� el anexo I de la presente Directiva, o

� la parte B del anexo II y/o la parte B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE cuando la sustancia o sus-
tancias no figuren en el anexo I de la presente Directiva o cuando figuren sin indicar los límites de con-
centración.

En el caso de preparados que contengan mezclas de gases, la clasificación con respecto a los efectos sobre la
salud y el medio ambiente se efectuará según un método de cálculo basado en los límites de concentración
individual que figuran en el anexo I de la presente Directiva o, en caso de que no estén indicados en dicho
anexo, según los criterios establecidos en los anexos II y III de la Directiva 1999/45/CE.

1.7.3.1. Preparados o sustancias descritos en el punto 1.7.2.1 usados como constituyentes de otros preparados

El etiquetado de dichos preparados debe ser conforme a lo dispuesto en el artículo 10 de acuerdo con los
principios fijados en los artículos 3 y 4 de la Directiva 1999/45/CE. No obstante, en determinados casos, la
información que figura en la etiqueta del preparado o sustancia descrita en el punto 1.7.2.1 no es suficiente
para que los fabricantes que lo utilicen como componente de otro(s) preparado(s) puedan efectuar correcta-
mente la clasificación y etiquetado de este(os) último(s).

En tal caso, la persona establecida en la Comunidad responsable de la comercialización del preparado inicial o
sustancia descrita en el punto 1.7.2.1, ya sea el fabricante, importador o distribuidor proporcionará, previa
petición justificada y con la mayor brevedad posible, todos los datos relativos a las sustancias peligrosas que
contiene el preparado, necesarios para clasificar y etiquetar correctamente el nuevo preparado. Estos datos
también son necesarios para que los responsables de la comercialización del nuevo preparado puedan cumplir
los requisitos de la Directiva 1999/45/CE.

2. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS

2.1. Introducción

Los métodos de ensayo relativos a las propiedades explosivas, comburentes e inflamables incluidos en el anexo
V sirven para dar un significado concreto a las definiciones generales dadas en las letras a) a e) del apartado 2
del artículo 2. Los criterios se regirán directamente por los métodos de ensayo descritos en el anexo V, en la
medida en que estén contemplados en el mismo.

Si existe información fiable según la cual, en la práctica, las propiedades fisicoquímicas de las sustancias y pre-
parados (excepto los peróxidos orgánicos) difieren de las que revelan los métodos de ensayo descritos en el
anexo V, dichas sustancias y preparados se deberán clasificar en función del riesgo que pudieran representar
para las personas que los manipulen o para otras personas.

2.2. Criterios de clasificación, elección de los símbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de
riesgo

En el caso de los preparados, deberán tenerse en cuenta los criterios referidos en el artículo 5 de la Directiva
1999/45/CE.

2.2.1. Explosivos

Las sustancias y preparados se clasificarán como explosivos y se les asignará el símbolo «E» y la indicación de
peligro «explosivo», en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V, y en la medida en
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que las sustancias y los preparados sean explosivos en la forma en que se comercialicen. Es obligatorio incluir
una frase de riesgo, cuya elección se basará en lo siguiente:

R2 Riesgo de explosión por choque, fricción, fuego u otras fuentes de ignición

� Sustancias y preparados, excepto los establecidos a continuación.

R3 Alto riesgo de explosión por choque, fricción, fuego u otras fuentes de ignición

� Sustancias y preparados especialmente sensibles, tales como las sales del ácido pícrico y el tetranitrato
de pentaeritritol (Pentrita).

2.2.2. Comburentes

Las sustancias y preparados se clasificarán como comburentes y se les asignará el símbolo «O» y la indicación
de peligro «comburente» en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el anexo V. Es obligatoria
la inclusión de una frase de riesgo; su selección se basará en los resultados de los ensayos, teniendo en cuenta
lo siguiente:

R7 Puede provocar incendios

� Peróxidos orgánicos con propiedades inflamables incluso aunque no estén en contacto con otros
materiales combustibles.

R8 Peligro de fuego en contacto con materias combustibles

� Otras sustancias y preparados comburentes como los peróxidos inorgánicos, que pueden provocar
incendios o aumentar el riesgo de inflamabilidad al entrar en contacto con materiales combustibles.

R9 Peligro de explosión al mezclar con materias combustibles

� Otras sustancias y preparados como los peróxidos inorgánicos, que se hacen explosivos al mezclarse
con materiales combustibles como, por ejemplo, ciertos cloratos.

2.2.2.1. Observaciones sobre los peróxidos

Respecto a las propiedades explosivas, todo peróxido orgánico o preparado que lo contenga en la forma en
que es comercializado se clasificará de acuerdo con los criterios del punto 2.2.1 sobre la base de los ensayos
realizados con arreglo a los métodos indicados en el anexo V.

Respecto a las propiedades comburentes, los métodos actuales del anexo V no pueden aplicarse a los peróxi-
dos orgánicos.

En cuanto a las sustancias, los peróxidos orgánicos que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasi-
ficarán como peligrosos en función de su estructura, por ejemplo: R-O-O-H; R1-O-O-R2.

Los preparados que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasificarán aplicando el método de cál-
culo basado en el porcentaje de oxígeno activo que se recoge en el punto 9.5.

Todo peróxido orgánico, o preparado que lo contenga, que no haya sido clasificado ya como explosivo se cla-
sificará como comburente si el peróxido o su formulación contiene:

� más del 5 % de peróxidos orgánicos, o

� más del 0,5 % de oxígeno disponible procedente de los peróxidos orgánicos, y más del 5 % de peróxido
de hidrógeno.

2.2.3. Extremadamente inflamable

Las sustancias y preparados se clasificarán como extremadamente inflamables y se les asignará el símbolo «F+»
y la indicación de peligro «extremadamente inflamable», en función de los resultados de los ensayos a que se
refiere el anexo V. Se seleccionará la frase de riesgo según los criterios siguientes:

R12 Extremadamente inflamable

� Sustancias y preparados líquidos cuyo punto de inflamación sea inferior a 0° C y su punto de ebulli-
ción (o en el intervalo de ebullición, la temperatura inicial de ebullición) sea inferior o igual a 35 °C.

� Sustancias y preparados gaseosos que sean inflamables en contacto con el aire a temperatura y pre-
sión normales.
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2.2.4. Fácilmente inflamable

Las sustancias y preparados se clasificarán como fácilmente inflamables y se les asignará el símbolo «F» y la
indicación de peligro «fácilmente inflamable», en función de los resultados de los ensayos a que se refiere el
anexo V. Se les asignarán las frases de riesgo según los criterios siguientes:

R11 Fácilmente inflamable

� Sustancias y preparados sólidos susceptibles de inflamarse fácilmente después de un breve contacto
con una fuente de ignición y que continúan ardiendo o consumiéndose después de la eliminación de
dicha fuente.

� Sustancias y preparados líquidos cuyo punto de inflamación sea inferior a 21 °C, pero que no sean
extremadamente inflamables.

R15 Reacciona con el agua liberando gases extremadamente inflamables

� Sustancias y preparados que, en contacto con agua o aire húmedo, desprenden gases extremada-
mente inflamables en cantidades peligrosas a razón de un l/kg/h.

R17 Se inflama espontáneamente en contacto con el aire

� Sustancias y preparados susceptibles de calentarse y, finalmente, de inflamarse en contacto con el aire
a temperatura ambiente sin aporte de energía.

2.2.5. Inflamables

Las sustancias y preparados se clasificarán como inflamables en función de los resultados de los ensayos a que
se refiere el anexo V. La frase de riesgo se asignará según los criterios siguientes:

R10 Inflamable

� Sustancias y preparados líquidos cuyo punto de inflamación sea igual o superior a 21 °C, e inferior o
igual a 55 °C.

No obstante, en la práctica se ha demostrado que los preparados que tengan un punto de inflamación igual o
superior a 21 °C e inferior o igual a 55 °C no tendrán que clasificarse como inflamables si el preparado no
puede, en ningún caso, favorecer la combustión y si, además, no existe ningún riesgo para las personas que
los manipulen ni para otras personas.

2.2.6. Otras propiedades fisicoquímicas

Se asignarán frases complementarias de riesgo a las sustancias y preparados clasificados de conformidad con
los puntos 2.2.1 a 2.2.5 o de conformidad con los puntos 3, 4 y 5 que se citan a continuación, aplicando los
criterios siguientes (sobre la base de la experiencia adquirida en la aplicación del anexo I):

R1 Explosivo en estado seco

Sustancias y preparados explosivos comercializados en solución o en forma húmeda como, por ejemplo,
la nitrocelulosa con más del 12,6 % de nitrógeno.

R4 Forma compuestos metálicos explosivos muy sensibles

Sustancias y preparados que puedan originar derivados metálicos explosivos sensibles como, por ejemplo,
el ácido pícrico y el ácido estroncio.

R5 Peligro de explosión en caso de calentamiento

Sustancias y preparados inestables al calor, no clasificados como explosivos como, por ejemplo, el ácido
perclórico > 50 %.

R6 Peligro de explosión, en contacto o sin contacto con el aire

Sustancias y preparados inestables a temperatura ambiente como, por ejemplo, el acetileno.
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R7 Puede provocar incendios

Sustancias y preparados reactivos como, por ejemplo, el flúor y el hidrosulfito de sodio.

R14 Reacciona violentamente con el agua

Sustancias y preparados que reaccionan violentamente con el agua como, por ejemplo, el cloruro de ace-
tilo, los metales alcalinos y el tetracloruro de titanio.

R16 Puede explosionar en mezcla con sustancias comburentes

Sustancias y preparados que reaccionan de forma explosiva en presencia de agentes comburentes como,
por ejemplo, el fósforo rojo.

R18 Al usarlo, pueden formarse mezclas aire/vapor explosivas/inflamables

Sustancias y preparados no clasificados como inflamables pero que contienen compuestos volátiles infla-
mables en el aire.

R19 Puede formar peróxidos explosivos

Sustancias y preparados que puedan formar peróxidos explosivos durante su almacenamiento como, por
ejemplo, el éter dietílico y el 1,4-dioxano.

R30 Puede inflamarse fácilmente al usarlo

Preparados no clasificados como inflamables pero que pueden convertirse en inflamables por pérdida de
componentes volátiles no inflamables.

R44 Riesgo de explosión al calentarlo en ambiente confinado

Se aplica a las sustancias y preparados que no se han clasificado como explosivos según el punto 2.2.1,
pero que, no obstante, en la práctica, pueden adquirir propiedades explosivas si se calientan en un reci-
piente cerrado. Así, por ejemplo, determinadas sustancias que se descompondrían de una forma explosiva
si se calentaran en un recipiente de acero no reaccionarían de la misma forma que al calentarlas en reci-
pientes menos rígidos.

Para otras frases indicadoras de riesgo, consúltese el punto 3.2.8.

3. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS PROPIEDADES TOXICOLÓGICAS

3.1. Introducción

3.1.1. La clasificación se basa tanto en los efectos agudos como a largo plazo que producen sustancias y preparados
a consecuencia de una sola exposición o de exposiciones repetidas o prolongadas.

Cuando por estudios epidemiológicos, por estudios de casos con fundamento científico de acuerdo con lo
especificado en el presente anexo, o por la experiencia basada en datos estadísticos como, por ejemplo, la eva-
luación de datos procedentes de los centros de información sobre intoxicación o relativos a las enfermedades
profesionales, que los efectos toxicológicos sobre seres humanos difieren de los que parecen indicar los méto-
dos mencionados en el punto 1.6 del presente anexo, la sustancia o el preparado se clasificará en función de
sus efectos sobre los seres humanos. No obstante, no es recomendable realizar experimentos con seres huma-
nos y, en general no deberán efectuarse para contrastar resultados que han sido positivos en animales.

La Directiva 86/609/CEE tiene por objeto proteger a los animales utilizados con fines experimentales u otros
fines científicos. En el anexo V de la presente Directiva se incluyen métodos de ensayo in vitro validados para
determinados parámetros que deberán utilizarse cuando corresponda.

3.1.2. La clasificación de las sustancias se realizará conforme a los datos experimentales de que se disponga y apli-
cando unos criterios que tengan en cuenta la magnitud de tales efectos, detallados a continuación:

a) en caso de toxicidad aguda (efectos letales e irreversibles a consecuencia de una sola exposición), los crite-
rios de los puntos 3.2.1 a 3.2.3;

b) en caso de toxicidad subaguda, subcrónica o crónica, los criterios de los puntos 3.2.2 a 3.2.4;
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c) en caso de efectos corrosivos e irritantes, los criterios de los puntos 3.2.5 y 3.2.6;

d) en caso de efectos sensibilizantes, los criterios del punto 3.2.7;

e) en caso de efectos específicos para la salud (carcinogénicos, mutagénicos y tóxicos para la reproducción),
los criterios del punto 4.

3.1.3. La clasificación de los preparados en función de los peligros relativos a la salud se efectuará del modo
siguiente:

a) si no hay datos experimentales, según el método convencional señalado en el artículo 6 y el anexo II de
la Directiva 1999/45/CE. En este caso, la clasificación se basará en los límites de concentración individual
extraídos de:

� el anexo I de la presente Directiva, o

� la parte B del anexo II de la Directiva 1999/45/CE, cuando la sustancia o sustancias no figuren en el
anexo I de la presente Directiva o cuando figuren sin indicarse los límites de concentración;

b) si, se dispone de datos experimentales, según los criterios descritos en el punto 3.1.2, a excepción de las
propiedades carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproducción mencionadas en la letra e) del
punto 3.1.2, que deben ser evaluadas conforme a un método convencional que aparezca referido en el
artículo 6 y en las partes A.7 a A.9 y B.6 del anexo II de la Directiva 1999/45/CE.

Nota: Nota: sin perjuicio de los requisitos de la Directiva 91/414/CEE y a condición de que estén justificados
o especialmente autorizados en virtud del artículo 12 de la Directiva 86/609/CEE, podrán aplicarse los méto-
dos descritos en la letra b) del punto 3.1.3 excepcionalmente cuando la persona responsable de la comerciali-
zación del preparado pueda demostrar que resulta imposible establecer de forma adecuada sus propiedades
toxicológicas mediante el método descrito en la letra a) del punto 3.1.3 o sobre la base de resultados de ensa-
yos existentes en animales.

Independientemente de cual sea el método elegido para evaluar los riesgos que pueda representar un prepa-
rado, deberán tenerse en cuenta los efectos peligrosos para la salud que se recogen en la parte B del anexo II
de la Directiva 1999/45/CE.

3.1.4. Cuando la clasificación deba basarse en los resultados obtenidos a partir de experimentos con animales, dichos
resultados se considerarán válidos para el hombre en la medida en que los ensayos reflejen de modo adecuado
los riesgos para el mismo.

3.1.5. La toxicidad oral aguda de las sustancias y preparados comercializados puede establecerse mediante un método
que permita establecer la dosis letal media (DL50), estableciendo la dosis discriminante (método de la dosis fija)
o estableciendo el tramo de exposición que se espera resulte letal (método de clasificación de toxicidad aguda).

3.1.5.1. La dosis discriminante es la dosis que produce toxicidad evidente pero sin mortalidad, y debe ser uno de los
cuatro niveles de administración especificados en el anexo V (5, 50, 500 o 2 000 mg por kg. de peso corpo-
ral).

El concepto de «toxicidad evidente» se utiliza para designar los efectos tóxicos, producidos tras la exposición a
la sustancia estudiada, que sean tan graves que la exposición a la dosis fija inmediatamente superior pueda
suponer la muerte.

Los resultados del ensayo con una dosis concreta aplicando el método de la dosis fija puedan ser:

� menos del 100 % de supervivencia,

� 100 % de supervivencia, con toxicidad evidente,

� 100 % de supervivencia, sin toxicidad evidente.

En los criterios de los puntos 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.3 sólo se recogen los resultados de la prueba final. La dosis de
2 000 mg/kg debe utilizarse principalmente para obtener información sobre los efectos tóxicos de las sustan-
cias que poseen baja toxicidad aguda y que no se clasifican por la toxicidad aguda.

El método de dosis fija exige a veces estudiar dosis mayores o menores, si no se estudia antes el nivel de dosis
correspondiente. Véase también el cuadro de evaluación del método B.1 bis.

3.1.5.2. El tramo de exposición del que se espera resulte letal se deduce de la observación de la ausencia o presencia
de mortalidad relacionada con la sustancia tras aplicar el método de clasificación de toxicidad aguda. En los
ensayos iniciales se utilizará una de las dosis iniciales (25, 200 o 2 000 mg per kg de peso corporal).
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El método de clasificación de toxicidad aguda exige a veces estudiar dosis mayores o menores, si no se estudia
antes el nivel de dosis correspondiente. Véanse también los diagramas de flujo de los procedimientos de
ensayo del método B.1 ter del anexo V.

3.2. Criterios de clasificación, elección de los símbolos e indicaciones de peligro y elección de las frases de
riesgo

3.2.1. Muy tóxicos

Las sustancias y preparados se clasificarán como muy tóxicos y se les asignará el símbolo «T +» y la indicación
de peligro «muy tóxico» siguiendo los criterios que se especifican a continuación.

Las frases indicadoras de riesgos específicos se asignarán en función de los criterios siguientes:

R28 Muy tóxico por ingestión

Toxicidad aguda:

� DL50 por vía oral en rata: Ä 25 mg/kg,

� menos del 100 % de supervivencia a 5 mg/kg, vía oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija,
o

� alta mortalidad con dosis Ä 25 mg/kg por vía oral en rata mediante el método de clasificación de
toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo, véanse los diagramas de flujo del anexo 2
del método de ensayo B.1 ter del anexo V).

R27 Muy tóxico en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

� DL50 por penetración cutánea en rata o conejo: < 50 mg/kg.

R26 Muy tóxico por inhalación

Toxicidad aguda:

� CL50 por inhalación en rata para aerosoles o partículas: Ä 0,25 mg/l/4 h,

� CL50 por inhalación en rata para gases y vapores: Ä 0,5 mg/l/4 h.

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves

� Pruebas convincentes de que estos daños irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el
punto 4, pueden ser provocados por una única exposición por una vía de administración adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R39/26,
R39/27, R39/28, R39/26/27, R39/26/28, R39/27/28, R39/26/27/28.

3.2.2. Tóxicos

Las sustancias y preparados se clasificarán como muy tóxicos y se les asignará el símbolo «T» y la indicación
de peligro, «tóxico», siguiendo los criterios que se especifican a continuación. Las frases indicadoras de riesgos
específicos se asignarán en función de los criterios siguientes:

R25 Tóxico por ingestión

Toxicidad aguda:

� DL50 por vía oral en rata: 25 < DL50 Ä 200 mg/kg,

� dosis discriminante por vía oral en rata: 5 mg/kg: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta,
o

� alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 25 y Ä 200 mg/kg por vía oral en rata mediante el
método de clasificación de toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo, véanse los dia-
gramas de flujo del anexo 2 del método de ensayo B.1 ter del anexo V).

R24 Tóxico en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

� DL50 por penetración cutánea en rata o conejo: 50 < DL50 Ä 400 mg/kg.
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R23 Tóxico por inhalación

Toxicidad aguda:

� CL50 por inhalación en rata para aerosoles o partículas: 0,25 < CL50 Ä 1 mg/l/4h,

� CL50 por inhalación en rata para gases y vapores: 0,5 < CL50 Ä 2 mg/l/4 h.

R39 Peligro de efectos irreversibles muy graves

� Pruebas convincentes de que estos daños irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el
punto 4, pueden ser provocados por una única exposición por una vía de administración adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R39/23,
R39/24, R39/25, R39/23/24, R39/23/25, R39/24/25, R39/23/24/25.

R48 Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada

� Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfológicos con importancia toxi-
cológica) como consecuencia de una exposición repetida o prolongada, por una vía de administra-
ción adecuada.

Las sustancias y los preparados se clasificarán por lo menos como «tóxicas» cuando se observen estos
efectos en niveles de un orden de magnitud inferior (es decir, diez veces menos) a los establecidos en el
punto 3.2.3 para la frase R48.

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R48/23,
R48/24, R48/25, R48/23/24, R48/23/25, R48/24/25, R48/23/24/25.

3.2.3. Nocivos

Las sustancias y preparados se clasificarán como nocivos y se les asignará el símbolo «Xn» y la indicación de
peligro «nocivo», siguiendo los criterios que se especifican a continuación. Las frases indicadoras de riesgos
específicos se asignarán en función de los criterios siguientes:

R22 Nocivo por ingestión

Toxicidad aguda:

� DL50 por vía oral en rata: 200 < DL50 Ä 2 000 mg/kg,

� dosis discriminante por vía oral en rata, 50 mg/kg: 100 % de supervivencia con toxicidad manifiesta,

� menos del 100 % de supervivencia a 500 mg/kg, vía oral, en rata, por el procedimiento de la dosis
fija referida a la tabla de evaluación en el método de ensayo B.1 bis del anexo V,

� alta mortalidad en el intervalo de valores entre > 200 y Ä 2 000 mg/kg por vía oral en rata
mediante el método de clasificación de toxicidad aguda (para interpretar los resultados del ensayo,
véanse los diagramas de flujo del anexo 2 del método de ensayo B.1 ter del anexo V).

R21 Nocivo en contacto con la piel

Toxicidad aguda:

� DL50 por penetración cutánea en rata o conejo: 400 < DL50 Ä 2 000 mg/kg.

R20 Nocivo por inhalación

Toxicidad aguda:

� CL50 por inhalación en rata para aerosoles o partículas: 1 < CL50 Ä 5 mg/l/4 h,

� CL50 por inhalación en rata para gases y vapores: 2 < LC50 Ä 20 mg/l/4 h.

R65 Nocivo: Si se ingiere puede causar daño pulmonar

Sustancias y preparados líquidos que presenten riesgo de aspiración para las personas debido a su baja
viscosidad:

a) en el caso de sustancias y preparados que contengan hidrocarburos alifáticos, alicíclicos o aromáticos
en una concentración total, igual o superior al 10 % y que tengan:
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� un período de flujo inferior a 30 s en un recipiente ISO de 3 mm con arreglo a ISO 2431 (edi-
ción de abril de 1996/julio de 1999), relativa a «Pinturas y barnices - Determinación del tiempo
de flujo empleando copas de flujo»,

� una viscosidad cinemática medida con un viscosímetro capilar de cristal calibrado con arreglo a
ISO 3104/3105 inferior a 7 × 10¯6 m2/s a 40 ° C (ISO 3104, 1994 edición de 1994, relativa a
«Productos petrolíferos - Líquidos transparentes y opacos - Determinación de la viscosidad cine-
mática y cálculo de la viscosidad dinámica» ISO 3105, edición de 1994, relativa a «Viscosímetros
capilares de vidrio, de viscosidad cinemática � Especificaciones e instrucciones de uso»), o

� una viscosidad cinemática derivada de las mediciones de la viscosimetría rotativa con arreglo a
ISO 3219 inferior a 7 × 10¯6 m2/s a 40 ° C (ISO 3219, 1993 edición de 1993, relativa a«Plásti-
cos �¯ Polímeros/resinas en estado líquido, en emulsión o en dispersión - Determinación de la
viscosidad con el viscosímetro rotacional, con una velocidad de deformación en cizalla defi-
nida»);

obsérvese que las sustancias y preparados que cumplen estos criterios no tienen por qué ser clasifica-
dos si su tensión superficial media es superior a 33 mN/m at 25 °C según el tensiómetro de Du
Nouy o los métodos de ensayo recogidos en la parte A.5 del anexo V.

(b) en el caso de las sustancias y preparados, según la experiencia práctica con personas.

R68 Posibilidad de efectos irreversibles

� Pruebas convincentes de que estos daños irreversibles, distintos de los efectos mencionados en el
punto 4, pueden ser provocados por una única exposición por una vía de administración adecuada,
generalmente en el intervalo de valores antes citados.

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R68/20,
R68/21, R68/22, R68/20/21, R68/20/22, R68/21/22, R68/20/21/22.

R48 Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada

� Puede producir lesiones graves (trastornos funcionales o cambios morfológicos con importancia toxi-
cológica) como consecuencia de una exposición repetida o prolongada, por una vía de administra-
ción adecuada.

Las sustancias y los preparados se clasificarán al menos como «nocivas» cuando estos efectos se observen
con dosis del orden de:

� vía oral en rata: rat Ä 50 mg/kg (peso corporal)/día,

� penetración cutánea en rata o conejo: Ä 100 mg/kg (peso corporal)/día,

� por inhalación en rata: Ä 0,25 mg/l, 6 h/dia.

Estos valores orientativos se pueden aplicar directamente cuando se hayan comprobado lesiones graves en el
transcurso de un estudio de toxicidad subcrónica (90 días). Con los estudios de toxicidad subaguda (28 días),
las cifras deberán aumentarse en un factor de 3 aproximadamente. Si se puede disponer de un estudio de toxi-
cidad crónica (dos años), los resultados se evaluarán caso por caso. Cuando se disponga de estudios de más de
un período de tiempo, se tomarán en consideración por lo general los resultados de los estudios de mayor
duración.

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R48/20,
R48/21, R48/22, R48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

3.2.3.1. Comentarios concernientes a las sustancias volátiles

En el caso de ciertas sustancias con una elevada concentración de vapor saturado, puede haber indicios de
efectos preocupantes. Tales sustancias pueden no estar clasificadas según los criterios de efectos para la salud
recogidos en esta guía (3.2.3) o no cubiertos por el punto 3.2.8. Sin embargo, si hay indicios adecuados de
que tales sustancias pueden representar un riesgo cuando se utilicen y manipulen normalmente, podrá ser
necesario clasificarlas en el anexo I, según cada caso concreto.

3.2.4. Comentarios acerca del uso de la frase R48

El uso de esta frase de riesgo se refiere a la gama específica de efectos biológicos que se describen a continua-
ción. Para aplicar la frase R48 es necesario considerar que los efectos graves para la salud incluyen la muerte,
trastornos funcionales graves o cambios morfológicos de importancia toxicológica. Es especialmente impor-
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tante que los cambios sean irreversibles. No sólo hay que tener en cuenta los cambios específicos profundos
que afecten a un solo órgano o sistema, sino también los cambios de menor importancia, pero generalizados,
que afecten a diversos órganos, o los cambios profundos en el estado general de salud.

A la hora de evaluar la existencia de estos efectos, deben tenerse en cuenta las directrices siguientes:

1) Pruebas que indiquen que debe aplicarse la frase R48:

a) muerte provocada por la sustancia;

b) i) cambios funcionales profundos en el sistema nervioso central o periférico, incluidos vista, oído y
olfato, que se evaluarán por medio de exámenes clínicos u otros métodos adecuados (por ejem-
plo, electrofisiología);

ii) cambios funcionales profundos en otros sistemas orgánicos (por ejemplo, el pulmón);

c) cualquier cambio constante en los parámetros de análisis de orina, hematología o bioquímica clínica
que indique una disfunción orgánica grave. Tienen especial importancia los trastornos hematológicos
si de las pruebas se desprende que pueden reducir la producción medular de células sanguíneas;

d) daños orgánicos graves apreciados en el examen microscópico de la autopsia:

i) necrosis profunda o extendida, fibrosis o formación de granulomas en órganos vitales con capa-
cidad regenerativa (por ejemplo, el hígado);

ii) cambios morfológicos profundos potencialmente reversibles pero que demuestren claramente la
existencia de una disfunción orgánica acusada (por ejemplo, degeneración grasa en el hígado,
nefrosis tubular aguda del riñón, gastritis ulcerosa), o

iii) indicios de muerte celular apreciable en órganos vitales sin capacidad regenerativa (por ejemplo,
fibrosis del miocardio o degeneración retrógrada de un nervio) o en poblaciones de células pri-
mordiales (por ejemplo, aplasia o hipoplasia de la médula ósea).

Los datos anteriores se obtendrán por lo general a partir de experimentos con animales. Cuando se anali-
cen datos procedentes de la experiencia práctica habrá de prestarse especial atención a los niveles de
exposición.

2) Pruebas que indiquen que no debe aplicarse la frase R48

La R48 está restringida a «efectos graves para la salud en caso de exposición prolongada». No obstante, se
pueden observar en seres humanos y animales una serie de efectos asociados a las sustancias que no justi-
fican el uso de la frase R48, pero que tienen importancia cuando se intenta determinar el nivel en que
una sustancia química no produce ningún efecto. Entre los ejemplos de cambios demostrados que, por
regla general, no justificarían la asignación de la frase R48 a una sustancia �independientemente de su
importancia estadística� se pueden mencionar:

a) apreciación clínica o cambios en el aumento de peso corporal, o en el consumo de alimentos o agua,
que puedan tener importancia toxicológica sin dar lugar por ello a «efectos graves»;

b) ligeros cambios en los parámetros de análisis urinario, hematología o bioquímica clínica que sean
dudosos o que presenten una importancia mínima desde el punto de vista toxicológico;

c) cambios en el peso de los órganos sin que haya pruebas de disfunción orgánica;

d) respuestas adaptativas (por ejemplo, migración de macrófagos a los pulmones, hipertrofia hepática e
inducción enzimática, respuestas hiperplásicas a las sustancias irritantes). A una sustancia que tenga
efectos locales en la piel al ser aplicada repetidamente se le atribuirá preferiblemente la frase R38:
«irrita la piel», o

e) en los casos en que se haya demostrado que existe un mecanismo tóxico específico de especie (por
ejemplo, por vías metabólicas específicas).

3.2.5. Corrosivos

Las sustancias y preparados se clasificarán como corrosivos y se les asignará el símbolo «C» y la indicación de
peligro «corrosivo» siguiendo los criterios que se especifican a continuación.

� se considera que una sustancia o un preparado son corrosivos si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana
de un animal, destruyen los tejidos en todo el espesor de la piel de al menos un animal, durante el ensayo
de irritación cutánea citado en el anexo V o con un método equivalente,
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� la clasificación podrá basarse en los resultados de ensayos in vitro validados como el citado en el anexo V
(B.40. Corrosión cutánea: ensayo de resistencia eléctrica transcutánea en piel de rata y ensayo con modelo
de piel humana),

� una sustancia o preparado también se considerará corrosivo si dicho resultado fuera previsible, por ejem-
plo, tratándose de reacciones fuertemente alcalinas o ácidas (pH demostrado inferior o igual a 2 o bien
superior o igual a 11,5). No obstante, también podrá tomarse en consideración la reserva ácido/alca-
lina (1) cuando la clasificación se base en un pH extremo. Si la reserva ácido/alcalina indica que la sustan-
cia o el preparado no pueden ser corrosivos deberán realizarse más ensayos para confirmar dicho punto,
utilizando preferentemente métodos in vitro convenientemente validados. La reserva ácido/alcalina no se
utilizará únicamente para eximir sustancias o preparados de ser clasificados como corrosivos.

Las frases indicadoras de riesgos específicos se asignarán en función de los criterios siguientes:

R35 Provoca quemaduras graves

� Si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana de un animal, producen lesiones de los tejidos en todo el
espesor de la piel después de un tiempo de exposición que no sobrepase los tres minutos, o si dicho
resultado fuera previsible.

R34 Provoca quemaduras

� Si, al aplicarlos sobre la piel intacta y sana de un animal, producen lesiones de los tejidos en todo el
espesor de la piel después de un tiempo de exposición que no sobrepase las cuatro horas, o si dicho
resultado fuera previsible.

� Hidroperóxidos orgánicos, excepto cuando se demuestre lo contrario.

Notas:

Cuando la clasificación se base en los resultados de un ensayo in vitro validado, deberá aplicarse R35 o R34 en
función de la capacidad del método de ensayo para distinguir entre ambas designaciones.

Cuando la clasificación se base únicamente en un pH extremo, se aplicará R35.

3.2.6. Irritantes

Las sustancias y preparados se clasificarán como irritantes y se les asignará el símbolo «Xi» y la indicación de
peligro «irritante», siguiendo los criterios que se especifican a continuación.

3.2.6.1. Inflamación de la piel

La frase indicadora de riesgo que sigue se asignará en función de los criterios siguientes:

R38 Irrita la piel

� Sustancias y preparados que producen una inflamación cutánea importante, la cual persiste al menos
24 horas tras un período de exposición que no sobrepase las cuatro horas, cuando se realiza la deter-
minación con el conejo según el método de ensayo de irritación cutánea que figura en el anexo V.

La inflamación cutánea se considerará importante si:

a) el valor medio de los resultados de la formación de eritemas y escaras o bien de edema (valor
calculado teniendo en cuenta todos los animales de ensayo) es igual o superior a 2; o bien

b) en caso de que el ensayo del anexo V se hubiera realizado en tres animales, cuando se haya
observado en dos o más animales la formación de eritemas y escaras o de edemas equivalente a
un valor medio igual o superior a 2 calculado por cada animal individualmente.

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberán utilizarse todos los resultados de
cada uno de los períodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.

La inflamación cutánea también se considerará importante si persiste en un mínimo de dos animales
al final del período de observación. También deberán tenerse en cuenta efectos especiales como, por
ejemplo, hiperplasia, descamación, decoloración, formación de fisuras o costras o alopecia.

(1) J. R. Young, M. J. How, A. P. Walker and W. M. H. Worth (1988), «Classification as corrosive or irritant to skin of preparations con-
taining acidic or alkaline substances, without testing on animals», Toxic. In Vitro 2(1): pp. 19-26.
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Los datos pertinentes pueden también obtenerse de estudios no agudos en animales (véanse los
comentarios sobre la frase R48, punto 2.d) Estos datos se consideran significativos si los efectos
observados son comparables a los arriba descritos.

� Sustancias y preparados que producen una inflamación cutánea importante por contacto inmediato,
prolongado o repetido, comprobada en observaciones prácticas en seres humanos.

� Peróxidos orgánicos, salvo cuando se demuestre lo contrario.

Parestesia:

La parestesia causada en seres humanos por contacto de plaguicidas piretroides con la piel no se considera un
efecto irritante que justifique la clasificación como Xi; R38. No obstante, debe aplicarse la frase S24 a las sus-
tancias que produzcan este efecto.

3.2.6.2. Lesiones oculares

Las frases indicadoras de riesgos que siguen se asignarán en función de los criterios correspondientes:

R36 Irrita los ojos

� Sustancias y preparados que, al aplicarse al ojo del animal, producen importantes lesiones oculares
que aparecen en el plazo de 72 horas tras la exposición y que persisten durante al menos 24 horas.

Una lesión ocular se considerará importante si los valores medios de los resultados del ensayo de irrita-
ción ocular citado en el anexo V son alguno de los siguientes:

� opacidad de la córnea: igual o superior a 2 pero inferior a 3,

� lesión del iris: igual o superior a 1 pero no superior a 1,5,

� enrojecimiento de la conjuntiva: igual o superior a 2,5,

� edema de la conjuntiva (quemosis): igual o superior a 2,

o bien, cuando se haya realizado el ensayo del anexo V utilizando tres animales, si las lesiones de dos o
más animales son equivalentes a alguno de estos valores, salvo para la lesión del iris, en cuyo caso el
valor deberá ser igual o superior a 1 pero inferior a 2, y para el enrojecimiento de la conjuntiva, caso en
que el valor deberá ser igual o superior a 2,5.

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberán utilizarse todos los resultados de cada
uno de los períodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.

� Sustancias o preparados que puedan producir lesiones oculares importantes, comprobadas normal-
mente en la experiencia práctica con seres humanos.

� Peróxidos orgánicos, salvo cuando se demuestre lo contrario.

R41 Riesgo de lesiones oculares graves

� Sustancias y preparados que, al aplicarse al ojo del animal, producen lesiones oculares graves que
aparecen en el plazo de 72 horas tras la exposición y que persisten durante al menos 24 horas.

Las lesiones oculares se considerarán graves si la media de los resultados del ensayo de irritación ocular
del anexo V tiene alguno de los valores siguientes:

� opacidad de la córnea: igual o superior a 3,

� lesión del iris: superior a 1,5.

También se considerarán graves las lesiones, si el ensayo se realiza con tres animales, cuando dichas lesio-
nes sean equivalentes, en dos animales o más, a alguno de los valores siguientes:

� opacidad de la córnea: igual o superior a 3,

� lesión del iris: igual a 2.

En ambos casos, al calcular los respectivos valores medios deberán utilizarse todos los resultados de cada
uno de los períodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto.
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Las lesiones oculares también se considerarán graves si persisten al final del período de observación.

También se considerarán graves las lesiones oculares si la sustancia o preparado produce coloración irreversi-
ble de los ojos.

� Sustancias y preparados que producen lesiones oculares graves, comprobadas en la experiencia práctica
con seres humanos.

Nota:

Cuando una sustancia o preparado esté clasificada como corrosivo y se le asigne la frase R34 o la frase R35,
se considerará implícito el riesgo de lesión ocular grave y no se incluirá R41 en la etiqueta.

3.2.6.3. Irritación del aparato respiratorio

La frase indicadora de riesgo que sigue se asignará en función de los criterios siguientes:

R37 Irrita las vías respiratorias

Sustancias y preparados que pueden producir una irritación grave del aparato respiratorio, basándose
principalmente en:

� la observación práctica de personas,

� los resultados positivos de ensayos adecuados con animales.

Comentarios acerca del uso de R37

Al interpretar las observaciones prácticas en personas, habrá que tener cuidado en distinguir los efectos que
conducen a la clasificación con R48 (véase el punto 3.2.4) de aquellos que llevan a la clasificación con R37.
Las situaciones que normalmente llevan a la clasificación con R37 son reversibles y suelen estar limitadas a las
vías respiratorias superiores.

Entre los resultados positivos de ensayos adecuados con animales se cuentan los datos de los ensayos generales
de toxicidad, incluidos los datos histopatológicos del aparato respiratorio. Para juzgar la irritación de las vías
respiratorias, se podrán utilizar también los datos de la medición de la bradipnea experimental.

3.2.7. Sustancias y preparados sensibilizantes

3.2.7.1. Sensibilización por inhalación

Las sustancias y preparados se clasificarán como sensibilizantes y recibirán el símbolo «Xn», la indicación de
peligro «Nocivo» y la frase de riesgo R42 según los criterios indicados a continuación:

R42 Posibilidad de sensibilización por inhalación

� si hay pruebas de que dichas sustancias o preparados pueden provocar hipersensibilidad respiratoria
específica,

� si hay resultados positivos de ensayos adecuados con animales, o bien

� si la sustancia es un isocianato, a no ser que haya pruebas de que ese isocianato concreto no causa
hipersensibilidad respiratoria específica.

Comentarios acerca del uso de R42:

Pruebas en las personas

Las pruebas de que una sustancia o preparado puede causar hipersensibilidad respiratoria específica debe-
rán estar basadas normalmente en experiencias con personas. En este caso, la hipersensibilidad se traduce
normalmente por asma, pero se considerarán también otras reacciones de hipersensibilidad como la rini-
tis y la alveolitis. La alteración tendrá el carácter clínico de una reacción alérgica. No obstante, no tendrán
que demostrarse los mecanismos inmunológicos.

Al considerar las pruebas de exposición en las personas, para tomar una decisión sobre la clasificación
será necesario, además de las pruebas de los casos, tener en cuenta:

� el tamaño de la población expuesta,

� la importancia de la exposición.
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Las pruebas a las que se hace referencia anteriormente pueden ser:

� el historial clínico y los datos de los ensayos adecuados de función pulmonar relacionados con la
exposición a la sustancia, confirmados por otras pruebas de apoyo que pudieran incluir:

� una estructura química similar a la de sustancias de las que se sabe causan hipersensibilidad res-
piratoria,

� un ensayo inmunológico in vivo (por ejemplo: ensayo de pinchazo en la piel)

� un ensayo inmunológico in vitro (por ejemplo: análisis serológico),

� estudios que indiquen otros mecanismos específicos de acción no inmunológicos, por ejwmplo:
irritación repetida de baja intensidad, efectos de mediación farmacológica, o

� datos de ensayos positivos de estimulación bronquial con la sustancia realizados de acuerdo con
directrices aprobadas para la determinación de una reacción de hipersensibilidad específica.

El historial clínico deberá incluir tanto la historia médica como la laboral para determinar la relación
entre la exposición a una sustancia o preparado específico y el desarrollo de la hipersensibilidad especí-
fica. Entre la información pertinente se incluirán factores agravantes tanto en casa como en el lugar de
trabajo, la aparición y la evolución de la enfermedad, los antecedentes familiares y el historial médico del
paciente en cuestión. El historial médico incluirá también información sobre toda enfermedad alérgica o
respiratoria desde la infancia y si el paciente es fumador o no.

Los resultados de los ensayos de estimulación bronquial positivos serán considerados por sí mismos
prueba suficiente para la clasificación. Sin embargo, se sabe que en realidad ya se habrán realizado
muchos de los exámenes anteriormente enumerados.

A las sustancias que causan síntomas de asma por irritación únicamente en personas con hiperreactividad
bronquial no se les asignará la frase R42.

Estudios en animales

Los datos de los ensayos que son indicativos del potencial de una sustancia o preparado para causar sen-
sibilización por inhalación en las personas incluyen:

� mediciones de IgE (por ejemplo: en ratones), o

� respuesta pulmonar específica en los cobayas.

3.2.7.2. Sensibilización por contacto cutáneo

Las sustancias y preparados se clasificarán como sensibilizantes y recibirán el símbolo «Xi», la indicación de
peligro «irritante» y la frase de riesgo R43 según los criterios indicados a continuación:

R43 Posibilidad de sensibilización en contacto con la piel

� si la experiencia práctica demuestra que la sustancia o preparado es capaz de inducir sensibilización
por contacto con la piel en un número significativo de personas, o

� si hay resultados positivos en ensayos adecuados con animales.

Comentarios acerca del uso de R43

Pruebas con personas

Las siguientes pruebas (experiencias prácticas) son suficientes para clasificar una sustancia o preparado
con R43:

� datos positivos de ensayos apropiados con parches, normalmente en más de una clínica dermatoló-
gica,

� estudios epidemiológicos que muestren dermatitis alérgicas de contacto causadas por la sustancia o
preparado. Las situaciones en las que una gran parte de los expuestos presentan los síntomas caracte-
rísticos deben considerarse con especial cuidado, incluso si el número de casos es pequeño, o

� datos positivos de estudios experimentales con personas (véase el punto 3.1.1).

Para clasificar una sustancia con R43 será suficiente, si hay pruebas que apoyen lo siguiente:

� episodios aislados de dermatitis alérgica de contacto, o

� estudios epidemiológicos en los que no se hayan descartado totalmente con confianza razonable las
casualidades, los sesgos o los factores de confusión.
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Entre las pruebas de apoyo podrán incluirse:

� datos de ensayos con animales efectuados de acuerdo con directrices existentes, con un resultado que
no cumpla los criterios expuestos en la sección dedicada a estudios con animales, pero estén suficien-
temente cerca del límite como para considerarlos significativos,

� datos de métodos no normalizados, o

� relaciones adecuadas entre estructura y actividad.

Estudios en animales

Se considerarán resultados positivos en los ensayos con animales:

� en el caso del método de ensayo con adyuvante de sensibilización de la piel descrito en el anexo V o
en caso de otros métodos de ensayo con adyuvante, se considerará positiva una respuesta en al
menos el 30 % de los animales,

� en cualquier otro método de ensayo se considerará positiva una repuesta de al menos el 15 %.

3.2.7.3. Urticaria inmunológica de contacto

Algunas sustancias o preparados que cumplen los criterios de R42 pueden causar, además, urticaria inmunoló-
gica de contacto. En esos casos, se incluirá en la ficha de datos de seguridad la información sobre la misma
mediante las frases S adecuadas, normalmente las S24 y S36/37.

En el caso de las sustancias o preparados que provocan signos de urticaria inmunológica de contacto que no
cumplen los criterios de R42, se considerará él clasificarlas con R43.

No hay modelo animal reconocido disponible para determinar las sustancias que causan urticarias inmunológi-
cas de contacto. Por lo tanto, la clasificación se basará normalmente en pruebas con personas que serán simila-
res a las de sensibilización de la piel (R43).

3.2.8. Otras propiedades toxicológicas

Se asignarán otras frases de riesgo a las sustancias y preparados clasificados en virtud de los puntos 2.2.1 a
3.2.7 y/o puntos 4 y 5 de acuerdo con los criterios siguientes (basados en la experiencia adquirida en la aplica-
ción del anexo I).

R29 En contacto con agua libera gases tóxicos

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o con el aire húmedo, liberan gases muy tóxicos/tó-
xicos en cantidades potencialmente peligrosas; por ejemplo, el fosfuro de aluminio, el pentasulfuro de fós-
foro.

R31 En contacto con ácidos libera gases tóxicos

Sustancias y preparados que reaccionan con ácidos desprendiendo gases tóxicos en cantidades peligrosas,
por ejemplo, el hipoclorito de sodio o los polisulfuros de bario. En cuanto a las sustancias utilizadas por
los consumidores en general, sería preferible utilizar la frase S50 [no mezclar con . . . (a especificar por
el fabricante)].

R32 En contacto con ácidos libera gases muy tóxicos

Sustancias y preparados que reaccionan con ácidos desprendiendo gases muy tóxicos en cantidades peli-
grosas; por ejemplo, las sales del ácido cianhídrico o la azida sódica. En cuanto a las sustancias utilizadas
por los consumidores en general, sería preferible utilizar la frase S50 [no mezclar con . . . (a especificar
por el fabricante)].

R33 Peligro de efectos acumulativos

Para las sustancias y preparados cuya acumulación en el cuerpo humano, aun siendo preocupante, no
revista una importancia que justifique el uso de la frase R48.

En relación con los comentarios sobre el uso de esta frase, véanse el punto 4.2.3.3, para las sustancias, y
la parte A.3 del anexo V de la Directiva 1999/45/CE, para los preparados.

R64 Puede perjudicar a los niños alimentados con leche materna

Sustancias y preparados absorbidos por mujeres y que pueden interferir con la lactancia o que pueden
estar presentes (incluidos sus metabolitos) en la leche materna en cantidades suficientes para afectar a la
salud del niño lactante.

21.8.2001 L 225/281Diario Oficial de las Comunidades EuropeasES



En relación con los comentarios sobre el uso de esta frase, véanse el punto 4.2.3.3, para las sustancias, y
la parte A.4 del anexo V de la Directiva 1999/45/CE, para los preparados.

R66 La exposición repetida puede provocar sequedad o formación de grietas en la piel.

Sustancias y preparados que pueden producir sequedad, descamación o formación de grietas en la piel,
pero no cumplen los criterios de la frase R38 sobre la base de:

� la observación práctica tras manipulación y uso normal, o

� datos de sus efectos previstos sobre la piel.

Véanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7.

R67 La inhalación de vapores puede provocar somnolencia y vértigo

Sustancias y preparados volátiles que contengan sustancias que puedan causar síntomas claros de depre-
sión del sistema nervioso central por inhalación y que no estén clasificados ya en función de su toxicidad
aguda por inhalación (R20, R23, R26, R68/20, R39/23 o R39/26).

Se podrán aportar los datos siguientes:

a) datos de estudios sobre animales que muestren claros signos de depresión del SNC como, por ejem-
plo, efectos narcóticos, letargia, falta de coordinación (incluida la pérdida del reflejo de endereza-
miento) y ataxia, ya sea:

� a concentraciones/tiempos de exposición no superiores a 20 mg/l/4h, o

� con un cociente Ä 1/10 entre la concentración del efecto a Ä 4 h y la concentración de vapor
saturado (CVS) a 20 ° C.

(b) experiencias prácticas con seres humanos (por ejemplo: narcosis, somnolencia, aturdimiento, pérdida
de reflejos, falta de coordinación y vértigo) incluidas en informes bien documentados en condiciones
de exposición comparables a las que producen los efectos especificados anteriormente en animales.

Véanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7.

Para otras frases de riesgo, véase el punto 2.2.6

4. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS EFECTOS ESPECÍFICOS SOBRE LA SALUD HUMANA

4.1. Introducción

4.1.1. El presente capítulo 4 establece el procedimiento de clasificación de las sustancias que pueden tener los efectos
mencionados a continuación. En lo relativo a los preparados, véase el punto 4.2.4.

4.1.2. Si un fabricante, distribuidor o importador dispone de información que aconseje clasificar y etiquetar una sus-
tancia conforme a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, etiquetará provisionalmente
dicha sustancia con arreglo a tales criterios, a partir de una evaluación de las pruebas realizada por una per-
sona competente.

4.1.3. El fabricante, distribuidor o importador presentará lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice
la sustancia un documento que resuma toda la información pertinente. En este contexto, se considerará perti-
nente toda información, publicada o no, necesaria para clasificar adecuadamente la sustancia en cuestión sobre
la base de sus propiedades intrínsecas de acuerdo con las categorías establecidas en el apartado 2 del artículo
2 y según los criterios del presente anexo. El resumen enviado contendrá una bibliografía exhaustiva, incluidos
cualesquiera datos pertinentes no publicados.

4.1.4. Furthermore, a manufacturer, distributor or importer who has new data which are relevant to the classification
and labelling of a substance in accordance with the criteria given in section 4.2.1, 4.2.2 or 4.2.3, shall submit
this dAdemás, si el fabricante, distribuidor o importador dispone de nuevos datos pertinentes para la clasifica-
ción o etiquetado de una sustancia, conforme a los criterios establecidos en los puntos 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, los
presentará a uno de los Estados miembros en que se comercialice la sustancia, en el plazo más breve posi-
ble.ata as soon as possible to one Member State in which the substance is placed on the market.
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4.1.5. Con vistas a alcanzar lo antes posible una clasificación armonizada para la Comunidad, según el procedi-
miento previsto en el artículo 28 de la presente Directiva, los Estados miembros que dispongan de informa-
ción, suministrada o no por el fabricante, que justifique la clasificación de una sustancia en una u otra de
dichas categorías, deberán remitirla con la mayor brevedad a la Comisión, acompañada de una propuesta de
clasificación y etiquetado.

La Comisión enviará a los otros Estados miembros la propuesta de clasificación y etiquetado que haya reci-
bido. Cualquier Estado miembro puede solicitar a la Comisión que le comunique la información que obre en
su poder.

Cualquier Estado miembro que, por razones concretas, estime inapropiados la clasificación y el etiquetado
sugeridos, en lo que se refiere a los efectos carcinogénicos, mutagénicos o tóxicos para la reproducción, lo
pondrá en conocimiento de la Comisión.

4.2. Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo

4.2.1. Sustancias carcinogénicas

En lo referente a la clasificación y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorías:

Primera categoría

Sustancias que, se sabe, son carcinogénicas para el hombre. Se dispone de elementos suficientes para establecer
la existencia de una relación de causa/efecto entre la exposición del hombre a tales sustancias y la aparición
del cáncer.

Segunda categoría

Sustancias que pueden considerarse como carcinogénicas para el hombre. Se dispone de suficientes elementos
para suponer que la exposición del hombre a tales sustancias puede producir cáncer. Dicha presunción se fun-
damenta generalmente en:

� estudios apropiados a largo plazo en animales,

� otro tipo de información pertinente.

Tercera categoría

Sustancias cuyos posibles efectos carcinogénicos en el hombre son preocupantes, pero de las que no se dis-
pone de información suficiente para realizar una evaluación satisfactoria. Hay algunas pruebas procedentes de
análisis con animales, pero que resultan insuficientes para incluirlas en la segunda categoría.

4.2.1.1. Se les asignarán las siguientes frases de riesgos específicos:

Primera y segunda categoría:

a las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la primera y segunda categorías se les asignará el símbolo
«T» y la frase de riesgo:

R45 Puede causar cáncer

No obstante, en el caso de sustancias y preparados que presenten riesgo de carcinogénesis sólo al ser inhala-
dos, por ejemplo, en forma de polvo, vapor o humo (otras vías de exposición �por ejemplo, por ingestión o
por contacto con la piel� no plantean riesgo de carcinogénesis) se asignará el símbolo «T» y la frase de riesgo
específico:

R49 Puede causar cáncer por inhalación

Tercera categoría:

a las sustancias clasificadas como carcinogénicas de la tercera categoría se les asignará el símbolo «Xn» y la
frase de riesgo:

R40 Posibles efectos cancerígenos
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4.2.1.2. Observaciones respecto a la clasificación de las sustancias carcinogénicas

Las sustancias se clasifican dentro de la primera categoría a partir de datos epidemiológicos; la clasificación
dentro de la segunda y tercera categorías se basan en experimentos con animales.

Para que la sustancia se clasifique en la segunda categoría «carcinógena», será necesario obtener resultados
positivos en dos especies animales, o pruebas positivas contundentes en una especie, junto con pruebas com-
plementarias, tales como datos de genotoxicidad, estudios metabólicos o bioquímicos, inducción de tumores
benignos, relación estructural con otras sustancias carcinogénicas conocidas, o datos de estudios epidemiológi-
cos que sugieran una relación.

La tercera categoría comprende dos subcategorías:

a) sustancias sobre las que se ha investigado pero de las que no hay suficientes pruebas sobre la inducción
de tumores para incluirlas en la segunda categoría, y no es probable que con más experimentos se pueda
obtener la información necesaria para su clasificación;

b) sustancias sobre las que no se ha investigado bastante. Los datos disponibles son inadecuados, pero preo-
cupantes en relación con el hombre. La clasificación es provisional y se requieren más experimentos antes
de adoptar una decisión definitiva.

Para distinguir entre la segunda y tercera categorías, se aplicarán los criterios enumerados a continuación.
Estos criterios, especialmente cuando están combinados, en la mayoría de los casos darían como resultado la
clasificación en la tercera categoría, aun cuando se hayan inducido tumores en los animales:

� efectos carcinogénicos sólo con niveles de dosis muy elevados que excedan la «dosis máxima tolerada».
Esta última se caracteriza por la aparición de efectos tóxicos que, si bien no reducen el período de vida,
van acompañados de cambios físicos como, por ejemplo, un 10 % de retraso en el aumento de peso,

� aparición de tumores, especialmente en niveles altos de dosis, únicamente en órganos concretos de deter-
minadas especies que son proclives a la formación espontánea de tumores,

� aparición de tumores en sistemas de ensayos muy sensibles, solamente en el lugar donde se ha producido
la aplicación (por ejemplo, aplicación intraperitoneal o subcutánea de algunos compuestos localmente
activos) cuando la dosis de que se trate no afecte al hombre,

� ausencia de genotoxicidad en pruebas a corto plazo in vivo e in vitro,

� existencia de un mecanismo de actuación secundario que, por encima de un cierto nivel de dosis, implica
un nuevo umbral práctico (por ejemplo, efectos hormonales en órganos o en mecanismos de regulación
fisiológica, estimulación crónica de la proliferación celular),

� existencia de mecanismos específicos de especie para la formación de tumores (por ejemplo, a través de
vías metabólicas específicas) que no afectan al hombre.

Para establecer la distinción entre la tercera categoría y los criterios de no clasificación, se tendrán en cuenta
aquellos que excluyan los posibles efectos en el hombre:

� la sustancia no se clasificará en ninguna de las categorías en caso de que el mecanismo de formación
experimental de tumores esté claramente identificado y existan pruebas contundentes de que el proceso
no puede extrapolarse al hombre,

� la sustancia podrá no clasificarse en ninguna de las categorías en caso de que los únicos datos disponibles
sean tumores hepáticos en ciertas variedades sensibles de ratones, sin que haya otro tipo de evidencia
suplementaria,

� se prestará especial atención a los casos en que los únicos datos disponibles sean la aparición de neopla-
sias en zonas o especies a las que se conoce una gran incidencia de formaciones espontáneas.

4.2.2. Sustancias mutagénicas

4.2.2.1. En lo referente a la clasificación y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorías:
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Primera categoría

Sustancias que, se sabe, son mutagénicas para el hombre.

Se dispone de elementos suficientes para establecer la existencia de una relación de causa-efecto entre la expo-
sición del hombre a tales sustancias y la aparición de alteraciones genéticas hereditarias.

Segunda categoría

Sustancias que pueden considerarse como mutagénicas para el hombre.

Se dispone de suficientes elementos para suponer que la exposición del hombre a tales sustancias puede pro-
ducir alteraciones genéticas hereditarias. Dicha presunción se fundamenta generalmente en:

� estudios apropiados en animales,

� otro tipo de información pertinente.

Tercera categoría

Sustancias cuyos posibles efectos mutagénicos en el hombre son preocupantes. Los resultados obtenidos en
estudios de mutagénesis apropiados son insuficientes para clasificar dichas sustancias en la segunda categoría.

4.2.2.2. Se les asignarán las siguientes frases de riesgos específicos:

Primera y segunda categoría:

a las sustancias clasificadas como mutagénicas de la primera y segunda categorías se les asignará el símbolo
«T» y la frase de riesgo:

R46 Puede causar alteraciones genéticas hereditarias

Tercera categoría:

a las sustancias clasificadas como mutagénicas de la tercera categoría se les asignará el símbolo «Xn» y la frase
de riesgo:

R68 Posibilidad de efectos irreversibles

4.2.2.3. Observaciones respecto a la clasificación de las sustancias mutagénicas

Definición de los términos:

Una mutación es un cambio permanente en la cantidad o la estructura del material genético de un organismo
que produce un cambio de las características del fenotipo de dicho organismo. Las alteraciones pueden afectar
a un solo gen, a un conjunto de genes o a un cromosoma entero. En un solo gen, los efectos pueden produ-
cirse a consecuencia de los efectos sobre las bases simples de ADN (mutaciones puntuales) o de grandes cam-
bios en el gen (incluso pérdidas). Los efectos en cromosomas enteros pueden implicar cambios estructurales o
numéricos. Si la mutación se produce en células germinales de organismos con reproducción sexual, puede
transmitirse a la descendencia. Un mutagénico es un agente que provoca un aumento de mutaciones.

Cabe señalar que las sustancias se clasifican como mutágenas con referencia específica a las malformaciones
genéticas heredadas. No obstante, se considera que, por regla general, los resultados que implican la clasifica-
ción de los productos químicos en la tercera categoría («inducción de cambios con incidencia genética en célu-
las somáticas») constituyen una advertencia de la posible existencia de carcinogénesis.

La elaboración de métodos de ensayo sobre mutagenicidad es un proceso continuo. En muchos de los nuevos
ensayos se emplean protocolos y criterios de evaluación no normalizados. A la hora de evaluar los datos sobre
mutagenicidad han de tenerse en cuenta la calidad de los ensayos y el grado de validación del método de
ensayo.

Primera categoría

Para clasificar la sustancia en la primera categoría se necesitan pruebas positivas a partir de los estudios epide-
miológicos de que se han producido mutaciones en el hombre. Hasta el momento no se conocen ejemplos de
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tales sustancias. Es evidente lo extremadamente difícil que resulta obtener datos fiables a partir de los estudios
sobre la incidencia de las mutaciones en las poblaciones humanas, o sobre un posible aumento de su frecuen-
cia.

Segunda categoría

Para clasificar la sustancia en la segunda categoría, se requieren resultados positivos que indiquen: a) efectos
mutagénicos; b) otro tipo de interacción celular que afecte a la mutagenicidad, obtenidos en células germinales
de mamíferos in vivo, o c) efectos mutagénicos en células somáticas de mamíferos in vivo, junto con la demos-
tración fehaciente de que la sustancia, o un metabolito relevante, alcanza las células germinales.

Con respecto a la clasificación en la segunda categoría, los métodos actuales más adecuados son:

2 a) Estudios de mutagenicidad de células germinales in vivo:

� ensayos de mutación local específica,

� ensayos de traslocación hereditaria,

� ensayos de mutación letal dominante.

Estos estudios demuestran realmente si la descendencia ha resultado afectada o si existen malformaciones en el
embrión en desarrollo;

2 b) estudios in vivo que demuestren la interacción con las células germinales (por lo general, ADN):

� detección de anormalidades cromosómicas �por ejemplo, análisis citogenéticos�, incluida la aneu-
ploidía, causadas por la segregación deficiente de cromosomas,

� ensayos de intercambio de cromátidas hermanas,

� ensayos de síntesis de ADN no programada,

� estudios de unión (covalente) del mutagénico al ADN de las células germinales,

� estudio de otras lesiones del ADN.

Estos estudios aportan pruebas de carácter más o menos indirecto. Los resultados positivos de estos ensayos
por lo general se verán confirmados por los resultados positivos de otros ensayos de mutagenicidad de células
somáticas in vivo, en mamíferos o en el hombre (véase la tercera categoría, con preferencia los métodos
expuestos en 3 a)).

2 c) estudios in vivo que demuestren los efectos mutagénicos en las células somáticas de los mamíferos (véase
3 (a)), en combinación con métodos toxicocinéticos o de otro tipo que puedan demostrar que el com-
puesto, o un metabolito relevante, alcanza las células germinales.

En los casos de 2b) y 2c), los resultados positivos de ensayos en los que interviene el huésped o la demostra-
ción de efectos inequívocos en los ensayos in vitro pueden considerarse pruebas de apoyo.

Tercera categoría

Para clasificar la sustancia en la tercera categoría, se requieren resultados positivos en las células somáticas de
mamíferos in vivo que indiquen la existencia de: a) efectos mutagénicos, o b) otro tipo de interacción celular
con incidencia en la mutagenicidad. Especialmente, el último supuesto se verá confirmado por los resultados
positivos de los estudios de mutagenicidad in vitro.

Para estudiar los efectos en las células somáticas in vivo se consideran apropiados los métodos siguientes:

3 a) estudios de mutagenicidad de células somáticas in vivo:

� ensayos de micronúcleos de médula ósea o análisis en la metafase,

� análisis de los linfocitos periféricos en la metafase,

� ensayo de la mancha del pelo en ratón;
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3 b) estudios de interacción del ADN de las células somáticas in vivo:

� ensayos de intercambio de cromátidas hermanas en células somáticas,

� ensayos de síntesis de ADN no programada en células somáticas,

� estudios de unión (covalente) del mutagénico al ADN de la célula somática,

� estudios de lesiones del ADN en células somáticas (por ejemplo, por elución alcalina).

Por norma general, las sustancias que den resultados positivos solamente en uno o más estudios de mutageni-
cidad in vitro no se clasificarán. No obstante, se recomienda seguir investigando los efectos por medio de estu-
dios in vivo. En casos excepcionales �por ejemplo, si un compuesto indica respuestas muy positivas en diver-
sos estudios in vitro, pero no se dispone de datos correspondientes in vivo y muestra cierto parecido con carci-
nogénicos o mutagénicos conocidos� se puede plantear su clasificación en la tercera categoría.

4.2.3. Sustancias tóxicas para la reproducción

4.2.3.1. En lo referente a la clasificación y al etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, dichas
sustancias se dividen en tres categorías:

Primera categoría

Sustancias de las que se sabe que perjudican la fertilidad de los seres humanos

Se dispone de pruebas suficientes para establecer una relación entre la exposición de los seres humanos a la
sustancia y los problemas de fertilidad.

Sustancias de las que se sabe producen toxicidad para el desarrollo de seres humanos

Se dispone de pruebas suficientes para establecer una relación entre la exposición de los seres humanos a la
sustancia y la aparición posterior de efectos tóxicos para el desarrollo de la descendencia.

Segunda categoría

Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos

Se dispone de elementos suficientes para suponer firmemente que la exposición de los seres humanos a la sus-
tancia puede producir problemas para la fertilidad a partir de:

� pruebas claras de estudios con animales de problemas para la fertilidad en ausencia de efectos tóxicos o
bien pruebas de problemas para la fertilidad que se presentan aproximadamente a los mismos niveles de
dosis que otros efectos tóxicos pero no pueden considerarse como consecuencia secundaria inespecífica
de los otros efectos tóxicos,

� otros datos pertinentes.

Sustancias que deben considerarse como tóxicos para el desarrollo de los seres humanos

Se dispone de elementos suficientes para suponer firmemente que la exposición de seres humanos a la sustan-
cia puede producir toxicidad para el desarrollo, generalmente a partir de:

� resultados claros en estudios con animales adecuados en que se hayan observado efectos en ausencia de
signos de toxicidad marcada para la madre, o a los mismos niveles de dosis aproximadamente que otros
efectos tóxicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecífica de los otros efectos
tóxicos,

� otros datos pertinentes.
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Tercera categoría

Sustancias preocupantes para la fertilidad humana

Esta preocupación se basa generalmente en:

� resultados en estudios con animales adecuados que proporcionan pruebas suficientes para suponer firme-
mente la presencia de problemas para la fertilidad en ausencia de efectos tóxicos, o bien pruebas de pro-
blemas para la fertilidad presentes a, aproximadamente, los mismos niveles de dosis que otros efectos
tóxicos, pero sin que se trate de una consecuencia secundaria inespecífica de los otros efectos tóxicos, y
sin que las pruebas sean suficientes para clasificar la sustancia en la categoría 2,

� otros datos pertinentes.

Sustancias preocupantes para los seres humanos por sus posibles efectos tóxicos para el desarrollo

Esta preocupación se basa generalmente en:

� resultados de estudios con animales adecuados que proporcionan pruebas suficientes para suponer firme-
mente la presencia de toxicidad para el desarrollo en ausencia de signos de toxicidad marcada para la
madre, o bien a, aproximadamente, los mismos niveles de dosis que otros efectos tóxicos pero sin que
trate de una consecuencia secundaria inespecífica de los otros efectos tóxicos, y sin que las pruebas sean
suficientes para clasificar la sustancia en la categoría 2,

� otros datos pertinentes.

4.2.3.2. Se les asignarán las siguientes frases de riesgos específicos:

Primera categoría

Sustancias que perjudican la fertilidad de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la primera categoría se les asignará el sím-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R60 Puede perjudicar la fertilidad

Sustancias que producen toxicidad para el desarrollo:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la primera categoría se les asignará el sím-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R61 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto

Segunda categoría

Sustancias que deben considerarse como perjudiciales para la fertilidad de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la segunda categoría se les asignará el sím-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R60 Puede perjudicar la fertilidad

Sustancias que deben considerarse como tóxicos para el desarrollo de los seres humanos:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la segunda categoría se les asignará el sím-
bolo «T» y la frase de riesgo:

R61 Riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto

Tercera categoría

Sustancias preocupantes para la fertilidad humana:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la tercera categoría se les asignará el símbolo
«Xn» y la frase de riesgo:
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R62 Posible riesgo de perjudicar la fertilidad

Sustancias preocupantes para los seres humanos por sus posibles efectos tóxicos para el desarrollo:

a las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción de la tercera categoría se les asignará el símbolo
«Xn» y la frase de riesgo:

R63 Posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto

4.2.3.3. Observaciones relativas a la clasificación de las sustancias tóxicas para la reproducción

La toxicidad para la reproducción incluye el deterioro de la función o capacidad reproductora masculina y
femenina, así como la inducción de efectos nocivos no hereditarios en la descendencia. Así pues, estos efectos
pueden clasificarse en dos grandes grupos: 1) efectos sobre la fertilidad masculina o femenina; 2) toxicidad en
el desarrollo.

1. Efectos sobre la fertilidad masculina o femenina, donde se incluyen los efectos negativos sobre la libido,
comportamiento sexual, cualquier aspecto de la espermatogénesis u ovogénesis, o sobre la actividad hor-
monal o la respuesta fisiológica que pueden interferir con la capacidad de fertilizar, el propio proceso de
fertilización o el desarrollo del huevo fecundado hasta la fase de implantación, con inclusión de esta
última.

2. Toxicidad del desarrollo, en su sentido más amplio para incluir cualquier efecto que interfiera con el desa-
rrollo normal, tanto antes como después del nacimiento. Aquí se incluyen los efectos inducidos o mani-
festados en época prenatal así como los que se manifiestan tras el nacimiento. Se incluyen efectos
embriotóxicos/fetotóxicos como disminución del peso corporal, retraso del crecimiento y del desarrollo,
toxicidad para los órganos, muerte, aborto, defectos estructurales (efectos teratogénicos), defectos funcio-
nales, defectos peri-posnatales, y problemas de desarrollo físico o mental tras el nacimiento hasta la fase
de desarrollo de la pubertad normal, con inclusión de ésta.

La clasificación de los productos químicos como tóxicos para la reproducción debe aplicarse a los productos
químicos que tengan la propiedad intrínseca o específica de producir tales efectos tóxicos. Los productos quí-
micos no deberán clasificarse como tóxicos para la reproducción cuando dichos efectos sean producidos exclu-
sivamente como consecuencia secundaria inespecífica de otros efectos tóxicos. Los productos químicos más
preocupantes en relación con los tóxicos para la reproducción son aquellos que a niveles de exposición no
producen otros signos de toxicidad.

La inclusión de un compuesto en la categoría 1 por sus efectos sobre la fertilidad y/o su toxicidad para el desa-
rrollo se basa en datos epidemiológicos. La asignación a la categoría 2 o 3 se basa principalmente en datos
obtenidos con animales. Los datos procedentes de estudios in vitro o con huevos de aves se consideran como
«pruebas complementarias» y sólo excepcionalmente podrían llevar a una clasificación en ausencia de datos in
vivo.

De forma similar a la mayoría de los demás tipos de efectos tóxicos, se supone que las sustancias tóxicas para
la reproducción presentan un umbral por debajo del cual no se observan efectos negativos. Incluso aunque se
hayan demostrado efectos claros en estudios con animales, la importancia para los seres humanos puede ser
dudosa en función de las dosis administradas: por ejemplo, cuando se demuestran efectos sólo a dosis eleva-
das, o cuando existen marcadas diferencias toxicocinéticas, o cuando la vía de administración es inadecuada.
Por estas o parecidas razones, puede justificarse la clasificación del producto en la categoría 3 o incluso su no
clasificación.

El anexo V de la Directiva especifica un ensayo límite en el caso de sustancias de baja toxicidad. Si con una
dosis de, al menos 1 000 mg/kg por vía oral no se observan efectos tóxicos para la reproducción, puede consi-
derarse que no es necesario hacer estudios a otras dosis. Si se dispone de datos procedentes de estudios realiza-
dos con dosis superiores a la citada dosis límite, estos datos deberán evaluarse junto con otros datos pertinen-
tes. En condiciones normales, se considera que los efectos observados sólo a dosis superiores a la dosis límite
no implican necesariamente la clasificación del producto como tóxico para la reproducción.

EFECTOS SOBRE LA FERTILIDAD

Para la clasificación de una sustancia en la categoría 2 por perjudicar la fertilidad, deberá disponerse en princi-
pio de elementos claros en una especie animal, con datos complementarios sobre el mecanismo o el lugar de
acción, o de la relación química con otros agentes conocidos antifertilizantes u otros datos procedentes de
seres humanos que lleven a la conclusión de que tales efectos aparecerían probablemente en los seres huma-
nos. Cuando sólo se disponga de estudios realizados en una especie sin más datos complementarios pertinen-
tes, podrá ser adecuada la clasificación en la categoría 3.
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Puesto que el perjuicio de la fertilidad puede producirse como fenómeno secundario inespecífico por toxicidad
generalizada grave o en presencia de inanición grave, la clasificación en la categoría 2 sólo deberá hacerse si
existen pruebas de algún grado de especificidad de la toxicidad para el sistema reproductor. Si se ha demos-
trado que el deterioro de la fertilidad en estudios con animales se debe a incapacidad para el acoplamiento,
para clasificar el producto en la categoría 2 será necesario en principio disponer de datos sobre el mecanismo
de acción para interpretar si sería probable que se presentara en seres humanos algún efecto negativo, como
una alteración del tipo de liberación hormonal.

TOXICIDAD EN EL DESARROLLO

Para la clasificación en la categoría 2 deberá disponerse de pruebas claras que demuestren la presencia de efec-
tos negativos en estudios bien realizados con una o más especies. Puesto que los efectos negativos durante el
embarazo o tras el nacimiento pueden ser consecuencia secundaria de la toxicidad materna, disminución de la
ingesta de comida o de agua, tensiones de la madre, falta de cuidados maternos, deficiencias específicas de la
dieta, deficientes condiciones de vida de los animales, infecciones intercurrentes, etc., es importante que los
efectos observados aparezcan en estudios bien realizados y a dosis que no estén asociadas con toxicidad mar-
cada para la madre. La vía de exposición también es importante. En particular, la inyección de producto irri-
tante por vía intraperitoneal puede producir lesiones locales en el útero y su contenido; los resultados de estos
estudios deberán interpretarse con prudencia y, en principio, no serán suficientes por sí mismos para provocar
la clasificación del producto.

La clasificación en la categoría 3 se basa en criterios similares a los aplicables a la categoría 2 pero puede utili-
zarse cuando el diseño experimental presenta deficiencias que hacen que las conclusiones sean menos convin-
centes, o cuando no pueda excluirse la posibilidad de que los efectos puedan deberse a fenómenos inespecífi-
cos, como la toxicidad generalizada.

En general, la clasificación en la categoría 3 o la ausencia de clasificación se permitirá en casos específicos
cuando los únicos efectos registrados sean pequeños cambios en la incidencia de defectos espontáneos,
pequeños cambios en las proporciones de variantes comunes como los que se observan en exámenes esqueléti-
cos o pequeñas diferencias en las evaluaciones del desarrollo posnatal.

Efectos durante la lactancia

Las sustancias clasificadas como tóxicas para la reproducción y que también son preocupantes por sus efectos
sobre la lactancia deberán etiquetarse además con R64 (véanse los criterios en el punto 3.2.8).

En relación con la clasificación, los efectos tóxicos sobre la descendencia que procedan exclusivamente de la
exposición a través de la leche materna, o los efectos tóxicos derivados de la exposición directa de los niños
no se considerarán «tóxicos para la reproducción», salvo que tales efectos produzcan un deterioro en el desa-
rrollo de la descendencia.

Las sustancias no clasificadas como tóxicas para la reproducción pero que sean preocupantes por su toxicidad
cuando pasan al niño durante el período de lactancia deberán etiquetarse con R64 (véanse los criterios en el
punto 3.2.8). Esta frase R también puede ser adecuada para sustancias que afecten a la cantidad o calidad de la
leche.

R64 se asignará en principio teniendo en cuenta:

a) estudios toxicocinéticos que indiquen la probabilidad de que la sustancia esté presente en niveles poten-
cialmente tóxicos en la leche materna, y/o

b) resultados de estudios con una o dos generaciones de animales que indiquen la presencia de efectos nega-
tivos sobre la descendencia debido al paso del producto a la leche, y/o

c) datos obtenidos con seres humanos que indiquen un riesgo para los niños durante el período de lactan-
cia.

Las sustancias que se acumulen en el organismo y que puedan pasar posteriormente a la leche durante la lac-
tancia podrán etiquetarse con R33 y R64.
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4.2.4. Procedimiento para clasificar los preparados con respecto a los efectos específicos sobre la salud

Si el preparado contiene una o más sustancias clasificadas con respecto a los criterios aquí establecidos, se cla-
sificará conforme a los criterios a que se refieren las partes A.7. a A.9 del anexo II y la parte B.6. de la Direc-
tiva 1999/45/CE (los límites de concentración figuran en el anexo I de la presente Directiva o en la parte B.6.
del anexo II de la Directiva 1999/45/CE, cuando las sustancias de que se trate no estén incluidas en el anexo I
o figuren sin indicar los límites de concentración).

5. CLASIFICACIÓN SEGÚN SUS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

5.1. Introducción

La clasificación de las sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente tiene como objetivo principal
alertar al usuario sobre los riesgos que tales sustancias y preparados representan para los ecosistemas. Los cri-
terios que se ofrecen a continuación se refieren principalmente a los ecosistemas acuáticos, aunque, hay que
reconocer que determinadas sustancias y preparados pueden afectar �simultánea o alternativamente� a otros
ecosistemas, cuyos componentes varían desde la microflora y microfauna del suelo hasta los primates.

Los criterios expuestos a continuación son una consecuencia directa de los métodos de ensayo establecidos en
el anexo V, siempre y cuando estén mencionados en éste. Los métodos de ensayo necesarios para los «datos
básicos» a que se refiere el anexo VII son limitados, y la información obtenida a partir de ellos puede resultar
insuficiente para efectuar una clasificación adecuada. La clasificación puede requerir datos adicionales deriva-
dos del nivel 1 (anexo VIII) o de otros estudios equivalentes. Además, las sustancias ya clasificadas pueden
verse sometidas a una revisión en función de que se disponga de nuevos datos.

A efectos de clasificación y etiquetado, y habida cuenta del estado actual de los conocimientos, las sustancias y
preparados se dividen en dos grupos, según sus efectos agudos y/o a largo plazo sobre los sistemas acuáticos
o no acuáticos.

5.1.1. La clasificación de las sustancias suele basarse en datos experimentales sobre toxicidad acuática aguda, degra-
dación y el logaritmo del coeficiente de reparto (o FBC, si se dispone de él).

5.1.2. En general, los preparados se clasifican aplicando un método convencional establecido en el artículo 7 y en las
partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE. En este caso, la clasificación se basará en los límites de
concentración individual extraídos de:

� el anexo I de la presente Directiva,

� o la parte B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE cuando la sustancia o sustancias no figuren en el
anexo I de la presente Directiva o cuando figuren sin indicar los límites de concentración.

5.1.3. Los preparados se clasifican generalmente aplicando un método convencional. No obstante, en el caso de la
toxicidad acuática aguda, puede haber casos para los que resulte apropiado realizar experimentos con el prepa-
rado. El resultado de dichos experimentos con el preparado puede modificar solamente la clasificación res-
pecto a la toxicidad aguda acuática que se habría obtenido aplicando un método convencional. Si los experi-
mentos fuesen elegidos por la persona responsable de la comercialización, deberá garantizarse el cumplimiento
de los criterios de calidad de los métodos de ensayo de la parte C del anexo V de la presente Directiva. Por
otra parte, los experimentos deberán realizarse en los tres grupos de especies de acuerdo con los criterios del
presente anexo (algas, daphnia y peces), a menos que el preparado se haya clasificado con el riesgo más ele-
vado en función de la toxicidad acuática aguda tras los experimentos con una de las especies o que se dis-
ponga de resultados de experimentos antes de la entrada en vigor de la Directiva 1999/45/CE.

5.2. Criterios de clasificación, indicaciones de peligro, elección de las frases de riesgo

Los criterios de clasificación de las sustancias del punto 5.2.1 sólo son aplicables a los preparados en los casos
en que se han ensayado de acuerdo con el punto 5.1.3.
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5.2.1. Medio acuático

5.2.1.1. Las sustancias se clasificarán como peligrosas para el medio ambiente y se les asignarán el símbolo «N» y la
correspondiente indicación de peligro, así como las frases de riesgo en función de los criterios siguientes:

R50 Muy tóxico para los organismos acuáticos

y

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático

Toxicidad
aguda:

96 h CL50 (para peces) Ä 1 mg/l

o 48 h EC50 (para Daphnia) Ä 1 mg/l

o 72 h CI50 (para algas) Ä 1 mg/l

y:

� la sustancia no es fácilmente degradable, o

� el logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua Å 3,0 (a menos que el FBC determinado experimen-
talmente sea Ä 100).

R50 Muy tóxico para los organismos acuáticos

Toxicidad
aguda:

96 h CL50 (para peces) Ä 1 mg/l

o 48 h EC50 (para Daphnia) Ä 1 mg/l

o 72 h CI50 (para algas) Ä 1 mg/l

R51 Tóxico para los organismos acuáticos

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático

Toxicidad
aguda:

96 h CL50 (para peces) 1 mg/l < CL50 Ä 10 mg/l

o 48 h EC50 (para Daphnia) 1 mg/l < EC50 Ä 10 mg/l

o 72 h IC50 (para algas) 1 mg/l < CI50 Ä 10 mg/l

y:

� la sustancia no es fácilmente degradable, o

� el logaritmo del coeficiente de reparto Å 3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente Ä 100).

5.2.1.2. Las sustancias se clasificarán como peligrosas para el medio ambiente de acuerdo con los criterios establecidos
a continuación. Las frases indicadoras de riesgos específicos también se asignarán en función de los criterios
siguientes

R52 Nocivo para los organismos acuáticos

y

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático

Toxicidad
aguda:

96 h CL50 (para peces) 10 mg/l < CL50 Ä 100 mg/l

o 48 h EC50 (para Daphnia) 10 mg/l < EC50 Ä 100 mg/l

o 72 h IC50 (para algas) 10 mg/l < CI50 Ä 100 mg/l
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y:

la sustancia no es fácilmente degradable.

Este criterio se aplicará si no hay pruebas científicas adicionales de degradación y/o toxicidad suficientes para
garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradación constituirán un peligro retar-
dado o a largo plazo para el medio ambiente acuático. Estas pruebas científicas adicionales se basarán por
regla general en los estudios que se requieren en el nivel 1 (anexo VIII) o equivalentes, e incluirán:

i) potencial demostrado de rápida degradación en el medio acuático,

ii) ausencia de efectos de toxicidad crónica en una concentración de 1,0 mg/l, por ejemplo, una concentra-
ción sin efectos observables superior a 1,0 mg/l, determinada en un estudio prolongado de toxicidad con
peces o Dafnia.

R52 Nocivo para los organismos acuáticos

Sustancias que no cumplan los criterios indicados en este capítulo pero que, sin embargo, pueden presentar
un peligro para la estructura o el funcionamiento de los ecosistemas acuáticos, según las pruebas de que se
disponga sobre su toxicidad.

R53 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuático

Sustancias que no cumplan los criterios indicados en este capítulo pero que puedan presentar un peligro,
retardado o a largo plazo, para la estructura o funcionamiento de los ecosistemas acuáticos, según las pruebas
de que se disponga sobre su persistencia, potencial de acumulación y sobre su destino y comportamiento
�previstos u observados� en el medio ambiente.

For example, poorly water-soluble substances, i.e. substances with a solubility of less than 1 mg/l will be cove-
red by this criterion if:

a) no sean fácilmente degradables, y

b) el logaritmo del coeficiente de reparto Å 3,0 (a menos que el FBC determinado experimentalmente Ä 100).

Este criterio se aplicará a las sustancias si no hay pruebas científicas adicionales de degradación y/o toxicidad
suficientes para garantizar adecuadamente que ni la sustancia ni el producto de su degradación constituirán un
peligro retardado o a largo plazo para el medio ambiente acuático.

Estas pruebas científicas adicionales se basarán por regla general en los estudios que se requieren en el nivel 1
(anexo VIII) o equivalentes, e incluirán:

i) potencial demostrado de rápida degradación en el medio acuático,

ii) ausencia de efectos de toxicidad crónica en el límite de solubilidad, por ejemplo, una concentración sin
efectos observables superior al límite de solubilidad determinado en un estudio prolongado de toxicidad
con peces o Dafnia.

5.2.1.3. Observaciones sobre la determinación de la Cl50 para algas y la degradabilidad

� En caso de que se pueda demostrar que con las sustancias de intensa coloración el crecimiento de algas
solamente resulta inhibido a consecuencia de la reducción de la intensidad lumínica, no se deberá utilizar
el valor de Cl50 72 h (para algas) como base de la clasificación.

� Se considerará que las sustancias son fácilmente degradables si se cumplen los criterios siguientes:

a) si se alcanzan los siguientes niveles de degradación en los estudios de biodegradación de 28 días:

� en ensayos basados en carbono orgánico disuelto: 70 %,

� en ensayos basados en reducción de oxígeno o en producción de dióxido de carbono: 60 % de
los niveles máximos teóricos.

Estos niveles de biodegradación deben alcanzarse en un plazo de diez días a partir del comienzo de
la degradación, que se determina en el momento en que se ha degradado el 10 % de la sustancia; o.
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b) si, en aquellos casos en que sólo se dispone de datos sobre la DQO y DBO5, el cociente DBO5/DQO
es igual o superior a 0,5, o

c) si se dispone de otras pruebas científicas convincentes que demuestren que la sustancia se puede
degradar (biótica y/o abióticamente) en el medio acuático hasta un nivel de > 70/ % en un período
de 28 días.

5.2.2. Medio ambiente no acuático

5.2.2.1. Las sustancias y preparados se clasificarán como peligrosas para el medio ambiente y se les asignarán el sím-
bolo «N» y la correspondiente indicación de peligro, así como las frases de riesgo en función de los criterios
siguientes:

R54 Tóxico para la flora

R55 Tóxico para la fauna

R56 Tóxico para los organismos del suelo

R57 Tóxico para las abejas

R58 Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente

Sustancias y preparados que, según las pruebas sobre su toxicidad, persistencia, potencial de acumulación y su
destino y comportamiento en el medio ambiente �previstos u observados� puedan suponer un peligro,
inmediato, retardado o a largo plazo para la estructura y/o funcionamiento de otros ecosistemas naturales
aparte de los expuestos en el punto 5.2.1. Se elaborarán posteriormente criterios detallados.

5.2.2.2. Las sustancias y preparados se clasificarán como peligrosas para el medio ambiente y se les asignarán el sím-
bolo «N» y la correspondiente indicación de peligro, así como las frases de riesgo en función de los criterios
siguientes:

R59 Peligroso para la capa de ozono

Sustancias que, según las pruebas sobre sus propiedades y su destino y comportamiento en el medio
ambiente (previstos u observados), pueden suponer un peligro para la estructura y/o funcionamiento de
la capa de ozono estratosférico. Aquí se incluyen las sustancias citadas en el anexo I del Reglamento (CE)
no 2037/2000 del Consejo, relativo a las sustancias que agotan la capa de ozonor (DO L 244 de
29.9.2000, p. 1) y sus modificaciones posteriores.

Los preparados se clasificarán aplicando un método convencional establecido en el artículo 7 y en las
partes A y B del anexo III de la Directiva 1999/45/CE.

6. ELECCIÓN DE LAS FRASES DE CONSEJOS DE PRUDENCIA

6.1. Introducción

Las frases de prudencia (frases S) se asignarán a las sustancias y preparados peligrosos de acuerdo con los crite-
rios generales siguientes. Además, en el anexo V de la Directiva 1999/45/CE se incluye una lista de precaucio-
nes obligatorias para ciertos preparados.

Siempre que el fabricante es mencionado en el capítulo 6, se refiere a la persona responsable de comercializar
la sustancia o preparado.

6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados

S1 Consérvese bajo llave

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos.
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� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados que se vendan a los consumidores en
general.

S2 Manténgase fuera del alcance de los niños

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para todas las sustancias y preparados peligrosos que se vendan a los consumidores
en general, a excepción de aquellos solamente clasificados como peligrosos para el medio
ambiente.

S3 Consérvese en lugar fresco

� Aplicación

� Peróxidos orgánicos.

� Otras sustancias y preparados peligrosos cuyo punto de ebullición sea inferior o igual a 40 °C.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos, salvo si se utiliza la frase S47.

� Recomendada para las otras sustancias o preparados peligrosos cuyo punto de ebullición sea
inferior o igual a 40 °C.

S4 Manténgase lejos de locales habitados

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a las sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos, cuando sea conve-
niente reforzar la frase S13; por ejemplo, cuando haya riesgo de inhalación y dichas sustancias o
preparados deban almacenarse lejos de locales habitados. La advertencia no tiene la finalidad de
impedir una utilización apropiada de tales sustancias o preparados en locales habitados.

S5 Consérvese en � (líquido apropiado a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados sólidos inflamables de forma espontánea.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, el sodio, el potasio o el fósforo blanco.

S6 Consérvese en � (gas inerte apropiado a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados peligrosos que deban conservarse en atmósfera inerte.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, determinados compuestos organometáli-
cos.
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S7 Manténgase el recipiente bien cerrado

� Aplicación

� Peróxidos orgánicos.

� Sustancias y preparados que puedan desprender gases muy tóxicos, tóxicos, nocivos o extrema-
damente inflamables.

� Sustancias y preparados que en contacto con la humedad desprendan gases extremadamente
inflamables.

� Sólidos fácilmente inflamables.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos.

� Recomendada para los demás casos arriba citados.

S8 Manténgase el recipiente en lugar seco

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan reaccionar violentamente con el agua.

� Sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberan gases extremadamente inflamables.

� Sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberan gases muy tóxicos o tóxicos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a los casos arriba citados, cuando sea necesario reforzar las advertencias
de las frases R14, R15 en particular, y R29.

S9 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado

� Aplicación

� Sustancias y preparados volátiles que puedan desprender vapores muy tóxicos, tóxicos o noci-
vos.

� Líquidos extremadamente inflamable o fácilmente inflamables y gases extremadamente inflama-
bles.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados volátiles que pueden desprender vapores muy
tóxicos, tóxicos o nocivos.

� Recomendada para líquidos extremadamente inflamables o fácilmente inflamables o gases extre-
madamente inflamables.

S12 No cerrar el recipiente herméticamente

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan hacer estallar su recipiente por desprendimiento de gases o
de vapores.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a los casos especiales arriba citados.

S13 Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y nocivos.

� Criterios de utilización

� Recomendada cuando dichas sustancias o preparados puedan ser utilizados por el público en
general.
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S14 Consérvese lejos de � (materiales incompatibles a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Peróxidos orgánicos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos y limitada, normalmente, a los mismos. No obstante
puede ser útil en ciertos casos excepcionales, cuando la incompatibilidad pudiera provocar un
riesgo específico.

S15 Conservar alejado del calor

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan descomponerse o reaccionar espontáneamente bajo el efecto
del calor.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, los monómeros; no obstante, dicha
fase no será obligatoria si ya se les han asignado las frases R2, R3 y/o R5.

S16 Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas � No fumar

� Aplicación

� Líquidos extremadamente inflamable o fácilmente inflamables y gases extremadamente inflama-
bles.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados, salvo si ya se les han asig-
nado las frases R2, R3 y/o R5.

S17 Manténgase lejos de materias combustibles

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan formar mezclas explosivas o espontáneamente inflamables
con materias combustibles.

� Criterios de utilización

� Utilizar en casos especiales (por ejemplo, para reforzar la frase R8 y R9).

S18 Manipúlese y ábrase el recipiente con prudencia

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan producir una sobrepresión en el recipiente.

� Sustancias y preparados que puedan ocasionar la formación de peróxidos explosivos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a los casos arriba citados cuando haya un riesgo de lesiones oculares y/o
cuando dichas sustancias y preparados puedan ser utilizados por el público en general.

S20 No comer ni beber durante su utilización

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos.
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� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, arsénico y compuestos de arsénico, fluo-
roacetatos) en particular cuando dichos productos puedan ser utilizados por el público en gene-
ral.

S21 No fumar durante su utilización

� Aplicación

� Sustancias y preparados cuya combustión produzca compuestos tóxicos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, compuestos halogenados.

S22 No respirar el polvo

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados sólidos peligrosos para la salud.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne R42.

� Recomendada para las sustancias y preparados antes mencionados que se suministran en forma
de polvo inhalable y de los que no se conocen los riesgos para la salud que pueda provocar su
inhalación.

S23 No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles (denominación(es) adecuada(s) a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos, líquidos o gaseosos peligrosos para la salud.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne R42.

� Obligatoria para las sustancias y preparados destinados a utilizarse en forma de aerosoles. Se les
deberá asignar además la frase S38 o la S51.

� Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por inhala-
ción no mencionados en las frases de riesgo asignadas a dichas sustancias o preparados.

S24 Evítese el contacto con la piel

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado R43, salvo que también
se les haya asignado S36.

� Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por contacto
con la piel no mencionados en las frases de riesgo (p. ej., parestesia) asignadas a dichas sustan-
cias. No obstante, esta frase podrá utilizarse para reforzar tales frases de riesgo.

S25 Evítese el contacto con los ojos

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud.
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� Criterios de utilización

� Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos del contacto
con los ojos no mencionados en las frases de riesgo asignadas a dichas sustancias. No obstante,
esta frase podrá utilizarse para reforzar tales frases de riesgo.

� Recomendada para las sustancias a las que les hayan sido asignadas las frases R34, R35, R36 o
R41 que puedan ser utilizados por el público en general.

S26 En caso de contacto con los ojos, lávense inmediata y abundantemente con agua y acúdase a un médico

� Aplicación

� Sustancias y preparados corrosivos o irritantes.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados corrosivos, así como para las sustancias y preparados
que deban llevar la frase R41.

� Recomendada para las sustancias y preparados irritantes que deban llevar la frase R36.

S27 Quítese inmediatamente la ropa manchada o salpicada

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados muy tóxicos a los que se haya asignado R27 y que
puedan ser utilizados por el público en general.

� Recomendada para las sustancias y preparados muy tóxicos a los que se haya asignado R27 y
que se utilicen en la industria. Sin embargo, esta frase de prudencia no se deberá utilizar cuando
se haya asignado S36.

� Recomendada para sustancias y preparados tóxicos a los que se haya asignado R24 y para sus-
tancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por el público en general.

S28 En caso de contacto con la piel, lávese inmediata y abundantemente con . . . (productos a especificar por el fabri-
cante).

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos.

� Recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados, especialmente cuando el agua
no es el líquido más apropiado para el lavado.

� Recomendada para sustancias y preparados corrosivos que puedan ser utilizados por el público
en general.

S29 No tirar los residuos por el desagüe

� Aplicación

� Líquidos extremada o fácilmente inflamables inmiscibles con el agua.

� Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos.

� Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente.
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� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y los preparados peligrosos para el medio ambiente a los que se
haya asignado el símbolo «N» y que puedan ser utilizados por el público en general, a menos
que estén destinados a este uso.

� Recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados que puedan ser utilizados por
el público en general, a menos que estén destinados a este uso.

S30 No echar jamás agua a este producto

� Aplicación

� Sustancias y preparados que reaccionan violentamente con el agua.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales como, por ejemplo, el ácido sulfúrico. También podrá
utilizarse para aclarar una información, para reforzar R14 o, incluso, como alternativa a R14.

S33 Evítese la acumulación de cargas electroestáticas

� Aplicación

� Sustancias y preparados extremada o fácilmente inflamables.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria que no absorben la
humedad. No se utiliza prácticamente nunca para las sustancias y preparados comercializados
para su uso por el público en general.

S35 Elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados cuya eliminación adecuada exija instrucciones
especiales.

S36 Úsese indumentaria protectora adecuada

� Aplicación

� Peróxidos orgánicos.

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos o nocivos.

� Sustancias y preparados corrosivos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos y corrosivos.

� Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R21 o R24.

� Obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproducción de la
categoría 3, salvo cuando los efectos se produzcan sólo por inhalación de la sustancia o el pre-
parado.

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos.

� Recomendada para las sustancias y preparados tóxicos si no se conoce el valor DL50 por vía
cutánea y es probable que la sustancia o preparado resulten tóxicos en contacto con la piel.

� Recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria cuando puedan causar
daño a la salud tras una exposición prolongada.
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S37 Úsese guantes adecuados

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos, nocivos o corrosivos.

� Peróxidos orgánicos.

� Sustancias y preparados irritantes para la piel o sensibilizantes en contacto con la piel.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos y corrosivos.

� Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R21, R24 o R43.

� Obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproducción de la
categoría 3, salvo cuando los efectos se produzcan sólo por inhalación de la sustancia o el pre-
parado.

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos.

� Recomendada para las sustancias y preparados tóxicos si no se conoce el valor DL50 por vía
cutánea y es probable que la sustancia o preparado resulten nocivos en contacto con la piel.

� Recomendada para las sustancias y preparados irritantes para la piel.

S38 En caso de ventilación insuficiente, úsese un equipo respiratorio adecuado

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos o tóxicos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a los casos especiales en que se utilizan sustancias y preparados muy
tóxicos o tóxicos en la industria o en la agricultura.

S39 Úsese protección para los ojos/la cara

� Aplicación

� Peróxidos orgánicos.

� Sustancias y preparados corrosivos, incluidos los irritantes, que puedan provocar lesiones ocula-
res graves.

� Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R34, R35 o R41.

� Obligatoria para los peróxidos orgánicos.

� Recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por contacto
con los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias.

� Limitada normalmente a casos excepcionales en que haya riesgo de salpicaduras al utilizar sus-
tancias y preparados muy tóxicos y tóxicos, y éstos sean fácilmente absorbibles por la piel.

S40 Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, úsese � (a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.
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� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a las sustancias y preparados peligrosos para los que el agua no es el
agente de limpieza más idóneo (por ejemplo, cuando deban absorberse con un material pulveru-
lento o disolverse con un disolvente) y en caso de que sea importante, por razones de salud y/o
seguridad, mostrar esta advertencia en la etiqueta.

S41 En caso de incendio y/o de explosión no respirar los humos

� Aplicación

� Sustancias y preparados peligrosos en cuya combustión se desprendan gases muy tóxicos o tóxi-
cos.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales.

S42 Durante las fumigaciones/pulverizaciones úsese equipo respiratorio adecuado (denominación(es) adecuada(s) a especi-
ficar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados destinados a tal uso, pero que puedan poner en peligro la salud y la
seguridad del usuario si no se toman las medidas de prudencia adecuadas.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales.

S43 En caso de incendio, utilizar � (los medios de extinción los debe especificar el fabricante). (Si el agua aumenta el
riesgo, se deberá añadir: «No usar nunca agua»)

� Aplicación

� Sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente inflamables e inflamables.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire húmedo, des-
prendan gases extremadamente inflamables.

� Recomendada para las sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente inflama-
bles e inflamables, especialmente cuando no sean miscibles con el agua.

S45 En caso de accidente o malestar, acúdase inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele la etiqueta)

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos.

� Sustancias y preparados tóxicos y corrosivos.

� Sustancias y preparados sensibilizantes por inhalación.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados mencionados anteriormente.

S46 En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos excepto los muy tóxicos, tóxicos, corrosivos o peli-
grosos para el medio ambiente.
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� Criterios de utilización

� Obligatoria para todas sustancias y preparados peligrosos arriba citados utilizados por el público
en general, salvo si su ingestión puede considerarse inofensiva, especialmente para los niños.

S47 Consérvese a una temperatura no superior a � °C (a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados que se vuelvan inestables a cierta temperatura.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, determinados peróxidos orgánicos).

S48 Consérvese húmedo con � (medio apropiado, a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados que, si se desecan, pueden ser muy sensibles a las chispas, al frotamiento
o al choque.

� Criterios de utilización

� Limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo las nitrocelulosas.

S49 Consérvese únicamente en el recipiente de origen

� Aplicación

� Sustancias y preparados sensibles a la descomposición catalítica.

� Criterios de utilización

� Sustancias y preparados sensibles a la descomposición catalítica como, por ejemplo, algunos
peróxidos orgánicos.

S50 No mezclar con � (a especificar por el fabricante)

� Aplicación

� Sustancias y preparados que puedan reaccionar con el producto especificado y desprender gases
muy tóxicos o tóxicos

� Peróxidos orgánicos.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados antes citados utilizados por el público en general,
cuando esta frase sea preferible a la frase R31 o R32.

� Obligatoria para determinados peróxidos que puedan producir reacciones violentas con cataliza-
dores o iniciadores.

S51 Úsese únicamente en lugares bien ventilados

� Aplicación

� Sustancias y preparados destinados a producir vapores, polvo, aerosoles, humos, nieblas, etc., o
que puedan desprenderlos, que supongan riesgo por inhalación o peligro de incendio o explo-
sión.

� Criterios de utilización

� Recomendada cuando no convenga utilizar la frase S38. Por consiguiente, el empleo de esta frase
es importante cuando tales sustancias y preparados sean utilizados por el público en general.
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S52 No usar sobre grandes superficies en locales habitados

� Aplicación

� Sustancias volátiles muy tóxicas, tóxicas y nocivas y preparados que las contengan.

� Criterios de utilización

� Recomendada cuando la exposición prolongada a dichas sustancias y preparados puede afectar a
la salud a causa de su volatilización en grandes superficies situadas en el interior de viviendas o
locales cerrados donde se congregan personas.

S53 Evítese la exposición - Recábense instrucciones especiales antes del uso

� Aplicación

� Sustancias y preparados carcinogénicos, mutagénicos y/o tóxicos para la reproducción.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados antes mencionados a los que se han asignado las fra-
ses R45, R46, R49, R60 o R61.

S56 Elimínense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de residuos especiales o peligrosos

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.

� Criterios de utilización

� Recomendada para todas las sustancias y preparados utilizados por el público en general y que
precisen una eliminación especial.

S57 Utilícese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminación del medio ambiente

� Aplicación

� Sustancias y preparados a las que se haya asignado el símbolo «N».

� Criterios de utilización

� Limitada en general a las sustancias y preparados que no son utilizados por el público en gene-
ral.

S59 Remitirse al fabricante o proveedor para obtener información sobre su recuperación/reciclado

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados peligrosos para la capa de ozono.

� Recomendada para otras sustancias y preparados cuya recuperación o reciclado se recomiende.

S60 Elimínense el producto y su recipiente como residuos peligrosos

� Aplicación

� Todas las sustancias y preparados peligrosos.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados que no sean utilizados por el público en general
cuando no se haya asignado la frase S35.
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S61 Evítese su liberación al medio ambiente. Recábense instrucciones específicas de la ficha de datos de seguridad

� Aplicación

� Sustancias y preparados peligrosos para el medio ambiente.

� Criterios de utilización

� Utilizada normalmente en sustancias y preparados a los que se haya asignado el símbolo «N».

� Recomendada para todas las sustancias y preparados clasificados como peligrosos para el medio
ambiente que no estén incluidos en la descripción anterior.

S62 En caso de ingestión no provoque el vómito: acúdase inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase

� Aplicación

� Sustancias y preparados clasificados como nocivos a los que se haya asignado la frase R65 según
los criterios del punto 3.2.3.

� No aplicable a sustancias y preparados que se comercialicen en envases para aerosoles (o en
envases con un dispositivo nebulizador sellado); véanse las secciones 8 y 9.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados antes citados, de venta o utilizados por el público en
general, excepto en los casos en que sean obligatorias las frases S45 o S46.

� Recomendada para las sustancias y preparados antes citados cuando se empleen en la industria,
excepto en los casos en que sean obligatorias las frases S45 o S46.

S63 En caso de accidente por inhalación, alejar a la víctima de la zona contaminada y mantenerla en reposo

� Aplicación

� Sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos (gases, vapores, partículas, líquidos volátiles).

� Sustancias y preparados que produzcan sensibilización respiratoria.

� Criterios de utilización

� Obligatoria para las sustancias y preparados a los que se han asignado las frases R26, R23 o R42
y que pueden ser utilizados por el público en general de manera que se produzca inhalación.

S64 En caso de ingestión, enjuáguese la boca con agua (solamente si la persona está consciente)

� Aplicación

� Sustancias y preparados corrosivos o irritantes.

� Criterios de utilización

� Recomendada para las sustancias y preparados citados utilizado por el público en general, en
caso de que el tratamiento descrito sea el indicado.

7. ETIQUETADO

7.1. Una vez clasificada la sustancia o preparado, la etiqueta correspondiente se determinará con arreglo a lo esta-
blecido en el artículo 23 de la presente Directiva y el artículo 10 de la Directiva 1999/45/CE, relativas a las
sustancias y los preparados respectivamente. La presente sección explica la forma de determinar la etiqueta y,
sobre todo, sirve de guía para elegir las frases de riesgo y prudencia adecuadas.

La etiqueta contendrá la información siguiente:

a) for preparationspara los preparados, nombre comercial o designación; the trade name or designation;

b) para las sustancias, el nombre de la sustancia, y para los preparados, los nombres de las sustancias que
contienen de acuerdo con las normas establecidas en el punto 2.3 del artículo 10 de la Directiva
1999/45/CE;
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c) el nombre, dirección y número de teléfono de la persona responsable de la comercialización de la sustan-
cia o preparado, ya sea el fabricante, el importador o el distribuidor;

d) el símbolo o símbolos y la indicación o indicaciones de peligro;

e) las frases que indiquen los riesgos específicos (frases R);

f) las frases que indiquen los consejos de prudencia (frases S);

g) para las sustancias, el número CE y, además, cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, la men-
ción «etiqueta CE»;

h) para los preparados ofrecidos o vendidos al público en general, la cantidad nominal de contenido a
menos que ésta se indique en otro punto del envase.

Nota:

Determinados preparados están sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2
del artículo 10 y el anexo V de la Directiva 1999/45/CE y en el artículo 20 de la Directiva 98/8/CE.

7.1.1. Elección final de las frases de riesgo y de prudencia

A pesar de que la elección final de las frases R y S se rija, en primer lugar, por la necesidad de proporcionar
toda la información indispensable, conviene asimismo tener presente la claridad y el impacto de la etiqueta.
Para mayor claridad, la información necesaria deberá expresarse en un número mínimo de frases.

Respecto a las sustancias irritantes, fácilmente inflamables, inflamables o comburentes, no será necesario indi-
car las frases R y las frases S cuando el contenido del envase no exceda de los 125 ml. Esta norma se aplicará
también a las sustancias nocivas de igual contenido, cuando no se vendan al público en general.

Respecto a los preparados en envases que no excedan de los 125 ml:

� si se han clasificado como fácilmente inflamables, comburentes o irritantes, salvo aquellos a los que se les
haya asignado la frase R41, o peligrosos para el medio ambiente y se les haya asignado el símbolo «N»,
no será necesario indicar las frases R o S,

� si se han clasificado como inflamables o peligrosos para el medio ambiente y no se les ha asignado el
símbolo «N», será necesario indicar las frases R, pero no será necesario indicar las frases S.

7.1.2. Sin perjuicio de lo establecido en el apartado 4 del artículo 16 de la Directiva 91/414/CEE y en la Directiva
98/8/CE, las indicaciones tales como «no tóxico», «no nocivo», «no contaminante», «ecológico» o cualquier otra
indicación de que la sustancia o preparado no es peligroso o que pueda llevar a infravalorar los riesgos de la
sustancia o el preparado en cuestión no podrán inscribirse en la etiqueta o el envase de las sustancias o prepa-
rados incluidos en el ámbito de la presente Directiva y la Directiva 1999/45/CE.

7.2. Nombre(s) químico(s) que deben figurar en la etiqueta:

7.2.1. Cuando las sustancias estén incluidas en el anexo I, la etiqueta llevará el nombre de las sustancias designadas
con alguno de los términos que figuran en el anexo I.

Cuando las sustancias no estén incluidas en el anexo I, el nombre se establecerá con arreglo a una nomencla-
tura química reconocida internacionalmente, según se indica en el punto 1.4.

7.2.2. Cuando se trate de preparados, la elección de los nombres que deben figurar en la etiqueta se ajustará a lo dis-
puesto en el punto 2.3 del artículo 10 de la Directiva 1999/45/CE.

Nota:

Teniendo en cuenta el apartado B.9 del anexo V de la Directiva 1999/45/CE,

� el nombre de la sustancia sensibilizante se establecerá de acuerdo con el punto 7.2.1 del presente anexo,

� si se trata de preparados concentrados destinados a la industria del perfume:
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� la persona responsable de su comercialización podrá identificar simplemente la sustancia sensibili-
zante que, a su juicio, sea la principal causante del riesgo de sensibilización,

� si se trata de sustancias naturales, el nombre químico podrá ser del tipo «aceite esencial de» o «ex-
tracto de», en lugar del nombre de los componentes de dicho aceite o extracto.

7.3. Elección de los símbolos de peligro

El diseño de los símbolos de peligro y la redacción de las indicaciones de peligro deberán coincidir con los
establecidos en el anexo II. Los símbolos deberán ir impresos en negro sobre fondo amarillo anaranjado.

7.3.1. For substances appearing in Annex I the danger symbols and indications of danger shall be those shown in
the Annex.

7.3.2. Cuando se trate de sustancias peligrosas no incluidas aún en el anexo I y cuando se trate de preparados, los
símbolos e indicaciones de peligro se ajustarán a lo dispuesto en el presente anexo.

Cuando una sustancia deba llevar más de un símbolo:

� la obligación de poner el símbolo E convierte en facultativos los símbolos F+, F y O,

� la obligación de poner el símbolo T+ o T convierte en facultativos los símbolos Xn, Xi y C,

� la obligación de poner el símbolo C convierte en facultativos los símbolos Xn y Xi,

� si se asigna el símbolo Xn, el símbolo Xi será opcional.

7.4. Elección de las frases de riesgo

La redacción de las frases R se ajustará a lo establecido en el anexo III.

Las combinaciones de frases R del anexo III se aplicarán cuando corresponda.

7.4.1. Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, las frases R serán las indicadas en el anexo.

7.4.2. Cuando se trate de sustancias no incluidas en el anexo I, las frases R se seleccionarán con arreglo a los criterios
y prioridades siguientes:

a) peligros que originen efectos sobre la salud:

i) las frases R que correspondan a la categoría del peligro caracterizada por un símbolo deberán figurar
en la etiqueta;

ii) las frases R que correspondan a otras categorías de peligro que no están caracterizadas por un sím-
bolo, conforme al artículo 23;

b) peligros derivados de las propiedades fisicoquímicas:

� las frases R que correspondan a la categoría del peligro caracterizada por un símbolo deberán figurar
en la etiqueta;

c) peligros para el medio ambiente:

� las frases R correspondientes a la clasificación « peligrosa para el medio ambiente» deberán figurar en
la etiqueta.

7.4.3. En el caso de los preparados, las frases R se seleccionarán en función de los criterios y prioridades siguientes:

a) peligros que originen efectos sobre la salud:

i) las frases R que correspondan a la categoría de peligro ilustrada por un símbolo. En determinados
casos, las frases R deberán adoptarse según los cuadros de la parte B del anexo II de la Directiva
1999/45/CE. Más en concreto, deberán figurar en la etiqueta las frases R del componente o compo-
nentes que dan lugar a que se asigne al preparado la categoría de peligroso;
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ii) las frases R que correspondan a otras categorías de peligro que se hayan asignado a los componentes,
pero que no estén ilustradas por un símbolo, conforme al punto 2.4 del artículo 10 de la Directiva
1999/45/CE;

b) peligros derivados de las propiedades fisicoquímicas:

� se aplicarán los criterios descritos en la letra a) del punto 7.4.3; no será necesario indicar la frase de
riesgo « extremadamente inflamable» o «fácilmente inflamable» cuando supongan una repetición de la
indicación de peligro ilustrada con un símbolo;

c) peligros para el medio ambiente:

i) las frases R correspondientes a la clasificación «peligrosa para el medio ambiente» deberán figurar en
la etiqueta;

ii) cuando se asignen la frase R50 y la combinación de frases R51/53 o R52/53 o la frase R53, se utili-
zará la combinación de frases R50/53.

Como norma general, en el caso de los preparados, bastará un máximo de seis frases R para describir el riesgo;
a tal efecto, las combinaciones de frases del anexo III se considerarán como frases simples. No obstante, si el
preparado entrara en más de una categoría de peligro, las frases tipo deberán abarcar todos los riesgos princi-
pales asociados al preparado, por lo que en algunos casos podrán ser necesarias más de seis frases R.

7.5. Frases de prudencia

La redacción de las frases S se ajustará a lo establecido en el anexo IV.

Las combinaciones de frases S del anexo IV se aplicarán cuando corresponda.

7.5.1. Cuando se trate de sustancias incluidas en el anexo I, las frases S serán las indicadas en el anexo. Cuando no
se indique ninguna frase S, el fabricante o importador podrá incluir cualquier frase o frases S que resulte apro-
piada. Cuando se trate de sustancias no incluidas en el anexo I y para los preparados, el fabricante deberá
incluir las frases S de acuerdo con los criterios fijados en el capítulo 6 del presente anexo.

7.5.2. Elección de las frases de prudencia

La elección final de las frases S deberá hacerse teniendo en cuenta las frases R indicadas en la etiqueta y el uso
previsto para la sustancia o el preparado:

� por regla general, bastará con un máximo de seis frases S para formular de modo adecuado la medida de
precaución; a tal efecto, las combinaciones de frases del anexo IV se considerarán como frases simples,

� en el caso de las frases S sobre eliminación, se utilizará una de ellas, a menos que esté claro que la elimi-
nación del material y de su envase no supone peligro para la salud humana o el medio ambiente. En par-
ticular, es importante aconsejar sobre la eliminación con todas las precauciones posibles en el caso de las
sustancias y preparados de venta al público en general,

� si se seleccionan cuidadosamente las frases S, algunas frases R resultarán superfluas, y viceversa; algunas
frases S que corresponden claramente a frases de riesgo sólo figurarán en la etiqueta cuando se quiera
destacar una advertencia concreta,

� en la elección de frases S, se prestará atención muy especial a las condiciones de uso previstas para deter-
minadas sustancias y preparados como, por ejemplo, la pulverización u otros efectos de los aerosoles. Se
elegirán las frases teniendo en cuenta la utilización prevista,

� las frases de prudencia S1, S2 y S45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy tóxicos,
tóxicos y corrosivos de venta al público en general,

� las frases de prudencia S2 y S46 son obligatorias para todas las demás sustancias (excepto las clasificadas
sólo como peligrosas para el medio ambiente) y los preparados peligrosos de venta al público en general.

Se podrán eliminar algunas de las frases seleccionadas según los criterios estrictos del punto 6.2 cuando den
lugar a redundancias o ambigüedades, o resulten claramente innecesarias para el producto o envase concretos.
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7.6. Número CE

Si una sustancia citada en la etiqueta figura en el Catálogo europeo de sustancias químicas comerciales existen-
tes (Einecs) o en la Lista europea de sustancias químicas notificadas (Elincs), se indicará también en la etiqueta
el número Einecs o Elincs de la sustancia. Este requisito no se aplica a los preparados.

7.7. Dimensiones de la etiqueta de los preparados

Las dimensiones de la etiqueta serán las siguientes:

Capacidad del envase Dimensiones (en milímetros)

� hasta 3 litros: si es posible, al menos 52 x 74,

� superior a 3 litrossin superar los 50 litros: al menos 74 x 105,

� superior a 50 litros sin superar los 500 litros: al menos 105 x 148,

� superior a 500 litros: al menos 148 x 210.

Cada símbolo deberá cubrir al menos una décima parte de la superficie de la etiqueta y en ningún caso será
menor de 1 cm2. La etiqueta se fijará firmemente a una o más superficies del envase inmediatamente después
de la introducción del preparado en el mismo.

La información que la etiqueta debe contener deberá destacar claramente del contorno y deberá tener un
tamaño y espacio que faciliten su lectura.

8. CASOS ESPECIALES: SUSTANCIAS

8.1. Botellas portátiles de gas

Para las bombonas portátiles de gas, los requisitos del etiquetado se considerarán satisfechos cuando se cumpla
lo dispuesto en el artículo 23 o en la letra b) del apartado 6 del artículo 24.

Sin embargo, como excepción a lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del artículo 24, puede utilizarse una de
las siguientes alternativas para cilindros de gas con una capacidad de agua inferior o igual a 150 litros:

� el formato y las dimensiones de la etiqueta pueden ajustarse a las prescripciones de la norma ISO/DP
7225 (edición de 1994), relativa a «Botellas de gas � Etiquetas de precauciones»,

� la información especificada en el apartado 2 del artículo 23 puede aparecer sobre un disco o una etiqueta
duradera de información que se mantendrá unida a la botella.

8.2. Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP)

Estas sustancias están clasificadas en el anexo I. Pese a estar clasificadas de conformidad con el artículo 2, no
suponen riesgo para la salud humana si son comercializadas en botellas rellenables cerradas o en cartuchos no
rellenables a los que se aplica la norma EN 417 en cuanto gases combustibles que sólo se liberan para la com-
bustión (EN 417, edición de septiembre de 1992, relativa a «Cartuchos metálicos para gases licuados de petró-
leo, no recargables, con o sin válvula, destinados a alimentar aparatos portátiles; construcción, inspección,
ensayos y marcado»).

Dichas botellas o cartuchos deben estar etiquetados con el símbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla-
mabilidad. No se exige en la etiqueta información sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la
información sobre dichos efectos que debería figurar en la etiqueta la enviará al usuario profesional la persona
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responsable de la comercialización de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el artículo 27 de la
Directiva. Deberá transmitirse suficiente información al consumidor para que éste pueda tomar todas las pre-
cauciones necesarias para la salud y la seguridad, según se dispone en el apartado 3 del artículo 1 de la Direc-
tiva 91/155/CEE, modificada por la Directiva 93/112/CEE.

8.3. Metales en forma maciza

Estas sustancias están clasificadas en el anexo I o bien se clasificarán con arreglo al artículo 6. No obstante,
algunas de ellas, aunque clasificadas conforme al artículo 2, no suponen peligro para la salud humana en caso
de inhalación, ingestión o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acuático, en la forma en
que se comercializan. Tales sustancias no precisan una etiqueta conforme al artículo 23. Sin embargo, el res-
ponsable de su comercialización comunicará al usuario toda la información que debería haber figurado en la
etiqueta, según el modelo establecido en el artículo 27.

8.4. Sustancias clasificadas con la frase R65

Las sustancias clasificadas como nocivas por riesgo de aspiración no tendrán que ser etiquetadas como nocivas
con la frase R65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador
sellado.

9. CASOS ESPECIALES: PREPARADOS

9.1. Preparados gaseosos (mezclas de gases)

En lo referente a los preparados gaseosos, será preciso tener en cuenta:

� la evaluación de las propiedades fisicoquímicas,

� la evaluación de los peligros para la salud,

� la evaluación de los peligros para el medio ambiente.

9.1.1. Evaluación de las propiedades fisicoquímicas

9.1.1.1. Inflamabilidad

Las propiedades inflamables de estos preparados se determinarán de acuerdo con el artículo 5 de la Directiva
1999/45/CE, según los métodos especificados en la parte A del anexo V de la presente Directiva.

Los preparados se clasificarán de acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos y con respecto a los cri-
terios del anexo V y la guía para el etiquetado.

No obstante, en casos excepcionales, cuando los preparados se fabriquen por pedidos en pequeñas cantidades,
la inflamabilidad de dichas mezclas de gases se podrá evaluar siguiendo el siguiente método de cálculo:

La expresión de la mezcla de gases

A1F1 + � + AiFi + � AnFn + B1I1 + � + BiIi + � BpIp

donde: Ai y Bi son las fracciones molares,

Fi el gas inflamable,

Ii el gas inerte,

n el número de gases inflamables,

p el número de gases inertes,

se puede transformar en una fórmula en la que todos los gases inertes Ii se expresen en un equivalente de
nitrógeno, utilizando un coeficiente Ki, y en la que el contenido equivalente de gas inflamable Ai se expresa
del modo siguiente:

A¡i = Ai × (100 / (Ai + KiBi))
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Si se utiliza el valor del contenido máximo de gas inflamable que, en una mezcla con nitrógeno, produzca una
composición no inflamable en el aire (Tci), se obtendrá la expresión siguiente:

Ri A¡i / Tci Ä 1

La mezcla de gases será inflamable si el valor de la citada expresión es mayor que 1, entonces el preparado se
clasificará como extremadamente inflamable y se le asignará la frase R12.

Coeficientes de equivalencia (Ki)

Los valores de los coeficientes de equivalencia Ki entre los gases inertes y el nitrógeno, y los de contenido
máximo de gas inflamable (Tci) se basarán en las tablas 1 y 2 de la norma ISO: ISO 10156, edición de
15.12.1990 (nueva edición de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases � Determinación del potencial de
inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las válvulas de salida de las botellas».

Contenido máximo de gas inflamable (Tci)

El valor del contenido máximo de gas inflamable (Tci) se basará en la tabla 2 de la norma ISO: ISO 10156,
edición de 15.12.1990 (nueva edición de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases � Determinacón del
potencial de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las valvulas de salida de las
botellas».

Si hay algún valor del Tci de gas inflamable que no figure en dicha norma, se empleará el límite inferior de
explosividad (LIE) que corresponda. Si no existe valor LIE, el valor del Tci quedará fijado en el 1 % del volu-
men.

Observaciones

� La fórmula anterior se puede emplear para conseguir un correcto etiquetado de los preparados gaseosos,
pero no debe tomarse como un método sustitutivo de los experimentos que se llevan a cabo para deter-
minar los parámetros técnicos de seguridad.

� Además, esta fórmula no proporciona ningún dato sobre si las mezclas que contienen gases comburentes
pueden prepararse con seguridad. Para calcular la inflamabilidad no se toman en consideración los gases
comburentes.

� Dicha expresión proporcionará resultados fiables sólo en los casos en que los gases inflamables no tengan
influencia unos en otros en lo que respecta a la inflamabilidad. Esto ha de tenerse en cuenta, por ejemplo,
en el caso de los hidrocarburos halogenados.

9.1.1.2. Propiedades comburentes

Habida cuenta de que el anexo V de la presente Directiva no contiene un método para determinar las propie-
dades comburentes de las mezclas de gases, estas propiedades deberán evaluarse según el siguiente método de
cálculo.

El principio del método consiste en comparar el potencial comburente de los gases que integran una mezcla
con el potencial comburente del oxígeno en el aire. La concentración de gases en la mezcla se expresa en por-
centaje de volumen.

Se considera que la mezcla gaseosa es tan comburente o más que el aire si se cumple la condición siguiente:

Ri xiCi Å 21

donde: xi es la concentración de gas i en porcentaje de volumen,

Ci es el coeficiente de equivalencia de oxígeno.

En tal caso, el preparado se clasificará como «comburente» y se le asignará la frase R8.

Coeficientes de equivalencia entre los gases comburentes y el oxígeno
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Los coeficientes utilizados para calcular la capacidad comburente de ciertos gases integrantes de una mezcla
con respecto a la capacidad comburente del oxígeno en el aire, que se enumeran en el punto 5.2 de la norma
ISO: ISO 10156, edición de 15.12.1990 (nueva edición de 1996), relativa a «Gases y mezclas de gases ¯
Determinación del potencial de inflamabilidad y de la capacidad comburente para la selección de las válvulas
de salida de las botellas», son los siguientes:

O2 1

N2O 0,6

Cuando no exista un valor del coeficiente Ci para un gas en la norma citada, se atribuirá a este coeficiente un
valor de 40.

9.1.2. Etiquetado

Para las bombonas portátiles de gas, los requisitos del etiquetado se considerarán satisfechos cuando se cumpla
lo dispuesto en la letra b) del apartado 6 del artículo 11 de la Directiva 1999/45/CE.

Sin embargo, no obstante lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del artículo 11, en el caso de las bombonas de
gas con una capacidad de agua inferior o equivalente a 150 litros, el formato y las dimensiones de la etiqueta
podrán seguir las prescripciones de la norma ISO 7225 (edición de 1994), relativa a «Botellas de gas � Etique-
tas de precauciones». En este caso, la etiqueta podrá llevar la denominación genérica o el nombre comercial o
industrial del preparado, siempre que las sustancias peligrosas que compongan el preparado figuren en el
cuerpo de la bombona de gas de forma clara e indeleble.

La información especificada en el artículo 10 podrá incluirse en un disco o etiqueta informativos duraderos
sujetos a la bombona.

9.2. Bombonas de gas para preparados que contengan propano, butano o gas licuado de petróleo (GLP)
fétido

El propano, el butano y el gas licuado de petróleo están clasificados en el anexo I. Aunque los preparados que
contienen esas sustancias están clasificados con arreglo a los artículos 5, 6 y 7 de la Directiva 1999/45/CE, no
representan un riesgo para la salud humana cuando son comercializados en bombonas rellenables cerradas o
en cartuchos no rellenables pertenecientes al campo de aplicación de EN 417 como gases combustibles que
sólo son liberados para la combustión (EN 417, edición de septiembre de 1992, relativa a «Cartuchos metáli-
cos para gases licuados de petróleo, no recargables, con o sin válvula, destinados a alimentar aparatos portáti-
les; construcción, inspección, ensayos y marcado»).

Dichas botellas y cartuchos deben estar etiquetados con el símbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla-
mabilidad. No se exige en la etiqueta información sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la
información sobre dichos efectos que debería figurar en la etiqueta la enviará al usuario profesional la persona
responsable de la comercialización de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el artículo 14 de la
Directiva 1999/45/CE. Deberá transmitirse suficiente información al consumidor para que éste pueda tomar
todas las precauciones necesarias para la salud y la seguridad, según se dispone en el apartado 3 del artículo 1
de la Directiva 91/155/CEE.

9.3. Aleaciones, preparados que contengan polímeros, preparados que contengan elastómeros

Estos preparados se clasificarán de acuerdo con los artículos 5, 6 y 7 y se etiquetarán de acuerdo con lo esta-
blecido en el artículo 10 de la Directiva 1999/45/CE.

No obstante, algunos de ellos, aunque clasificados conforme a los artículos 6 y 7, no suponen peligro para la
salud humana en caso de inhalación, ingestión o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente
acuático, en la forma en que se comercializan. No es obligatorio que estos preparados vayan etiquetados como
se indica en el artículo 10 o el punto B.9 del anexo V. De todas formas, se comunicará al usuario profesional
toda la información que debería figurar en la etiqueta, mediante un sistema de información, en el formato
establecido en el artículo 14 de la Directiva mencionada.
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9.4. Preparados clasificados con R65

Los preparados clasificados como nocivos por riesgo de aspiración no tendrán que ser etiquetados como noci-
vos con la frase R65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebuliza-
dor sellado.

9.5. Peróxidos orgánicos

Los peróxidos orgánicos combinan las propiedades de un comburente y de un combustible en una sola molé-
cula: cuando se descompone un peróxido orgánico, la parte comburente de la molécula reacciona exotérmica-
mente con la parte combustible. Respecto a las propiedades comburentes, los métodos actuales del anexo V
no pueden aplicarse a los peróxidos orgánicos.

Deberá utilizarse el siguiente método de cálculo, basado en la presencia de oxígeno activo.

El contenido en oxígeno disponible (%) de un preparado de peróxido orgánico viene dado por la fórmula:

16 × R (ni × ci/mi)

donde:

ni = número de grupos peróxido por molécula del peróxido orgánico i,

ci = concentración (peso %) del peróxido orgánico i,

mi = peso molecular del peróxido orgánico i.

9.6. Requisitos de etiquetado adicional para determinados preparados

Determinados preparados están sujetos a requisitos de etiquetado adicionales que se fijan en el apartado 1.2
del artículo 10 y el anexo V de la Directiva 1999/45/CE y en el artículo 20 de la Directiva 98/8/CE.
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DECLARACIÓN DE LA COMISIÓN

Con respecto al punto 4.1.5 y, en particular, su último párrafo, la Comisión declara que, en caso de que contemple
recurrir al procedimiento del artículo 28 de la Directiva 67/548/CEE, está dispuesta a consultar previamente a expertos
competentes designados por los Estados miembros y que posean cualificaciones específicas en lo referente a los efectos
carcinogénicos, mutagénicos y tóxicos para la reproducción.

Estas consultas tendrían lugar conforme al procedimiento habitual de consultas a expertos nacionales y/o en el marco
de los comités existentes. Se procederá de la misma manera cuando las sustancias que ya figuran en el anexo I deban
ser reclasificadas en función de sus efectos carcinogénicos, mutagénicos o tóxicos para la reproducción.
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ANEXO 7A

A las sustancias intermedias de exposición limitada les serán aplicables las disposiciones del punto 7.
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ANEXO 7B

7. Conjunto de ensayos simplificado para sustancias intermedias en cantidades Å 1 tonelada/año

1. Definiciones

Sin perjuicio de otra legislación comunitaria, se aplicarán las siguientes definiciones:

� «sustancia intermedia»: sustancia química que es únicamente fabricada, consumida y utilizada en procesos quí-
micos con el fin de ser transformada en otra(s) sustancia(s) química(s),

� «emisión»: liberación de una sustancia de un sistema cuando, por ejemplo, éste pierde la estanqueidad. La
garantización del nivel máximo de protección de los trabajadores y el medio ambiente exige, como objetivo
primario, la minimización de las emisiones mediante una contención rigurosa del proceso,

� «exposición»: se refiere a lo que ocurre con una sustancia después de ser emitida, tanto si esto ocurre en el
entorno en general como si la sustancia puede ser inhalada o entrar en contacto con la piel de un miembro del
personal. En caso de que se prevean emisiones, deberán aplicarse rigurosas medidas de control de la exposición
mediante técnicas adecuadas, teniendo bien presente la necesidad de adoptar el principio de cautela según el
cual las propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológicas que no han sido ensayadas se considerarán
peligrosas,

� «sistema integrado de ventilación por extracción»: sistema de extracción cerrado que se utiliza en combinación
con esclusas, recintos de protección, contenedores, etc. para restringir los agentes químicos al interior de la uni-
dad funcional cerrada. Las aberturas asociadas al proceso deben ser del menor tamaño posible. La fuerza de
extracción y el sistema de ventilación deben diseñarse de forma que dentro de la unidad de extracción se dé
una depresión que asegure la captación y extracción de todos los gases, vapores y polvos que se produzcan.
Deberá evitarse el reflujo a la zona de trabajo de las sustancias peligrosas extraídas. Esto significa que las sus-
tancias peligrosas no deben poder propagarse desde la unidad funcional cerrada a la zona de trabajo,

� «sistema de ventilación por extracción de alta eficacia»: sistema de ventilación abierto y semiabierto, diseñado
de forma que sus dimensiones impidan a los agentes químicos salir de la zona de captación. Esto significa que
la presencia de agentes químicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser prácticamente excludia,

� «sistema eficaz de ventilación por extracción»: sistema de ventilación por extracción abierto y semiabierto,
diseñado de forma que sus dimensiones impidan a los agentes químicos salir de la zona de captación, es decir,
que la presencia de agentes químicos en el ambiente del lugar de trabajo puede ser excluida en gran parte, o
que se ha demostrado que cumple los valores límite.

� «otro sistema de ventilación por extracción»: sistema de ventilación por extracción abierto y semiabierto,
diseñado de forma que sus dimensiones no permitan excluir la presencia de agentes químicos en el ambiente
del lugar de trabajo,

� «usos de emisiones reducidas» son, por ejemplo:

� los envases fungibles, es decir, la sustancia peligrosa está contenida en envases adecuados y se introduce en
un sistema de reacción junto con el envase sin abrir,

� los cambios de consistencia, es decir, la sustancia se utiliza, por ejemplo, en forma de pasta o gránulos en
vez de pulverizada,

� la matriz de seguridad, una matriz plástica que enmarca la sustancia peligrosa y evita el contacto directo
con la misma. La matriz plástica, en sí, no es una sustancia peligrosa. No obstante, es posible que se pro-
duzca su abrasión y, por tanto, la de la sustancia peligrosa,

� «usos sin emisiones»: ason, por ejemplo, las matrices de seguridad sin abrasión, es decir, las que son tan resis-
tentes a la abrasión que no pueden liberarse sustancias peligrosas,
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� «técnicamente estanco»: cualidad aplicable a una subunidad cuando no se percibe ningún escape durante los
ensayos, la supervisión o la comprobación de su estanqueidad utilizando, por ejemplo, agentes espumosos o
equipos de detección e indicación de escapes utilizados en una aplicación concreta.Los sistemas, subsistemas y
elementos funcionales son técnicamente estancos, si el índice de escape es < 0,00001 mbar*l*s¯1.

2. Solicitud de un conjunto de ensayos simplificado (CES)

En el caso de las sustancias intermedias, el notificante podrá solicitar que la autoridad competente permita aplicar
un conjunto de ensayos simplificado (CES). Este conjunto de ensayos supondrá un conjunto mínimo de datos que
sirva para producir una primera evaluación del riesgo con carácter preliminar para la comercialización de una sus-
tancia intermedia. Basándose en el resultado de la evaluación del riesgo y de conformidad con el apartado 1 del
artículo 16, podrán requerirse resultados de ensayos adicionales.

3. Condiciones para la aplicación del conjunto de ensayos simplificado

El notificante deberá demostrar de forma satisfactoria para la autoridad competente del país donde se notifica la
sustancia que se cumplen las siguientes condiciones:

a) la sustancia se produce para procesos químicos, y se consume y utiliza únicamente en ellos. Los monómeros
están excluidos. Cuando por el proceso la sustancia se transforma en moléculas químicamente distintas que no
sean polímeros;

b) la sustancia está restringida, como máximo, a 2 puntos de utilización, es decir, puede ser producida por una
empresa y transportarse posteriormente a 1 o 2 distintas para realizar el proceso. Conviene observar que si en
principio la sustancia debe suministrarse a más de 2 puntos de utilización, no se cumplen las condiciones para
un conjunto de ensayos simplificado, por lo que el expediente debe pasar al nivel apropiado;

c) el suministro a la empresa que utiliza la sustancia intermedia en procesos posteriores debe ser realizado directa-
mente por el notificante y no a través de un proveedor intermedio;

d) la sustancia debe estar rigurosamente contenida por medios técnicos durante la totalidad de su ciclo de vida.
Éste incluye la producción, el transporte, la purificación, la limpieza y el mantenimiento, el muestreo, el análi-
sis, la carga y descarga de equipos o recipientes, y la eliminación o purificación de los residuos y su almacena-
miento. En general, un proceso adecuado debe incluir todos los elementos funcionales de una planta de proce-
sado como orificios de llenado, dispositivos de vaciado, etc., tanto si se trata de una estructura cerrada en la
que la estanqueidad está garantizada o una estructura cerrada provista de un sistema integrado de ventilación
por extracción;

e) en los casos en que exista riesgo de exposición, deberán utilizarse las técnicas reglamentarias para reducir al
mínimo las emisiones y la exposición resultante;

f) cuando se realicen labores de limpieza y mantenimiento deberán aplicarse procedimientos especiales como la
purgación y el lavado antes de abrir el sistema o ingresar en él;

g) las operaciones de transporte se realizarán de acuerdo con los requisitos de la Directiva 94/55/CE del Consejo
y sus posteriores modificaciones;

h) puede producirse exposición ambiental en caso de accidente y cuando se generan residuos debido a la aplica-
ción de procedimientos de purificación, limpieza y mantenimiento. En ambos casos, deberán utilizarse las téc-
nicas reglamentarias para minimizar las emisiones y la exposición resultante;

i) debe contarse con un sistema de gestión que establezca las funciones de cada persona en la empresa;

j) el envase de la sustancia se etiquetará de acuerdo con el anexo VI de la Directiva 67/548/ CEE, añadiendo la
frase: «Precaución: sustancia en fase de ensayo».

k) el notificante debe aplicar un sistema de gestión del producto y debe supervisar a los usuarios (dos como
máximo) para garantizar el cumplimiento de las condiciones mencionadas anteriormente.
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4. Expediente técnico que debe presentarse al solicitar un conjunto de ensayos simplificado

El notificante que solicite la aplicación de un conjunto de ensayos simplificado a una sustancia deberá presentar el
siguiente expediente técnico ante la autoridad competente en todos los centros de producción y uso:

a) declaración de que el notificante y cada usuario aceptan las condiciones enumeradas en el punto 3;

b) una descripción de las medidas técnicas que permiten garantizar el aislamiento de la sustancia (1), como son
los procedimientos de carga, toma de muestras, transferencia y limpieza. No será necesario proporcionar deta-
lles de la totalidad de cada junta o de la eficiencia del sistema integrado de ventilación por extracción. Sin
embargo, independientemente de cuáles sean los medios utilizados para lograr el aislamiento total del proceso,
es importante que, en caso necesario, pueda disponerse de información para comprobar la veracidad de las
afirmaciones hechas;

c) en caso de incumplimiento de los criterios para la evaluación de sistemas cerrados durante la manipulación de
los agentes químicos detallados en el punto 5, el notificante deberá presentar datos de exposición basados en
datos representativos de la supervisión y/o modelos de cálculo fiables, que permitan a la autoridad competente
decidir si acepta o no la solicitud;

d) una descripción detallada de los procesos que tienen lugar en todos los centros relacionados con la producción
y el uso. En especial, debe indicarse si los residuos de la producción y/o el tratamiento se vierten en aguas resi-
duales, si se incineran los residuos líquidos y sólidos, y cómo se realizan la limpieza y el mantenimiento de los
equipos.

e) una evaluación detallada de las posibles emisiones y de la posible exposición de personas y medio ambiente
durante todo el ciclo de vida, incluyendo detalles de las diversas reacciones químicas implicadas en el proceso
y de la forma en que se tratan los residuos. En los casos en que las emisiones puedan producir exposición,
deben describirse con suficiente detalle los medios para controlarlas, a fin de permitir a la autoridad compe-
tente decidir si acepta la declaración o si calcula un índice de emisiones de acuerdo con el documento de orien-
tación técnica de la Unión Europea;

f) los cambios que pudieran afectar a la exposición de personas o del medio ambiente como, por ejemplo, los
cambios de los elementos funcionales la planta de procesado, nuevos usuarios o nuevos centros, deben notifi-
carse por adelantado;

g) La información prescrita para el conjunto de ensayos simplificado es la siguiente:

Anexo VII.B más los siguientes ensayos del presente anexo:

� presión del vapor de agua (3.4),

� propiedades explosivas (3.11),

� temperatura de ignición espontánea (3.12),

� propiedades comburentes (3.13),

� granulometría (3.15),

� toxicidad aguda para Daphnia (5.1.2).

Por otra parte, el notificante deberá incluir otros datos pertinentes que permitan que la autoridad competente
adopte una decisión bien fundamentada y que el usuario aplique los controles adecuados en el centro de proce-
sado intermedio. Así, por ejemplo, si se dispone de información fisicoquímica y/o toxicológica y/o información
sobre el comportamiento medioambiental suplementaria, estos datos también deben presentarse. Además, el
notificante debe revisar los datos sobre toxicidad y ecotoxicidad disponibles acerca de las sustancias que tengan
una relación estructural próxima a la sustancia notificada. Si se dispone de datos pertinentes, especialmente
sobre toxicidad y carcinogenicidad crónicas y para la reproducción, debe proporcionarse un resumen de estos
datos;

h) datos personales del notificante, el productor y el o los usuario(s).

(1) El tipo de construcción y las especificaciones técnicas (por ejemplo, la estanqueidad) del elemento funcional cerrado es fundamental
para la eficacia del aislamiento. Para permitir a la autoridad competente tomar una decisión en cuanto a si el aislamiento completo
está asegurado o no, resulta esencial que el notificante incluya detalles sobre estos aspectos. Las medidas técnical deben ajustarse a
las condiciones de los «Criterios para la evaluación de sistemas cerrados durante la manipulación de agentes químicos», que se incluye
como referencia en elpunto 7.5 y el cuadro 1 del presente anexo. Esto debe ser indicado por el notificante, aunque no será necesario
que en la descripción proporcionada de las medidas técnicas se trate cada tipo de elemento funcional cerrado. Toda desviación de las
condiciones especificadas en los Criterios deberá ser debidamente descrita y justificada.
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5. Criterios para la evaluación de sistemas cerrados durante la manipulación de agentes químicos

5.1. Utilización

La planta de procesado se evalúa mediante un índice de evaluación según el que se clasifican la manipulación de la
sustancia y el potencial de exposición resultante del procesado. El notificante examinará la planta de procesado o la
unidad correspondiente para determinar el índice de evaluación. Los elementos funcionales deben evaluarse uno a
uno.

Los sistemas se consideran cerrados si la evaluación de todos los elementos funcionales disponibles corresponde al
índice de evaluación 0,5 y si sólo están implicados elementos funcionales que son de tipo cerrado y estanqueidad
comprobada y/o equipados de ventilación integrada por extracción. Además, el contacto directo de piel debe estar
excluido.

En la lista de ejemplos, los elementos funcionales pertinentes van acompañados del indicador 0,5 en negrita.

Los elementos funcionales del tipo parcialmente abierto con sistema de ventilación por extracción de alta eficacia
(también acompañados del indicador 0,5 pero no en negrita) no se consideran cerrados de acuerdo con los criterios
fijados.

En el caso de los elementos funcionales a los que se asigne el índice de evaluación 1, no se garantiza el respeto del
valor límite ni en todos los casos ni de forma permanente. Estos elementos funcionales son:

1 � tipo cerrado, estanqueidad no asegurada

1 � tipo parcialmente abierto con ventilación por extracción efectiva.

En el caso de los elementos funcionales a los que se asignen los índices de evaluación 2 y 4, no se garantiza el res-
peto del valor límite en todos los casos. Estos elementos funcionales son:

2 � de tipo parcialmente abierto, diseñado para funcionar con un sistema de ventilación por extracción simple

2 � abierto con sistema de ventilación por extracción simple

4 � tipo abierto o tipo parcialmente abierto

4 � ventilación natural.

La lista de ejemplos del cuadro 1 facilita la clasificación de los elementos funcionales. Los elementos funcionales no
incluidos en la lista de ejemplos pueden clasificarse por analogía. A continuación puede clasificarse la planta o la
unidad, utilizando el índice del elemento funcional que ha recibido el índice de evaluación más alto.

5.2. Comprobación

El uso de este criterio requiere el respeto de los parámetros fijados para el procesado así como el correcto funciona-
miento de los controles citados en la lista de ejemplos (por ejemplo, la inspección y el mantenimiento).

6. Aplicación de un conjunto de ensayos simplificado

Si la autoridad competente acepta la solicitud del notificante para aplicar un CES, deberán suministrarse datos de
los ensayos y/o estudios indicados en el punto 7.4 para el expediente técnico mencionado en el artículo 7. Con-
viene observar que a las cantidades inferiores a 1 tonelada/año les son aplicables los requisitos de ensayo habituales,
recogidos en el anexo VIIB/VIIC.
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ANEXO 8A

Cuando, de acuerdo con las disposiciones del anexo VII.A relativo a las sustancias intermedias, la autoridad competente
haya autorizado la aplicación de un conjunto de ensayos simplificado a una sustancia química, los requisitos de la pre-
sente sección se reducirán como sigue:

� si la cantidad de sustancias comercializadas alcanza las 10 toneladas anuales por fabricante o si la cantidad total
comercializada alcanza las 50 toneladas por fabricante, la autoridad competente exigirá la realización de todos los
ensayos y estudios contemplados en los puntos 3 a 6 del anexo VII.A (a excepción de los ya llevados a cabo); ade-
más, la autoridad competente podrá exigir la realización de ensayos y estudios del nivel 1 relativos a los organis-
mos acuáticos,

� si la cantidad de sustancias comercializadas alcanza las 100 toneladas anuales por fabricante o si la cantidad de sus-
tancias comercializadas alcanza las 500 toneladas por fabricante, la autoridad competente exigirá la realización de
los ensayos y estudios del nivel 1 relativos a la toxicidad para la reproducción. La autoridad competente podrá deci-
dir que la clasificación de la sustancia como sustancia intermedia, lo que permite aplicar un conjunto de ensayos
simplificado, constituye una buena razón para estimar que no son apropiados una o más de los ensayos y estudios,
con excepción de los que se lleven a cabo en materia de toxicidad para la reproducción.

ANEXO 8B

Cuando la cantidad de sustancia comercializada alcance 1 000 toneladas por año y fabricante o cuando la cantidad total
de sustancia comercializada alcance la cifra de 5 000 toneladas por fabricante; no se exigirán normalmente los estudios
adicionales mencionados en el nivel 1 o 2. La autoridad Competente deberá considerar caso por caso los ensayos adicio-
nales y podrá exigirlos incluyendo los establecidos en el nivel 1 y 2 de este anexo.
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